MD/EP 3313884 T2 2021.04.30

MD/EP 3313884 T2 2021.04.30

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

an MD/EP 3313884 a3 T2

(51) Int. CL:CO7K 16/28 (2006.01.01)
A61K 39/395 (2006.01.01)
A61P 35/00 (2006.01.01)

(12) BREVET DE INVENTIE EUROPEAN VALIDAT

(21) Numérul de depozit: e 2018 0449 (49) Data publicarii traducerii fasciculului de

brevet european validat: BOPI nr. 04/2021,

(22) Data de depozit: 2016.06.28 2021.04.30

(96) Numairul cererii si data de depozit a (80) Data publicarii mentiunii eliberirii de
cererii de brevet european:16736718.4, ciatre OEB: EPB nr. 47/2020, 2020.11.18

2016.06.28 (82) Data publicarii solicitarii de validare a

brevetului european: BOPI nr. 06/2018,

(97) Numiirul de publicare si data publicarii 2018.06.30

de citre OEB a cererii de brevet
european:3313884, 2018.05.02

(31) Numaiirul cererii prioritare:
201562186161 P; 201662338203 P;
201662346730 P

(32) Data de depozit a cererii prioritare:
2015.06.29; 2016.05.18; 2016.06.07

(33) Tara cererii prioritare: US; US; US

(71) Solicitant: IMMUNOGEN, INC., US

(72) Inventatori: KOVTUN Yelena, US; TAVARES Daniel, US; RUI Lingyun, US; CHITTENDEN
Thomas, US

(73) Titular: IMMUNOGEN INC., US
(74) Mandatar autorizat: CORCODEL Angela

(54) Anticorpi anti-CD123 si conjugati si derivati ai acestora
(57) Rezumat:

1

Prezenta dezviluire se referd, in
general, la anticorpi, fragmente care leagi
antigenul acestora, polipeptide si
imunoconjugati care se leagd de antigenul
CD123 (lantul a al receptorului interleukinei 3
sau IL-3Ra). Prezenta dezvaluire se referd, de
asemenea, la metode de utilizare a unor astfel

2
de molecule care leagi CDI123 pentru
diagnosticarea si tratarea bolilor, cum ar fi
tumorile maligne ale celulelor B.
Secvente: 97
Revendicari: 25
Figuri: 33



(54) Anti-cd123 antibodies and conjugates and derivatives thereof

(57) Abstract:

1
The present disclosure generally relates
to antibodies, antigen-binding fragments
thereof, polypeptides, and immunoconjugates
that bind to CD 123 antigen (the a chain of the
interleukine 3 receptor, or IL-3Ra). The
present disclosure also relates to methods of

2
using such CDI123-binding molecules for
diagnosing and treating diseases, such as B-
cell malignancies.
Sequences: 97
Claims: 25
Fig.: 33
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Descriere:
(Descrierea se publicii in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd in general la anticorpi, fragmente de legare la anticorp ale
acestora, polipeptide si imunoconjugati care se leagd la antigenul de CD123 (lantul o al
receptorului de interleukind 3, sau IL-3Ra). Prezenta inventie se referd, de asemenea, la astfel de
molecule de legare a CD123 pentru utilizare in metode de diagnostic si tratare a unor boli, cum ar
fi tumorile maligne cu celule B.

BAZELE INVENTIEI

CDI123 (receptor alfa al interleukinei 3, IL-3Ra) este o moleculd de 40 kDa care face
parte din complexul receptorului interleukinei 3 (IL-3R). Citokina interleukina 3 (IL-3) determina
diferentierea timpurie a celulelor stem multipotente in celule ale progenitorilor eritroizi, mieloizi si
limfoizi. CD123 este exprimat pe progenitori angajafi ai CD34*, dar nu pe celule stem
hematopoietice normale CD34*/CD38" (HSC-uri). CD123 este exprimat de bazofile, mastocite,
celule dendritice plasmacitoide, o anumitd exprimare de citre monocite, macrofage si eozinofile si
o exprimare redusi sau deloc de neutrofile si megakariocite. Unele fesuturi non-hematopoietice,
cum ar fi placenta, celulele Leydig ale testiculului, anumite elemente ale celulelor creierului si
unele celule endoteliale, exprimd, de asemenca, CD123. Cu toate acestea, exprimarea in acestea
este In mare parte citoplasmatica.

S-a raportat faptul cd CD123 este exprimat de celulele blastice leucemice ("blasti de
leucemie”) si de celulele stem de leucemie (LSC) (Jordan si colab., Leukemia 14:1777-1784,
2000; Jin si colab., Blood 113:6603-6610, 2009). La populatiile precursoare umane normale,
CD123 este exprimat de un subset de celule progenitoare hematopoietice (HPC), dar nu de HSC-
uri normale. CD123 este, de asemenea, exprimat de celule dendritice plasmacitoide (pDC) si
bazofile si, intr-o misurd mai mic8, monocite si eozinofile.

S-a raportat faptul ci CD123 este supraexprimat pe celulele maligne intr-o gama larga de
tumori maligne hematologice, incluzind leucemia mieloidd acutd (AML) si sindromul
mielodisplazic (MDS) (Munoz si colab., Haematologica 86(12): 1261-1269, 2001).
Supraexprimarea CD123 este asociatd cu prognostic mai slab in AML (Tettamanti si colab., Br. J.
Haematol. 161:389-401, 2013). Se crede cd AML si MDS apar si sunt perpetuate de o populatie
micd de celule stem leucemice (LSC-uri), care sunt in general latente (adicd, celule care nu se
divid rapid) si, prin urmare, rezistd morfii celulare (apoptozad) si agenfilor chimioterapici
conventionali. LSC-urile sunt caracterizate prin supraexprimarea CD123, in timp ce CD123 nu
este prezent in populatia corespunzitoare de celule stem hematopoietice normale din maduva
osoasd umand normald (Jin si colab., Blood 113:6603-6610, 2009; Jordan si colab., Leukemia
14:1777-1784, 2000). Exprimarca CD123 este, de asemenea, asociatd cu alte multiple tumori
maligne / pre-malignitdti: celule progenitoare ale leucemiei mieloide cronice (CML) (inclusiv
CML de criza blasticd);, Celulele Reed Sternberg (RS) ale lui Hodgkin; limfom non-Hodgkin
transformat (NHL); unele leucemii limfocitare cronice (CLL) (CD11c*); un subset de leucemie
limfoblastica acutd T (T-ALL) (16%, cea mai imaturd, majoritatea adultd), malignititi ale celulelor
dendritice plasmacitoide (pDC) (DC2) si sindrom mielodisplazic (MDS) cu malignitati ale
celulelor miduvei CD347/CD38.

AML este o boald clonald caracterizatd prin proliferarea si acumularea de celule
progenitoare micloide transformate in miduva osoasd, ceea ce conduce in cele din urmi la
insuficientd hematopoietica. Incidenta AML creste odatd cu Inaintarea in varstd, si pacientii mai in
varstd au de obicei rezultate mai slabe de tratament decét pacientii mai tineri (Robak si colab.,
Clin. Ther. 2:2349-2370, 2009). Din nefericire, in prezent, majoritatea adulfilor cu AML
decedeaza din cauza bolii lor.

Tratamentul pentru AML se concentreazd initial pe inducerea remisiunii (terapia de
inductie). Odati ce remisiunea este atinsd, tratamentul se schimba pentru a se concentra asupra
asigurdrii unei astfel de remisiuni (terapie post-remisiune sau de consolidare) si, in unele cazuri,
terapie de intretinere. Paradigma inducerii remisiunii standard a AML este chimioterapia cu o
combinatie de antraciclind / citarabind, urmata fie de chimioterapie de consolidare, uzual cu doze
mai mari din aceleasi medicamente decat cele utilizate in perioada de inductie, fie de transplant de
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celule stem umane, in funcfie de capacitatea pacientului de a tolera tratamentul intensiv si
probabilitatea vindecdrii numai prin chimioterapie (a se vedea Roboz, Curr. Opin. Oncol. 24:711-
719, 2012).

Agentii utilizati frecvent in terapia de inducere includ citarabina si antraciclinele.
Citarabina, cunoscutd si sub numele de AraC, ucide celulele canceroase si alte celule normale care
se divid rapid, interferand cu sinteza ADN-ului. Efectele secundare asociate tratamentului cu AraC
includ rezistenfa scdzutd la infectie, rezultatul sciderii productiei de celule albe din sange;
sangerdri, ca urmare a scaderii productiei de trombocite, si anemie, datoritd unei potentiale
reduceri a globulelor rosii din singe. Alte reactii adverse includ greata si virsaturi. Antraciclinele
(de exemplu, daunorubicina, doxorubicina si idarubicina) au mai multe moduri de actiune,
incluzand inhibarea sintezei ADN si ARN, intreruperea structurilor de ADN de ordin superior si
producerea de celule care distrug radicalii liberi de oxigen. Cel mai important efect advers al
antraciclinelor este cardiotoxicitatea, care limiteaza considerabil doza administrati pe tot parcursul
vietii si intr-o oarecare mdsurd utilitatea lor.

Astfel, din nefericire, in pofida progreselor substanfiale in tratamentul AML nou
diagnosticate, 20% la 40% dintre pacienti nu obtin remisiune cu chimioterapia de inducere
standard si 50% la 70% dintre pacientii care intrd in prima remisiune completd sunt de asteptat si
recidiveze in termen de 3 ani. Strategia optima in momentul reciderii sau pentru pacientii cu boald
rezistentd rdmane incertd. Transplantul cu celule stem a fost stabilit ca fiind cea mai eficientd
formd de terapie antileucemica la pacientii ca AML in prima sau ulterioara remisiune (Roboz,
2012).

Conjugatii anticorp-medicament (ADC) si alti conjugati agent de legare celulara-
medicament apar ca o clasd puternicd de agenti antitumorali cu eficacitate intr-o serie de tipuri de
cancere. Conjugatii agent de legare celulard-medicament (cum ar fi ADC-urile) sunt compusi de
obicei din trei elemente distincte: un agent de legare a celulelor (de exemplu, un anticorp); un
linker; si un fragment citotoxic. Conventional, fragmentul de medicament citotoxic este atasat
covalent la resturile de lizind de pe anticorp sau la resturile de cisteind, obtinute prin reducerea
legdturilor disulfurice inter-catenare, rezultand ADC-uri care sunt amestecuri heterogene care
poartd un numdr diferit de medicamente atasate la diferite pozitii pe molecula anticorpului.

In WO 2015/044386 (Ablynx NV), sunt descrise polipeptide bispecifice care cuprind un
prim si un al doilea domeniu variabil unic de imunoglobulina (ISV), in care primul ISV se leagi la
o prim tintd pe suprafata unei celule canceroase cu o afinitate scizuta si, atunci cind este legatd
inhibd o functie a primei tinte mentionate, si al doilea ISV se leagd de o a doua tintd de pe
suprafata celulei mentionate cu o afinitate mare si in care prima tintd menfionat este diferitd de a
doua tintd mentionatd. Sunt de asemenea descrise metode de identificare si ob{inere a unor astfel
de polipeptide bispecifice.

In WO 2015/026892 (Macrogenics Inc), sunt descrisi diacorpi monovalenti bispecifici
CD 123 x CD3 optimizati pentru secventd, care sunt capabili de legarea simultana la CD 123 si
CD3. Sunt descrise, de asemenea, utilizarile unor astfel de diacorpi in tratamentul malignitdfilor
hematologice.

X. Du, M. Ho si L. Pastan in J. Immunother, 2007, 30(6), 607-613, raporteaza sinteza unor
imunotoxine dezvoltate pentru a tinti selectiv CD123. ARN-urile totale sunt extrase din hibridomii
26292, 32701 si 32716 anti-CD123 si utilizate pentru a produce fragmente variabile cu un singur
lant care sunt apoi fuzionate cu un fragment de 38 kd de exotoxind A pseudomonas.

In EP 2426148 (Kyowa Hakko Kirin Co), este descris un anticorp la lantul IL-3Ra uman,
care nu inhibd semnalizarea IL3 si se leagd de domeniul B, dar nu se leagd de domeniul C al
lantului uman IL-3Ra. De asemenea, este descrisi o compozitie pentru prevenirea sau tratarea unei
tumori a singelui in care o celuld care exprimd IL-3Ra se giseste in mdduva osoasd sau in singele
periferic al unui subiect, care cuprinde anticorpul la IL-3Ra uman ca ingredient activ, precum si o
metodd de tratare a unei tumori a sangelui in care o celuld care exprimd IL-3Ra se giseste in
miduva osoasd sau in singele periferic, metoda cuprinzind administrarea, la un subiect, a unei
compozitii cuprinzind ca ingredient activ anticorpul IL-3Ra.
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In WO 2012/021934 (CSL Ltd), sunt descrisi anticorpi izolati sau recombinan{i capabili
sa se lege specific la lantul interleukind IL-3Ra si utilizdri ale acestora. Anticorpii cuprind regiuni
variabile specifice lanfului usor si lanfului greu.

In WO 2008/127735 (Stemline Therapeutics Inc), sunt descrisi anticorpi care se leagd de
lantul subunititii de IL-3 Ra (113 Ra) si compozitii care cuprind astfel de anticorpi. Sunt de
asemenea descrise metode de inhibare sau reducere a unei populatii de celule care exprima IL-3Ra
si cuprind contactarea unei populatii de celule care exprimd IL-3Ra cu anticorpii. Sunt de
asemenea descrisi conjugati care cuprind anticorpi legati la un agent citotoxic sau agent anticelular
si compozitii care cuprind astfel de conjugati, precum si metode pentru prevenirea, tratarea si/sau
gestionarea unei tulburdri asociate cu celule care exprimd IL-3Ra, care cuprind administrarea
anticorpului.

Huang, L. in "Generation and Functional Assays of Acute Myeloid Leukemic Stem Cells
Targeted Anti-CD123 Monoclonal Antibody", 2011, o tezd de doctorat sustinutd la Huazhong
University of Science and Technology, descrie purificarea si identificarea unui domeniu
extracelular IL3-Ra/proteind de fuziune Fc ca un imunogen.

REZUMATUL INVENTIEI

Prezenta inventie se bazeazd pe constatirile surprinzitoare conform cirora conjugati
conform prezentei inventii sunt deosebit de eficienti impotriva diferitelor celule canceroase care
exprimd CD123, in special leucemie cu cel pufin un factor de prognostic negativ.

Anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia poate (a) lega un epitop in
aminoacizii 101 la 346 ai antigenului CD123/IL3-Ra uman si (b) inhiba proliferarea dependenta
de IL3 in celule TF-1 pozitive la antigen.

Anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului acestuia poate lega un epitop in
aminoacizii 101 la 204 ai antigenului CD123 uman. Anticorpul sau fragmentul de legare a
antigenului a acestuia poate lega un epitop din aminoacizii 205 la 346 ai antigenului CD123 uman.

Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia poate (a) lega un epitop in
interiorul aminoacizilor 1 la 100 ai antigenului CD123 uman, si (b) inhiba proliferarea dependenta
de IL3 in celule TF-1 pozitive la antigen, cu o valoare ICso de 0,1 nM sau mai mici (de exemplu,
0,08 nM, 0,05 nM, 0,03 nM).

Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia poate inhiba proliferarea
celulelor stem leucemice sau a celulelor blaste leucemice dar nu a celulelor stem hematopoietice.

Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia se poate lega la celule pozitive
la antigenul CD123 umane cu o constanti de disociere (Kq) de 0,3 nM sau mai scizutd, cum ar fi
cuprinsi intre 0,01 nM si 0,3 nM, intre 0,01 nM si 0,2 nM, intre 0,01 nM si 0,19 nM, intre 0,01
nM si 0,18 nM, intre 0,01 nM si 0,15 nM, sau intre 0,01 nM si 0,1 nM.

Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia se poate lega la CD123 de
maimutd cynomolgus. De exemplu, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia se
poate lega la CD123 de maimutd cynomolgus cu o Ky cuprinsa intre 0,05 si 0,3 nM, intre 0,05 si
0,2 nM, intre 0,05 nM si 0,19 nM, intre 0,05 nM si 0,18 nM, intre 0,05 nM si 0,15 nM, sau intre
0,05 si 0,1 nM. Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia se poate lega atat la
CDI123 uman cat si de maimutd cynomolgus cu o afinitate de legare substantial similard. De
exemplu, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia se poate lega la CD123 uman si
de maimuta cynomolgus cu o K4 cuprins intre 0,05 si 0,3 nM, intre 0,05 si 0,2 nM, sau intre 0,05
si 0,1 nM. Valoarea Kqpoate fi mdasuratd prin citometric de flux, rezonantd plasmonici de
suprafatd sau radioimunoanaliza.

Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia poate inhiba cel putin 50% din
proliferarea dependenti de IL3 in celulele TF-1 pozitive la antigen la o concentratie de 0,5 nM sau
mai scizutd.

Intr-un prim aspect, este redat un anticorp sau fragment de legare a antigenului acestuia,
cuprinzand:
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(1) (a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind care cuprinde o CDR1 avand secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 1; o CDR2 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 2 sau
SECV ID NR: 3; si o CDR3 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 4; si (b) o regiune
variabild a lantului usor de imunoglobulind care cuprinde o CDR1 avind secventa de aminoacizi
cu SECV ID NR: 16; o CDR2 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 17; si o CDR3
avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 18;

(i) (a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulina care cuprinde o CDR1 avaind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 5; o CDR2 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 6,
SECV ID NR: 7, SECV ID NR: 8, SECV ID NR: 9, sau SECV ID NR: 10; si o CDR3 avind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 11; si (b) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulina care cuprinde o0 CDR1 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 19, SECV
ID NR: 20, sau SECV ID NR: 72; o CDR2 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 21 sau
SECV ID NR: 71; si o0 CDR3 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 22; sau

(iii) a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulini care cuprinde o CDR1 avand secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 12; o CDR2 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 13
sau SECV ID NR: 14; si o CDR3 avénd secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 15 sau SECV
ID NR: 70; si b) o regiune variabild a lanfului usor de imunoglobulind care cuprinde o CDR1
avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 23; o CDR2 avand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 24; si o CDR3 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 25.

in anumite modalitafi de realizare, anticorpul este un anticorp umanizat grefat pe CDR
care cuprinde regiuni CDR de soarece si in care unul sau mai multe (de exemplu, 1, 2, 3,4, 5, 6,7,
sau 8) resturi ale zonei vernier ale regiunii cadru a lantului greu si/sau a lantului usor ale
anticorpului mentionat sunt de origine de soarece.

In anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avand secventa
de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 39 sau 40; si b) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulind avand secventa de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 41.

in anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avand secventa
de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 34; si b) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulini avand secventa de aminoacizi specificati in SECV ID NR: 35. in anumite
modalitafi de realizare, Xaa, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 34, este Phe. In alte
modalitafi de realizare, Xaa este Val.

in anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avand secventa
de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 39 sau 40, cu exceptia faptului ca restul cu N-terminal
este Ser; si b) o regiune variabild a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi
specificatd in SECV ID NR: 41.

In anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avand secventa
de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 39 sau 40; si b) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulind avind secventa de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 41, cu exceptia
faptului ¢a restul cu N-terminal este Ser.

in anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune a lanfului greu de imunoglobulini avand secventa de
aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 59 sau 60, cu exceptia faptului ca restul cu N-terminal este
Ser, si cu exceptia faptului ca restul din pozitia care corespunde aceleiasi pozifii Kabat de 1a al
5% 1a ultimul rest al SECV ID NR: 54 este Cys (adicd, Cys din pozitia numérului EU/OU 442); si
b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatad
in SECV ID NR: 41.

in anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune a lanfului greu de imunoglobulind avand secventa de
aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 59 sau 60, cu exceptia faptului ci restul din pozifia care
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corespunde aceleiasi pozitii Kabat de 1a cel de-al 5'° la ultimul rest al SECV ID NR: 54 este Cys;
si b) o regiune variabild a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi
specificatd in SECV ID NR: 41, cu exceptia faptului ci restul cu N-terminal este Ser.

In anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avand secventa
de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 38; si b) o regiune variabild a lanfului usor de
imunoglobulind avand secventa de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 35.

in anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avand secventa
de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 34; si b) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulind avand secventa de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 37.

in anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune a lanfului greu de imunoglobulind avand secventa de
aminoacizi specificati in SECV ID NR: 56; si b) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 35.

In anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune a lanfului greu de imunoglobulind avand secventa de
aminoacizi specificati in SECV ID NR: 54; si b) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulind avand secventa de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 37.

In anumite modalitati de realizare, Xaa, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR:
38, 34, 56, si 54, este Phe. In alte modalititi de realizare, Xaa este Val.

In anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune a lanfului greu de imunoglobulind avand secventa de
aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 59 sau 60, cu exceptia faptului ca restul din pozitia
corespunzitoare aceleiasi pozitii Kabat de la cel de-al 5'°? la ultimul rest al SECV ID NR: 54 este
Cys; si b) o regiune variabild a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi
specificatd in SECV ID NR: 41.

In anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune a lanfului greu de imunoglobulind avand secventa de
aminoacizi specificati in SECV ID NR: 54; si b) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulind avind secventa de aminoacizi specificat in SECV ID NR: 35.

In anumite ‘modalitdfi de realizare, Xaa, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR:
54 sau 56, este Phe. In alte modalititi de realizare, Xaa este Val.

In anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulina care cuprinde o
CDRI1 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 1, o CDR2 avand o secventi
de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 2 sau 3, si o0 CDR3 avand o secven{d de aminoacizi
specificatd in SECV ID NR: 4; si b) o regiune variabild a lanfului usor de imunoglobulind care
cuprinde o CDR1 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 16, o CDR2 avand
o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 17, si o CDR3 avind o secventd de
aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 18.

in anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulina care cuprinde o
CDRI1 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 5, o CDR2 avand o secventi
de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 6, 7, 8, 9, sau 10, si o CDR3 avind o secventd de
aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 11; si, b) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulina care cuprinde o CDRI1 avind o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID
NR: 19 sau 20, o CDR2 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 21, si o
CDR3 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 22.

in anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulina care cuprinde o
CDRI1 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 12, o CDR2 avand o secventa
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de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 13 sau 14, si o CDR3 avand o secventd de aminoacizi
specificatd in SECV ID NR: 15; si b) o regiune variabild a lantului usor de imunoglobulind care
cuprinde o CDR1 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 23, o0 CDR2 avind
o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 24, si o CDR3 avind o secventd de
aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 25.

In anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia poate cuprinde: a) o secventd Vg cel putin 95% identici cu o secventd Vi de referintd
selectatd din grupul care constd din: SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, 38, 39, si 40 (preferabil 26,
28, 30, 32, 34, si 38); si/sau, b) o secventd Vi, cel putin 95% identica cu o secventa Vi, de referinti
selectatd din grupul care constd din: SECV ID NR: 27, 29, 31, 33, 35, 37, si 41 (preferabil 27, 29,
31, 35, si 37). In anumite modalititi de realizare, secventa Vi este cel putin 99% identicd cu una
dintre SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, 38, 39, si 40 (preferabil 26, 28, 30, 32, 34, si 38), si/sau in
care secventa Vi este cel putin 99% identicd cu una dintre SECV ID NR: 27, 29, 31, 33, 35, 37, si
41 (preferabil 27, 29, 31, 35, si 37). In anumite modalitafi de realizare, anticorpul sau fragmentul
de legare la antigen al acestuia poate cuprinde: a) o secventd Vy selectatd din grupul care constad
din SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, 38, 39, si 40 (preferabil 26, 28, 30, 32, 34, si 38); si/sau, b) o
secventd Vi, selectatd din grupul care constd din SECV ID NR: 27, 29, 31, 33, 35, 37, si 41
(preferabil 27, 29, 31, 35, si 37). In anumite modalitifi de realizare, anticorpul sau fragmentul de
legare la antigen al acestuia poate cuprinde o secventd Vi a SECV ID NR: 26 si o secventd Vi a
SECV ID NR: 27, sau o secven{d Vg a SECV ID NR: 28 si o secventd VL a SECV ID NR: 29, sau
o secven{d Vg a SECV ID NR: 30 si o secventd VL a SECV ID NR: 31, sau o secventd Vi a SECV
ID NR: 34 si o secventd Vi, a SECV ID NR: 35.

In anumite modalitifi de realizare, anticorpul este de la o murind, mamifer non-uman,
himeric, umanizat, sau anticorp uman. De exemplu, anticorpul umanizat poate fi un anticorp grefat
pe CDR sau anticorp refdcut la suprafata. in anumite modalitafi de realizare, anticorpul este un
anticorp cu lungime completd. In anumite modalititi de realizare, fragmentul de legare la antigen
al acestuia este un Fab, Fab', F(ab'),, F4, Fv cu un singur lant sau scFv, F, legat prin disulfur,
domeniu V-NAR, IgNar, intracopr, IgGACH,, minicorp, F(ab");, tetracorp, triacorp, diacorp,
anticorp cu un singur domeniu, DVD-Ig, Fcab, mAb,, (scFv),, sau scFv-Fc.

Un al doilea aspect al inventiei redd o polipeptidd care cuprinde secventele Vg si Vi ale
oricdrui anticorp In cauzi sau fragment de legare la antigen al acestuia. Polipeptida poate fi o
fuziune cu o proteind care nu este o toxind pseudomonas.

Un al treilea aspect al inventiei redd o celula care produce anticorpul sau fragmentul de
legare la antigen al acestuia conform inventiei, sau polipeptida conform inventiei.

Un al patrulea aspect al inventiei redd o metodd de producere a anticorpului sau a
fragmentului de legare la antigen al acestuia conform inventiei, sau a polipeptidei conform
inventiei, care cuprinde: (a) cultivarea celulei conform inventiei; si, (b) izolarea anticorpului, a
fragmentului de legare a antigenului al acestuia sau a polipeptidei din celula cultivati. In anumite
modalitdti de realizare, celula este o celula eukariota.

In al cincilea aspect al inventiei, este redat un imunoconjugat avind urmdtoarea formul3:
CBA+Cy'—1)
WL

n care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei care
cuprinde:

a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avand secventa de aminoacizi specificat
in SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatad
in SECV ID NR: 35,

sau polipeptida acestora conform inventiei, care este legati covalent printr-un rest de lizind la
CyLl;

WL este un numdr intreg de la 1 la 20; si

Cy*! este reprezentat de urmitoarea formuli:
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N

Yy X
—N o) 0 HN_"'-,
N
N\yp:om Meoji:nr( (G
o] o >

Rx3
w Te—3

sau

Yx
=N 0 o HN—,
N
Sem Mn((@
o} 0
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld ~ = dintre N si C reprezinti o legiturd simpla sau o legiturd dubld, cu conditia ca
atunci cind este o legdturd dubla, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-C,); si atunci cand
este o legaturd simpla, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, si Y este -OH sau -
SOsM;

W' este -NR€,

R® este -(CH>-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

R* este un alchil(C;-Cs);

L' este reprezentat de urmitoarea formula:

-NRs-P-C(=0)-(CRaRp)m-C(=0)- (B1);
sau
-NR;-P-C(=0)-(CRaRo)u-S-Z°'- (B3Y);

Rs este -H sau un alchil(C;-Cs);

P este un rest de aminoacid sau o peptidd care contine de 1a 2 la 20 resturi de aminoacid,

Ra si Ry, la fiecare aparitie, sunt fiecare independent -H, alchil(C;-Cs), sau un substituent cu
sarcind sau o grupare ionizabild Q;

m este un numdr intreg de la 1 1a 6; si

7! este selectat din oricare dintre urmétoarele formule:
(o]

§ ‘\;E)N\Q)kﬁ : ON/(cnz)q\IZ

> 5\3/\/\“/“’1

0 (b1); 0 (b2); 0 (b3)
SOM
;\Aﬁ(a A~ A
0 (b4 0 (b3),
0 o9 o0 ~ A
Boas R At e
Y (bo),
]

{(b7); 0 (b8}, 0 © (b9); si
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SOzM

r‘ei\s

in care:
q este un numdr intreg de la 1 1a 5; si
M este H* sau un cation.

0 (b10),

In anumite modalititi de realizare, R, si Ry, sunt ambii H; si Rs este H sau Me.

in anumite modalititi de realizare, P este o peptidd care contine 2 la 5 resturi de
aminoacid. De exemplu, P poate fi selectat din Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-Lys,
Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosil-Arg, Phe-
N%-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-Ala-
Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 55), B-Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 57), Gly-Phe-Leu-
Gly (SECV ID NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-Val-
Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-Ala,
Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si Met-Ala. In anumite modalitifi de realizare, P
este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, sau D-Ala-D-Ala.

In anumite modalititi de realizare, Q este -SO;M.

in anumite modalitifi de realizare, imunoconjugatul este reprezentat de urmaitoarea
formula:
s o )

2 u H
HNJJ\/NT]/\HJ\/N\OI(\/\)LHWW\,CBA

o]
. WL .
- N
o] o] o)
H H
S
HNJJ\/NW]/\”JK/N\[(\XS/ MH“"‘CBA
H 0 x o SO,M
< N o ) N:gy >
N\pEOMe MeOD;’/N
0 0
. S W

Na CBA

éo
o
P-4
L
(o]
~

0
~ wi .
2
- ~
o , = 9 H
N NMN“MCBA
HN= \n/\H
ER 0
X
H |
Y N I
NﬁOMe MeO]@QrN
o 0]
" .
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H H
N~ CBA
e I

o
-~ WL .
\’
o) H (o] H 0
\NJJ\/N\H/\NJ]\/N\I(\/\)LN*W‘CBA
H H
(o] X (o]
H | Y >
N o) (o] Nowy
N\\IIOMe MerC(,rN
o] o]

H H
N s Nt CBA
HN N ~ /\)\‘(
)H, \H/\HM .

0
Zow
~
o , : O SOM 4
HNJ\rN\ﬂ/\ﬂ S\SMNNMCBA
0o 0
V©V o -
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SOM 1

ng)i,\, \nAN k/x /\)YN«V;CBA
T,

HNJ\/N\H/\NJ\/X /\/Y ~~CBA

mﬁﬁ %
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o " o H
N H S N~ CBA
HN N \S
H

H Y SOzM H
N H S N~ CBA
HN N ~ )\/K”/
)j\r \(r)I/\H s

/0\/\0/\/0\/\N /\/\H/NWWWWMCBA

A
7 1
; EZ
o] (o]
=
[
=2
(0]
(@} (o}
Z
=z \\/
Y

N v, W .
2
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care Wy este un numdr intreg de la 1 la 10; linia

dubld =~ - dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legiturd dubla, cu condifia ca, atunci
cand este o legaturd dubld, X este absent si Y este -H; si atunci cind este o legaturd simpla, X este
-H, s1 Y este -OH sau -SOsM.

Al cincilea aspect redd, de asemenea, un imunoconjugat avand formula:

CBA(CY ),

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, care
cuprinde:

a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avand secventa de aminoacizi specificat
in SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatad
in SECV ID NR: 35,

sau o polipeptida a acestora conform inventiei, care este legati covalent la Cy™? printr-un rest de
lizina;

WL este un numdr intreg de la 1 la 20; si

Cy*? este reprezentat de urmitoarea formuli:

0 .8
Re. . >R \251_§

Yo X
—N o ) HN—,,’_'
o] o

sau
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X2
W'/R\S—ZS1_§

v X
—N o) le) HN_’,‘
N

o} (o] ;

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld = - dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legdturd dubli, cu conditia ca,
atunci cind este o legdturd dubla, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-C,); si atunci cand
este o legaturd simpla, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, si Y este -OH sau -
SOsM;
R*! si R*? sunt independent alchil(C;-Ce);
R® este -H sau un alchil(C;-Cs);
W' este -NR€,
R® este -(CH,-CH,-0),-R¥;
n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;
RE este -H sau -Me;
7! este selectat din oricare dintre urmitoarele formule:
e}

o ﬁff 7 o
_~(CHa)q
gﬁN % N \[k ‘:‘:r ;

~ S/\/\n/‘?li

0 (b1); 0 (b2); 0 (b3);
SOM
\S‘S\SJ\/YE ;V‘j\s '7?2
0 (b4 (b5),
¢ i
N
R
(bo),
Ajj\)}\ ~[§ M T\i /\/\OI/%i
ff (b7), (b8) (b9);:
si
SO3M
A %
G (b10),

q este un numdr intreg de la 1 1a 5; si
M este -H* sau un cation.

In anumite modalititi de realizare, R® este H sau Me; R™ si R* sunt independent -(CH,),-
(CR'R#)-, in care R’ si R? sunt fiecare independent -H sau un alchil(C;-C.); si p este 0, 1, 2 sau 3.

In anumite modalititi de realizare, R' si R# sunt identici sau diferiti, si sunt selectati dintre
-H si -Me.

in anumite modalitifi de realizare, imunoconjugatul este reprezentat de urmaitoarea
formula:



MD/EP 3313884 T2 2021.04.30

15

HNJI\/\/{S\S/\/\[(NMNCBA
% X 0
H Ny
< N o ) News/ >
N-‘g@[om M90:©:”/N
o] o}

N JWL
H

~ o} SO4M "

Novina
HNWS\S/\/H( CBA
i o]

wL

[0} H N
EN N~ua-CBA
. SJ\A(
H
3 N o =
N\‘giIOMe Meom"‘
(o)
~
N»warCBA

'

raCBA

r

wL

. Jow
sau
- ~
SO3M H
/OV\O/\/O\/\N/\KS\S Nt CBA

~

X o)

I H
=N 0 0. N—
\‘( : OMe MeO: : ;,/N

0 o

< w
2

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care Wy, este un numir intreg de 1a 1 1a 10;

linia dubld = - dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legdturd dubld, cu conditia ca,
atunci cand este o legdturd dubla, X este absent si Y este -H; si atunci cAnd este o legiturd simpla,
X este -H g1 Y este -OH sau -SO;M.

fn anumite modalitati de realizare, linia dubld - - dintre N si C reprezinti o legiturd

dubli, X este absent si Y este -H. In anumite modalititi de realizare, linia dubli - - dintre N si C
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reprezintd o legdtura simpld, X este -H, si Y este -SOsM. In anumite modalitafi de realizare, M este
H*, Na* sau K*.

In al cincilea aspect al inventiei, este redat, de asemenea, un imunoconjugat avind
formula:
CBA(CY ),
in care:
CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, care
cuprinde:
a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi specificat
in SECV ID NR: 34; si
b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatad
in SECV ID NR: 35,
sau polipeptida conform inventiei, care este legatii covalent la Cy™* printr-un rest Lys;
W este un numar intreg de la 1 la 20;
Cy*? este reprezentat de urmitoarea formuli:

o} \N \(HMS\ZS_%

0 0 O R, R
MeO s

b

m' este 1 sau 2;
R si Ry, sunt fiecare independent H sau un alchil(C;-C3); si

7! este selectat din oricare dintre urmétoarele formule:
o)

SOSAE S
éﬁi;N N Q\Ig_‘,r s,s’

~ S/\/\H/LLL‘

o (b1); 0 (b2); 0 (b3);
SOsM
5\3)\/\”}9 5 %,
o (b4 (bS),
o (o}

e e

0 (bo),

o o)
‘ i % /\/Z % < ‘

;‘g\/u\ " & < /\/\g/s‘
. Jj: (b7); o (b8); & o T (b9),

q este un numdr intreg de la 1 1a 5; si
M este H* sau un cation.

in anumite modalititi de realizare, m' este 1, si R si R, sunt ambii H. In anumite alte
modalitafi de realizare, m' este 2, si R; si R; sunt ambii Me.

in anumite modalitifi de realizare, imunoconjugatul este reprezentat de urmaitoarea
formula:
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- ~
L~ CBA
>
w_.
2
' CBA
>
w_.
” St b 2]
N
N A
H/\g’ N N++GBA
<MeO >
o /
w .
sau
-
wmn CBA
< MeO, >
M/o‘ HO H/&o
. y J

wL
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care Wy, este un numdr intreg de la 1 1a 10.

In anumite modalitdti de realizare, M este H*, Na* sau K*.

Intr-un al saselea aspect al inventiei, este redat un imunoconjugat avind urmitoarea
formula:

CBAJQ‘ JCB'—Cys1)
W

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, care
cuprinde:

a) o regiune variabild a lanfului greu de imunoglobulina avind secventa de aminoacizi specificatd
in SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatad
in SECV ID NR: 37,

sau polipeptida acestuia conform inventiei, legatd covalent la gruparea Jcg';

Wseste 1, 2, 3, sau 4;

S .
bl
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Jep' 'este un fragment format prin reactia unei grupdri de aldehidd derivatd din oxidarea unui
fragment de 2-hidroxietilamind (in care fragmentul de 2-hidroxietilamind poate face parte dintr-un
rest de serind, treonind, hidroxilizind, 4-hidroxiornitind sau acid 2,4-diamino-5-hidroxi valeric) pe
N-terminalul respectivului anticorp sau fragment de legare a antigenului acestuia sau a polipeptidei
acestuia mentionate si a unei grupdri reactive aldehidice pe Cy®!, i este reprezentat de urméitoarea
formula:

13—¢=N 2 14 2R X, sticen 31;32H
813—C=N< §13—C —N« —UL=NS —0 —TNJ
AN e e TUH N N2
S.]f E H

c= \o—§ 0—% ¢2

H 2. s5au  Ha

2 2

in care s1 este partea legatd covalent la CBA; si s2 este partea legati covalent la Cy*!;
Cy*! este reprezentat de urmatoarea formuli:

R
s\N/P\“/(CRaRh),—Zd1—(CRaRb)n‘_§
(0]

v X
N o o HN—,
N
o ) ,
sau

RS
Wv/ ﬁ_L—g
o

Y, X
—N fe) o HN_’,'
N
”ﬁnom MeOI:LV( %
(o] (o] R
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld = - dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legdturd dubld, cu conditia ca,
atunci cind este o legdturd dubla, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-C,); si atunci cand
este o legaturd simpld, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, Y este -OH sau -
SO:M, si M este H" sau un cation;

Rs este -H sau un alchil(C;-Cs);

P este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 la 20 resturi de aminoacid,

Za4:1 este absent, -C(=0)-NRg-, sau -NRs-C(=0)-;

Ry este -H sau un alchil(C;-Cs);

Ra si Ry, la fiecare aparitie, sunt independent -H, alchil(C;-Cs), sau un substituent cu sarcind sau o
grupare ionizabild Q;

1 si r' sunt independent un intreg de 1a 1 la 6;

W' este -NR€,

R¢ este -(CH,-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 la 6;

RE este -H sau -Me;

R* este un alchil(C;-Cs);

L este -NRg-(CRaRy): sau absent; si

" este un numir intreg de 1a 0 1a 6.

Pentru simplitate, in fiecare caz de mai jos, in care se mentioneaza Ser ca rest N-terminal,
ar trebui sd se inteleagd cd, este luat in considerare, acolo unde este cazul, un alt fragment 2-
hidroxictilamind, ca parte a unei serine, treonine, hidroxilizine, 4-hidroxiornitine sau rest de acid
2,4-diamino-5-hidroxivaleric, in special in ceea ce priveste Thr.

in anumite modalititi de realizare, R, si Ry, sunt ambii H, si Rs si Ry sunt ambii H sau Me.

In anumite modalititi de realizare, P este o peptidi care contine 2 la 5 resturi de
aminoacid. De exemplu, P poate fi selectat din grupul care constd din: Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-



10

15

MD/EP 3313884 T2 2021.04.30

19

Ala, Val-Cit, Val-Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, lle-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala,
Phe-N°-tosyl-Arg, Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu,
Ile-Ala-Leu, Val-Ala-Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 55), p-Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID
NR: 57), Gly-Phe-Leu-Gly (SECV ID NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-
Lys, Val-D-Arg, D-Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-
Arg-D-Arg, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si Met-Ala. In anumite
modalitafi de realizare, P este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, sau D-Ala-

D-Ala. In anumite modalititi de realizare, Q este -SOzM.

in anumite modalitifi de realizare, imunoconjugatul este reprezentat de urmaitoarea

formula:
- ~
HN NT]/\N)M SN N=C e cA
H H
o) o] 0-4
X
H Y
< N 0 o New/ e
N\‘)(\:[OMe MeOKIKN
0 0
- J Ws ]
2
. N
o w i g H n
HN N\H/\NJ\/\/\H/ N SN mrca
H 4 H H
0 0 0-4 2
X
H \ Y
< N0 o MNey e
, =
N\pOMe MeOQ/N
0 0
)WS .
b
- o© h
Q@ w i i o
HN N\H/\NJ\/\/\W N N=gmrcA
H H
) 0
X
H Y
< N O\/©\/O I‘“Q,/ >
N\‘DOMe MeOQ/N
0 0
st .
2
\
o 4, = 9 H o
N~ MNW ~ l
HN TN N—CmrCBA
) 0 >
X
H 0
< N 0. 0 N-:{Y e
N\‘)@OMG MeoqN
o) 0
\ s
2
~
o , = 9 H
HN)‘\rN\n/\H)K/\/\n/ \N:Cw CBA
0 0
X
H
3 N o o N ~
N“)(\:[OMe Meo]:j["/N
o) ]
\ J

Ws
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N H */WN
N ~
HN)‘\r ‘[]/\p" T N—gresa

wg -
2
~
N
(o] A “SN=C 4-CBA
SO~ N/\/\ﬂ/ \/\dif c
o] X L
| Y
(o) N:{
o]
~
H
y N

/0\/\0/\/0\/\N/\/\[]/N\/\(~)/ “N—C4wCBA

[o]
< ws .
- >
N o
/o\/\O/\/o\/\N/\/Y ~N \NIE.WCBA
o X
0 'l‘Q/Y >'

Ws
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~
H ™
g O N
0 N N—CHg1-CBA
x
< II >
ws .
2
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care linia dubld = = dintre N si C reprezintd o

legdturd simpld sau o legiturd dubld, cu condifia ca, atunci cand este o legiturd dubla, X este
absent si Y este -H, si atunci cind este o legaturd simpld, X este -H, si Y este -OH sau - SOzM.

In al saselea aspect al inventiei, este redat de asemenea un imunoconjugat avind
urmdtoarea formula:

CBA»/(F JCB'—CySZ)
W,

in care:

CBA este anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, care
cuprinde:

a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi specificat
in SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatd
in SECV ID NR: 37,

sau polipeptida acestuia conform inventiei, legatd covalent la gruparea Jcg',

Jeg' este un fragment format prin reactia unei grupdri aldehidice derivate de la oxidarea unui
fragment de 2-hidroxietilamini de pe un N-terminal a anticorpului mentionat sau fragmentului de
legare la antigen al acestuia, sau polipeptida acestuia, si 0 grupare reactivi cu aldehida de pe Cy*,
sl este reprezentat de urmatoarea formula:

o) H o
s1§—C=N<\ A s1§—cz—H\NJ‘\ s1§—C=N\N_§ s18—C —N. e
H N sz N'"s2 T H N=gs2 52
sJJJ SJ_ry H

C= O—g 2 e o— ESZ
H S . squ H2

2 2

S.

b

in care sl este locul legat covalent la CBA; si s2 este locul legat covalent la Cy®;
Cy* este reprezentat de urmatoarea formuli:

o) .S
Re\N)_R)d \L1—§

Y X
—N o le) HN_’,,
N
(o] O it
Sau
x2

w R‘S—L1—§

Yo X
N o o HN—,
N
NﬁOMe MI:L,(QD
(o] (o] ;

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld - = dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legdturd dubld, cu conditia ca,
atunci cand este o legaturd dubld, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-C4); si atunci cAnd
este o legaturd simpla, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, si Y este -OH sau -
SOsM;

M este H* sau un cation;
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R*! este un alchil(C;-Cs);

R€ este -H sau un alchil(C;-Cy);

W' este -NR€,

R® este -(CH»-CH;-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

R*? este un alchil(C;-Cs);

L este reprezentat de urmdtoarea formuli:
Ra3 Ra4

s3
SJI Za2 s /‘?% s4
q1 r
Ra1 RaZ Q
in care:
s3 este locul legat covalent la gruparea Jcg';
s4 este locul legat covalent la gruparea -S- pe Cy™;
Zy este absent, -C(=0)-NRo-, sau -NRy-C(=0)-;
Ry este -H sau un alchil(C;-Cs);
Q este H, un substituent cu sarcini sau o grupare ionizabili;
Rai1, Ra2, Ras, Rag, 1a fiecare aparitie, sunt independent H sau alchil(C1-Cs); si
ql sirl sunt fiecare independent un intreg de 1a 0 la 10, cu conditia ca, q1 sirl si nu fie ambii 0.

in anumite modalititi de realizare, -Li- este reprezentat de urmitoarea formula:

3 4 \ \j\ CoM
Y\/S\I 34. S/ HA/S\l s4

4 MO,S
R R
H 3 H
53555 N s4 S S_SS N s4
\(\’)/()-\4/ WS/LQ NN S;"z
0] : 0

; sau
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care R este H sau -SO3M.

s3 /\/\/S\/

In anumite modalititi de realizare, R® este H sau Me; si R*! este -(CH,),-(CR'R®)-, si R
este - (CHZ)B-(CRng)-,in care R si R sunt fiecare independent -H sau un alchil(Ci-Cs); i p este 0,
1, 2 sau 3. In anumite modalititi de realizare, Rf si R sunt identici sau diferiti, si sunt selectati
dintre -H si -Me.

in anumite modalitifi de realizare, imunoconjugatul este reprezentat de urmaitoarea

formula:
~ ~
o} o] H
N=C
HN)WS\SNJ\E/ CBA
< i X
H LY >
N ‘k/@yo Nz’/-,
A o e WS;
- ~
o} (o] H
N-C~~CBA
HN)K/)(S\S/\/KH/ H2
2 x >
Y
}
O\/@\/O N==/

Ws
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~
Ne _H
S SN=C drrnnr
HNJ\/X ~g N=C ¢8
X vy
8] Nzé
MeOD/YNb J
o Ws .
2
H
S Ny P2 ) g
7 s N
Xy
o N==,
o
Ws -
9
SO3M
H
HNJK/XS\S SNTC CBA
= o)
X v
N—=,
o
Ws
o} SOM H
S~ /\/‘\( Nan—c CBA
HN '.”’ g J H H,
X v
(0] N:{
0
ws .
2
H
i N

CBA

CBA

CBA

Wg
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Q H
N O, —
HN)WS\S/W NS \N_I(_I; CBA

[0}
N-_,
[}
Q

H
N O
(o]
\/\/0\
HN /\/\[( N—C CBA
H H,
V@\/ N"’
o]

Ws

o]
=
@
=
@
Oé
Z: .

~/ Ws

o) ™
HN S\ /\/J\’(N\/\/ “N—CrCBA
oS H o H

0
< wg .
b
0 . N )
S N=C ~~CBA
“NK/X YN N
X Ycon o]
H |
N o o} N=={ \
o} o} we
2
o}
HN)W Y\o N- c NWCBA
i cozm
H
N 0. --, >
0 W
8
) .
2
\
OO~ ~——
0 N . BA
7{ W =gpe
o}
,/
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X
Y. | H o
=N 0 o) N-—,
N\‘gi:[OMe Meoji:gr”
o] 0
.

SOM

/0\/\0/\/0\/\N /XS\S
X 0
Yoo H
=N 0. 0. N—
N \‘g@om MSOII'/N
o] o]

SOM

0] 0. s
AN \/\N’X ~
s

X
Y H o
—N 0 fo) N—_
N\\(‘ : OMe MeO : 'W’N
o] (o]

~

1 H
A NP O N~
N\‘g@OMe Mer@%/N
0 o
~

o

W

X H
J NN o o N—.
pre MeOD(”/N
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.

-
H
o 0 s N
AN \/\N/X \S
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y | H 2
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o] O
~

H

N
/O\/\O/\/O\/\N/>(3\S/W \”—(H:«
E

N

\
cBA
Y,
wg .
2
~
N
SNT=C - CBA
H
 we
~
SN——C femCBA
H Hy
v
~

(o) 0. s N=—C ~uarCBA
/ \/\0/\/ \/\N/>< \ /\/\ AN=F
S o)

J
Ws

‘\

H
/0\/\0/\,0\/\N/>(S\S /\/\o /N—ﬁ;’ww"CBA

S
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~
-~
N—C-NWWWCBA
O\/\o/\/O\/\N/X ~_ /Y =
com ©
Y
< ,N o . s
N\\D:OMe MeOI:g'/N
o] o]
/
" Wg .
2
\
s [o]
/O\AO/VO\/\NXS\S/\/I\N/N:EIWWCBA
H
X
| H >
< Y. —N [e) o) N-—
N\‘g@[OMe MeOI;I’/N
Q o J
W, .
- s ;
sau
\
-

o\/\o/\/o\/\N/X \ /\/J\ N—vawWVCBA

BQCE ﬁr% I

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care linia dubld ~ = dintre N si C reprezintd o
legdturd simpld sau o legiturd dubld, cu condifia ca, atunci cand este o legiturd dubla, X este
absent si Y este -H; si atunci cand este o legdtura simpla, X este -H; si Y este -OH sau - SO;M.

Wsg .
s

in anumite modalitifi de realizare, linia dubld - - dintre N si C reprezintd o legitura
dubla, X este absent si Y este -H.

fn anumite modalitati de realizare, linia dubld - - dintre N si C reprezinti o legiturd
simpld, X este -H si Y este -SO;M. In anumite modalititi de realizare, M este H", Na* sau K*.

In al saselea aspect al inventiei, este redat de asemenea un imunoconjugat avind
urmatoarea formula:

CBA\’Q‘ JCB'—Cyse’)

Ws .
2
in care:
CBA este anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, care
cuprinde:

a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi specificat
in SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatad
in SECV ID NR: 37,

sau polipeptida acestuia conform inventiei, legatd covalent la gruparea Jcg';

Jeg' este un fragment format prin reactia unei grupdri aldehidice derivate de la oxidarea unui
fragment de 2-hidroxietilamind de pe un N-terminal a anticorpului mentionat sau fragment de
legare la antigen al acestuia, sau polipeptida acestuia, si 0 grupare reactivi cu aldehida de pe Cy®,
si este reprezentat de urmétoarea formula:

o) Hy H
s1§— C= N\NJ\;

H
§ C N\HJ\;"SZ. H
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in care sl este locul legat covalent la CBA; si s2 este locul legat covalent la Cy®>;
Cy* este reprezentat de urmitoarea formuli:

MeO,

in care:
m' este 1 sau 2;
R si Ry, sunt fiecare independent H sau un alchil(Cy-Cs);

L este reprezentat de urmdtoarea formuli:
R

a3 Ra "
s4
s/’i
ri

s3 ZsZ
q1l
Rs) Ra2 Q

in care:

s3 este locul legat covalent la gruparea Jcg';

s4 este locul legat covalent la gruparea -S- pe Cy™;

Zy este absent, -C(=0)-NRo-, sau -NRy-C(=0)-;

Ry este -H sau un alchil(C;-Cs);

Q este H, un substituent cu sarcini sau o grupare ionizabili;

Rai1, Raz, Ras, Rag, 1a fiecare aparitie, sunt independent H sau un alchil(C;-Cs); si

ql sirl sunt fiecare independent un intreg de la O la 10, cu conditia ca, q1 si rl si nu fie ambii 0.

in anumite modalititi de realizare, m' este 1 si Ry si Rpsunt ambii H. In anumite
modalitdti de realizare, m' este 2 si Ry si R sunt ambii Me.

n anumite modalitifi de realizare, -L:- este reprezentat de urmétoarea formula:
co,M

(0]
s3

H R H R
O GNET . S
0] - 0]

sau
3
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care R este H sau -SO:M si M este H" sau un
cation.

in anumite modalitifi de realizare, imunoconjugatul este reprezentat de urmaitoarea
formula:

~

H o}
S
CBA C:N\N)J\/\/ \SX/\Q/DM
H

N

w0
N A~ DM
CBA—-CH, N\H s N

)WS<

~

‘WS.
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o}
CBA——C—N S DM
= 0 \E)YV \SM
Oo;M
. Wg »
H 0
S
CBA_<-CH2_N\H)YV \S><A(DM
O;M
A WS.

~

[ 0
CBA——C—N S >
L 7 Wg.
' H 0
CBA——C— s 4
- I(_|:2 N\O/\/\S/ X\)J\DM
L < Wg .

b

~v-

Wg

r H O
CBA——C—N N s
T H \Oﬂ/ Y\S g DM
O,H ]
H H 9
CBA——C—N_ N S
T H, O/\g/ 1/\3 g DM
O,H ]

2
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia; in care DM este reprezentat de urmatoarea formula:
Me

~

Ws .

In al saselea aspect al inventiei, este redat de asemenea un imunoconjugat avind
urmdtoarea formula:

CBAv(» JCB'—CyS“)
W,

S
in care:
CBA este anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, care
cuprinde:

a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi specificat
in SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatd
in SECV ID NR: 37,

sau polipeptida acestuia conform inventiei, legatd covalent la gruparea Jcg’,

Jeg' este un fragment format prin reactia unei grupdri aldehidice derivate de la oxidarea unui
fragment de 2-hidroxietilamind de pe un N-terminal a anticorpului mentionat sau fragment de
legare la antigen al acestuia, sau polipeptidi a acestuia, si o grupare reactivi cu aldehida de pe Cy*
sl este reprezentat de urmatoarea formula:
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o) H, 4 O gz H
s1§—ﬁ=N\”K‘§;Sz s13—C —N\”Jl\;s2 GNeyt o
H

G ofe2
sau 2 ,

in care sl este locul legat covalent la CBA,; si s2 este locul legat covalent la Cy™;
Cy* este reprezentat de urmatoarea formuli:

o \N/"1'\;‘

~~~N
c=N~ _g
H o) 32;

OMe

§ iNH
OMé OH

L:' este reprezentat de urmétoarea formuli:

33 §‘Zb1 34

Zyy
palind
Rb‘l sz o .

sau

30—7,.' )
s g Zb1w/1E1\P/EZ\WZb2\“/‘% s
n m1
Roz Ry Ris R ¢

in care:

s3 este locul legat covalent la gruparea Jcs’;

s4 este locul legat covalent la gruparea -NMe- de pe Cy*;

Zy1 $1 Zy2 sunt ambii absenti, sau unul dintre Zy; i Zy> este absent si celdlalt este - CH,-O- sau -O-
CHs-;

Zv' s1 Zy' sunt fiecare independent absenti, -CH;-O-, -O-CH;-, -NRy-C(=0)-CH;-, sau -CH,-
C(=0)-NRy-;

Ry este H sau alchil(C;-Cs);

nl si m1 sunt fiecare independent un intreg de la 1 1a 6;

unul dintre E; si E; este -C(=0)-, si celalalt este -NRo-; sau unul dintre E; si E; este - C(=0)- sau -
NRg-, si celdlalt este absent;

P este un rest de aminoacid sau o peptida care confine intre 2 si 20 resturi de aminoacid; si

Rb1, Rb2, Ruz, Rba, Rys §1 Ry, la fiecare aparigie, sunt fiecare independent H sau un alchil(C;-Cs).

in anumite modalitafi de realizare, Rpi, Riz, Rus, Rps, Ris, si Rye sunt toti H. in anumite
modalitafi de realizare, Rg este H.

In anumite modalititi de realizare, Zp,' si Zy>' sunt ambii absenti; sau Zy;' este -CHs-O-; si
Zyy' este absent; sau Zp;' este -CH»-C(=0)-NRo-; si Zp,' este -O-CHa- sau absent.

In anumite modalititi de realizare, P este o peptidi care contine 2 la 5 resturi de
aminoacid. De exemplu, P poate fi selectat dintre Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-
Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg,
Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-
Ala-Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 55), B-Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 57), Gly-Phe-
Leu-Gly (SECV ID NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-
Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-
Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si Met-Ala. in anumite modalitifi de
realizare, P este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, si D-Ala-D-Ala.

in anumite modalitifi de realizare, imunoconjugatul este reprezentat de urmitoarea
formula:
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o}

/\)’K g
DM

(o]

0 0
CBA~—C—N )K/O
{ H— \H \)J\DM

Ws

>

0 0
CBA-CH,—N )]\/0\)1\
P 2 \H DM

Ws |

>
~

st

~

“Ws.

30

c c i N 2R DM
BAZ—C=N. )H/ TLN)H/ T
H H 0 0

Ws

.
(¢]
H H O H
—CH.,— DM
CBA—; CH, N\N)KrN\n/‘\N)H/N\n/\/\H/
H o H o o]
o o
—_—c_— 0 N DM
CBA 3 _N\N)j\/ \)J\N/\n/ \)I\N/Y

o 0
H H O
LCcH.— O
CBA: v, CH, N\N)j\/ \)J\H/\(B(N\)I\H/WO/DM
H

¥

S,
N 1 HYL g om |
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H
\
Ws .
s y 0 H\)Ok 3
BA—C=N \)J\ N
CBA—T—H \O/\”/N N/\”/ om |
0 H o
A
JWs.
[ n q 3 @ £
CBA——C—N N\)J\ N
H, \O/\[r N/\n/ oM L
0 H o
A
JWs.
—C— DM
CBAZ—=G=N. /m/ X
(0]
N JWs.
H
—teC—N DM
B H, \O/\H/ [
0
L ) we.

2
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care DM este reprezentat de urmitoarea formula
structurala:

Intr-un al saptelea aspect al inventiei, este redat un imunoconjugat reprezentat de
urmatoarea formula:

cBA-{—Cy®! )
we

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, care
cuprinde:

a) o regiune a lantului greu de imunoglobulina avind secventa de aminoacizi specificatd in SECV
ID NR: 54; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatad
in SECV ID NR: 35,

sau polipeptida acestuia conform inventiei, legati covalent la Cy“! printr-un rest de cistein;

We este 1 sau 2;

Cy*! este reprezentat de urmitoarca formuli:

b
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Rs\N/P\[((CRaRb)m\n/Lc—g
O (0]
Yo X
=—=N 0 (o) HN_’,,
N
(o] (o] ;
sau
RS
w E_LC_E
(o]

K ’X HN—,
—N 0 fo) “,
N
N\'g@;’we MeOJCL“/ (G
(o} o} ;

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld - = dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legdturd dubld, cu conditia ca,
atunci cind este o legdturd dubla, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-C,); si atunci cand
este o legaturd simpld, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, Y este -OH sau -
SO:M, si M este H" sau un cation;

Rs este -H sau un alchil(C;-Cs);

P este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 la 20 resturi de aminoacid;

Ra si Ry, la fiecare aparitie, sunt independent -H, alchil(C;-Cs), sau un substituent cu sarcind sau o
grupare ionizabild Q;

W' este -NR€,

R® este -(CH>-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

R* este un alchil(C;-Cy); si,

Lc este reprezentat de

Rh (o)
|
N N
52 — %u e’s 51

RoR1s ©

s1 este locul legat covalent la CBA, si s2 este locul legat covalent la gruparea -C(=0)- de pe Cy*!;
in care:

Rig si Ry, la fiecare aparitie, sunt independent -H sau un alchil(C;-Cs);

m" este un numdr intreg intre 1 si 10; si

R" este -H sau un alchil(C;-Cs).

In anumite modalititi de realizare, R, si Ry, sunt ambii H; si Rs este H sau Me.

in anumite modalititi de realizare, P este o peptidd care contine 2 la 5 resturi de
aminoacid. De exemplu, P poate fi selectat dintre Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-
Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg,
Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-
Ala-Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 55), B-Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 57), Gly-Phe-
Leu-Gly (SECV ID NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-
Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-
Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si Met-Ala. in anumite modalitifi de
realizare, P este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, sau D-Ala-D-Ala. In
anumite modalitifi de realizare, Q este -SO3M.

In anumite modalititi de realizare, Rio si Ry sunt ambii H; si m" este un numdr intreg de
lallaé.

In anumite modalititi de realizare, -Lc- este reprezentat de urmitoarea formula:
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H o)
2 A
o .

in anumite modalitifi de realizare, imunoconjugatul este reprezentat de urmaitoarea
formula:
r

N\  we

sau
e [o) ™

H S~a-GBA
MeO\/\O/\/O\/\N/\/\n/N\/\N;/
0
X o

N OMe MeO N
(0] (o} %

~ Wg

Al

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care linia dubld = - dintre N si C reprezintd o
legdturd simpld sau o legiturd dubld, cu condifia ca, atunci cand este o legiturd dubla, X este
absent si Y este -H, si atunci cind este o legaturd simpld, X este -H, si Y este -OH sau - SOzM.

In al saptelea aspect al inventiei, este redat de asemenea un imunoconjugat reprezentat de
urmatoarea formula:

CBA(CY“)we,

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, care
cuprinde:

a) o regiune a lantului greu de imunoglobulina avind secventa de aminoacizi specificatd in SECV
ID NR: 54; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatad
in SECV ID NR: 35,

sau polipeptida acestuia conform inventiei, legati covalent la Cy? printr-un rest de cistein;

We este 1 sau 2;

Cy*? este reprezentat de urmétoarea formuli:

O, .8
Re, DR i

N

Y, X
=N 0 0 AN—
N
0 o
2
sau

X2
W s

Y, X
—N (o) 0 HN_‘,,
N
Nj)iIOMe Meo\/@( K\G
[0} (o] R
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sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld - - dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legiturd dubld, cu conditia ca,
atunci cind este o legdturd dubla, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-C,); si atunci cand
este o legaturd simpld, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, Y este - OH sau -
SO:M, si M este H" sau un cation;

R*! este un alchil(C;-Cs);

R® este -H sau un alchil(C;-Cs);

W' este -NR*;

R¢ este -(CH,-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

R*? este un alchil(C;-Cs);

L' este reprezentat de urmétoarea formuli:

Rz Ry
2 \S’M\(

R11 R10

Nos & W %1

O Rz R21

1mn care:

s1 este locul legat covalent la CBA si s2 este locul legat covalent la gruparea -S- pe Cy©?

Z este -C(=0)-NRy-, sau -NRs-C(=0)-;

Q este -H, un substituent cu sarcind, sau o grupare ionizabild;

Ry, Rio, Ri1, Ri2, Ri3, Rig, Rag, Roy §1 Ry, 1a fiecare aparigie, sunt independent -H sau un alchil(C;-
Gs);

q sir, la fiecare aparitie, sunt independent un intreg intre 0 si 10;

m si n sunt fiecare independent un intreg intre 0 si 10;

R" este -H sau un alchil(Ci-C3); si

P’ este un rest de aminoacid sau o peptida care confine 2 la 20 resturi de aminoacid.

In anumite modalititi de realizare, P' este o peptidd care contine 2 la 5 resturi de
aminoacid. De exemplu, P’ poate fi selectat dintre Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-
Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg,
Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-
Ala-Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 55), B-Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 57), Gly-Phe-
Leu-Gly (SECV ID NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-
Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-
Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si Met-Ala. in anumite modalitifi de
realizare, P' este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, sau D-Ala-D-Ala.

In anumite modalititi de realizare, in imunoconjugatul -Lc'- este reprezentat de
urmatoarea formulz“l

! gﬁ(\/\'\' \;‘; §2

SO;M

O b
o}
s1 E/QIE\/\NJK/\/S\;‘
0 H s2 .

sau

%j\”*”kvkwéj}% sz
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In anumite modalititi de realizare, R® este H sau Me; R¥! este -(CH,),-(CR'R9)-, si R®
este -(CHa)y- (CR'R#)-, in care Rf si Re sunt fiecare independent -H sau un alchil(C;-Cy); si p este 0,
1, 2 sau 3. In anumite modalitiiti de realizare, Rf si R sunt identici sau diferiti, si sunt selectati
d1ntre -H si -Me.

In anumite modalititi de realizare, imunoconjugatul este reprezentat de urmdtoarea
formula:

r N

)W SOgM H\/\N 0 .
L. ;
< In j@% b >

S H
HNW \S/v\n/N\/\N SwheCBA

- /Wc

[} N
O\/\O/\/O\/\N /\/\n/
Swiav CBA

g@cﬁﬁr% |

>

\\\

A

W, .
b
sau
- SO5M N
H (o}
N\/\N
., o Swr CBA
o N—, o >
e0 : '77/N
(o]
(. ch

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care linia dubld = ~dintre N si C reprezintd o
legdturd simpld sau o legiturd dubld, cu condifia ca, atunci cind este o legiturd dubli, X este
absent si Y este -H, si atunci cind este o legaturd simpld, X este -H, si Y este -OH sau - SOzM.

In anumite modalitifi de realizare, linia dubla - ~dintre N si C reprezintd o legiturd
dubla, X este absent si Y este -H.

In anumite modalititi de realizare, linia dubld - ~dintre N si C reprezintd o legaturd
simpld, X este -H si Y este -SO;M. In anumite modalititi de realizare, M este H", Na* sau K*.
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In al saptelea aspect al inventiei, este redat de asemenea un imunoconjugat avand
urmdtoarea formul:
CBACY“)we,
in care:
CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, care
cuprinde:
a) o regiune a lantului greu de imunoglobulina avind secventa de aminoacizi specificatd in SECV
ID NR: 54; si
b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi specificatad
in SECV ID NR: 35,
sau polipeptida acestuia conform inventiei, legati covalent la Cy* printr-un rest de cistein;
We este 1 sau 2;
Cy®? este reprezentat de urmitoarca formuli:

MeO

in care:

m' este 1 sau 2;

R si Ry, sunt fiecare independent -H sau un alchil(C;-Cs);
Lc' este reprezentat de urméitoarea formuli:

o]
Riz  Rq

e

N
Q R11 R10 0

[o) Rh o)
0 |
N N N 5
v
2 \W%\P \% st
O Rz Ry Rz Rte ©

n care:

s1 este locul legat covalent la CBA si s2 este locul legat covalent la gruparea -S- pe Cy©3;

Z este -C(=0)-NRg-,sau -NRo-C(=0)-;

Q este H, un substituent cu sarcind, sau o grupare ionizabili;

Ry, Rio, Ri1, Ri2, Ri3, Rig, Rag, Roy §1 Ry, 1a fiecare aparigie, sunt independent -H sau un alchil(C;-
Ca);

q sir, la fiecare aparitie, sunt independent un intreg intre O si 10;

m si n sunt fiecare independent un intreg intre 0 si 10;

R" este -H sau un alchil(Ci-C3); si

P' este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 la 20 resturi de aminoacid.

In anumite modalititi de realizare, P' este o peptidi care contine 2 la 5 resturi de
aminoacid. De exemplu, P’ este selectat dintre Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-Lys,
Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Lle-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg, Phe-
N%-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-Ala-
Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 55), B-Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 57), Gly-Phe-Leu-
Gly (SECV ID NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-Val-
Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-Ala,
Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si Met-Ala. In anumite modalititi de realizare, P'
este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, sau D-Ala-D-Ala.

In anumite modalitdti de realizare, -L¢'- este reprezentat de urmdtoarea formula:
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° [¢]
s1 %ﬁs\/\N)k(\,S\ﬁ:
0 H som 52;
o o}
s1 z/g\/\NJJ\/\/S\;j
o H s2

>

sau
zz/go j)]\/\ JOj\/H j.J\/H ]
s1 N N
YO A
0

in care M este H" sau un cation.

in anumite modalititi de realizare, m' este 1 si Ry si Rpsunt ambii H. In anumite
modalitdti de realizare, m' este 2 si Ry si R sunt ambii Me.

in anumite modalitifi de realizare, imunoconjugatul este reprezentat de urmaitoarea
formula:

(o]
0
N\/\N)K(\/S\S DM
CBA S H SO.M
0 3 o}
Wo.
0O
0
N\/\ J‘I\/\/S\
N S DM
CBA S H
0 0 .
C
sau

0 o 0 0 ol
et T I IR H
R R
[¢]

we -

b
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care DM este un fragment de medicament
reprezentat de urmatoarea formula:

MeO

Un al optulea aspect al inventiei redd o compozitie farmaceutica care cuprinde anticorpul
sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, sau polipeptida conform
inventiei, sau imunoconjugatul conform inventiei, si un purtitor acceptabil farmaceutic.

Un al noudlea aspect al inventiei redd o metodd in vitro sau ex vivo pentru inhibarea
cresterii unei celule care exprimd CD123, care cuprinde contactarea celulei, cu anticorpul sau
fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, sau polipeptida conform inventiei,
sau imunoconjugatul conform inventiei, sau compozifia farmaceutica conform inventiei.

In anumite modalititi de realizare, celula este o celuld tumorald. In anumite modalititi de
realizare, celula este o celuli de leucemie sau o celuld de limfom.
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Intr-un al zecelea aspect al inventiei, este redat un anticorp sau fragmentul de legare la
antigen al acestuia conform inventiei, sau o polipeptidd conform inventiei, sau un imunoconjugat
conform invenfiei, sau o compozitie farmaceuticd conform inventiei pentru utilizarea intr-o metoda
de tratare a unui subiect care are cancer, in care celulele de cancer exprimd CD123. Metoda poate
cuprinde administrarea la acest subiectul mentionat a unei cantititi eficiente terapeutic din
anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform inventiei, sau polipeptida
conform inventiei, sau imunoconjugatul conform inventiei, sau compozifia farmaceutica conform
invenftiei.

in anumite modalititi de realizare, cancerul sau tulburarea proliferativa a celulelor este
leucemia sau limfomul. In anumite modalititi de realizare, cancerul sau tulburarea proliferativi
celulard este selectatd din grupul care constd din: leucemia micloidd acutd (AML); leucemia
mieloidd cronicd (CML); leucemia limfoblasticd acuti (ALL), incluzind leucemia limfoblastica
acutd a liniei de celule B (B-ALL); leucemia limfocitard cronici (CLL); leucemia cu celule
paroase (HCL); sindromul miclodisplazic, leucemic de neoplasm DC bazic plasmacitoid
(BPDCN); limfoame non-Hodgkin (NHL), incluzand limfom cu celule manta; si leucemia
Hodgkin (HL). In anumite modalititi de realizare, cancerul este leucemia micloida acuti (AML).
In anumite modalititi de realizare, cancerul este leucemia limfoblasticd acuti a celulei B (B-ALL).

In al zecelea aspect al inventiei, este redat de asemenea un anticorp sau fragmentul de
legare la antigen al acestuia conform inventiei, sau o polipeptidd conform inventiei, sau un
imunoconjugat conform inventiei, sau o compozitie farmaceutica a inventiei pentru utilizarea intr-
o metodd pentru tratarea unei tulburdri proliferative celulare la un subiect, la care celulele
tulburdrii proliferative celulare exprimd CD123. Metoda poate cuprinde administrarea la subiectul
mentionat a unei cantitifi eficiente terapeutic din anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia conform inventiei, sau a polipeptidei conform inventiei, sau a imunoconjugatului conform
inventiel, sau a compozitiei farmaceutice conform inventiei, intr-o cantitate suficientd pentru a
trata tulburarea proliferativa celulard mentionata.

Se are in vedere ca orice modalitate de realizare descrisa aici, inclusiv cele descrise numai
intr-un aspect al inventiei (dar nu in altele sau care nu sunt repetate in altele), si cele descrise
numai in Exemple, si poat si fie combinate cu oricare sau mai multe alte modalititi de realizare
ale inventiei, cu exceptia cazului in care sunt in mod explicit exceptate sau inaplicabile.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

FIG. 1 prezintd inhibarea proliferdrii dependente de IL-3 a celulelor TF-1 de citre anticorpul
himeric CD123-6 (chCD123-6) si anticorpii huCD123-6 sii grefati la CDR (huCD123-6Gv4.6 si
huCD123-6Gv4.7).

FIG. 2A si 2B arati cd trei anticorpi anti-CD123 murini (muCD123-3, -6 si -14) inhibd proliferarea
dependenta de IL-3 a celulelor TF-1 cel pufin la fel ca 7G3. FIG. 2A prezinta inhibarea celulelor
TF-1 cultivate in prezenta IL-3 (1 ng/mL) de catre diferitii anticorpi anti-CD123, inclusiv
anticorpii martor 7G3, 6H6 si 9F5 care se leagd la CD123. FIG. 2B prezinta inhibarea celulelor
TF-1 cultivate in prezenta de GM-CSF (2 ng/mL) de citre aceiasi anticorpi anti-CD123.

FIG. 3 aratd ci anticorpii murini muCD123-3, -6 si -14 anti-CD123 inhiba proliferarea dependentd
de IL-3 (1 ng/mL) a celulelor TF-1 intr-o manierd dependentd de doz3 si intr-un grad mai mare
decat anticorpul 7G3. muCDI123-16 este un anticorp anti-CD123 martor negativ care leagd
CD123, dar nu inhib3 proliferarea celulelor TF-1 dependente de IL-3.

FIG. 4A si 4B arati cd anticorpii murini muCD123-3, -6 si -14 au afinitate de legare mai mare la
celulele AML pozitive la CD123 decat cea a anticorpului 7G3 din celule TF-1 care exprimd
CD123 (FIG. 4A) si HNT-34 (FIG. 4B).

FIG. 5A si 5B aratd c anticorpii himerici anti-CD-123 chCD123-3, -6 si -14 pastreaza o afinitate
ridicatd de legare a omologilor lor murini, folosind fie celule HNT-34 (FIG. 5A), fic linia celulard
MOLM-13 de leucemia mieloidd acutd (AML) pozitivd la CD123 (FIG. 5B). Anticorpul himeric
c¢hKTI, care nu leagd CD123, a fost inclus ca martor negativ.

FIG. 6 aratd ci anticorpii himerici chCD123-3, -6 si -14 anti-CD-123 pistreazd activitatea
functionald a omologilor lor murini, dovadd fiind capacitatea lor de a inhiba proliferarea
dependentd de IL-3 a celulelor TF-1. Un anticorp himeric anti-CD123 nefunctional (chCD123-18)
care leagd CD123, dar nu inhiba proliferarca celulelor TF-1 dependente de IL-3 a fost inclus ca
martor negativ.
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FIG. 7A arata ci anticorpii murini (muCD123-6), himerici (chCD123-6) si huCD123-6 grefati cu
CDR (huCD123-6Gv4.7S2 si huCD123-6Gv4.7S3) au o afinitate mai mare decat 7G3 la celule
HNT-34 care exprimd CD123. Anticorpul himeric chKTI, care nu se leagi la CD123, a fost inclus
ca martor negativ. FIG. 7B si 7C aratd cd, conjugarea anticorpului huCD123-6Gv4.753 sau -Gv4.7
la compusii D1 sau D2 prin legitura Lys-, Ser- sau Cys a afectat numai moderat afinitifile de
legare ale acestor conjugati de ADC, adicd, huCD123-6Gv4.753-SeriMab-sD1 legat la Ser (a se
vedea structura in FIG. 17) si huCD123-6Gv4.7S3-SeriMab-D8, si huCD123-6Gv4.7S3-sSPDB-
D1, legat la Lys si huCD123-6Gv4.753-D2 in FIG. 7B; si huCD123-6Gv4.7-CysMab-D4 si
huCD123-6Gv4.7-CysMab-D5 legati la Cys in FIG. 7C. In FIG. 7C, anticorpul huCD123-6Gv4.7
neconjugat are o secventd de lant greu cu SECV ID NR: 54, in care Xaa este Val. Conjugatii cu
"S3-SeriMab" au legiturd de citotoxind (in acest caz, compusii de indolinobenzodiazepind sau
"IGN" de mai departe) prin Ser N-terminal oxidat de pe lantul usor. Conjugatii cu "CysMab" au
legdtura de citotoxind (in acest caz, compusii IGN) prin Cys modificat din lantul greu (adicd, Cys-
ul corespunzitor celui de-al 5 pand la ultimul Cys din SECV ID NR: 54).

FIG. 8A arata ci anticorpii himerici (chCD123-6) si (huCD123-6Gv4.7S2 si huCD123-6Gv4.7S3)
huCD123-6 grefati pe CDR inhiba proliferarea dependenta de IL-3 a celulelor TF-1 mai bine decat
anticorpii 7G3. Inhibarea este dependenta de IL-3, deoarece acesti anticorpi nu au avut niciun efect
inhibitor atunci cand celulele au fost crescute in prezenta GM-CSF (FIG. 8B).

FIG. 9A prezinti constructii de exprimare ai domeniului IL-3Ra extracelular (CD123)si proteinele
receptorilor himerici care cuprind domenii IL-3Ra (gri) si GMRa (alb). FIG. 9B arati ca
anticorpul CD123-6 se leaga in primul rand de domeniul CRM al IL-3Ra (resturile 101-306). FIG.
9C aratd ci anticorpul CD123-3 se leagd in primul rind de domeniul CRM al IL-3Ra (resturile
101-306). FIG. 9D arata ca anticorpul CD123-14 se leaga exclusiv de domeniul N-terminal al IL-
3Ra (resturile 1-100). FIG. 9E arati ca anticorpul 7G3 se leagd exclusiv de domeniul N-terminal al
IL-3Ra (resturile 1-100). FIG. 9F aratid ca anticorpul 6H6 se¢ leagi exclusiv de domeniul N-
terminal al IL-3Ra (resturile 1-100). FIG. 9G arati cid anticorpul 9F5 se leagd exclusiv de
domeniul N-terminal al IL-3Ra (resturile 1-100).

FIG. 10 demonstreazi cd, conjugatul maitansinoid DM1 al anticorpului huCD123-6Rv1.1 refacut
la suprafatd, huCD123-6Rv1.1-CX1-1-DM1, prezinta citotoxicitate dependentd de dozi pe linia
celulara AML care exprimd CDI123 independent de factorul de crestere OCI-AMLA.
Citotoxicitatea este dependentd de CDI123, dovada fiind capacitatea excesului de anticorp
huCD123-6 neconjugat (500 nM) de a bloca citotoxicitatea.

FIG. 11A prezinti citotoxicitatea in vitro a diferitilor conjugati huCD123-6Rv1.1-IGN legati la
lizind, reficuti la suprafati pe mai multe linii celulare maligne pozitive la CD123 de origine
diferita.

FIG. 11B prezinti citotoxicitatea in vitro a diferitilor conjugati de huCD123-6-IGN legati de lizina
sau cisteind pe mai multe linii celulare B-ALL pozitive la CD123. Conjugatii pe bazi de anticorpi
care nu se leagd KTI sunt inclusi ca martori negativi.

FIG. 11C arata c3 diferitii compusi IGN legati la Lys sau Cys sunt foarte activi pe liniile de celule
AML pozitive P-gp (P-glicoproteind) Kasumi-3 si MOLM-1. Curbele martor cu puncte de date
deschise sunt produse in prezenta unui exces de anticorpi huCD123 potriviti neconjugati.

FIG. 11D aratd ca aproape toti dintre diferifii conjugati de CD123-IGN legati de Lys sau Cys din
inventie ucid 90% din celulele progenitoare AML din 9 probe de la pacienti AML la concentratii
nM sau sub-nM.

FIG. 11E arati c3, conjugatul huCD123-6Gv4.7-CysMab-D5 legat de Cys ucide celulele sanguine
normale la concentrafii care sunt > de 100 de ori mai ridicate decét cele necesare pentru a ucide
progenitorii de AML. In comparatie, Mylotarg nu prezintd un astfel de efect de ucidere
preferential.

FIG. 12A si 12B prezintd citotoxicitatea in vitro a diferitilor conjugati huCD123-6Rv1.1-IGN
legati de lizind pe celule primare de la pacienti cu AML. Rezultatul unei analize tipice CFU pentru
o probd primard de pacient este prezentat in FIG. 12A. FIG. 12B prezintd valorile ICo pentru toate
probele de pacienti cu AML tratate cu conjugati.

FIG. 13A-13C arata ci, conjugatul IGN al CysMab al huCD123-6 (huCD123-6Gv4.6-CysMab-
D5, cerc negru plin) este cel putin la fel de activ ca si conjugatul legat de lizind (huCD123-
6Gv4.6-D2, pitrat negru plin) al aceluiasi anticorp fati de linia celulard EOL-1 de AML (FIG.
13A), linia celulard B-ALL de KOPN-8 (FIG. 13B) si linia celulard CML de MOLM-1 (FIG.
13C). Curbele punctate care leagd punctele de date deschise din fiecare figurd reprezintd
activitatea conjugatilor respectivi (adicd, cercul deschis pentru huCD123-6Gv4.6-CysMab-D5 si
patratul deschis pentru huCD123-6Gv4.6-D2) in prezenta concentratiei de blocare (500 nM) de
anticorp chCD123-6 neconjugat.
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FIG. 14A-14C aratd cd SeriMab din huCD123-6 (huCD123-6Rv1.152-SeriMab-D8, cerc negru
plin) este cel putin la fel de activ ca si conjugatul legat de lizind (huCD123-6Rv1.1-D2, triunghi
negru plin in jos) a aceluiasi anticorp in liniile celulare AML de SHI-1 (FIG. 14A) si HNT-34
(FIG. 14B), precum si in linia celulard CML de MOLM-1 (FIG. 14C). Curbele punctate care
conecteazd punctele de date deschise din fiecare figurd reprezintd activitatea respectivilor
conjugati (adicd, cerc deschis pentru huCD123-6Rv1.1S2-SeriMab-D8 si triunghi deschis in jos
pentru huCD123-6Rv1.1-D2) in prezenta concentratiei de blocare (500 nM) a anticorpului
huCD123-6 neconjugat.

FIG. 15 prezintd un desen schematic pentru a arita ctapele generale care pot fi utilizate pentru
sintetizarea unui conjugat de legare a Ser, conform inventiei.

FIG. 16 prezintd un desen schematic pentru a arita etapele generale care pot fi utilizate pentru
sintetizarea unui conjugat de legare a Ser conform inventiei.

FIG. 17 prezintd un desen schematic pentru a arita etapele generale care pot fi utilizate pentru
sintetizarea unui conjugat de legare a Ser conform inventiei.

FIG. 18 aratd ci, conjugatul huCD123-6Gv4.7-CysMab-D5 legat de Cys are activitate mai mare
decat gemtuzumab ozogamicina (GO) (cunoscutd si sub denumirea de Mylotarg) in probe de
pacienti AML neselectate.

FIG. 19 aratd ci, conjugatul huCD123-6Gv4.7-CysMab-D5 legat de Cys ucide celulele
progenitoare normale la concentrafii care sunt > de 100 de ori mai ridicate decét cele necesare
pentru a ucide progenitorii de AML. In comparatie, Mylotarg si huCD123-6G4.7-CysMab-D5'
(ADC de agent de legare incrucisatd D5' a ADN) nu prezintd un astfel de efect de ucidere
preferentiald.

FIG. 20 prezinta eficacitatea in vivo a conjugatilor de CD123-IGN in modelul de soareci cu AML
MV4-11 subcutanat.

FIG. 21 aratd ca, conjugatul huCD123-6Gv4.7-CysMab-D5 legat de Cys este foarte activ pe
diverse linii celulare de AML pozitive la CD123 cu factori prognostici slabi.

FIG. 22 prezintd imagini de bioluminescentd in vivo ale soarecilor tratati cu conjugat huCD123-
6Gv4.7-CysMab-D5 in comparatie cu soarecii tratati cu vehicul si martor, in ziua 26. Tratamentul
cu conjugat reduce semnificativ sarcina tumoral3 la soareci.

FIG. 23 arata ca tratamentul cu conjugatul huCD123-6Gv4.7-CysMab-D5 extinde supravietuire la
soareci 6/6 comparativ cu soarecii tratati cu vehicul si martor.

FIG. 24 aratd ca incubarea celulelor MV4-11 cu conjugat huCD123-6Gv4.7-CysMab-D35 conduce
la deteriorarea ADN-ului, stoparea in faza S a ciclului celular si moartea celulard mediatd de
apoptoza.

FIG. 25 prezintd eficacitatea in vivo a conjugatilor de CD123-IGN in modelul Molm-13 de
diseminare a AML.

FIG. 26 prezinta eficacitatea in vivo a conjugatilor de CD123-IGN in modelul subcutanat EOL-1.
FIG. 27 prezintd eficacitatea in vivo a conjugatului huCD123-CysMab-D5 la doze diferite in
modelul subcutanat EOL-1.

FIG. 28 prezintd eficacitatea in vivo a conjugatului de huCD123-CysMab-D5 in comparatie cu
forma corespunzitoare liberd de medicament a sarcinii utile (FGN849 sau DS5), anticorp gol,
martor, citarabind si azacitidind in modelul subcutanat EOL-1.

FIG. 29 prezintd eficacitatea in vivo a conjugatilor de CD123-IGN in modelul MV4-11 de
diseminare a AML.

FIG. 30 prezinta eficacitatea in vivo a conjugatilor de CD123-IGN in modelul MV4-11 de AML
subcutanat.

FIG. 31 aratd cd tratamentul cu conjugatul huCD123-CysMab-D5 extinde perioada de
supravietuire la soareci in comparatie cu soarecii tratati cu vehicul si martor.

FIG. 32 prezintd tolerabilitatea in vivo a conjugatilor de huCD123-CysMab-D5 si huCD123-
SeriMab-sD1 la soareci.

FIG. 33 prezinta tolerabilitatea iz vivo a conjugatului D2 de huCD123 legat la lizini la soareci.

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI
1. DEFINITII

Pentru a facilita infelegerea prezentei inventii, mai jos, sunt definite un numér de termeni
si fraze.

Termenii "IL-3Ra (uman)", "Receptor alfa de Interleukina-3" sau "CD123", astfel cum se
utilizeaza aici in mod interschimbabil, se referd la orice IL-3Ra sau CD123 nativ (uman), dacd nu
se indica altfel. Proteina CD123 este o subunitate specificd interleukinei 3 a unui receptor
heterodimeric de citokind (receptorul IL-3 sau IL-3R). IL-3R-ul este alcdtuit dintr-o subunitate alfa
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specifica ligandului si o subunitate beta comund care transduce semnalul (cunoscuta si sub numele
de CD131) partajatd de receptorii pentru interleukina 3 (IL3), factorul de stimulare a coloniei 2
(CSF2 / GM-CSF) si interleukina 5 (IL5). Legarea CD123/IL-3Ra la IL3 depinde de subunitatea
beta. Subunitatea beta este activatd prin legarea ligandului si este necesard pentru activititile
biologice ale IL3.

Prin urmare, to{i acesti termeni de mai sus pentru CD123 se pot referi fie la o secventa de

proteine, fie la o secventd de acid nucleic, astfel cum este indicat aici. Termenul "CD123/IL-3Ra"
cuprinde CDI123/IL-3Ra neprelucrat, cu "lungime completd,", precum si orice formad de
CD123/IL-3Ra care rezultd din prelucrarea in cadrul celulei. Termenul cuprinde, de asemenea,
variante naturale de proteind CD123/IL-3Ra sau acid nucleic, de exemplu, variante de imbinare,
variante alelice si izoforme. Polipeptidele si polinucleotidele CD123/IL-3Ra descrise aici pot fi
izolate dintr-o diversitate de surse, cum ar fi din tipuri de fesut uman sau dintr-o altd sursd, sau
preparate prin metode recombinante sau sintetice. Exemple de secvente CD123/IL-3Ra includ, dar
nu sunt limitate la numerele de referintd NCBI NP 002174 & NM_ 002183 (secvente proteice si de
acid nucleic pentru varianta 1 de CD123 umand), si NP_001254642 & NM 001267713 (secvente
de proteine si acid nucleic pentru varianta 2 de CD123 umand).
Termenul "anticorp” inseamnd o moleculd de imunoglobulind care recunoaste si se leaga
in mod specific de o tintd, cum ar fi o proteind, polipeptid, peptida, carbohidrat, polinucleotida,
lipida sau combinatii ale celor de mai sus prin cel putin un loc de recunoastere a antigenului din
regiunca variabild a moleculei de imunoglobulinid. Astfel cum se utilizeazd aici, termenul
"anticorp” cuprinde anticorpi policlonali intacti, anticorpi monoclonali intacti, fragmente de
anticorpi (cum ar fi fragmente Fab, Fab', F(ab),, si Fv), mutanti de Fv cu un singur lant (scFv),
anticorpi multispecifici cum ar fi anticorpii bispecifici, anticorpii himerici, anticorpii umanizafi,
anticorpii umani, proteinele de fuziune cuprinzand o portiune de determinare a antigenului unui
anticorp si orice altd moleculd de imunoglobulind modificati care cuprinde un loc de recunoastere
a antigenului atita timp cat anticorpii prezintd activitatea biologicad doritd. Un anticorp poate fi din
oricare dintre cele cinci clase majore de imunoglobuline: IgA, IgD, IgE, IgG, si IgM, sau
subclasele (izotipuri) ale acestora (de exemplu, 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAl si IgA2), pe baza
identititii domeniilor lor constante ale lanfului greu mentionate ca alfa, delta, epsilon, gamma si,
respectiv, mu. Diferitele clase de imunoglobuline au structuri ale subunitifilor diferite si bine
cunoscute si configuratii tridimensionale. Anticorpii pot fi goi sau conjugati cu alte molecule cum
ar fi toxine, radioizotopi etc.

in unele modalitifi de realizare, un anticorp este un anticorp care nu apare natural. in
uncle modalititi de realizare, un anticorp este purificat din componente naturale. In unele
modalitafi de realizare, un anticorp este produs recombinant. in unele modalitati de realizare, un
anticorp este produs de un hibridom.

Un anticorp de "blocare” sau un anticorp "antagonist” este unul care inhiba sau reduce
activitatea biologicd a antigenului pe care il leagd, cum ar fi CD123/IL-3Ra. Intr-o anumita
modalitate de realizare, anticorpii de blocare sau anticorpii antagonisti inhibd substantial sau
complet activitatea biologicd a antigenului. De dorit, activitatea biologicd este redusd cu 10%,
20%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, sau chiar 100%.

Termenul "anticorp anti-CD123," "anticorp anti-IL-3Ra" sau "un anticorp care se leaga
(specific) la CD123/IL-3Ra" se referd la un anticorp care este capabil de legarea CD123/IL-3Ra
cu o afinitate suficientd astfel incat anticorpul si fie util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in
fintirea CD123/IL-3Ra. Cu exceptia cazului in care se specificd altfel, gradul de legare a unui
anticorp anti-CD123/IL-3Ra la o proteind care nu are legaturd cu CD123/IL-3Ra este mai mic de
aproximativ 10% din gradul de legare a anticorpului la CD123/IL-3Ra astfel cum este masurat, de
exemplu, printr-o analizi radioimunologica (RIA). In anumite modalititi de realizare, un anticorp
care se leagi la CD123/IL-3Ra are o constanta de disociere (Kq) de <0,5 nM, <0,3 nM, <0, 1 nM,
<0,05 nM, sau <0,01 nM. Intr-o modalitate de realizare, anti-CD123/IL-3Ro nu se leaga la lantul
beta de CD131 comun. Intr-o modalitate de realizare, anticorpul anti-CD123/IL-3Ra nu se leagi la
acelasi epitop al CD123 care este legat de anticorpii CD123 cunoscuti si disponibili comercial,
cum ar fi 7G3 (IgG:a) de soarece, 6H6 (IgG; de soarece), si 9F5 (IgG: de soarece) (Sun si colab.,
Blood 87(1): 83-92, 1996).
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Secventele de anticorpi anti-CD123/IL-3Ra si fragmente ale acestora care leagd
antigenul, conform inventiei, sunt redate in tabelele 1-6 de mai jos Nomenclatura pentru diferitii
anticorpi si imuno-conjugati ai inventiei sunt redate separat mai jos.

Termenul "fragment de anticorp" se referd la o portiune a unui anticorp intact si se referd
la regiunile variabile determinante antigenice ale unui anticorp intact. Exemple de fragmente de
anticorpi includ, dar nu sunt limitate la, fragmente, Fab, Fab', F(ab'),, si F, anticorpi liniari,
anticorpi cu un singur lant si anticorpi multispecifici formati din fragmente de anticorpi. Termenul
"fragment de legare a antigenului" a unui anticorp include unul sau mai multe fragmente de
anticorp care pastreazi capacitatea de a se lega specific la un antigen. S-a demonstrat faptul ci
functia de legare a antigenului a unui anticorp poate fi indeplinitd de anumite fragmente ale unui
anticorp cu lungime completd. Exemple de fragmente de legare cuprinse in termenul "fragment de
legare a antigenului" a unui anticorp includ (fird limitare): (i) un fragment Fab, un fragment
monovalent care constd din domeniile Vi, Vg, Ci, si Cui (de exemplu, un anticorp digerat de
papaind produce trei fragmente: doud fragmente Fab de legare a antigenului si un fragment Fc care
nu leagd antigenul); (ii) un fragment F(ab'),, un fragment bivalent care cuprinde doud fragmente
Fab legate printr-o punte disulfurici in regiunea de balama (de exemplu, un anticorp digerat de
pepsind produce doud fragmente: un fragment bivalent de legare a antigenului F(ab'),, si un
fragment pFc' care nu leagd antigenul) si unitatea sa F(ab') monovalent aferentd; (iii) un fragment
Fqy care constd din domeniile Vi si Cri (adicd, acea porfiune a lanfului greu care este inclusd in
Fab); (iv) un fragment F, care constd din domeniile V1, si Vg ale unui anticorp cu un singur brat, si
F, legat prin disulfurd aferent; (v) un fragment dAb (domeniu de anticorp) sau sdAb (anticorp cu
un singur domeniu) (Ward si colab., Nature 341:544-546, 1989), care constd dintr-un domeniu
Vi ; si (vi) o regiune izolatd de determinare a complementarititii (CDR).

Un "anticorp monoclonal" se referd la o populatie de anticorpi omogeni implicati in
recunoasterea si legarea foarte specificd a unui singur determinant antigenic sau epitop. Aceasta
este in contrast cu anticorpii policlonali care includ tipic diferiti anticorpi directionati impotriva
diferifilor determinanti antigenici. Termenul "anticorp monoclonal" cuprinde atit anticorpi
monoclonali intacti, cit si pe cei cu lungime completd, precum si fragmente de anticorpi (cum ar fi
Fab, Fab', F(ab'),, F,), mutanti cu lant unic (scFv), proteine de fuziune care cuprind o porfiune de
anticorp si orice altdi moleculd de imunoglobulind modificatd care cuprinde un situs de
recunoastere a antigenului. Mai mult, "anticorp monoclonal" se referd la astfel de anticorpi produsi
in orice numar de maniere incluzind, dar fara a se limita la hibridom, selectie a fagilor, exprimare
recombinanti si animale transgenice.

Termenul "anticorp umanizat” se referd la forme de anticorpi neumani (de exempliu,
murini) care sunt lanturi specifice de imunoglobulind, imunoglobuline himerice sau fragmente ale
acestora care confin minimum de secvente neumane (de exemplu, murine). Tipic, anticorpii
umanizati sunt imunoglobuline umane in care resturile de la regiunea determinantd complementara
(CDR) sunt inlocuite cu resturi de la CDR ale unei specii neumane (de exemplu, soareci, sobolani,
iepuri, hamsteri) care au specificitatea, afinitatea si capacitatea dorite (Jones si colab., Nature
321:522-525, 1986; Riechmann si colab., Nature 332:323-327, 1988; Verhoeyen si colab., Science
239:1534-1536, 1988).

In unele cazuri, resturile (FR) ale regiunii cadru F, ale unei imunoglobuline umane sunt
inlocuite cu resturile corespunzitoare dintr-un anticorp dintr-o specic neumand care are
specificitatea, afinitatea si capacitatea dorite. Anticorpul umanizat poate fi modificat in continuare
prin substituirea unor resturi suplimentare, fie in regiunea cadru F, si/sau in interiorul resturilor
neumane inlocuite pentru a rafina si optimiza specificitatea, afinitatea, si/sau capacitatea
anticorpului. In general, anticorpul umanizat va cuprinde substantial toate dintre cel putin unul, si
tipic doud sau trei, domenii variabile care confin toate sau substantial toate regiunile CDR care
corespund imunoglobulinei neumane, in timp ce toate sau substantial toate regiunile FR sunt cele
ale unei secvente consens a imunoglobulinei umane. Anticorpul umanizat poate cuprinde, de
asemenea, cel pufin o portiune dintr-o regiune sau un domeniu (F;) constant de imunoglobulin3,
tipic cea a unei imunoglobuline umane. Exemple de metode utilizate pentru a genera anticorpi
umanizati sunt descrise in Brevetele U.S. 5.225.539 si 5.639.641, Roguska si colab., Proc. Natl
Acad. Sci. USA 91(3):969-973, 1994; si Roguska si colab., Protein Eng. 9(10):895-904, 1996. In
unele modalititi de realizare, un "anticorp umanizat" este un anticorp cu suprafafa reficuta. in
unele modalititi de realizare, un "anticorp umanizat" este un anticorp grefat pe CDR.
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O "regiune variabild" a unui anticorp se referd la regiunea variabild a lantului usor a
anticorpului sau regiunea variabild a lantului greu a anticorpului, fie individual, fie in combinatie.
Regiunile variabile ale lanfului greu si usor constau fiecare din patru regiuni cadru (FR) conectate
prin trei regiuni determinante complementare (CDR-uri), cunoscute si sub numele de regiuni
hipervariabile. CDR-urile din fiecare lant sunt tinute impreund in stransa apropiere de citre FR-uri
si, impreund cu CDR-urile din celdlalt lanf, contribuie la formarea locului de legare la antigen al
anticorpilor. Exista cel putin doud tehnici pentru determinarea CDR-urilor: (1) o abordare bazata
pe variabilitatea secventei intre specii (adicd, Kabat si colab. Sequences of Proteins of
Immunological Interest, ed. a 5-a, 1991, National Institutes of Health, Bethesda Md.); si (2) o
abordare bazata pe studii cristalografice ale complecsilor antigen-anticorp (Al-lazikani si colab., J.
Molec. Biol. 273:927-948, 1997). In plus, pentru a determina CDR-urile sunt uneori folosite in
domeniu combinatii ale acestor doud abordari.

Sistemul de numerotare Kabat se utilizeaza in general atunci cand se face referire la un
rest din domeniul variabil (aproximativ resturile 1-107 ale lanfului usor si resturile 1-113 ale
lantului greu) (de exemplu, Kabat si colab., Sequences of Immunological Interest, Ed. a 5-a, Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)).

Numerotarea pozitiei aminoacizilor ca in Kabat, se referd la sistemul de numerotare
utilizat pentru domeniile variabile ale lanfului greu sau domeniile variabile ale lantului usor ale
compilatiei anticorpilor din Kabat si colab., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Ed.
a 5-a, Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991). Folosind acest
sistem de numerotare, secventa de aminoacizi liniara reald poate contine mai putini aminoacizi sau
unii suplimentari care corespund unei scurtiri sau inserfii intr-un FR sau CDR al domeniului
variabil. De exemplu, un domeniu variabil al lantului greu poate include o singurd insertie de
aminoacizi (rest 52a conform Kabat) dupa restul 52 al H2 si resturi inserate (de exemplu, resturile
82a, 82b, si 82c etc. conform Kabat) dupa restul 82 FR al lantului greu. Numerotarea Kabat a
resturilor poate fi determinatd pentru un anticorp dat prin alinierea la regiunile de omologic a
secventel anticorpului cu o secventd numerotatd Kabat "standard". Chothia se referd in schimb la
localizarea buclelor structurale (Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917,1987). Sfarsitul
buclei CDR-H1 Chothia atunci cind este numerotatd folosind convenfia de numerotare Kabat
variaza intre H32 si H34 in functie de lungimea buclei. Aceasta se datoreazi faptului ci schema de
numerotare Kabat plaseaza insertiile la H35A si H35B - dacd nu sunt prezente nici 35A si 35B,
bucla se termind la 32; daci este prezent doar 35A, bucla se termind la 33; daca sunt prezente atat
35A cat si 35B, bucla se termind la 34. Regiunile hipervariabile AbM reprezintd un compromis
intre CDR-urile Kabat si buclele structurale Chothia si sunt utilizate de software-ul de modelare a
anticorpilor AbM de la Oxford Molecular.

Bucli  Kabat AbM Chothia

L1 [.24-1.34 [.24-1.34 [.24-1.34

L2 L50-L56 L50-L56 L50-L56

L3 L89-L97 L89-L97 L.89-1.97

H1 H31-H35B H26-H35B (Numerotare Kabat) H26-H32..34
H1 H31-H35 H26-H35 ( Numerotare Kabat) H26-H32
H2 H50-H65 H50-HS58 H52-H56

H3 H9S-H102 H95-H102 H95-H102

Termenul "anticorp uman” inseamnd un anticorp produs de un om sau un anticorp avand
o secventd de aminoacizi corespunzitoare unui anticorp produs de un om obtinut prin folosirea
oricirei tehnici cunoscute in domeniu. In anumite modalititi de realizare, anticorpul uman nu are
secventd non-umand. Aceastd definitie a anticorpului uman include anticorpi intacti sau cu
lungime completd sau fragmente ale acestora care leagd antigenul.

Termenul "anticorpi himerici” se referd la anticorpi In care secventa de aminoacizi a
moleculei de imunoglobulind este derivatd de la doud sau mai multe specii. Tipic, regiunca
variabild atit a lanfurilor usoare cit si a celor grele corespunde regiunii variabile a anticorpilor
derivati de la o specie de mamifere (de exemplu, soarece, sobolan, iepure etc.) cu specificitatea,
afinitatea si capacitatea dorite in timp ce regiunile constante sunt omoloage cu secventele din
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anticorpi derivate de la o alta (tipic umand) pentru a evita sau reduce sansa de a provoca un
rispuns imun la acea specie (de exemplu, umani). in anumite modalititi de realizare, un anticorp
himeric poate include un anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia care cuprinde cel
putin o polipeptidd de lant greu si/sau usor uman, cum ar fi, de exemplu, un anticorp care cuprinde
polipeptide de lant usor murin si de lant greu uman.

Termenii "epitop” sau "determinant antigenic" sunt utilizafi aici in mod interschimbabil si
se referd la acea portiune de antigen capabild si fie recunoscutd si legatd specific de un anticorp
particular. Atunci cand antigenul este o polipeptida, epitopii pot fi formati atit din aminoacizi
contigui, cat si din aminoacizi necontigui juxtapusi prin plierea tertiard a unei proteine. Epitopii
formati din aminoacizi contigui sunt refinuti tipic la denaturarea proteinelor, in timp ce epitopii
formati prin pliere tertiard se pierd tipic la denaturarea proteinelor. Un epitop include, tipic, cel
putin 3 si, mai uzual, cel putin 5 sau 8-10 aminoacizi intr-o conformatie spatiald unica.

"Afinitate de legare” se referd, in general, la puterea sumei totale a interactiunilor
necovalente intre un singur situs de legare al unei molecule (de exemplu, un anticorp) si partenerul
sdu de legare (de exemplu, un antigen). Cu excepfia cazului in care se indicd altfel, astfel cum se
utilizeazd aici, "afinitate de legare" se referd la afinitate de legare intrinsecd care reflectd o
interactiune 1:1 intre membrii unei perechi de legare (de exemplu, anticorp si antigen). Afinitatea
unei molecula X pentru partenerul sdu Y poate fi, in general, reprezentatd prin constanta sa de
disociere (Kg) sau concentratia eficientd demi-maxima (ECsp). Afinitatea poate fi misuratd prin
metode comune cunoscute in domeniu, inclusiv cele descrise aici. Anticorpii cu afinitate scizuti se
leaga in general lent de antigen si au tendinta de a se disocia cu usurint, in timp ce anticorpii cu
afinitate mare se leagd in general mai repede de antigen si tind sd rAmand legati mai mult timp.
Sunt cunoscute in domeniu o diversitate de metode de masurare a afinitdtii de legare, oricare dintre
acestea putand fi utilizatd in scopul prezentei inventii. Exemplele de realizare ilustrative specifice
sunt descrise aici.

"Sau mai bine” atunci cind se utilizeazi aici pentru a se referi la afinitatea de legare se
referd la o legare mai puternica intre o moleculd si partenerul siu de legare. "Sau mai bine” atunci
cand se utilizeaza aici se referd la o legare mai puternicd, reprezentatd de o valoare numericd Kqg
mai micd. De exemplu, un anticorp care are o afinitate pentru un antigen de "0,3 nM sau mai
bund," afinitatea anticorpului pentru antigen este <0,3 nM, de exemplu, 0,29 nM, 0,28 nM, 0,27
nM efc., sau orice valoare egald cu sau mai micd decat 0,3 nM. Intr-o modalitate de realizare,
afinitatea anticorpului astfel cum este determinati printr-un Ky va fi intre aproximativ 102 si
aproximativ 1072 M, intre aproximativ 10°si aproximativ 10'' M, intre aproximativ 107 si
aproximativ 101°M, intre aproximativ 10°si aproximativ 10° M, intre aproximativ 107 si
aproximativ 10 M, sau intre aproximativ 10" si aproximativ 10”7 M.

Prin "se leagd specific”, se intelege in general ci un anticorp se leagd de un epitop prin
domeniul siu de legare la antigen si cd legarea implici o oarecare complementaritate intre
domeniul de legare al antigenului si epitop. Conform acestei definitii, se spune ci un anticorp "se
leaga specific” de un epitop atunci cand se leagd de acel epitop, prin domeniul siu de legare la
antigen mai usor decit s-ar lega de un epitop aleatoriu, necorelat. Termenul "specificitatea” se
utilizeazd aici pentru a califica afinitatea relativd prin care un anumit anticorp se leagd de un
anumit epitop. De exemplu, anticorpul "A" poate fi considerat a avea o specificitate mai mare
pentru un epitop dat decat anticorpul "B" sau se poate spune ci anticorpul "A" se leagi de epitopul
"C" cu o specificitate mai mare decat pentru epitopul corelat "D."

in anumite modalitifi de realizare, un anticorp sau un fragment de legare a antigenului
conform inventiei "se leagd specific" 1a un antigen CD123, in sensul ci are o specificitate de legare
mai mare la antigenul CD 123 (de la orice specie) decat cea pentru un antigen non-CD 123. In
anumite modalitdfi de realizare, un anticorp sau un fragment de legare a antigenului conform
inventiei "se leagd specific" la un antigen CD123 uman, in sensul ci acesta are o specificitate de
legare mai mare la antigenul de CD123 uman decat cel la un antigen CD123 non-uman (de
exemplu, un soarece sau un sobolan CD123).

Prin "se leagd preferential”, se intelege cd anticorpul se leagd specific de un epitop mai
usor decat s-ar lega de un epitop inrudit, similar, omolog sau analog. Astfel, un anticorp care "se
leaga preferential” de un epitop dat s-ar lega mai probabil de acel epitop decat de un epitop inrudit,
chiar daca un astfel de anticorp poate reactiona incrucisat cu epitopul inrudit. De exemplu, in
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anumite modalitdfi de realizare, un anticorp sau un fragment de legare a antigenului conform
inventiei "se leagd preferential” la un antigen CD 123 uman fati de un CD123 de soarece.

Se spune cd un anticorp "inhibd competitiv" legarea unui anticorp de referinta la un epitop
dat daca se leagd preferential la acel epitop In masura in care blocheaza, intr-o oarecare masura,
legarea anticorpului de referintd de epitop. Inhibarea competitivd poate fi determinatd prin orice
metodd cunoscutd in domeniu, de exemplu, analizele ELISA de concurentd. Se poate spune ci un
anticorp inhibd competitiv legarea anticorpului de referinta 1a un epitop dat cu cel putin 90%, cel
putin 80%, cel pufin 70%, cel putin 60%, sau cel putin 50%.

Fraza "substantial similar," sau "substantial acelasi," astfel cum se utilizeaz3 aici, denota
un grad suficient de mare de similitudine intre doud valori numerice (in general una asociatd cu un
anticorp conform inventiei si cealaltd asociatd cu un anticorp de referintd/comparator) astfel incat
un specialist iIn domeniu ar considera ci diferenfa dintre cele doud valori este micd sau
nesemnificativd biologic si/sau statistic in contextul caracteristicilor biologice masurate prin
valorile mentionate (de exemplu, valori Kq). Diferenta dintre aceste doud valori mentionate este
mai mica de aproximativ 50%, mai micd de aproximativ 40%, mai micd de aproximativ 30%, mai
micd de aproximativ 20%, sau mai mici de aproximativ 10% 1in functie de valoarea
corespunzdtoare anticorpului de referintd/comparator.

O polipeptida, anticorp, polinucleotidd, vector, celuld sau compozitie care este "izolatd"
este o polipeptidd, anticorp, polinucleotidd, vector, celuld sau compozitie care se afld in o formd
care nu se giseste in naturd. Polipeptidele, anticorpii, polinucleotidele, vectorii, celulele sau
compozitiile izolate le includ pe acelea care au fost purificate intr-o masurd in care nu mai sunt
intr-o formd in care se gisesc in naturd. Un anticorp, polinucleotida, vector, celuld sau compozitie
care este izolat poate fi substantial pura.

Astfel cum se utilizeaz3 aici, "substantial pur” se referd la materialul care este cel pufin
50% pur (adicd, liber de contaminanti), cel putin 90% pur, cel pufin 95% pur, cel pufin 98% pur,
sau cel putin 99% pur.
Termenul "imunoconjugat," "conjugat," sau "ADC" astfel cum se utilizeaza aici se refera
la un compus sau un derivat al acestuia care este legat de un agent de legare a celulelor (adicd, un
anticorp anti-CD123/IL-3Ra sau fragment al acestuia) si este definit printr-o formula generica: A-
L-C, in care C = citotoxind, L = linker, si A = agent de legare la celuld (CBA), cum ar fi un
anticorp anti-CD123/IL-3Ra sau fragment de anticorp. Imunoconjugati pot fi definiti si prin
formula generici in ordine inversd: C-L-A.

Un "linker" este orice fragment chimic care este capabil sd lege un compus, tipic un
medicament, cum ar fi un agent citotoxic descris aici (de exemplu, compusi maitansinoizi sau IGN
(indolinobenzodiazepind)), 1a un agent de legare a celulelor, cum ar fi un anticorp anti-CD123/IL-
3Ra sau un fragment al acestuia intr-un mod covalent stabil. Linkerii pot fi susceptibili la sau pot fi
substanfial rezistenti la clivarea indusd de acid, clivarea indusd de lumind, clivarea indusd de
peptidazd, clivarea indusd de esteraza si clivarea legdturii de disulfurd, in conditiile in care
compusul sau anticorpul rdman activi. Linkeri adecvati sunt bine cunoscuti in domeniu si includ,
de exemplu, grupiri de disulfurd, grupari de tiocter, grupari labile acide, grupdri fotolabile, grupari
labile de peptidaza si grupari labile de esteraz. Linkerii includ, de asemenea, linkeri cu sarcina si
forme hidrofile ale acestora, astfel cum este descris aici i cunoscut in domeniu.

Termenii CD123/IL-3Ra  "ridicat", "exprimare crescutd" a CDI23/IL-3Ra si
"supraexprimare” a CD123/IL-3Ra se referd la o proba care contine niveluri ridicate de exprimare
a CD123. CD123 poate fi ridicat, crescut sau supraexprimat in comparatie cu o valoare martor (de
exemplu, nivelul de exprimare intr-o proba biologica, tesut sau celuld de la un subiect fira cancer,
o0 probd sau un cancer cunoscut ¢d nu exprimi sau exprimi la un nivel scizut CD123/IL-3Ra, o
probd normald, sau un cancer care nu are valori ridicate de CD123/IL-3Ra). De exemplu, o proba
(de exemplu, una de la un cancer hematologic, cum ar fi leucemia si limfomul) cu exprimare
crescutd poate contine o crestere de cel putin 2-, 3-, 4-, 5-, 10-, 15-, 20-, 25-, 30-, sau cel putin 50-
ori in raport cu valorile martor/normale.

O "proba de referintd" poate fi utilizatd pentru a corela si compara rezultatele obtinute in
metodele conform inventiei de la o probd de testare. Probele de referintd pot fi celule (de
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exemply, linii celulare, pelete de celule) sau tesuturi. Nivelurile de CD123/IL-3Ra din "proba de
referintd" pot fi o cantitate absolutd sau relativd, un interval de cantitate, o cantitate minima si/sau
maximd, o cantitate medie si/sau o cantitate mediand de CD123/IL-3Ra. O "probd de referinta"
poate servi, de asemenea, ca linie de bazd de referintd a exprimarii CD123/IL-3Ra cu care este
comparati proba de testare. "Proba de referintd" poate include o proba anterioard sau o proba de la
linia de baza de la acelasi pacient, o referinti normald cu un nivel cunoscut de exprimare a
CD123/IL-3Ra sau o referintd de la o populatie relevantd de pacienfi cu un nivel cunoscut de
exprimare a CD123/IL-3Ra. Nivelurile de CD123/IL-3Ra. pot fi de asemenea exprimate ca valori
intr-o curba standard. O curbd standard este o metodi cantitativa de reprezentare grafici a datelor
de analiz3 pentru a se determina concentratia de CD123/IL-3Ra dintr-o probd. O proba de referinta
poate fi un antigen standard care cuprinde CD123/IL-3Ra purificat. Metodele de diagnostic
conform inventiei pot implica o comparatie intre nivelurile de exprimare ale CD123/IL-3Ra intr-o
proba de testare si o "valoare de referintd”. O valoare de referintd poate fi nivelul de exprimare a
CD123/IL-3Ra intr-o proba de referinti. O valoare de referinta poate fi o valoare predeterminata si
poate fi determinati si din probe de referintd (de exemplu, probe biologice martor sau probe de
referintd) testate in paralel cu probele de testare. O valoare de referintd poate fi o singurd valoare
limitd, cum ar fi o valoare mediand sau o medie sau o gama de valori, cum ar fi un interval de
incredere. Valorile de referint pot fi stabilite pentru diferite subgrupuri de indivizi.

Termenul "anticorp primar" se referd aici la un anticorp care se leaga specific la antigenul

proteic tintd dintr-o probd. Un anticorp primar este, in general, primul anticorp utilizat intr-o
analizd ELISA sau o procedurd IHC. Un anticorp primar poate fi singurul anticorp utilizat intr-o
procedurd IHC.
Termenul "anticorp secundar" se referd aici la un anticorp care se leagd specific la un
anticorp primar, formand astfel o punte sau o legitura printr-un linker intre anticorpul primar si un
reactiv ulterior, dupd caz. Anticorpul secundar este in general al doilea anticorp utilizat intr-o
procedurd imunohistochimica.

O "probd" sau "probd biologicd" conform prezentei inventii este de origine biologica,
cum ar fi de la organisme eucariote. Proba poate fi o proba umand, dar pot fi utilizate si probe de la
animale. Sursele nelimitative ale unei probe pentru utilizarea in prezenta inventie includ, de
exemplu, tesut solid, aspirate de biopsie, ascitd, extracte fluidice, singe, plasmad, ser, fluid spinal,
fluid limfatic, sectiunile externe ale pielii, respiratorii, intestinale si tractele genito-urinare,
lacrimile, saliva, laptele, tumorile, organele, culturile celulare si/sau constituentii culturii celulare.
O "probd canceroasd” este o proba care contine o celuld canceroasd. Metoda poate fi utilizatd
pentru a examina un aspect al exprimdrii CD123/IL-3Ra sau a unei stdri a unei probe, incluzind,
dar fard a se limita la, compararea diferitelor tipuri de celule sau tesuturi, compararea diferitelor
etape de dezvoltare si detectarea sau determinarea prezentei si/sau tipul de boald sau anomalie.

Astfel cum se utilizeazd aici, termenul "reactiv de captare" se referd la un reactiv capabil
sa lege si sd capteazd o moleculd tintd intr-o proba, astfel incit, in conditii adecvate, complexul
reactiv de captare - moleculd {intd poate fi separat de restul probei. Reactivul de captare poate fi
imobilizat. Reactivul de captare intr-o analiz imunologica tip sandvis poate fi un anticorp sau un
amestec de anticorpi diferiti impotriva unui antigen tinta.

Astfel cum se utilizeaza aici, termenul "anticorp detectabil” se referd la un anticorp care
poate fi detectat fie direct printr-o etichetd amplificatid printr-un mijloc de detectare, fie indirect
prin, de exemplu, un alt anticorp care este etichetat. Pentru etichetarea directd, anticorpul este
conjugat, tipic, cu o portiune care este detectabild prin unele mijloace. Intr-o modalitate de
realizare, anticorpul detectabil este un anticorp biotinilat.

Astfel cum se utilizeaza aici, termenul "mijloace de detectare" se referd la un fragment
sau tehnici utilizatd pentru a detecta prezenta anticorpului detectabil si include agenti de detectie
care amplifici eticheta imobilizati cum ar fi o etichetii captati pe o placd de microtitrare. Intr-o
modalitate de realizare, mijloacele de detectare sunt un agent de detectare fluorimetric cum ar fi
avidina sau streptavidina.

Uzual, un "sandvis ELISA" utilizeazd urmatoarele etape: (1) placa de microtitrare este
acoperitd cu un anticorp de captare; (2) se adaugd proba si orice antigen prezent se leagd pentru a
capta anticorpul; (3) se adaugd anticorpul de detectare si se leagd la antigen; (4) se adaugi
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anticorpul secundar legat printr-un linker de enzim3 si se leagd de anticorpul de detectare; si (5) se
adaugi substrat si este transformat de enzima in forma detectabila.

Cuvantul "etichetd" atunci cand se utilizeaza aici se referd la un compus sau compozitie
detectabild care este conjugat direct sau indirect cu anticorpul astfel Incat s genereze un anticorp
"etichetat". Eticheta poate fi detectabila in sine (de exemplu etichete radioizotopice sau etichete
fluorescente) sau, in cazul unei etichete enzimatice, poate cataliza modificarea chimicid a unui
compus sau a unei compozitii de substrat care este detectabila.

Prin "corelare” sau "care coreleazd” se infelege compararea, in orice mod, a performantei
si/sau a rezultatelor unei prime analize cu performanta si/sau rezultatele unei a doua analize. De
exemplu, se pot folosi rezultatele unei prime analize in efectuarea celei de-a doua analize si/sau se
pot folosi rezultatele unei prime analize pentru a se determina dacd ar trebui efectuatd o a doua
analizi si/sau se pot compara rezultatele unei prime analize cu rezultatele unei a doua analize.
Exprimarea crescutd a CD123/IL-3Ra se poate corela cu probabilitatea crescutd a eficacitatii unei
terapii de tintire a CD123/IL-3Ra.

Termenii "cancer” si "canceros” se referd la sau descriu starea fiziologica la mamifere in
care o populatie de celule este caracterizatd printr-o cresterea celulard nereglati. "Tumoare" si
"neoplasm" se referd la a una sau mai multe celule care rezultd din cresterea sau proliferarea
excesivd a celulelor, fie benigne (necanceroase), fie maligne (canceroase), inclusiv leziuni
precanceroase.

Exemple de cancer includ limfom si leucemie. Exemple de boli canceroase sau
tumorigene care pot fi tratate si/sau prevenite prin metodele si reactivii (de exemplu, anticorp anti-
CDI123, fragment de legare la antigen al acestuia, sau imuno-conjugat al acestora) conform
inventiei includ AML, CML, ALL (de exemplu, B-ALL), CLL, sindromul mielodisplazic,
leucemie de neoplasm DC bazic plasmacitoid (BPDCN), limfoame a celulei B incluzand limfoame
non-Hodgkin (NHL), leucemie limfoblasticd cu celulei B precursoare / limfom si neoplasm a
celulei B mature, cum ar fi leucemia limfocitard cronicd a celulei B (B-CLL) / limfomul limfocitar
mic (SLL), leucemia prolimfocitard a celulei B, limfomul limfoplasmatic, limfomul cu celule de
manta (MCL), limfomul folicular (FL), inclusiv FL de grad inferior, grad intermediar si grad
superior, limfom central al foliculului cutanat, limfomul celulei B din zona marginala (tip MALT,
tip nodal si splenic), leucemie cu celule piroase (HCL), limfom difuz a celulei B mari, limfom
Burkitt, plasmacitom, miclom cu celule plasmatice, tulburare limfoproliferativd post-transplant,
macroglobulinemie Waldenstrom, limfomul anaplastic cu celule mari (ALCL) si leucemia
Hodgkin (HL).

Cancerele cuprind de asemenea si cancerele care contin celule cu niveluri crescute de
exprimare a CD123/IL-3Ra. Astfel de cancere cu CD123/IL-3Ra crescute includ, dar nu se
limiteaz3 la acestea, AML, CML, ALL (de exemplu, B-ALL) si CLL.

Termenii "celuld canceroasd", "celuld tumorald" si echivalentele gramaticale se referd la
populatia totald de celule derivate dintr-o tumoare sau o leziune precanceroasd, inclusiv ambele
celulele non-tumorigene, care cuprind cea mai mare parte a populatiei de celule tumorale, si
celulele stem tumorigenice (celule stem canceroase). Astfel cum se utilizeazd aici, termenul
"celuld tumorald" va fi modificat de termenul "non-tumorigen™ atunci cand se referd exclusiv la
acele celule tumorale care nu au capacitatea de a se reinnoi si de a diferentia pentru a le distinge de
acele celule tumorale de la celulele stem canceroase.

Termenul "subiect" se referd la orice animal (de exemplu, un mamifer), inclusiv, dar fara
a se limita la oameni, primate neumane, rozitoare si altele asemenea, care urmeazad si fie
destinatarul unui anumit tratament. Tipic, termenii "subiect” si "pacient" se utilizeaza
interschimbabil aici cu referire la un subiect uman.

Administrarea "in combinatie cu" unul sau mai multi agenti terapeutici suplimentari
include administrarea simultand (concurentd) si consecutiva in orice ordine.

Termenul "formulare farmaceuticd" se referd la un preparat care are o astfel de forma
incat sd permitd ca activitatea biologicd a ingredientului activ si fie eficientd si care nu contine
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componente suplimentare care sunt inacceptabil de toxice pentru un subiectul cdruia i s-ar putea
administra formularea. O astfel de formulare poate fi sterila.

O "cantitate eficientd" dintr-un anticorp sau imunoconjugat astfel cum este dezvaluit aici
este o cantitate suficientd pentru a indeplini un scop declarat specificat. O "cantitate eficientd"
poate fi determinati empiric si intr-o maniera de rutind, in raport cu scopul declarat.

Termenul "cantitate eficientd terapeutic" se referd la o cantitate de anticorp sau alt
medicament eficient pentru "tratarea" unei boli sau tulburiri la un subiect sau mamifer. in cazul
cancerului, cantitatea eficientd terapeutic de medicament poate reduce numirul de celule
canceroase; reduce dimensiunea tumorii; inhiba (adicd, incetini intr-o anumitd masurd si intr-o
anumitd modalitate de realizare, stopa) infiltrarea celulelor canceroase in organele periferice;
inhiba (adicd, incetini intr-o anumiti mdsurd si intr-o anumitd modalitate de realizare, opri)
metastaza tumorii; inhiba, intr-o oarecare madsurd, cresterea tumorii; ameliora intr-o oarecare
misurd unul sau mai multe dintre simptomele asociate cu cancerul; si/sau rezulta intr-un rdspuns
favorabil, cum ar fi cresterea supravietuirii fard progresie (PFS), supravietuirii fard boald (DFS)
sau supravietuirii globale (OS), rdspuns complet (CR), rispuns partial (PR) sau, in unele cazuri,
boald stabild (SD), o scidere a bolii progresive (PD), un timp redus de progresie (TTP) sau orice
combinatie a acestora. A se vedea definitia de aici a "tratdrii”. In functic de misura in care
medicamentul poate preveni cresterea si/sau ucide celulele canceroase existente, poate fi citostatic
si/sau citotoxic.

O "cantitate eficientd profilactic" se referd la o cantitate eficientd, la doze si pentru
perioade de timp necesare, pentru a realiza rezultatul profilactic dorit. Tipic, dar nu necesar,
deoarece o doza profilactica este utilizatd la subiectii anterior sau intr-o etapd timpurie a bolii,
cantitatea eficientd profilactic va fi mai mic3 decit cantitatea eficienta terapeutic.

Termenul "rdspunde favorabil” se referd in general la provocarea unei stdri benefice la un
subiect. In ceea ce priveste tratamentul cancerului, termenul se referd la furnizarea unui efect
terapeutic asupra subiectului. Efectele terapeutice pozitive in cancer pot fi misurate in mai multe
moduri (a se vedea, W.A. Weber, J. Nucl. Med. 50: 1S-10S (2009)). De exemplu, inhibarea
cresterii tumorale, exprimarea markerului molecular, exprimarea markerului seric si tehnicile de
imagisticd moleculard pot fi utilizate toate pentru a evalua eficacitatea terapeuticd a unui tratament
anti-canceros. In ceea ce priveste inhibarea cresterii tumorii, conform standardelor NCI, un T/C <
42% este nivelul minim al activitdtii anti-tumorale. Un T/C <10% este considerat un nivel ridicat
de activitate anti-tumorald, cu T/C (%) = Volumul median al tumorii tratate/ Volumul median al
tumorii martor x 100. Un rdspuns favorabil poate fi evaluat, de exemplu, prin supravietuire
crescutd fard progresie (PFS), supravietuire fard boald (DFS) sau supravietuire globald (OS),
raspuns complet (CR), rdspuns partial (PR) sau, in unele cazuri, boala stabild (SD), o scidere a
bolii progresive (PD), un timp redus de progresie (TTP) sau orice combinatie a acestora.

PES, DFS, si OS pot fi misurate conform standardelor stabilite de National Cancer
Institute si U.S. Food and Drug Administration pentru aprobarca unor noi medicamente.
Vezi Johnson si colab., (2003) J. Clin. Oncol. 21(7): 1404-1411.

"Supravietuirea fara progresie” (PFS) se referd la timpul de la inscriere pana la progresia
bolii sau deces. PFS este mdsuratd in general prin utilizarea metodei Kaplan-Meier si a Criteriilor
de evaluare a rispunsului in tumori solide (RECIST) 1,1 standard. in general, supravietuirea fard
progresie se referd la situatia in care un pacient rimane in viatd, fard inrdutdtirea cancerului.

Un "rdspuns complet” sau "remisiune completd” sau "CR” indicd disparitia tuturor
semnelor de tumoare sau cancer ca raspuns la tratament Aceasta nu inseamnd intotdeauna cd a fost
vindecat cancerul.

Un "rdspuns partial” sau "PR" se referd la o scidere a dimensiunii sau volumului uneia
sau mai multor tumori sau leziuni sau a nivelului de cancer din organism, ca raspuns la tratament.

"Boala stabild” se referi la boala fira progresie sau recidiv. In boala stabild nu existi nici
o contractie tumorald suficientd pentru a se califica pentru rdspuns partial, nici o crestere tumorald
suficientd pentru a se califica ca boald progresiva.
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"Boala progresiva” se referd la aparitia uneia sau mai multor leziuni sau tumori noi si/sau
progresia neechivocd a leziunilor non-fintd existente. Boala progresivd se poate referi, de
asemenea, la o crestere a tumorii de peste 20 procente de la inceperea tratamentului, fie datorit
cresterii masei, fie a rAspandirii tumorii.

"Supravietuirea liberd de boald” (DFS) se referd la perioada de timp, in timpul si dupa
tratament, in care pacientul riméane liber de boala.

"Supravietuirea globala” (OS) se referd la timpul de la inscrierea pacientului pana la deces
sau cenzurat la ultima datd cunoscutd in viatd OS include o prelungire a sperantei de viad in
comparatie cu persoanele sau pacientii naivi sau netratafi. Supravietuirea globald se referd la
situatia In care un pacient rfimane in viatd pentru o perioadd de timp definita, cum ar fi un an, cinci
ani efc, de exemplu, din momentul diagnosticului sau tratamentului.

Un "agent chimioterapeutic” este un compus chimic util in tratamentul cancerului,
indiferent de mecanismul de acfiune. Termeni ca "tratare" sau "tratament" sau "a trata" sau
"atenuare" sau "pentru a atenua" se referd la mdsuri terapeutice care vindecd, incetinesc,
diminueazi simptomele si/sau opresc progresia unei stiri sau tulburdri patologice diagnosticate.
Astfel, cei care au nevoie de tratament ii includ pe cei deja diagnosticati cu tulburarea si ii pot
include, de asemenea, pe cei care au o boald reziduald minima sau o boald rezistentd sau o boald
recidivati. In anumite modalititi de realizare, un subiect este "tratat" cu succes de cancer conform
metodelor prezentei inventii dacd pacientul prezintd una sau mai multe dintre urmdtoarele: o
reducere a numdrului sau absenta completd a celulelor canceroase; o reducere a dimensiunii
tumorii; inhibarea sau absenta infiltrarii celulelor canceroase in organele periferice incluzind, de
exemplu, raspandirea cancerului in tesutul moale si in os; inhibarea sau absenta metastazei
tumorale; inhibarea sau absenfa cresterii tumorii; atenuarea unuia sau mai multor simptome
asociate cu cancerul specific; morbiditate si mortalitate reduse; imbunititire a calitifii vietii;
reducere a tumorigenicitdtii, frecventei tumorigenice sau a capacitdtii tumorigenice a unei tumori;
reducerea numarului sau frecventei celulelor stem canceroase intr-o tumoare; diferentierea
celulelor tumorigene la o stare non-tumorigend; cresterea supravietuirii libere de progresie (PFS),
supravietuirii libere de boald (DFS) sau supravietuirii globale (OS), raspuns complet (CR), rispuns
partial (PR), boala stabild (SD), o scidere a progresiei bolii (PD), un timp redus de progresie
(TTP) sau orice combinatie a acestora.

Masurile profilactice sau preventive se referd la masuri care previn si/sau incetinesc
dezvoltarea unei stiri sau tulburdri patologice tintite. Astfel, cei care au nevoie de misuri
profilactice sau preventive ii includ pe cei care sunt predispusi sd aibd tulburarea si cei la care
tulburarea trebuie prevenita.

Masurile profilactice sau preventive se referd la misuri terapeutice care previn si/sau
incetinesc dezvoltarea unei stdri sau tulburdri patologice fintite. Astfel, cei care au nevoie de
misuri profilactice sau preventive i include pe cei predispusi la tulburare si pe cei la care trebuie
sd fie preveniti tulburarea.

Astfel cum se utilizeazd aici, termenul "furnizor de asistentd medicald" se referd la
persoane sau institutii care interactioneaza direct cu si administreaza subiectii vii, de exemplu,
pacienti umani. Exemple nelimitative de furnizori de asistentd medicald includ medici, asistenti
medicali, tehnicieni, terapeuti, farmacisti, consilieri, practicanti de medicind alternativa, facilitifi
medicale, cabinete medicale, spitale, sili de urgentd, clinici, centre de iIngrijire de urgentd,
clinici/facilitdti de medicind alternativd si orice altd entitate care furnizeazd tratament general
si/sau specializat, evaluare, intretinere, terapie, medicatie si/sau sfaturi referitoare la toate sau la
orice parte din starca de sdndtate a pacientului, inclusiv, dar fard a se limita la medical general,
medical de specialitate, chirurgical si/sau orice alt tip de tratament, evaluare, intretinere, terapie,
medicatie si/sau consiliere.

Un furnizor de asistentd medicald poate administra sau instrui un alt furnizor de asistentd
medicald sd administreze o terapic pentru tratarea cancerului. "Administrarea" unei terapii, astfel
cum se utilizeaz4 aici, include prescrierea unei terapii unui subiect, precum si eliberarea, aplicarea
sau administrarea terapiei unui subiect. Un furnizor de asistentd medicald poate implementa sau
instrui un alt furnizor de asistentd medicald sau un pacient sd efectueze urmdtoarele actiuni: sa
obtind o proba, sd proceseze o probd, si trimitd o probd, sd primeasci o probd, si transfere o proba,
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sa analizeze sau sd misoare o probd, sd cuantifice o probd, sa furnizeze rezultatele obtinute dupd
analiza/misurarea/cuantificarea unei probe, si primeascd rezultatele obtinute dupd
analizarea/misurarea/cuantificarea unei probe, compare/acorde scoruri rezultatelor obtinute dupd
analizarea/misurarea/cuantificarea uneia sau mai multor probe, furnizeze comparatia/scorul de la
unul sau mai multe probe, si obtind comparatia/scorul de la una sau mai multe probe, si
administreze o terapie sau agent terapeutic (de exemplu, un agent de legare a CD123/IL-3Ra), si
inceapa administrarea unei terapii, si inceteze administrarea unei terapii, s continue administrarca
unei terapii, sd Intrerupd temporar administrarea unei terapii, sd creascd cantitatea de agent
terapeutic administrat, si scadd cantitatca de agent terapeutic administrat, si continue
administrarea unei cantitdti de agent terapeutic, s creascd frecventa de administrare a unui agent
terapeutic, s scadd frecventa de administrare a unui agent terapeutic, sd mentind aceleasi frecvente
de dozare ale unui agent terapeutic, s Inlocuiasci o terapie sau un agent terapeutic cu cel putin o
altd terapie sau agent terapeutic, si combine o terapie sau agent terapeutic cu cel putin o altd
terapie sau agent terapeutic suplimentar. Aceste actiuni pot fi efectuate de un furnizor de asistenti
medicald automat, utilizind o metodd implementatd de computer (de exemplu, printr-un serviciu
web sau un sistem informatic autonom).

"Polinucleotidid" sau "acid nucleic", astfel cum sunt utilizate interschimbabil aici, se
referd la polimeri de nucleotide de orice lungime si includ ADN si ARN. Nucleotidele pot fi
deoxiribonucleotide, ribonucleotide, nucleotide sau baze modificate, si/sau analogii lor, sau orice
substrat care poate fi incorporat intr-un polimer de ADN sau ARN polimeraza. O polinucleotida
poate cuprinde nucleotide modificate, cum ar fi nucleotide metilate si analogii acestora. Daci este
prezenti, modificarea structurii nucleotidice poate fi atribuitd inainte sau dupd asamblarea
polimerului. Secventa nucleotidelor poate fi intreruptd de componente non-nucleotidice. O
polinucleotidd poate fi modificatd ulterior dupd polimerizare, cum ar fi prin conjugare cu o
componentd de etichetare. Alte tipuri de modificari includ, de exemplu, "capace”, inlocuirea uneia
sau mai multor nucleotide naturale cu modificiri analoge, internucleotidice, cum ar fi, de exemplu,
cele cu legdturi prin linkeri lipsiti de sarcind (de exemplu, fosfonati de metil, fosfotriesteri,
fosfoamidati, cabamati etc.) si prin legdturi cu linkeri cu sarcind (de exemplu, fosforotioati,
fosforoditioati etc.), cei care confin fragmente atirnate, cum ar fi, de exemplu, proteine (de
exemplu, nucleaze, toxine, anticorpi, peptide de semnal, ply-L-lizind etc.), cele cu agenti de
intercalare (de exemplu, acridind, psoralen etc.), cele care confin agenti de chelatizare (de
exemplu, metale, metale radioactive, bor, metale oxidative etc.), cele care confin agenti alchilanti,
cele cu legituri cu linkeri modificati (de exemplu, acizi nucleici alfa anomerici etc.), precum §i
forme nemodificate ale polinucleotidei(lor). Mai mult, oricare dintre grupdrile hidroxil prezente in
mod obisnuit in zaharuri pot fi inlocuite, de exemplu, cu grupdri fosfonat, grupari fosfat, protejate
prin grupdri protectoare standard sau activate pentru a se prepara legituri cu linker suplimentare la
nucleotide suplimentare sau pot fi conjugate cu suporturi solide. OH-ul 5' si 3' terminal poate fi
fosforilat sau substituit cu amine sau fragmente de grupdri organice de capisonare cu 1 la 20 de
atomi de carbon. Alti hidroxili pot fi, de asemenea, derivatizafi la grupari protectoare standard.
Polinucleotidele pot contine, de asemenea, forme analoage de zaharuri de riboza sau dezoxiribozi
care sunt in general cunoscute in domeniu, incluzand, de exemplu, 2'-0-metil-, 2'-0-alyl, 2'-fluoro-
sau 2'-azido-riboza, analogi de zaharuri carbociclice, zaharuri alfa-anomerice, zaharuri epimerice
cum ar fi zaharuri de arabinozi, xiloze sau lixoze, piranoze, furanoze, sedoheptulose, analogi
aciclici si analogi de nucleozide abazice cum ar fi metil ribozida. Una sau mai multe legdturi prin
linker de fosfodiester pot fi inlocuite cu grupdri linker alternative. Aceste grupari linker alternative
includ, dar nu se limiteazd la, modalitdti de realizare in care fosfatul este inlocuit de P(O)S
("tioat"), P(S)S ("ditioat"), (O)NR, ("amidat™), P(O)R, P(O)OR*, CO sau CH, ("formacetal™), in
care fiecare R sau R este independent H sau substituit sau nesubstituit alchil(1-20 C) care contine
optional o legaturd prin linker de eter (-O-), aril, alchenil, cicloalchil, cicloalchenil sau araldil. Intr-
o polinucleotidd nu este necesar ca toate legiturile prin linker sd fie identice. Descrierca
precedenta se aplicd tuturor polinucleotidelor mentionate aici, inclusiv ARN si ADN.

Termenul "vector" Inseamna un construct care este capabil si furnizeze si sd exprime una
sau mai multe gene sau secvente de interes intr-o celuld gazda. Exemple de vectori includ, dar nu
se limiteazd la, vectori virali, vectori de exprimare ADN sau ARN goi, vectori de plasmida,
cosmida sau fagi, vectori de exprimare ADN sau ARN asociati cu agenti de condensare cationici,
vectori de exprimare ADN sau ARN incapsulati in lipozomi si anumite celule eucariote, cum ar fi
celulele producitoare.
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Termenii "polipeptidd”, "peptidd" si "proteind" se utilizeaza interschimbabil aici, pentru a
se referi la polimeri de aminoacizi de orice lungime Polimerul poate fi liniar sau ramificat, poate
cuprinde aminoacizi modificati si poate fi intrerupt de non-aminoacizi. Termenii cuprind, de
asemenea, un polimer de aminoacizi care a fost modificat natural sau prin interventie; de exemplu,
formarea legiturii de disulfurd, glicozilarea, lipidarea, acetilarea, fosforilarea sau orice altd
manipulare sau modificare, cum ar fi conjugarea cu o componentd de ctichetare. De asemenca,
sunt incluse in definitie, de exemplu, polipeptide care contin unul sau mai multi analogi ai unui
aminoacid (incluzand, de exemplu, aminoacizi nenaturali efc.),precum si alte modificdri cunoscute
in domeniu. Se intelege cd, deoarece polipeptidele din aceastd inventie se bazeaza pe anticorpi, in
anumite modalitdti de realizare, polipeptidele pot apdrea ca lanfuri unice sau lanturi asociate. In
uncle modalititi de realizare, o polipeptidd, peptidd sau proteind este ne-naturald. in unele
modalitafi de realizare, o polipeptidd, o peptidi sau o proteind este purificatd din alte componente
naturale. In unele modalitifi de realizare, polipeptida, peptida sau proteina este produsi
recombinant.

Termenii "identic" sau "identitate" procentuald, in contextul a doi sau mai mul{i acizi
nucleici sau polipeptide, se referd la doud sau mai multe secvente sau subsecvente care sunt
aceleasi sau au un procent specificat de nucleotide sau resturi de aminoacizi care sunt aceleasi,
atunci cand sunt comparate si aliniate (introducind goluri, dacd este necesar) pentru corespondenta
maximd, fird a lua in considerare nicio substitutie conservatoare de aminoacizi ca parte a
identitdtii secventei. Identitatea procentuald poate fi misuratd utilizind un software sau algoritmi
de comparare a secventei sau prin inspectie vizuald. In domeniu sunt cunoscuti diferiti algoritmi si
software care se pot utiliza pentru a se obf{ine alinieri ale secventelor de aminoacizi sau nucleotide.
Un astfel de exemplu nelimitativ de algoritm de aliniere a secventei este algoritmul descris in
Karlin si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. 87:2264-2268, 1990, astfel cum este modificat in Karlin si
colab., Proc. Natl. Acad. Sci. 90:5873-5877, 1993, si incorporat in programele NBLAST si
XBLAST (Altschul si colab., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1991). Gapped BLAST poate fi
utilizat astfel cum este descris in Altschul si colab., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997;
BLAST-2, WU- BLAST-2 (Altschul si colab., Methods in Enzymology 266:460-480, 1996),
ALIGN, ALIGN-2 (Genentech, South San Francisco, California) sau Megalign (DNASTAR) sunt
programe software suplimentare disponibile public care pot fi utilizate pentru alinierea
secventelor. Identitatea procentuald intre doud secvente de nucleotide poate fi determinatd
utilizand programul GAP in software-ul GCG (de exemplu, utilizand o matrice NWSgapdna.CMP
si o greutate a golului de 40, 50, 60, 70, sau 90 si o greutate de lungime de 1, 2, 3, 4, 5, sau 6).
Alternativ, programul GAP din pachetul software GCG, care incorporcazd algoritmul lui
Needleman si Wunsch (J. Mol. Biol. (48):444-453, 1970) poate fi utilizat pentru a se determina
identitatea procentuald intre doud secvente de aminoacizi (de exemplu, folosind fie o matrice
Blossum 62, fie o matrice PAM250 si o greutate a golului de 16, 14, 12, 10, 8, 6 sau 4 si o greutate
de lungime de 1, 2, 3, 4, 5). Alternativ, identitatea procentuald intre secventele de nucleotide sau
aminoacizi poate fi determinata folosind algoritmul lui Myers si Miller (CABIOS, 4: 11-17, 1989).
De exemplu, identitatea procentuald poate fi determinati utilizind programul ALIGN (versiunca
2.0) si utilizand un tabel de resturi PAM120, o penalitate de lungime a golului de 12 si o penalitate
a golului de 4. Parametrii adecvafi pentru alinierea maximd pentru un software de aliniere
particular pot fi determinati de citre o persoand de specialitate. Se pot utiliza parametrii predefiniti
ai software-ului de aliniere. Identitatea procentuald "X" a unei prime secvente de aminoacizi cu 0 a
doua secventd de aminoacizi poate fi calculatd ca 100 x (Y/Z), unde Y este numadrul de resturi de
aminoacizi marcate ca potriviri identice in alinierea primei si a doua secvente (aliniatd prin
inspectie vizuald sau un anumit program de aliniere a secventei) si Z este numdrul total de resturi
din a doua secventd. Dacd lungimea unei prime secvente este mai mare decit a celei de-a doua
secvente, identitatea procentuald a primei secvente la a doua secventd va fi mai mare decit
identitatea procentuald a celei de-a doua secvente la prima secventa.

Ca un exemplu nelimitativ, dacd o anumitd polinucleotidd are o anumitd identitate
procentuald de secventa (de exemplu, este cel putin 80% identica, cel putin 85% identicd, cel pufin
90% identicd, si uneori, cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, sau 99% identicd) cu o secventd de
referintd pot fi determinate folosind programul Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package,
Versiunea 8 de la Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive,
Madison, WI 53711). Bestfit utilizeazd algoritmul local de omologie al Iui Smith si Waterman,
Advances in Applied Mathematics 2: 482-489, 1981, pentru a gisi cel mai bun segment de
omologic intre doud secvente. Cand se utilizeazd Bestfit sau orice alt program de aliniere a
secventel pentru a determina dacd o anumiti secventd este, de exemplu, 95% identicd cu o
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secventd de referintd conform prezentei inventii, parametrii sunt stabiliti astfel incat procentul de
identitate sd fie calculat pe toatd lungimea secventei de nucleotide de referinta si pentru care sunt
permise goluri in omologie de pana la 5% din numadrul total de nucleotide din secventa de
referintl.

Doi acizi nucleici sau polipeptide pot fi substantial identice, ceea ce inseamna ci au cel
putin cel putin 70%, cel putin 75%, cel pufin 80%, cel putin 85%, cel putin 90%, si in unele
modalitafi de realizare cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99% identitate de nucleotide sau de resturi
de aminoacizi, atunci cand sunt comparate si aliniate pentru o corespondentd maxima, masurata
utilizand un algoritm de comparare a secventei sau prin inspectie vizuald. Identitatea poate exista
pe o regiune de secvente care are cel putin aproximativ 10, aproximativ 20, aproximativ 40-60
resturi In lungime sau orice valoare integrald intre acestea, sau pe o regiune mai lungd de 60-80
resturi, cel pufin aproximativ 90-100 resturi, sau secvenfele sunt substanfial identice pe toata
lungimea secventelor care sunt comparate, cum ar fi, de exemplu, regiunea de codificare a unei
secvente de nucleotide.

O "substitufie conservativd a aminoacizilor" este una in care un rest de aminoacid este
inlocuit cu un alt rest de aminoacid avand un lant lateral similar. Au fost definite in domeniu
familii de resturi de aminoacizi avand lanfuri laterale similare, incluzand lanturi laterale bazice (de
exemply, lizind, arginind, histidind), lanturi laterale acide (de exemplu, acid aspartic, acid
glutamic), lanturi laterale polare fira sarcind (de exemplu, asparagind, glutamind, serind, treonind,
tirosind, cisteind), lanfuri laterale nonpolare (de exemplu, glicind, alanind, valind, leucind,
izoleucind, prolind, fenilalanini, metionind, triptofan), lanfuri laterale beta-ramificate (de exemplu,
treonind, valind, izoleucini) si lanfuri laterale aromatice (de exemplu, tirozind, fenilalanind,
triptofan, histidind). De exemplu, substituirea unei fenilalanind cu o tirozind este o substitutie
conservativd. Substitutiile conservative din secventele polipeptidelor si anticorpilor conform
inventiei nu pot abroga legarea polipeptidei sau a anticorpului care contine secventa de aminoacizi
la antigen(i), adicd, CDI123/IL-3Ra la care sc leagd polipeptida sau anticorpul. Metodele de
identificare ale substitutiilor conservative de nucleotide si aminoacizi care nu elimind legarea
antigenului sunt bine cunoscute in domeniu (a se vedea, de exemplu, Brummell si colab., Biochem.
32:1180-1187, 1993; Kobayashi si colab., Protein Eng. 12(10):879-884, 1999; si Burks si colab.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:412-417, 1997).

Astfel cum se utilizeazd aici, "P-glicoproteina 1", cunoscutd si sub denumirea de
"glicoproteind de permeabilitate", "P-gp sau Pgp", "proteina 1 cu rezistentd la multiple
medicamente (MDR1)," "membrul 1 al sub-familie B al casetei de legare a ATP (ABCB1)," sau
"cluster de diferentiere 243 (CD243)," este un transportor ABC al subfamiliei MDR/TAP care
transportd o mare varietate de substraturi prin membranele extra- si intracelulare. Este o pompa de
eflux dependentd de ATP cu specificitate largd a substratului. P-gp este distribuit extensiv si
exprimat in epiteliul intestinal unde pompeazd xenobiotice (cum ar fi toxine sau medicamente)
inapoi in lumenul intestinal, in celulele hepatice unde le pompeaza in ciile biliare, in celulele de
tubule proximale al rinichiului unde le pompeazd in ductele conductoare de urind si in celulele
endoteliale capilare care compun bariera hematoencefalicd si bariera hematotesticulard, unde le
pompeaza inapoi in capilare. Unele celule canceroase exprimd, de asemenea, cantititi mari de P-
gp. ceea ce face ca aceste tipuri de cancer s fie rezistente la multiple medicamente.

"Alchil" astfel cum se utilizeazi aici se referd la un radical de hidrocarburd monovalent
saturatd cu lant liniar sau ramificat cu unul pana la doudzeci de atomi de carbon. Exemple de alchil
includ, dar nu se limiteazi la, metil, etil, 1-propil, 2-propil, 1-butil, 2-metil-1-propil, -
CH,CH(CHz)»), 2-butil, 2-metil-2-propil, 1-pentil, 2-pentil 3-pentil, 2-metil-2-butil, 3-metil-2-
butil, 3-metil-1-butil, 2-metil-1-butil, 1-hexil), 2-hexil, 3-hexil, 2-metil-2-pentil, 3-metil-2-pentil,
4-metil-2-pentil, 3-metil-3-pentil, 2-metil-3-pentil, 2,3-dimetil-2-butil, 3,3-dimetil-2-butil, 1-
heptil, 1-octil, si altii asemenea. De preferintd, alchilul are unul pana la zece atomi de carbon. Mai
preferabil, alchilul are unul pana la patru atomi de carbon.

Numarul de atomi de carbon dintr-o grupare poate fi specificat aici prin prefixul "Cy.",
in care x si xx sunt numere intregi. De exemplu, "alchil Ci4" este o grupare alchil avand dela 1 la
4 atomi de carbon.

Termenul "compus" sau "compus citotoxic", se utilizeazd interschimbabil. Se
intentioneaza ca acestia sd includd compusi pentru care a fost dezvaluit(3) in prezenta inventie o
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structurd sau o formuli sau orice derivat al acestora. Termenul include, de asemenea,
stereoizomeri, izomeri geomeltrici, tautomeri, solvafi, metaboliti si saruri (de exemplu, sdruri
acceptabile farmaceutic) ale unui compus cu toate formulele dezviluite in prezenta inventie.
Termenul include, de asemenea, orice solvati, hidrafi si polimorfi ai oricdruia dintre cei mentionati
anterior. Mentionarea specificA a "stereoizomerilor," "izomerilor geometrici," "tautomerilor,"
"solvatilor," "metabolitilor," "sirurilor", "conjugatilor," "sdrurilor conjugatilor," "solvatilor,"
"hidratilor," sau "polimorfilor" in anumite aspecte ale inventiei descrise in prezenta cerere, nu
trebuie interpretatd ca o omisiune intentionatd a acestor forme in alte aspecte ale inventiei, atunci
cand termenul "compus" se utilizeaza fard menfionarea acestor alte forme.

Termenul "chiral" se referd la molecule care au proprietatea de non-superpozare a
imaginii partenerului in oglindd, in timp ce termenul "achiral" se referd la molecule care sunt
superpozabile cu imaginea in oglindd a partenerului lor.

Termenul "stereoizomer" se referd la compusi care au o constitutic chimicd si
conectivitate identicd, insd orientiri diferite in spatiu ale atomilor acestora care nu pot fi
interconvertite prin rotatie in jurul unei legéturi simple.

"Diastereomer” se referd la un stereoizomer cu doi sau mai mulfi centri de chiralitate si
ale cdrui molecule nu sunt imaginea in oglindd una a celeilalte. Diastereoizomerii au proprietati
fizice diferite, de exemplu puncte de topire, puncte de fierbere, proprietiti spectrale si reactivitati.
Amestecurile de diastereoizomeri se pot separa prin procedee analitice de inalta rezolutie, cum ar
fi cristalizarea, electroforeza si cromatografia.

"Enantiomeri" se referd 1a doi stereoizomeri ai unui compus care sunt imagini in oglinda
non-superpozabile unul al celuilalt.

Definitiile si conventiile stereochimice utilizate in acest document urmeazd, in general S.
P. Parker, Ed, McGraw-Hill, Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company,
New York; si Eliel, E. si Wilen, S, Stereochemistry of Organic Compounds, John Wiley & Sons,
Inc, New York, 1994. Compusii conform inventiei pot contine centri asimetrici sau chirali si, prin
urmare, existdi sub diferite forme stereoizomerice. Se intentioneazi ca toate formele
stereoizomerice ale compusilor conform inventiei, inclusiv, insd fird sd se limiteze la,
diastereoizomeri, enantiomeri §i atropizomeri, precum si amestecuri ale acestora, cum ar fi
amestecurile racemice, s faca parte din prezenta inventie. Multi compusi organici exista in forme
active din punct de vedere optic, adicd acestia au capacitatea de a roti planul luminii polarizate in
plan. In descrierea unui compus activ optic, prefixele D si L sau R si S, sunt utilizate pentru a
indica configuratia absoluti a moleculei in jurul centrului sau centrilor chiral(i) al(ai) acestuia(ora).
Prefixele d si I sau (+) si (-) sunt utilizate pentru a desemna semnul de rotatie al planului luminii
polarizate de citre compus, (-) sau 1 insemnand faptul ci respectivul compus este levorotator. Un
compus cu prefixul cu (+) sau d este dextrorotator. Pentru o structurd chimicd datd, acesti
stereoizomeri sunt identici, cu exceptia cazului In care reprezintd imagini in oglindd unul al
celuilalt. Un stereoizomer specific poate fi denumit, de asemenea, enantiomer, si un amestec de
astfel de izomeri este adesea denumit amestec enantiomeric. Un amestec 50:50 de enantiomeri este
denumit un amestec racemic sau un racemat, care poate apdrea acolo unde nu a existat o
stereoselectie sau stereospecificitate intr-o reactie sau procedeu chimic. Termenii "amestec
racemic” si "racemat” se referd la un amestec echimolar format din doud specii enantiomerice,
lipsit de activitate optica.

Termenul "tautomer" sau "forma tautomericd" se referd la izomeri structurali cu energii
diferite care sunt interconvertibili printr-o barierd energeticd scdzutd. De exemplu, tautomerii de
proton (cunoscuti si sub denumirea de tautomeri prototropici) includ interconversii prin migrarea
unui proton, cum ar {i izomerizari ceto-enolice si imino-enaminice. Tautomerii de valentd includ
interconversii prin reorganizarea unora dintre electronii de legatura.

Termenul "reactant reactiv iminic” se referd la un reactant care este capabil si reactioneze
cu o grupare de imind. Exemplele de reactanti imino-reactivi includ, dar nu se limiteazi la,
sulfiti(H,S03, HoSO, sau o sare de HSOs, SOs* sau HSO, formatd cu un cation), metabisulfit
(H25:0s sau o sare de S$>Qs* formatd cu un cation), mono, di, tri, §i tetra- tiofosfati (PO;SH;,
PO,S:H;, POS:H;, PS4Hs sau o sare de PO3S3', P02523', POS33_ sau PS43_ formata cu un cation),
esteri de tio fosfat ((R'0),PS(OR), R'SH, RISOH, R'SO,H, RISOs;H), diferite amine (hidroxil
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amind (de exemplu, NH;OH), hidrazind (de exemplu, NH;NH;), NH,O-Ri, R'NH-R!, NH;-R}),
NH,-CO-NH,, NH,-C(=S)-NHatiosulfat (H2S.03 sau o sare de S;0;> formati cu un cation),
ditionit (H2S,04 sau o sare de S$,04> formati cu un cation), fosforoditioat (P(=S)(OR¥)(SH)(OH)
sau o sare a acesteia formati cu un cation), acid hidroxamic (R*C(=0)NHOH sau o sare formati cu
un cation), hidrazidi (RCONHNHS,), sulfoxilat de formaldehidi (HOCH,SO,H sau o sare de
HOCH,SO," formata cu un cation, cum ar fi HOCH,SO»™ Na*), nucleotid glicata (cum ar fi GDP-
manozi), fludarabini sau un amestec al acestora, in care R! si R sunt fiecare independent un alchil
liniar sau ramificat avand 1 la 10 atomi de carbon si sunt substituite cu cel pufin un substituent
selectat dintre -N(R),, -CO:H, -SOsH, si -POs;H; Ri si R poate fi in plus optional substituit cu un
substituent pentru un alchil descris aici; Ri este un alchil liniar sau ramificat avand 1 la 6 atomi de
carbon; si R* este un alchil, alchenil sau alchinil liniar, ramificat sau ciclic avand 1 la 10 atomi de
carbon, aril, heterociclil sau heteroaril (preferabil, R este un alchil liniar sau ramificat avand 1 la 4
atomi de carbon; mai preferabil, R* este metil, etil sau propil). Preferabil, cationul este un cation
monovalent, cum ar fi Na* sau K. De preferintd, reactantul imino-reactiv este selectat dintre
sulfiti, hidroxilamind, uree si hidrazini. Mai preferabil, reactantul reactiv iminic este NaHSO3 sau
KHSO:s.

Fraza "sare acceptabild farmaceutic" astfel cum se utilizeaza aici, se referd la siruri
organice sau anorganice acceptabile farmaceutic ale unui compus conform inventiei. Saruri
exemplare includ, dar nu se limiteaza la, siruri sulfat, citrat, acctat, oxalat, clorurd, bromur3,
iodura, nitrat, bisulfat, fosfat, fosfat acid, izonicotinat, lactat, salicilat, citrat acid, tartrat, oleat,
tanat, pantotenat, bitartrat, ascorbat, succinat, maleat, gentisinat, fumarat, gluconat, glucuronat,
zaharat, formiat, benzoat, glutamat, metansulfonat "mesilat,” etansulfonat, benzensulfonat, p-
toluensulfonat, pamoat (adicd, 1,1'-metilen-bis-(2-hidroxi-3-naftoat)), siruri de metal alcalin (de
exemplu, sodiu si potasiu), sdruri de metale alcalino-pdmantoase (de exemplu, magneziu), si sdruri
de amoniu. O sare acceptabild farmaceutic poate implica includerea unei alte molecule, cum ar fi
un ion de acetat, un ion de succinat sau alt contra-ion. Contra-ionul poate fi orice fragment organic
sau anorganic ce stabilizeazi sarcina de pe compusul pirinte. In plus, o sare acceptabild
farmaceutic poate avea in structura sa mai mult de un atom cu sarcini. In cazuri in care din sarea
acceptabild farmaceutic fac parte mai mulfi atomi cu sarcind, pot exista mai multi contra-ioni. Prin
urmare, o sare acceptabild farmaceutic poate avea unul sau mai mulfi atomi cu sarcind si/sau unul
sau mai multi contra-ioni.

Daci, compusul conform inventiei este o bazd, sarea acceptabild farmaceutic doritd poate
fi preparatd prin orice metodd adecvatd disponibild in domeniu, de exemplu, tratarea bazei libere
cu un acid anorganic, cum ar fi acid clorhidric, acid bromhidric, acid sulfuric, acid azotic, acid
metansulfonic si acid fosforic si altii asemenea, sau cu un acid organic, cum ar fi acid acetic, acid
maleic, acid succinic, acid mandelic, acid fumaric, acid malonic, acid piruvic, acid oxalic, acid
glicolic, acid salicilic, un acid piranozidilic, cum ar fi acidul glucuronic sau acidul galacturonic, un
alfa-hidroxi-acid, cum ar fi acidul citric sau acidul tartric, un aminoacid, cum ar fi acidul aspartic
sau acidul glutamic, un acid aromatic, cum ar fi acidul benzoic sau acidul cinamic, un acid
sulfonic, cum ar fi acidul p-toluensulfonic sau acidul etansulfonic, sau altii asemenea.

Daci, compusul conform inventiei este un acid, sarea acceptabild farmaceutic doritd poate
fi preparatd prin orice metoda adecvati, de exemplu, tratarea acidului liber cu o bazd anorganici
sau organicd, cum ar fi o amind (primard, secundara sau tertiard), un hidroxid de metal alcalin sau
hidroxid de metal alcalino-pdmantos, sau altele asemenea. Exemplele ilustrative de siruri adecvate
includ, dar nu se limiteazd la, sdruri organice derivate de la aminoacizi, cum ar fi glicina si
arginina, amoniacul, amine primare, secundare si tertiare si amine ciclice, cum ar fi piperidina,
morfolina si piperazina si sdruri anorganice derivate de la sodiu, calciu, potasiu, magneziu,
mangan, fier, cupru, zinc, aluminiu si litiu.

Astfel cum se utilizeaza aici, termenul "solvat" inseamni un compus care include
suplimentar o cantitate stoichiometricd sau non-stoichiometrici de solvent cum ar fi apa,
izopropanol, acetond, etanol, metanol, DMSO, acetat de etil, acid acetic si etanolamini
diclorometan 2-propanol sau altele asemenea, legate prin forte intermoleculare necovalente.
Solvatii sau hidratii compusilor sunt preparafi cu usurintd prin addugarea a cel putin unui
echivalent molar a unui solvent hidroxilic cum ar fi metanolul, etanolul, 1-propanolul, 2-
propanolul sau apa la compus pentru a rezulta solvatarea sau hidratarea fragmentului de imina.
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Un "metabolit" sau "catabolit" este un produs, produs prin metabolizarea sau
catabolizarea in corp a unui compus specificat, a unui derivat al acestuia, sau un conjugat al
acestuia, sau a sdrii acestuia. Metabolitii unui compus, unui derivat al acestora sau unui conjugat al
acestora, pot fi identificafi utilizand tehnici de rutina cunoscute in domeniu, si activititile lor pot fi
determinate utilizand teste cum ar fi cele descrise aici. Astfel de produse pot rezulta, de exemplu,
din oxidarea, hidroxilarea, reducerea, hidroliza, amidarea, deamidarea, esterificarea,
deesterificarea, clivajul enzimatic si altele asemenea ale compusului administrat. In consecint?,
inventia include metaboliti ai compusilor, un derivat al acestora sau un conjugat al acestora,
conform inventiei, inclusiv compusi, un derivat al acestora sau un conjugat al acestora, produsi
printr-un procedeu care cuprinde contactarea unui compus, un derivat al acestuia sau un conjugat
al acestuia, conform prezentei inventii, cu un mamifer pentru o perioada de timp suficientd pentru
a se obtine un produs metabolic al acestuia.

Fraza "acceptabil farmaceutic" indicd faptul ca substanta sau compozitia trebuie si fie
compatibile din punct de vedere chimic si/sau toxicologic, cu celelalte ingrediente cuprinse intr-o
formulare si/sau cu mamiferul tratat cu aceasta.

Termenul "grupare protectoare” sau "fragment protector” se referd la un substituent care
se utilizeazd in mod obisnuit pentru a bloca sau proteja o functiune particulard in timpul reactiei
altor grupari functionale de pe compus, un derivat al acestuia sau un conjugat al acestuia. De
exemplu, o "grupare amino-protectoare” sau un "fragment amino-protector” este un substituent
atasat la o grupare amino care blocheaza sau protejeaza functionalitatea amino din compus. Astfel
de grupiri sunt bine-cunoscute in domeniu (a se vedea de exemplu P. Wuts si T. Greene, 2007,
Protective Groups in Organic Synthesis, Cap. 7, J. Wiley & Sons, NJ) si exemplificate prin
carbamati cum ar fi metil si etil carbamat, FMOC, etil carbamati substituiti carbamati clivati de
1,6-B-eliminare (de asemenea denumiti "auto-imolativi"), uree, amide, peptide, derivati de alchil si
aril. Grupdri amino-protectoare adecvate includ acetil, trifluoroacetil, t-butoxicarbonil (BOC),
benziloxicarbonil (CBZ) si 9-fluorenilmetilenoxicarbonil (Fmoc). Pentru o descriere generald a
grupdrilor protectoare si utilizarea acestora, vezi P. G.M. Wuts & T. W. Greene, Protective Groups
in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, New York, 2007.

Termenul "aminoacid" se referd la aminoacizi care apar natural sau aminoacizi care apar
nenatural. Intr-o modalitate de realizare, aminoacidul este reprezentat de NH,-C(R*R%*)-
C(=0)OH, in care R* si R* sunt fiecare independent H, un alchil, alchenil sau alchinil optional
substituit liniar, ramificat sau ciclic avand 1 la 10 atomi de carbon, aril, heteroaril sau heterociclil
sau R*™ si atomul de azot N-terminal poate forma impreund cu acestia un inel heterociclic (de
exempluy, ca in prolind). Termenul "rest de aminoacid " se referd la restul corespunzitor atunci
cand este indepartat un atom de hidrogen din capitul de amind si/sau carboxi a aminoacidului, cum
ar fi -NH-C(R*R*)-C(=0)O-.

Termenul "cation" se referd la un ion cu sarcind pozitivd. Cationul poate fi monovalent
(de exemplu, Na*, K*, NHy" etc.), bi-valent (de exemplu, Ca’**, Mg>* etc.) sau multi-valent (de
exemplu, Al** etc.). Preferabil, cationul este monovalent.

Termenul "grupare estericd reactivd" se referd la o grupare estericd care poate reactiona
cu usurinfd cu o grupare amino pentru a forma o legiturd amidicd. Grupdri esterice reactive
exemplare includ, dar nu s¢ limiteazi la, esteri de N-hidroxisuccinimidd, esteri de N-
hidroxiftalimidd, esteri de N-hidroxi sulfo-succinimidd, esteri de para-nitrofenil, esteri de
dinitrofenil, esteri de pentafluorofenil si derivatii lor, in care derivatii mentionati faciliteazi
formarea legiturii amidice. Grupdrile esterice reactive pot fi esteri de N-hidroxisuccinimidi sau
esteri de N-hidroxi sulfo-succinimida.

Termenul "grupare reactivd la amino" se referd la o grupare care poate reactiona cu o
grupare amino pentru a forma o legiturd covalentd. Grupdri reactive fatd de amino exemplificative
includ, dar nu se limiteazd la, grupdri reactive ester, halogenuri de acil, halogenurd de sulfonil,
imidoester sau o grupare reactiva de tioester. O grupare reactivd cu amino poate fi o grupare
reactiva estericd. O grupare reactivd cu amino poate fi un ester de N-hidroxisuccinimidi sau un
ester de N-hidroxi sulfo-succinimida.

Termenul "grupare reactiva cu tiol" se referd la o grupare care poate reactiona cu un tiol (-
SH) pentru a forma o legiturd covalentd. Grupiri reactive cu tiol exemplare includ, dar nu se
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limiteazd la, maleimida, haloacetil, aloacetamida, vinil sulfond, vinil sulfonamida sau vinil
piridina. O grupare reactiva cu tiol poate fi maleimida.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta dezvaluire si revendicdri, formele de singular "o,"
"un," si "-ul" includ formele de plural, cu exceptia cazului in care contextul dicteaza in mod clar
altfel.

Se intelege cd ori de cite ori sunt descrise aici modalitifi de realizare cu limbajul "care
cuprinde," sunt redate de asemenca modalititi de realizare analoage descrise in termeni de
"constand din' si/sau "constind in esentd din'.

Termenul "si/sau" astfel cum este folosit aici intr-o frazd precum "A si/sau B" se
intentioneaza sa includa ambele "A si B", "A sau B," "A" si "B." Similar, termenul "si/sau" astfel
cum se utilizeaza intr-o fraza precum "A, B si/sau C" se intenfioneaza si cuprinda fiecare dintre
urmatoarele modalititi de realizare: A, B, si C; A, B, sau C; Asau C; AsauB; Bsau C; Asi C; A
si B; B si C; A (individual); B (individual); si C (individual).

Nomenclatura anticorpilor, compusilor si imunoconjugatilor
Astfel cum se utilizeaza aici, nomenclatura utilizatd pentru anticorpii anti-CD123,
compusii citotoxici si imunoconjugatii acestora adoptd in general urmditoarele semnificatii.

CD123-3, -6, si -14 (sau CD123 Mu-3, -6, si -14; sau muCD123-3, -6, si 14) sunt trei
anticorpi monoclonali anti-CD123 murini. Secventele de CDRI1-3 ale lanturilor grele si usoare
(VH-CDRI1-3 si VL-CDRI-3) sunt redate in Tabelele 1 si 2, asociate cu SECV ID NR: 1-25.
Secventele regiunii variabile a lanfului greu (HCVR) sunt redate in Tabelul 3A asociate cu SECV
ID NR: 26, 28, si 30. Secventele regiunii variabile a lantului usor (LCVR) sunt redate in Tabelul
4A asociate cu SECV ID NR: 27, 29, si 31. Secventele lantului greu (HC) cu lungime completd ale
anticorpilor murini sunt redate in Tabelul 5 (SECV ID NR: 42, 44, si 46), si secventele lantului
usor cu lungime completd (LC) ale anticorpilor murini sunt redate in Tabelul 6 (SECV ID NR: 43,
45, si 47).

chCD123-3, -6 si -14 sunt anticorpii himerici murino-umani corespunzitori avand
regiunile variabile ale lantului greu si usor murin si secventele regiunii constante umane. De
exemplu, anticorpul himeric chCD123-6 este alcituit HCVR si LCVR de soarece cu SECV ID
NR: 28 si respectiv 29, impreund cu secventele constante umane de IgG1 si Kappa pentru lanturile
grele si respectiv usoare. Vezi Exemplul 3.

huCD123-3, -6, si -14 sunt anticorpii umanizafi corespunzdtori. Cand umanizarea se
efectueaza prin grefarea CDR a celor 6 regiuni de CDR murine corespunzitoare (HC si LC CDR1-
3), litera "G” urmeazi imediat denumirea clonei, care este la randul sdu urmati de un numér de
versiune care desemneazd originea secventelor regiunii variabile a lantului usor si lantului greu
uman. Astfel huCD123-6Gv4.6 se referd la anticorpul CD123 umanizat bazat pe grefarea ("G") a
celor 6 regiuni CDR din anticorpul muCDR123-6 corespunzitor, pe regiunea variabila a lantului
usor uman Gv4 si regiunea variabild a lantului greu Gv6. Similar, -Gv4.7 cuprinde regiunea
variabild a lantului usor Gv4 si regiunea variabild a lanfului greu Gv7 uman; si -Gvl.1 cuprinde
regiunea variabild a lantului usor Gv1 si regiunea variabild a lantului greu Gv1l uman.

Cele trei secvente HCVR, huCD123-6Gvl, -Gv6 si -Gv7 sunt redate in Tabelul 3A
(SECV ID NR: 32 si 34, cu SECV ID NR: 34 reprezentand atat -Gvo0, cat si - Gv7 deoarece diferd
numai la al 2 *@rest Xaa), si secventele de codificare ale AND-ului acestora in Tabelul 3B (SECV
ID NR: 62, 64, s1 66). Cele trei secvente HC cu lungime completd, huCD123-6Gvl, -Gvo6 si - Gv7
sunt redate in Tabelul 5 (SECV ID NR: 48 si 50, cu SECV ID NR: 50 reprezentand atat -Gv6, cat
si -Gv7 cu lungime completd deoarece diferd doar la al 27 rest Xaa).

Cele doud secvente LCVR, huCDI23-6Gvl si -Gv4, sunt redate in Tabelul 4A (SECV ID
NR: 33 si 35 si secventele de codificare ale ADN-ului acestora in Tabelul 4B ( SECV ID NR: 63 si
65). Cele doud secvente LC cu lungime completd, huCD123-6Gvl si -Gv4, sunt redate in Tabelul
6 (SECV ID NR: 495i 51).

Cand umanizarea este efectuati prin refacerea suprafetei, secventele lantului greu reficute
la suprafatd sunt desemnate prin, "rh" urménd imediat dupd numéirul clonei anticorpului CD123
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murin, si sunt desemnate in plus prin una dintre doud versiuni ale secventelor reficute la suprafata,
v1.0 sau v1.1. Astfel huCD123-6rhv1.0 si -thv1.1 sunt secvente reficute la suprafatd ale lantului
greu cu regiuni de CDR care corespund anticorpului muCDI123-6, cu versiunea desemnati ca 1.0
si respectiv 1.1. Vezi HCVR SECV ID NR: 39 si 40 in Tabelul 3A, si SECV ID NR: 68 si 69 in
Tabelul 3B. Vezi de asemenea HC cu lungime completd SECV ID NR: 59 si 60 in Tabelul 5.

Similar, singura versiune a secventei lanfului usor reficut la suprafatd, huCD123-6r1v1.0,
are LCVR SECV ID NR: 41 din Tabelul 4A si LC cu lungime completda SECV ID NR: 61 din
Tabelul 6.

Un anticorp reficut la suprafatd huCD123-6rhv1.0 si huCD123-6rlv1.0 este huCD123-
6Rv1.0; si un anticorp reficut la suprafati avind huCDI123-6rhvl.1 si huCD123-6rlv1.0 este
huCD123-6Rv1.1.

NTS2 sau "S2" pe scurt se referd la un anticorp care are un Ser proiectat la capdtul N-
terminal al lanfului greu. Varianta S2 a huCD123-6Gv6/7 are secvenfa HCVR SECV ID NR: 38
din Tabelul 3A si secventa proteinei HC de lungime completd SECV ID NR: 53 din Tabelul 5.

Similar, NTS3 sau "S3" pe scurt se referd la un anticorp care are un Ser modificat la
capatul N-terminal al lantului usor. Varianta S3 a huCD123-6Gv4 are secventa LCVR SECV 1D
NR: 37 din Tabelul 4A si secventd proteicd LC cu lungime completd SECV ID NR: 58 din Tabelul
6.

Un anticorp care cuprinde un Ser N-terminal modificat (fie S2 sau S3) poate fi conjugat
cu un medicament/agent citotoxic fie prin Ser-ul N-terminal oxidat, fie prin legitura prin linker
Lys "conventionald”. Daca legitura medicamentului se face prin linker Ser N-terminal oxidat,
numele conjugat contine o denumire a "SeriMab". Daca legitura prin linker a medicamentului este
prin Lys, atunci numele conjugatului nu contine SeriMab (in pofida faptului ca existd o denumire
S2 sau S3 pentru a semnaliza prezenta Ser modificat la capitul N-terminal). Tipul particular de
legiturd prin linker va fi, de asemeneca, evident pe baza grupdrii reactive de citotoxind. De
exemplu, huCD123-6Gv4.753-SeriMab-D8 se referd la conjugat intre D8 si anticorpul CD123
umanizat huCD123-6Gv4.7S3, prin N-terminalul de Ser oxidat de pe lantul usor. Anticorpul
CD123 umanizat are regiunile CD123-6 CDR murine grefate, LC Gv4 uman si lantul greu Gv7, si
N-terminalul lanfului usor are un Ser modificat (S3). Prin contrast, huCD123-6Gv4.7S3-sSPDB-
D1 se referd la conjugat intre D1 si acelasi anticorp CD123 umanizat huCD123-6Gv4.753, prin
legdtura prin linker a Lys printr-un linker de SPDB sulfonat.

In anumite variante de realizare, daci atat lantul usor cét si lantul greu N-terminale contin
Ser modificat, in numele anticorpului pot aparea "S2S3" sau "S2S3-SeriMab".

Anumiti anticorpi conform inventiei au un Cys modificat in domeniul CH3 al lanfului
greu, intr-o pozitie corespunzitoare aceleiasi pozitii Kabat de 1a al 5-"**pani la ultimul Cys din
SECV ID NR: 54. Astfel de HC-uri sau anticorpi cuprinzand astfel de HC-uri confin denumirea
CysMab. Astfel huCD123-6Gv4.6-CysMab este un anticorp CD123 umanizat care are grefate
regiuni muCD123-6 CDR, se bazeazi pe secventele Gv4 ale lanfului usor si Gv6 ale lantului greu
umane, in care un Cys modificat este localizat in regiunea HC CH3 intr-o pozitie corespunzitor
celui de-al 5'%%a ultimul Cys din SECV ID NR: 54. Similar, secventa sa de lanf greu este
huCD123-6Gv6-CysMab. In plus, huCD123-6Gv4.652-CysMab este altfel identic, dar are un Ser
modificat la capatul N-terminal al lantului greu, si secventa sa de lant greu este huCD123-6Gv6S2-
CysMab.

Anticorpul reficut la suprafati descris mai sus poate fi modificat in continuare pentru a
contine Ser N-terminal fie la lantul usor (varianta S3 a anticorpului refdcut la suprafa{d), fie la
lantul greu (varianta S2 a anticorpului reficut la suprafatd), sau ambele (a se vedea mai jos).
Alternativ sau in plus, anticorpul reficut la suprafatd poate avea un Cys proiectat in domeniul CH3
al lanfului greu intr-o pozitie corespunzitoare aceleiasi pozitii Kabat de la al 5'*la ultimul Cys din
SECV ID NR: 54 (versiunca CysMab a anticorpului refacut la suprafatd). Un anticorp reficut la
suprafatd poate avea ambii Cys, si Ser N-terminal modificati.

La conjugatii formati intre astfel de CysMab si citotoxind, totusi, cel putin teoretic,
citotoxina poate fi legata cu linker de CysMab fie prin Cys, fie prin Lys conventional. Astfel cum
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se utilizeazd aici, desi fard indicatii specifice, un conjugat cu denumirea CysMab se referd la un
conjugat intre un CysMab si o citotoxind, prin legitura cu linker Cys (nu legitura cu linker Lys).
Tipul particular de legiaturd prin linker va fi de asemenea evident pe baza grupdrii reactive de
citotoxind.

Alte variafii sau combinafii ale nomenclaturii generale de mai sus sunt, de asemenea,
avute in vedere si vor fi usor evidente pentru un specialist in domeniu. De exemplu, huCD123-
6Rv1.1-CysMab este versiunea reficut la suprafatd a lui huCD123-6 (v1.1) care are un Cys
modificat situat in regiunea CH3 a HC intr-o pozitie corespunzitoare celui de-al 5**péni la
ultimul Cys din SECV ID NR: 54.

Anticorpii sau fragmentele acestora de legare a antigenului conform inventiei pot fi
conjugati cu anumifi agenti citotoxici, fie prin legdturd cu linker prin gruparea amino a lantului
lateral Lys, tiolul lantului lateral Cys sau un N-terminal oxidat Ser/Thr. Anumifi agenti citotoxici
reprezentativi (nelimitativi) descrisi in specificatie (inclusiv exemplele) sunt enumerati mai jos, in
scop ilustrativ. Este de notat cd majoritatea compusilor, cum ar fi D1, D2, D4, DGN462, D3, D6
etc, pot fi sulfonati (nu este aratat aici, dar vezi FIG. 17 compus sD1, FIG. 15 compus sDGN462 si
FIG. 16 compus sDS8) la unul dintre monomerii indolinobenzodiazepinici din anumite exemple.
Pentru compusul D5 ', ambii monomeri indolinobenzodiazepinici pot fi sulfonati. Compusul D5’
nu este conform inventiei.

gCOmpus Nr. §Structur2“1

D1

D2 H :
HN)KrN 'NMONHS
H
—N 0. (o} N—.
o] 0
DGN462 /OV\O/\/O\/\N/\KSH

D3 /o\/\o/\/o\/\N/\/\H/ONHS
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Este de notat ca unii agenti diferd usor numai din cauza chimiei diferite a legaturii prin
linker, necesare pentru legarea citotoxinei la diferite lanturi laterale ale anticorpilor(adicd, legaturd
prin linker Lys, legiturd prin linker Cys, legdturd prin linker Ser N-terminald oxidatd). Cu toate
acestea, aceste citotoxine inrudite li se atribuie denumiri "D” diferite. Vezi D1 si D4, precum si
D2, D5, si D8.

Conjugati anticorpilor in cauzd si ale agentilor citotoxici urmeazd in general
nomenclatura anticorpilor si a agentilor citotoxici astfel cum este descris mai sus.

De exemplu, huCDI123-6Gv4.6-sulfo-SPDB-D1 este un conjugat al anticorpului
huCD123-6Gv4.6 la compusul D1 printr-un linker SPDB sulfonat, la unul sau mai multe resturi
Lys ale anticorpului. huCD123-6-CX1-1-DM1 este un conjugat al anticorpului huCD123-6
conjugat cu agentul citotoxic DM1 printr-un linker triglicilic denumit "linker CX1-1", la unul sau
mai multe dintre resturile Lys ale anticorpului. Vezi Exemplul 9e.

O exceptie notabild este conjugatul huCD123-6-SeriMab-sD1 prezentat in FIG. 7B si 17,
in care secventa linker scurtd dintre huCD123-6-SeriMab si citotoxina sD1 nu este mentionati
explicit in denumirea conjugatului. Similar, conjugatul huCD123-6-SeriMab-sDGN462 din FIG.
15 este, de asemenea, o exceptie de la regulile generale de mai sus.

2. Agenti de legare la CD123

Prezenta inventie redd agenti care leagd specific CD123/IL-3Ra, cum ar fi CD123/IL-
3Ro uman. Acesti agenti sunt denumiti in general aici ca "agenti de legare la CD123/IL-3Ra".
Agentii de legare la CD123/IL-3Ra sunt anticorpi sau fragmente de legare la antigen a acestora
(sau "anticorpi” pentru simplitate), imunoconjugati ai acestora sau polipeptide ale acestora.

Secventele de aminoacizi si nucleotide pentru speciile umane si alte specii de CD123/IL-
3Ra sunt cunoscute in domeniu. De exemplu, secventa de proteind varianti 1 de imbinare a
CD123/IL-3Ro umani descrisd in NCBI RefSeq NP_002174 este reprodusi mai jos:

1
6l
121
181
241
301
36l

MVLLWLTLLL
PAVNNSYCQF
SCSWAVGPGA
HILVRGRSAA
QIQKRMOPVI
TRAWRTSLLIT
KAGLEECLVT

TALPCLLQTK EDPNPPITNL
GAISLCEVTN YTVRVANPPF
PADVQYDLYL NVANRRQQYE
FGIPCTDKEV VESQIEILTP
TEQVRDRTSEF QLLNPGTYTV

RMKAKAQOQLT
STWILFPENS
CLOYKTDAQG
PNMTAKCNKT
QIRARERVYE

ALGTLLALVC VEVICRRYLV MQRLFPRIPH

EVOVVQKT {SECV ID NR: 36)

WDLNRNVTDT
GKPWAGAENL
TRIGCREFDDI
HSFMHWKMRS
FLSAWSTPQOR
MKDPIGDSEQ

ECVKDADYSM
TCWIHDVDEL
SRL5S5GSQSS
HENRKFRYEL
FECDQEEGAN
NDKLVVWEAG

Secventa de mai sus prezintd proteina lantului precursor alfa de CD123/IL-3R, care este
compusd din 378 aminoacizi, continAnd domeniul extracelular (resturile 1-306, incluzand o peptida
semnal N-terminald cu 18 resturi), un domeniu transmembranar de 20 de aminoacizi si o coada
citoplasmatica scurtd de 52 de aminoacizi.

Secventa de acid nucleic varianta 1 de imbinare a CD123/IL-3Ro uman descrisa in NCBI
RefSeq NM_ 002183 este reprodusi mai jos:
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6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321

1381
1441

1501
1561
1621
1681

GTCAGGTTCA
GTCTCTGACA
GTGGGGCCCC
CTTCGGGGAA
ACACCCCAGA
CTCCATTTAA
TTGGCTCACG
CCCACCAATC
CAGAAATGTG
CAATAGCTAT
AGTGGCCAAC
GGCAGGTGCG
GGCGGTAGGC
CAGGCGTCAA
GTGTCGTTTC
GCGGGGCAGG
GATTGAGATA
GCACTGGAAA
GAGAATGCAG
TCCTGGAACG
CTGGAGCACC
GCGGACGTCG
CTGCAGAAGG

CATCGGTGAC
GGAGGAGTGT

GCTTGTGGGG
TGGACCTGCG
CCTGTGTAAT
TGATAAAGTG

MD/EP 3313884 T2 2021.04.30

TGGTTACGAA
GCCCCCACCC
AGCTGGAGGT
AGCTGCTTTC
TCTTCTCAAC
GCAGGCACCT
CTGCTCCTGA
ACGAACCTAA
ACCGATATCG
TGCCAGTTTG
CCACCATTCT
GAGAATCTGA
CCGGGGGCCC
CAGTACGAGT
GATGACATCT
AGCGCAGCCT
TTAACTCCAC
ATGAGAAGTC
CCTGTAATCA
TACACAGTAC
CCCCAGCGCT
CTGCTGATCG
TATCTGGTGA

AGCTTCCAAA
CTGGTGACTG

GTCTGCCTCA
CACGCAGCCC
TTCGTCCGAA
ATTTTTTTTT

GCTGCTGACC
CTCCCCACTG
TATAAAACAG
AGCGCACACG
TGGAACCACG
CTGTCCTGCG
TCGCCCTGCC
GGATGAAAGC
AGTGTGTTAA
GAGCAATTTC
CCACGTGGAT
CCTGCTGGAT
CCGCGGACGT
GTCTTCACTA
CTCGACTCTC
TCGGTATCCC
CCAACATGAC
ATTTCAATCG
CAGAACAGGT
AMATAAGAGC
TCGAGTGCGA
CGCTGGGGAC
TGCAGAGACT

ACGACAAGCT
AAGTACAGGT

ATCTCCCTGG
AGGAATGGAC
GCTGCCAGGA
TTTTAACCCA

61

CCAGGATCCC
CCAGATCCTT
CTCAATCGGG
GGAAGATATC
AAGGCTGTTT
TTCCGGAGCT
CTGTCTCCTG
AMAGGCTCAG
AGACGCCGAC
CTTATGTGAA
CCTCTTCCCT
TCATGACGTG
CCAGTACGAC
CAAAACGGAT
CAGCGGTTCT
CTGCACAGAT
TGCAAAGTGT
CAAATTTCGC
CAGAGACAGA
CCGGGAAAGA
CCAGGAGGAG
GCTGCTGGCC
CTTTCCCCGC

GGTGGTCTGG
CGTGCAGARAA

CCGGGCCAGG
ATTCCTAACG
AGAAGAACAG

AGCCCGTGGG
ATTGGGTCTG
GAGTACAACC
AGAAACATCC
CTTCCACACA
GCGTTCCCGA
CAAACGAAGG
CAGTTGACCT
TATTCTATGC
GTGACCAACT
GAGAACAGTG
GATTTCTTGA
CTGTACTTGA
GCTCAGGGAA
CAAAGTTCCC
AAGTTTGTCG
AATAAGACAC
TATGAGCTTC
ACCTCCTTCC
GTGTATGAAT
GGCGCAAACA
CTGGTCTGTG
ATCCCTCACA

GAGGCGGGCA
ACTTGAGACT

CGCCTGCACA
GGTGGTGGGC
AACTTTGTGT

AAA (SECVIDNR:52)

AGAGAAGGGG
AGTTTCAGGG
TTCGGTTTCT
TAGGATCAGG
GTACTTTGAT
TGGTCCTCCT
AAGATCCAAA
GGGACCTTAA
CGGCAGTGAA
ACACCGTCCG
GGAAGCCTTG
GCTGCAGCTG
ACGTTGCCAA
CACGTATCGG
ACATCCTGGT
TCTTTTCACA
ATTCCTTTAT
AGATACAAAA
AGCTACTCAA
TCTTGAGCGC
CACGTGCCTG
TCTTCGTGAT
TGAAAGACCC

AAGCCGGCCT
GGGGTTCAGG

GACTGGCTGC
ATGGGAGATG
GTTTATTTCA

Proteinele si secventele de acid nucleic ale CD123/IL-3Ra din alte specii neumane pot fi
regdsite cu usurin{d in baza de date publicd, cum ar fi GenBank, folosind instrumente de ciutare a
secventelor cunoscute in domeniu (cum ar fi NCBI BLASTp sau BLASTn) si respectiv secventele
de proteine si acid nucleic de mai sus ca secvente de interogare.

Astfel de secvente din speciile neumane pot fi aliniate cu secventele umane utilizand
oricare dintre multele instrumente de aliniere a secventelor recunoscute in domeniu, cum ar fi cele
descrise aici i mai sus, astfel incat orice resturi de aminoacizi sau nucleotidele “corespunzatoare”
oricirei secvente sau regiuni de secvente umane date pot fi obtinute cu usurinta.

Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia: (a) leagd un epitop intre
aminoacizii 101 la 346 ai antigenului CD123 uman si (b) inhib3 proliferarea dependenti de IL3 in
celule TF-1 pozitive la antigen.

in unele modalitafi de realizare, un anticorp anti-CD123/IL-3Ra sau fragmentul de legare
la antigen al acestuia se poate lega specific la un epitop cu SECV ID NR: 36. In anumite modalititi
de realizare, epitopul este intr-o regiune corespunzatoare resturilor 101-346 de CDI123/IL-3Ra
uman. In anumite modalitifi de realizare, epitopul este intr-o regiune corespunzitoare resturilor
101-204 ale SECV ID NR: 36. In anumite alte modalititi de realizare, epitopul este intr-o regiune
corespunzitoare resturilor 205-346 ale SECV ID NR: 36. In anumite modalititi de realizare,
epitopul nu este intr-o regiune corespunzatoare resturilor 1-100 ale CD123/IL-3Ra uman.

In anumite modalititi de realizare, agentii de legare ai CD123/IL-3Ra- (de exemplu,
anticorpi) inhibd semnalizareca dependentd de IL3, cum ar fi proliferarca dependentd de IL-3 a
celulelor TF-1 pozitive la CD123. Desi nu doresc si fie legati de nicio teorie anume, agentii de
legare CD123/IL-3Ra (de exemplu, anticorpi) din inventie se leagd de CD123, cum ar fi intr-o
regiune CD123 corespunzitoare resturilor 101-346 (de exemplu, resturi 101-204, sau 205-346) ale
CD123/IL-3Ra umane si previn, reduc, diminueaza sau inhibd intr-un alt mod legarea productivi
intre CD123 si ligandul IL-3 si/sau legarea productivad intre CD123 si lanful beta comun CD131,
conducind la reducerea sau abolirea semnalizarii dependente de IL-3.

Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia poate: (a) lega un epitop in
interiorul aminoacizilor 1 la 100 ai antigenului CD123 uman, si (b) inhiba proliferarea dependenta
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de IL3 in celule TF-1 pozitive la antigen, cu o valoare ICsp de 0,1 nM sau mai micd (de
exempluy, 0,08 nM, 0,05 nM, 0,03 nM).

in anumite modalitafi de realizare, legarea de citre agentii de legare CD123/IL-3Ra (de
exemply, anticorpi) conform inventiei inhibd (de exemplu, inhibd preferential) proliferarea
celulelor stem leucemice (LSC-uri), progenitorilor leucemici (LP-uri), sau blastelor leucemice, dar
nu inhiba substantial proliferarea celulelor stem hematopoietice normale (HSC-uri).

Inhibarea proliferdrii celulare poate fi condusi utilizind orice analize standard cunoscute
in domeniu, incluzind dar fira a se limita la citometrie in flux. De exemplu, HSC-urile normale,
LSC-urile, LP-urile si blastele de leucemie pot fi separate folosind citometrie de flux pe baza
diferentei de exprimare a markerilor de suprafatd celulard, si numdrul relativ al celulelor
supravietuitoare sau ramase, dupd incubarea cu agentii de testare, poate fi misurat cantitativ si
comparata.

Inhibarea proliferdrii celulare a LSC-urilor, LP-urilor sau blastele de leucemie in
comparatie cu HSC-urile normale poate fi, de asemenea, analizati utilizind analiza de eficacitate
in vitro pe celulele canceroase primare, cum ar fi celulele AML primare. De exemplu, celulele
AML (sau probe normale de maduva osoasd umani care contin HSC-uri normale) pot fi expuse
timp de 24 de ore la diferite concentratii ale anticorpilor anti-CD123 in cauza, fragmente ale
acestora care leagd antigenul, imuno-conjugati ai acestora sau polipeptida care cuprinde anticorpi
sau fragmente care leagd antigenul. Anticorpii care nu tintesc (potrivifi cu izotipul) sau controlul
imuno-conjugatilor (ADC) pot fi, de asemenea, utilizati in analizi. Probele pot fi impartite intr-o
analizi de culturd lichidi (STLC) pe termen scurt pentru a misura citotoxicitatea fatd de LSC-uri,
LP-uri sau blaste de leucemie; si o analizd de culturd lichidd pe termen lung (LTLC) pentru a
misura efectul asupra LSC-urilor si HSC-urilor normale. STLC poate fi utilizat pentru masurarea
unitatilor care formeaza colonii 10-14 zile in celule, de exemplu, dupd depunerea pe placi in mediu
semi-solid MethoCult H4230 (tehnologii Stemcell). Analizele LTLC pot fi efectuate similar cu
adiugarea factorilor de crestere pentru cultura pe termen lung de 5-7 siptimani. in ambele analize,
coloniile pot fi numdrate pentru a se determina unitifile care formeaza colonii pe numarul de
celule depuse inifial pe placi. Coloniile LTLC pot fi analizate in continuare in ceea ce priveste
prezenta markerilor moleculari de cancer (de exemplu, AML) utilizand PCR sau FISH sau ambele.

in anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia se leagd la celule umane pozitive la antigenul CD123 cu o constanti de disociere (Kq4) de
0,3 nM sau mai scizuti. In anumite modalitati de realizare, anticorpii sau fragmentele de legare la
antigen ale acestora se leaga la CD123 uman cu o K4 cuprinsa intre 0,05 si 0,3 nM, sau intre 0,05
st 0,2 nM, sau intre 0,05 si 0,1 nM, sau intre 0,01 nM si 0,3 nM, sau intre 0,01 nM si 0,2 nM, sau
intre 0,01 nM si 0,1 nM.

In anumite modalitifi de realizare, anticorpii sau fragmentele de legare la antigen ale
acestora se leaga la CD123 de maimuta cynomolgus. In anumite modalitati de realizare, anticorpii
sau fragmentele de legare la antigen ale acestora se leagd la CD123 de maimuti cynomolgus cu o
K4 cuprinsd intre 0,05 si 0,3 nM, sau intre 0,05 si 0,2 nM, sau intre 0,05 si 0,1 nM.

In anumite modalititi de realizare, anticorpii sau fragmentele de legare la antigen ale
acestora se leagd la ambele CD123 uman si de maimutid cynomolgus cu o afinitatea de legare
substantial similara. In anumite modalitdti de realizare, anticorpii sau fragmentele de legare la
antigen ale acestora se leagd 1a ambele CD123 uman si de maimuti cynomolgus cu o Kq4 cuprinsd
intre 0,05 si 0,3 nM, sau intre 0,05 si 0,2 nM, sau intre 0,05 si 0,1 nM.

In anumite modalitdti de realizare, valoarea Ky se bazeaza pe analiza de legare pe bazd de
celule. In anumite modalitati de realizare, valoarea Ky este misuratd prin citometrie de flux. in
anumite modalitdti de realizare, valoarea Kq este médsurata prin rezonantd plasmonica de suprafata
(cum ar fi prin utilizarea sistemului de rezonantd plasmonicd de suprafati BIOCORE™). In
anumite modalitifi de realizare, valoarea Ky este misurata prin analizi radioimunologicd (RIA). in
anumite modaliti{i de realizare, K4 este mdsuratd prin orice alte metode recunoscute in domeniu.

In anumite modalititi de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia inhibd cel putin 50% din proliferarea dependentd de IL3 in celule TF-1 pozitive la antigen
la o concentratie de 0,5 nM sau mai scazuta.
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Anticorpii CD123/IL-3Ra ca agenti de legare ai CD123/IL-3Ra sau fragmentele de legare
la antigen ale acestora care cuprind o regiune variabild a lanfului greu (HCVR) si o regiune
variabild a lantului usor (LCVR), cuprinzind fiecare trei CDR regiuni (CDR1-CDR3 pentru
HCVR, si CDR1-CDR3 pentru LCVR), in care CDR-urile compozite pentru HCVR si LCVR sunt
astfel cum au fost dezviluite in primul aspect. Anticorpii CD123/IL-3Ra sau fragmentele de legare

la antigen ale acestora cuprind secventele redate in Tabelele 1 si 2 de mai jos.

Tabelul 1 Secventele de aminoacid ale regiunii variabile CDR a lantului greu

Anticorp Denumire Alt

\VH-CDR1

: VH-CDR2

'VH-CDR3

CD123-3 CDI123Mu-3

'SYVMH

(SECV
NR:1)

ID

YIKPYKDGTK (SECV ID
NR:2)

EGENGYYDAMDY
(SECV ID NR:4)

YIKPYKDGTKYNEKFKG
(Kabat) (SECV ID NR:3)

CD123-6 :CDI123Mu-6

SSIMH
(SECV
NR:5)

ID

YIKPYNDGTK Murin +
Grefat (SECV ID NR:6)

EGGNDYYDTMDY
(SECV ID NR:11)

YIRPYNDGTR (reficut la
suprafatd versiune 1.0)
(SECV ID NR:7)

YIKPYNDGTKYNEKFKG
(Kabat Murin + Grefat)
(SECV ID NR:8)

YIRPYNDGTRYNQKFQG
(Kabat - refdcut la suprafati
v1.0) (SECV ID NR:9)

YIKPYNDGTKYNQKFQ
G (Kabat - refacut la
suprafatd v1.1) (SECV ID
NR:10)

CD123-14 {CD123Mu-14

NYAMS
(SECV
NR: 12)

ID

TINSGGSFTY (SECV ID
NR:13)

QSEAYYGYDKRT
(SECV
QSEAYYGYDKRTW

FAY (SECV ID NR:70)

ID NR:15)

TINSGGSFTYYPDSVKG
(Kabat) (SECV ID NR:14)

Tabelul 2 Secven{ele de aminoacid ale regiunii variabile CDR a lanfului usor

Anticorp Denumire Alt | VL-CDR1 {VL-CDR2 \VL-CDR3
YTSTLQP
KASQDINKYIA  (SECV LQYDNLLYT
CDI123-3  (CDI23Mu-3 | e o (SECV D SECV ID NR:18)
NR:17)
RVNRLVD
KASQDINSYLS ~ (SECV LQYDAFPYT
CDI123-6  (CDI23Mu-6  {1\po) (SECV D SECV ID NR:22)
NR:21)
RASQDINSYLS Umanizat RVNRLVS
(SECV  ID  NR20): py D
RASQDINSYLA  (SECV (b))
ID NR:72) '
RASQSVGTSIH  (SECV { YASESIS QQSKSWPLT
CDI23-14 CDI2Mu-14 1y NR:23) (SECV ID {(SECV ID NR:25)
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\Anticorp  {Denumire Alt {VL-CDRI {VL-CDR2 { VL-CDR3

NR:24)

in anumite modalitifi de realizare, anticorpul este un anticorp umanizat grefat la CDR
care cuprinde regiuni CDR de soarece, si in care una sau mai multe (de exemplu, 1,2, 3,4, 5, 6, 7,
sau 8) resturi ale zonei vernier a regiunii cadru a lantului greu si/sau a lanfului usor a anticorpul
este de origine de soarece.

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulind care
cuprinde o CDR1 avand o secven{d de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 1, o CDR2 avand o
secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 2 sau 3, si o CDR3 avind o secventd de
aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 4; si 2) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulina care cuprinde o CDRI1 avind o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID
NR: 16, o CDR2 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 17, si o CDR3
avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 18. in anumite modalititi de
realizare, CDR2 a regiunii variabile a lanului greu este SECV ID NR: 2. In anumite modalititi de
realizare, CDR2 a regiunii variabile a lantului greu este SECV ID NR: 3.

In anumite modalititi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulind care
cuprinde o CDR1 avand o secvent{d de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 5, o CDR2 avand o
secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 6, 7, 8, 9, sau 10, si 0 CDR3 avand o secventd
de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 11; si 2) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulina care cuprinde o CDRI1 avind o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID
NR: 19 sau 20, o CDR2 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 21, si o
CDR3 avand o secventd de aminoacizi specificati in SECV ID NR: 22. In anumite modalititi de
realizare, CDR2 a regiunii variabile a lanfului greu este SECV ID NR: 6, si CDRI a regiunii
variabile a lantului usor este SECV ID NR: 19. in anumite modalititi de realizare, CDR2 a regiunii
variabile a lantului greu este SECV ID NR: 7, si CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor este
SECV ID NR: 19. In anumite modalitati de realizare, CDR2 a regiunii variabile a lantului greu
este SECV ID NR: 8, si CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor este SECV ID NR: 19. In
anumite modalitdti de realizare, CDR2 a regiunii variabile a lantului greu este SECV ID NR: 9, si
CDR1 a regiunii variabile a lantului usor este SECV ID NR: 19. In anumite modalititi de realizare,
CDR2 a regiunii variabile a lantului greu este SECV ID NR: 10, si CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor este SECV ID NR: 19. in anumite modalititi de realizare, CDR2 a regiunii variabile a
lantului greu este SECV ID NR: 6, si CDR1 a regiunii variabile a lantului usor este SECV ID NR:
20. In anumite modalitifi de realizare, CDR2 a regiunii variabile a lanfului greu este SECV ID
NR: 7, si CDR1 a regiunii variabile a lanfului usor este SECV ID NR: 20. in anumite modalititi de
realizare, CDR2 a regiunii variabile a lanfului greu este SECV ID NR: 8, si CDRI a regiunii
variabile a lantului usor este SECV ID NR: 20. in anumite modalititi de realizare, CDR2 a regiunii
variabile a lantului greu este SECV ID NR: 9, si CDR1 a regiunii variabile a lantului usor este
SECV ID NR: 20. In anumite modalitati de realizare, CDR2 a regiunii variabile a lantului greu
este SECV ID NR: 10, si CDRI1 a regiunii variabile a lanfului usor este SECV ID NR: 20. Pentru
fiecare combinatie de perechi dintr-o regiune variabild a lantului greu CDR2 cu o regiune variabild
a lanfului usor CDR1 de mai sus, regiunea variabild a lanfului greu CDRI si 3 sunt SECV ID NR:
5 si respectiv 11, si regiunea variabila a lantului usor CDR2 si 3 sunt SECV ID NR: 21 si respectiv
22.

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulind care
cuprinde o CDR1 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 12, o CDR2 avind
o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 13 sau 14, si o CDR3 avand o secventd de
aminoacizi specificati in SECV ID NR: 15; si 2) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulina care cuprinde o CDR1 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID
NR: 23, o CDR2 avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 24, si o CDR3
avand o secventd de aminoacizi specificatd in SECV ID NR: 25. in anumite modalititi de
realizare, CDR2 a regiunii variabile a lantului greu este SECV ID NR: 13. In anumite modalititi
de realizare, CDR2 a regiunii variabile a lantului greu este SECV ID NR: 14.
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Toate combinatiile posibile pe baza SECV ID NR: 1-25 din Tabelul 1 corespunzitoare
aceluiasi numdr de anticorpi (de exemplu, toate cele sase CDR-uri ale lantului usor si ale lanfului
greu care provin de la CD123-3, sau de la CD123-6, sau de la CD123-14) sunt avute in vedere aici
fard a enumera exhaustiv toate combinatiile specifice.

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora au substitufii de aminoacizi conservate peste 1, 2, sau 3 resturi consecutive
in oricare una sau mai multe dintre secventele de CDR de mai sus. Astfel, in unele modalitdti de
realizare, anticorpii in cauzi si fragmentele de legare la antigen ale acestora pot avea substitutii de
aminoacizi conservate peste 1, 2, sau 3 resturi consecutive, in oricare una sau mai multe dintre
SECV ID NR: 1-25.

In anumite modalititi de realizare, HCVR si LCVR fac parte din secventele redate in
Tabelele 3A si 4A de mai jos. Secventele de acid nucleic corespunzitoare selectate care codifica
HCVR si LCVR sunt redate in Tabelele 3B si 4B.

Tabelul 3A Secvente de aminoacizi ale unei regiuni variabile a lantului greu

Anticorp iDenumire Secventd de aminoacizi a VH (SECV ID NR)
Alt

CD123-3 {CD123Mu | EFQLQQSGPEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSY VMHWMKQ
3
KPGQGLEWIGYIKPYKDGTKYNEKFKGKATLISDKPSSTAY

MELSSLTSEDSAVYYCAREGENGYYDAMDYWGQGTSVTV
QS (SECV ID NR: 26)

CD123-6 iCDI123Mu | EFQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYIFTSSIMHWMKQK
o PGQGLEWIGYIKPYNDGTKYNEKFKGKATLTSDKSSSTAN
MELNSLTSEDSAVYYCAREGGNDYYDTMDYWGQGTSVT
VSS (SECV D NR: 28)

CD123- :CD123Mu | EVKLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSNYAMSWVRQ
1 N NSEKRLEWVATINSGGSFTYYPDSVKGRFTISRDNAKDSLY
LQMSSLNSEDTAMYYCARQSEAYYGYDKRTWFAYWGQG
TLVTVSS (SECVID NR: 30}

huCD123 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYGFTSSIMHWVRQ
oGVl APGQGLEWMGYIKPYNDGTKYNEKFKGRVTMTRDTSTST
VYMELSSLRSEDTAVYYCAREGGNDYYDTMDYWGQGTL
VTVSS (SECVID NR: 32)

huCD123 QXQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTSSIMHWVRQA

oovert PGQGLEWIGYIKPYNDGTKYNEKFKGRATLTSDRSTSTAY
MELSSLRSEDTAVYYCAREGGNDYYDTMDYWGQGTLVT
VSS (SECVID NR: 34)

huCD123 SXQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTSSIMHWVRQA

£T§}2V o PGQGLEWIGYIKPYNDGTKYNEKFKGRATLTSDRSTSTAY

MELSSLRSEDTAVYYCAREGGNDYYDTMDYWGQGTLVT
VSS (SECV ID NR: 38)
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Anticorp

Denumire :Secventd de aminoacizi a VH (SECV ID NR)

huCD
123-
6rhv1.0

QVQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKASGY TFTSSIMHWMKQ
KPGQGLEWIGYIRPYNDGTRYNQKFQGKATLTSDRSSSTA

NMELNSLTSEDSAVYYCAREGGNDYYDTMDYWGQGTSV
TVSS (SECV ID NR: 39)

huCD
123-
6rhvl.1

QFQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKASGY TFTSSIMHWMEKQ
KPGQGLEWIGYIKPYNDGTKYNQKFQGKATLTSDKSSSTA
NMELNSLTSEDSAVYYCAREGGNDYYDTMDYWGQGTSV
TVSS (SECV ID NR: 40)

* In toate secvenfele de mai sus in care al 2'®rest de pe N-terminal este X (sau Xaa), de
exemplu, SECV ID NR: 34 si 38, X este F pentru secventele Gv6, in timp ce X este V pentru

secventele Gv7.

Tabelul 3B Secvente de acizi nucleici ale regiunii variabile a lanfului greu selectate

Anticorp

{Secventd ADN a VH (SECV ID NR)

huCD123-6
VeGvl

AAGCTTGCCACCATGGGATGGTCCTGCATTATCCTGTTCCT
TGTAGCAACTGCAACAGGAGTCCACAGCCAGGTCCAACTG
GTGCAGTCCGGGGCCGAGGTGAAGAAACCAGGCGCATCCG
TGAAGGTCAGCTGTAAAGCCAGCGGCTATGGTTTTACCAG
CTCAATCATGCACTGGGTCAGGCAAGCCCCAGGACAGGGT
CTCGAATGGATGGGATACATTAAGCCTTACAATGATGGTA
CAAAATATAATGAAAAATTTAAGGGTCGTGTTACCATGAC
AAGGGATACATCAACTAGCACTGTCTATATGGAACTGAGC
TCTCTCAGGTCCGAGGATACTGCAGTATATTACTGCGCCCG
GGAGGGAGGCAACGACTATTACGACACCATGGACTATTGG
GGGCAGGGCACACTGGTTACTGTATCCAGCGCCTCTACTA
AGGGCCC (SECV ID NR: 62}

huCD123-6
VueGvo

AAGCTTGCCACCATGGGCTGGTCCTGTATCATCCTGTTCCT
CGTTGCAACAGCAACTGGCGTGCACAGCCAGTTCCAGCTT
GTGCAGAGTGGCGCCGAAGTCAAGAAACCAGGCGCTAGTG
TCAAGGTGTCCTGTAAGGCATCAGGCTACATCTTTACCAGC
TCCATCATGCATTGGGTCAGACAGGCTCCTGGACAGGGCC
TGGAGTGGATTGGGTATATCAAGCCATACAATGATGGGAC
AAAATACAATGAAAAGTTTAAAGGGCGAGCCACTCTGACA
TCTGATCGGAGTACAAGCACTGCCTACATGGAATTGAGCT
CACTGCGGTCCGAAGACACTGCTGTGTATTATTGCGCTCGG
GAGGGAGGGAACGACTACTACGATACCATGGACTACTGGG
GCCAGGGCACCCTGGTTACCGTCAGCAGCGCTTCCACTAA
GGGCCC (SECVID NR: 64)
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;Anticorp §Secven§§1 ADN a VH (SECV ID NR)
huCD123-6 AAGCTTGCCACCATGGGCTGGTCCTGTATCATCCTGTTCCT
VeGv7 CGTTGCAACAGCAACTGGCGTGCACAGCCAGGTCCAACTT

GTGCAGAGTGGCGCCGAAGTCAAGAAACCAGGCGCTAGTG
TCAAGGTGTCCTGTAAGGCATCAGGCTACATCTTTACCAGC
TCCATCATGCATTGGGTCAGACAGGCTCCTGGACAGGGCC
TGGAGTGGATTGGGTATATCAAGCCATACAATGATGGGAC
AAAATACAATGAAAAGTTTAAAGGGCGAGCCACTCTGACA
TCTGATCGGAGTACAAGCACTGCCTACATGGAATTGAGCT
CACTGCGGTCCGAAGACACTGCTGTGTATTATTIGCGCTCGG
GAGGGAGGGAACGACTACTACGATACCATGGACTACTGGG
GCCAGGGCACCCTGGTTACCGTCAGCAGCGCTTCCACTAA
GGGCCC (SECV ID NR: 66)

huCD123-6 AAGCTTGCCACCATGGGGTGGAGCTGCATTATTCTGTTCTT
Virhv1.0 GGTCGCCACCGCAACTGGCGTCCACTCTCAGGTCCAGCTC
GTCCAGTCTGGGGCAGAAGTGGTCAAGCCCGGTGCATCTG
TGAAAATGTCCTGCAAAGCTAGCGGGTATACATTCACATCT
AGTATCATGCATTGGATGAAACAGAAGCCTGGCCAGGGTC
TGGAGTGGATAGGATATATCAGGCCTTACAACGATGGCAC
TCGATACAACCAAAAGTTCCAGGGTAAAGCTACACTGACC
TCAGACCGCTCAAGCAGTACAGCAAACATGGAACTGAACA
GTCTTACCTCTGAGGACAGTGCCGTTTACTATTGCGCCAGG
GAGGGTGGCAATGACTACTATGATACTATGGACTACTGGG
GACAGGGTACCTCTGTAACAGTTTCAAGCGCCAGCACTAA
GGGCCC (SECVID NR: 68)

huCD123-6 AAGCTTGCCACCATGGGCTGGTCTTGTATTATTCTGTTTCT
Varhvl.1 GGTGGCCACCGCAACAGGCGTTCACAGTCAATTCCAGCTG
GTCCAGTCCGGCGCCGAGGTTGTCAAACCTGGTGCCAGCG
TAAAGATGTCTTGCAAAGCTAGCGGCTATACTITCACTTCT
TCAATTATGCACTGGATGAAGCAAAAGCCTGGACAGGGCC
TGGAATGGATCGGCTACATTAAACCTTATAACGACGGCAC
AAAGTACAATCAGAAGTTCCAAGGAAAGGCAACCCTGACC
TCAGACAAGTCTTCATCCACTGCCAACATGGAACTTAATAG
TCTTACCTCTGAGGATTCCGCTGTCTATTATTGCGCTCGGG
AGGGGGGGAACGACTATTACGACACCATGGACTACTGGGG
ACAGGGCACCAGTGTTACCGTGTCCAGCGCTAGCACCAAG
GGCCC (SECV ID NR: 89)

* Bazele cu caractere aldine marcheazi primul codon al secvenfei de aminoacizi a regiunii
variabile mature

Tabelul 4A Secventele de aminoacizi ale regiunii variabile a lanfului usor

Anticorp {Denumir Secventd de aminoacizi a VL (SECV ID NR)
e Alt

CD123-3 DIQMTQSPSSLSASLGGKVTITCKASQDINKYIAWY QHKPG
KGPRLLIHYTSTLQPGIPSRFSGSGSGRDY SFSISNLEPEDIAT
YYCLQYDNLLYTFGGGTKLELKR (SECV ID NR: 27)
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Anticorp

Denumir
e Alt

Secventd de aminoacizi a VL (SECV ID NR)

CD123-6

DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLSWFQQKPG
KSPKTLIYRVNRLVDGVPSRFSGSGSGQDYSLTISSLEYED
MGIYYCLQYDAFPYTFGGGTKLEIKR (SECV D NR: 29)

CD123-
14

DILLTQSPAILSVSPGTRVSFSCRASQSVGTSIHWY QQRPNG
FPRLLIKY ASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLNINSVESEDIADY
YCQQSKSWPLTFGAGTKLELKR(SECV ID NR: 31)

huCD123
-6Gv1l

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINSYLAWFQQKPG
KAPKSLIYRVNRLVSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDF
ATYYCLQYDAFPYTFGQGTKVEIKR (SECV ID NR: 33)

huCD123
-6Gv4

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINSYLSWFQQKPG
KAPKTLIYRVNRLVDGVPSRFSGSGSGNDYTLTISSLQPEDF
ATYYCLQYDAFPYTFGQGTKVEIKR (SECV ID NR: 35)

huCD123
-6Gv4-
NTS3

SIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINSYLSWFQQKPG
KAPKTLIYRVNRLVDGVPSRFSGSGSGNDYTLTISSLQPEDF
ATYYCLQYDAFPYTFGQGTKVEIKR (SECV ID NR: 37)

huCD
123-
6rlvl.0

DIQMTQSPSSMSASVGERVTITCRASQDINSYLSWFQQKPG
KSPKTLIYRVNRLVDGVPSRFSGSGSGQDY SLTISSLEPEDM
GIYYCLQYDAFPYTFGQGTKLEIKR (SECV ID NR: 41)

Tabelul 4B Secvente de acizi nucleici ale regiunii variabile a lantului usor selectate

Anticorp Denumir {Secventd de ADN a VL (SECV ID NR)

e Alt
huCD123-6 GAATTCGCCACCATGGGTTGGTCTTGTATAATCCTGTTCC
ViGvl TGGTCGCTACCGCAACAGGGGTTCACTCAGACATCCAGA

TGACCCAGAGTCCCTCTTCTCTGAGCGCTTCTGTTGGGG
ACCGGGTGACCATCACCTGTCGGGCATCCCAGGACATCA
ATTCTTACCTGGCTTGGTTCCAGCAGAAGCCCGGAAAAG
CCCCTAAATCTCTCATTTACCGGGTAAACCGTTTIGGTCTC
CGGAGTGCCTTCAAGGTTTAGTGGATCTGGATCAGGTAC
AGACTTCACTCTCACCATAAGCAGCCTGCAACCAGAGGA
TITCGCAACTTACTACTGCTTGCAGTATGACGCCTTCCCT
TACACTTTCGGGCAGGGGACCAAAGTGGAAATAAAGCG
TACG (SECV ID NR: 63)




10

15

20

25

MD/EP 3313884 T2 2021.04.30

69

Anticorp Denumir {Secventd de ADN a VL (SECV ID NR)
e Alt

huCD123-6 GAATTCGCCACCATGGGTTGGTCCTGTATCATCCTCTTTC
ViGv4 TGGTGGCAACTGCAACCGGCGTCCATAGCGACATTCAG
ATGACACAGTCTCCTTCTTCCCTGAGCGCCAGCGTCGGG
GACCGCGTGACTATCACATGTCGGGCCTCCCAGGACATT
AACTCTTACCTCTCCTGGTTCCAGCAGAAGCCTGGGAAA
GCCCCAAAGACACTGATATACAGGGTAAATCGTTTGGTT
GACGGTGTACCATCACGATTTTCCGGTAGTGGGTCTGGA
AACGATTACACTCTCACAATTAGCAGCCTGCAACCAGAG
GACTTTGCAACATACTATTGCCTGCAGTACGATGCTTTTC
CTTATACCTTCGGTCAGGGTACCAAGGTGGAAATTAAAC
GTACG (SECV ID NR: 65)

huCD123- GAATTCGCCACCATGGGCTGGTCATGTATTATCCTGTTTC
6V (reficu TGGTTGCAACCGCAACAGGAGTACACTCTGATATCCAGA
t la TGACTCAGTCTCCCTCTTCTATGTCTGCTTCTGTGGGAGA
suprafa(a) GAGAGTCACCATCACCTGTCGCGCTTCCCAAGATATTAA
TAGCTATCTGTCTTGGTTCCAACAGAAACCTGGCAAATC
ACCCAAGACTCTGATTTATCGGGTTAACCGCCTGGTGGA
CGGTGTGCCTTCACGCTTCTCCGGCAGCGGTAGTGGACA
AGACTATAGCCTGACAATTTCTTCTCTTGAACCCGAGGA
CATGGGAATCTACTATTGCTTGCAGTATGACGCTTTTCCT
TATACATTCGGCCAGGGCACAAAGCTGGAAATCAAACG
TACG (SECV ID NR: 67}

* Bazele cu caractere aldine marcheazd primul codon al secvenfei de aminoacizi a regiunii
variabile mature.

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: (a) o secventd de Vu cel pufin 95% identici cu o secventd Vg de
referintd selectatd din grupul avind secventele de aminoacizi reprezentate de SECV ID NR: 26,
28, 30, 32, 34, 38, 39, si 40 (sau SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, si 38); si/sau (b) o secventd de
V1, cel putin 95% identicd cu o secventd Vi, de referintd selectatd din grupul avand secventele de
aminoacizi reprezentate de SECV ID NR: 27, 29, 31, 33, 35, 37, si 41 (sau SECV ID NR: 27, 29,
31, 35, 1 37).

In anumite modalititi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Rq si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: (a) o secventd de Vu cel putin 96% identici cu o secventd Vg de
referintd selectatd din grupul avind secventele de aminoacizi reprezentate de SECV ID NR: 26,
28, 30, 32, 34, 38, 39, si 40 (sau SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, si 38); si/sau (b) o secventd de
V1, cel putin 96% identica cu o secventd Vi de referinta selectatd din grupul avind secventele de
aminoacizi reprezentate de SECV ID NR: 27, 29, 31, 33, 35, 37, si 41 (sau SECV ID NR: 27, 29,
31, 35, 1 37).

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: (a) o secventd de Vu cel putin 97% identici cu o secventd Vu de
referintd selectatd din grupul avind secventele de aminoacizi reprezentate de SECV ID NR: 26,
28, 30, 32, 34, 38, 39, si 40 (sau SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, si 38); si/sau (b) o secventd de
V1, cel putin 97% identicd cu o secventd Vi, de referintd selectatd din grupul avand secventele de
aminoacizi reprezentate de SECV ID NR: 27, 29, 31, 33, 35, 37, si 41 (sau SECV ID NR: 27, 29,
31, 35, 1 37).

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: (a) o secventd de Vu cel putin 98% identici cu o secventd Vu de
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referintd selectatd din grupul avind secventele de aminoacizi reprezentate de SECV ID NR: 26,
28, 30, 32, 34, 38, 39, si 40 (sau SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, si 38); si/sau (b) o secventd de
V1, cel putin 98% identicd cu o secventd Vi, de referintd selectatd din grupul avand secventele de
aminoacizi reprezentate de SECV ID NR: 27, 29, 31, 33, 35, 37, si 41 (sau SECV ID NR: 27, 29,
31, 35, 1 37).

In anumite modalititi de realizare, anticorpii anti-CD123 si fragmentele de legare la
antigen ale acestora cuprind: (a) o secventd de Vg cel putin 99% identicd cu o secventd Vu de
referintd selectatd din grupul avind secventele de aminoacizi reprezentate de SECV ID NR: 26,
28, 30, 32, 34, 38, 39, si 40 (sau SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, si 38); si/sau (b) o secventd de
V1, cel putin 99% identicd cu o secventd Vi, de referintd selectatd din grupul avand secventele de
aminoacizi reprezentate de SECV ID NR: 27, 29, 31, 33, 35, 37, si 41 (sau SECV ID NR: 27, 29,
31, 35, 1 37).

in anumite modalitifi de realizare, anticorpul CD123/IL-3Ra / fragmentul de legare la
antigen al acestuia avand un anumit procentaj de identitate cu SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, 38,
39, si 40 (preferabil SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, si 38) si/sau 27, 29, 31, 33, 35, 37, si 41 (sau
SECV ID NR: 27, 29, 31, 35, si 37) diferd de SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, 38, 39, si 40 (sau
SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, si 38) si/sau 27, 29, 31, 33, 35, 37, si 41 (sau SECV ID NR: 27,
29, 31, 35, si 37) numai prin substitutii conservative ale aminoacizilor, cum ar fi 1, 2, sau 3
substitutii conservative de aminoacizi. In anumite modalititi de realizare, substitutiile conservative
de aminoacizi sunt substitufii de 1, 2 sau 3 aminoacizi consecutivi intr-una sau mai multe regiuni
CDR ale lanturilor grele si/sau usoare.

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: (a) o secventi de Vy identicd cu o secventd de Vy de referinta
selectata din grupul avand secventele de aminoacizi reprezentate de SECV ID NR: 26, 28, 30, 32,
34, 38, 39, si 40 (sau SECV ID NR: 26, 28, 30, 32, 34, si 38); si/sau (b) o secventd de Vi identicd
cu o secventd de VL de referin{d selectatd din grupul avand secventele de aminoacizi reprezentate
de SECV ID NR: 27, 29, 31, 33, 35, 37, si 41 (sau SECV ID NR: 27, 29, 31, 35, si 37).

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: o secventd de Vy astfel cum este stabilitd in SECV ID NR: 26,
si/sau o secventd de Vy astfel cum este stabilitd in SECV ID NR: 27.

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: o secventd de Vy astfel cum este stabilitd in SECV ID NR: 28,
si/sau o secventd de Vy astfel cum este stabilitd in SECV ID NR: 29.

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: o secventd de Vy astfel cum este stabilitd in SECV ID NR: 30,
si/sau o secventd de Vy astfel cum este stabilitd in SECV ID NR: 31.

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: o secventd de Vy astfel cum este stabilitd in SECV ID NR: 34,
si/sau o secventd de Vy astfel cum este stabilitd in SECV ID NR: 35.

In anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind o secven{d de Vg si 0 secven{d de VL cu o combinatie de SECV ID
NR. selectate din grupul care constd din: 32/33, 34/33, 38/33, 39/33, 40/33, 32/35, 34/35, 38/35,
39/35, 40/35, 32/37, 34/37, 38/37, 39/37, 40/37, 39/33, 39/35, 39/37, 39/41, 40/33, 40/35, 40/37, si
40/41.

De exemplu, intr-o modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele
de legare la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulind
avand secvenfa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 39 sau 40; si, b) o regiune variabild a
lantului usor de imunoglobulini avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 41. in
anumite modalititi de realizare, secventa de Vy este stabilitd in SECV ID NR: 39, si secventa de
Vi, este stabilitd in SECV ID NR: 41. in anumite modalititi de realizare, secventa de Vi este
stabilitd in SECV ID NR: 40, si secventa de Vi, este stabilitd in SECV ID NR: 41.

Intr-o modalitate de realizare inruditd, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de
legare la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulina
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avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 34; si, b) o regiune variabild a lantului
usor de imunoglobulini avind secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 35. in anumite
modalitafi de realizare, Xaa din SECV ID NR: 34 este Phe (F). In anumite modalitati de realizare,
Xaa din SECV ID NR: 34 este Val (V).

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune variabild a lanfului greu de imunoglobulind avind
secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 39 sau 40, cu exceptia faptului cd primul rest
este inlocuit de Ser (S); si, b) o regiune variabild a lantului usor de imunoglobulina avind secventa
de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 41.

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune variabild a lanfului greu de imunoglobulind avand
secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 39 sau 40; si, b) o regiune variabila a lantului
usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 41, cu exceptia
faptului ca primul rest este inlocuit de Ser (S).

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de
aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 59 sau 60, cu exceptia faptului cd restul cu N-terminal este
Ser, si cu exceptia faptului ¢ restul corespunzitor celui de-al 5 la ultimul rest al SECV ID NR:
54 este Cys; si b) o regiune variabild a lantului usor de imunoglobulind avand secventa de
aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 41.

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de
aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 59 sau 60, cu exceptia faptului ci restul corespunzaitor celui
de-al 5% 1a ultimul rest al SECV ID NR: 54 este Cys; si b) o regiune variabili a lanfului usor de
imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 41, cu exceptia faptului
cd restul cu N-terminal este Ser.

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune variabild a lanfului greu de imunoglobulind avand
secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 38; si, b) o regiune variabila a lanfului usor de
imunoglobulini avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 35. In anumite modalititi
de realizare, Xaa din SECV ID NR: 38 este Phe (F). In anumite modalitati de realizare, Xaa din
SECV ID NR: 38 este Val (V).

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune variabild a lanfului greu de imunoglobulind avand
secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 34; si, b) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulini avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 37. In anumite modalititi
de realizare, Xaa din SECV ID NR: 34 este Phe (F). In anumite modalitati de realizare, Xaa din
SECV ID NR: 34 este Val (V).

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de
aminoacizi stabiliti in SECV ID NR: 56; si, b) o regiune variabild a lanfului usor de
imunoglobulini avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 35. In anumite modalititi
de realizare, Xaa din SECV ID NR: 56 este Phe (F). In anumite modalitati de realizare, Xaa din
SECV ID NR: 56 este Val (V).

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de
aminoacizi stabiliti in SECV ID NR: 54; si, b) o regiune variabild a lanfului usor de
imunoglobulini avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 37. in anumite modalititi
de realizare, Xaa din SECV ID NR: 54 este Phe (F). In anumite modalitati de realizare, Xaa din
SECV ID NR: 54 este Val (V).

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de
aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 59 sau 60, cu exceptia faptului ci restul corespunzaitor celui
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de-al 5% 1a ultimul rest al SECV ID NR: 54 este Cys; si b) o regiune variabili a lanfului usor de
imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 41.

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de
aminoacizi stabiliti in SECV ID NR: 54; si, b) o regiune variabild a lanfului usor de
imunoglobulini avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 35. In anumite modalititi
de realizare, Xaa din SECV ID NR: 54 este Phe (F). In anumite modalitati de realizare, Xaa din
SECV ID NR: 54 este Val (V).

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de
aminoacizi stabiliti in SECV ID NR: 56; si, b) o regiune variabild a lanfului usor de
imunoglobulini avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 35. In anumite modalititi
de realizare, Xaa din SECV ID NR: 56 este Phe (F). In anumite modalititi de realizare, Xaa din
SECV ID NR: 56 este Val (V).

Intr-o altd modalitate de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora cuprind: a) o regiune a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de
aminoacizi stabiliti in SECV ID NR: 54; si, b) o regiune variabild a lanfului usor de
imunoglobulini avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 37. In anumite modalititi
de realizare, Xaa din SECV ID NR: 54 este Phe (F). In anumite modalitati de realizare, Xaa din
SECV ID NR: 54 este Val (V).

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra si fragmentele de legare
la antigen ale acestora se leagd specific la CD123/IL-3Ra. In anumite modalititi de realizare,
anticorpul CD123/IL-3Ra. sau fragmentul de legare la antigen al acestuia este un anticorp murin,
himeric, umanizat, sau uman sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care se leagd specific
la CD123/IL-3Ro. In anumite modalitafi de realizare, anticorpul umanizat sau fragmentul de legare
la antigen al acestuia este un anticorp grefat la CDR sau reficut la suprafatd sau fragment de legare
la antigen al acestuia.

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra sunt anticorpi cu
lungime completd. Anticorpii cu lungime completd pot cuprinde oricare dintre anticorpii definifi
mai sus de secventele 1-6 ale CDR (CDR1-CDR3 ale lanturilor greu sau usor), sau oricare dintre
anticorpii definiti mai sus de LCVR si/sau HCVR, sau oricare dintre anticorpii cu lungime
completd avand o secventd a lantului greu din Tabelul 5, sau oricare dintre anticorpii cu lungime
completd avand o secventd a lantului usor din Tabelul 6, sau oricare dintre anticorpii cu lungime
completd avand o secventd a lantului greu din Tabelul 5 si o secventd a lanfului usor din Tabelul 6.
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Anticorp

Tabelul 5 Secventele de aminoacizi ale lantului greu cu lungime completa

Secventa de aminoacizi a lantului greu cu lungime completa (SECV ID NR)

CD123-3

‘ EFQLQQSGPEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSY VMHWMKQKPGQGLEWIGY

IKPYKDGTKYNEKFKGKATLISDKPSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCAREGEN
GYYDAMDYWGQGTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKG
YFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLESDLYTLSSSVTVPSSPRPSETVTCNVA
HPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCV
VVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWL
NGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTC
MITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMNTNGSYFVY SKLNVQKSNWE
AGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK (SECV ID NR: 42)

CD123-6

EFQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYIFTSSIMHWMKQKPGQGLEWIGYIK
PYNDGTKYNEKFKGKATLTSDKSSSTANMELNSLTSEDSAVYYCAREGGND
YYDTMDYWGQGTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYF
PEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLESDLYTLSSSVTVPSSMRPSETVTCNVAH
PASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVV
VDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWLN

GKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCM
ITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMNTNGSYFVYSKLNVQKSNWEA
GNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK (SECV ID NR: 44)

CD123-14

EVKLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSNYAMSWVRQNSEKRLEWVATI
NSGGSFTYYPDSVKGRFTISRDNAKDSLYLQMSSLNSEDTAMYYCARQSEAY
YGYDKRTWFAYWGQGTLVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLV
KGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLESDLYTLSSSVTVPSSPRPSETVTCN
VAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVT
CVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSELPIMHQD
WLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKYVSL
TCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMNTNGSYFVYSKLNVQKSN
WEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK (SECV ID NR: 46)

huCD123-
6Gv1

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYGFTSSIMHWVRQAPGQGLEWMGY |
IKPYNDGTKYNEKFKGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREGG

NDYYDTMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN

VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS

VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SECV ID NR: 48)

huCD123-
6Gv6/7

QXQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTSSIMHWVRQAPGQGLEWIGYIK
PYNDGTKYNEKFKGRATLTSDRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGGND
YYDTMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTV
LHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SECV ID NR: 50)
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huCD123-6
Gv6/7-

NTS2 (sau
"S2")

SXQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTSSIMHWVRQAPGQGLEWIGYIK
PYNDGTKYNEKFKGRATLTSDRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGGND
YYDTMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTV
LHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SECV ID NR: 53)

huCD123-6
Gv6/7-
CysMab

QXQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTSSIMHWVRQAPGQGLEWIGYIK
PYNDGTKYNEKFKGRATLTSDRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGGND
YYDTMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTV
LHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLCLSPG (SECV ID NR: 54)

huCD123-6
Gvb/7S2-
CysMab

SXQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTSSIMHWVRQAPGQGLEWIGYIK
PYNDGTKYNEKFKGRATLTSDRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGGND
YYDTMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTV

LHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLCLSPG (SECV ID NR: 56)

huCD123-
6rhv1.0

QVQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKASGY TFTSSIMHWMKQKPGQGLEWIGY]
RPYNDGTRYNQKFQGKATLTSDRSSSTANMELNSLTSEDSAVYYCAREGGN
DYYDTMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SECV ID NR: 59)

huCD123-
6rhv1.1

QFQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSSIMHWMKQKPGQGLEWIGY]I
KPYNDGTKYNQKFQGKATLTSDKSSSTANMELNSLTSEDSAVYYCAREGGN
DYYDTMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SECV ID NR: 60)

* In toate secventele de mai sus in care al 2'®rest de pe N-terminal este X (sau Xaa), de
exemplu, SECV ID NR: 50, 53, 54, si 56, X este F pentru secventele Gv8, in timp ce X este V pentru
secventele Gv7. In unele modalitati de realizare, Met (aldin) in SECV ID NR:44 este Pro.
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Tabelul 8 Secventele de aminoacizi ale lantului usor cu lungime completa

Secventa de aminoacizi a lantului usor cu lungime completa (SECV ID N

DIQMTQSPSSLSASLGGKVTITCKASQDINKYTAWYQHKPGKGPRLLIHYTS
TLQPGIPSRFSGSGSGRDYSFSISNLEPEDIATY YCLQYDNLLYTFGGGTKLE
LKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQN
GVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSY TCEATHKTSTSPIVKS

FNRNEC (SECV ID NR: 43)

DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLSWFQQKPGKSPKTLIYRVN
RLVDGVPSRFSGSGSGQDYSLTISSLEYEDMGIYYCLQYDAFPYTFGGGTK
LEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSER
QNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIV
KSFNRNEC (SECV ID NR: 45)

DILLTQSPATLSVSPGTRVSFSCRASQSVGTSTHWY QQRPNGFPRLLIKYASE
SISGIPSRFSGSGSGTDFTLNINSVESEDIADYY CQQSKSWPLTFGAGTKLEL
KRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQN

GVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKS
FNRNEC {SECV ID NR: 47)

/1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINSY LAWFQQKPGKAPKSLIYRVN
RLVSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCLQYDAFPYTFGQGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC (SECV ID NR: 49}

4 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINSYLSWFQQKPGKAPKTLIYRVN
RLVDGVPSRFSGSGSGNDYTLTISSLQPEDFATYY CLQYDAFPYTFGQGTK
VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL

QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC (SECV ID NR: 51)

(sau "S3") { SIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINSYLSWFQQKPGKAPKTLIYRVN
RLVDGVPSRFSGSGSGNDYTLTISSLQPEDFATYYCLQYDAFPYTFGQGTK
VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL
QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC (SECV ID NR: 58)

1.0 DIQMTQSPSSMSASVGERVTITCRASQDINSY LSWFQQKPGKSPKTLIYRVN
RLVDGVPSRFSGSGSGQDYSLTISSLEPEDMGIYYCLQYDAFPYTFGQGTKL
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC (SECV ID NR: 61}
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In anumite modalititi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra sunt anticorpi cu
lungime completd care cuprinde: (a) un lanf greu avand cel pufin aproximativ 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, sau 99% identitate a secventei cu oricare dintre secventele lantului greu cu lungime
completd de mai sus, cum ar fi oricare dintre secventele lanfului greu cu lungime completd din
Tabelul 5; si/sau (b) un lant usor avand cel putin aproximativ 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, sau
99% identitate a secvenfel cu oricare dintre secventele lanfului usor cu lungime completd de mai
sus, cum ar fi oricare dintre secventele lantului usor cu lungime completi din Tabelul 6. In
anumite modalitdti de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra sunt anticorpi cu lungime completd
care cuprind o combinatie intre o secventd a lanfului greu cu lungime completd si o secventd a
lantului usor cu lungime completa selectatd din grupul care constd din SECV ID NR: 42/43, 44/45,
46/47, 48/49, 50/49, 53/49, 54/49, 56/49, 59/49, 60/49, 48/51, 50/51, 53/51, 54/51, 56/51, 59/51,
60/51, 48/58, 50/58, 53/58, 54/58, 56/58, 59/58, 60/58, 59/49, 59/51, 59/58, 59/61, 60/49, 60/51,
60/58, si 60/61, sau anticorpi cu cel putin aproximativ 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, sau 99%
identitate a secventei cu oricare dintre secventele lanfului greu cu lungime completd si/sau
secvenfele lantului usor ale acestora.

in anumite modalitifi de realizare, anticorpii anti-CD123/IL-3Ra sunt anticorpi cu
lungime completd care cuprind o combinatie intre o secventd a lantului greu cu lungime completd
si 0 secventd a lantului usor cu lungime completd selectatd din grupul care constd din SECV ID
NR: 59/61, si 60/61, sau anticorpi cu cel pufin aproximativ 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, sau 99%
identitate a secventei cu oricare dintre secventele lanfului greu cu lungime completd si/sau
secventele lanfului usor ale acestora. Astfel de anticorpi pot cuprinde suplimentar Ser/Thr cu N-
terminal modificat in lantul usor, lantul greu sau ambele. Astfel de anticorpi pot cuprinde in plus
Cys modificat in domeniul de CH3 al lantului greu intr-o pozifie corespunzitoare de la cel de-al 5
lea yand la ultimul Cys al SECV ID NR: 54.

In anumite modalitdfi de realizare, anticorpul anti-CD123/IL-3Ra este un anticorp murin,
himeric, umanizat, sau uman care se leagd specific la CD123/IL-3Ra. In anumite modalititi de
realizare, anticorpul anti-CD123/IL-3Ra avand un anumit procentaj de identitate cu oricare dintre
SECV ID NR cu lungime completd diferd de astfel de SECV ID NR numai prin substitutii
conservative ale aminoacizilor, de exemplu, prin 1, 2, 3, 4, sau 5 substitutii conservative
consecutive numai ale aminoacizilor. In anumite modalititi de realizare, substitutiile conservative
de aminoacizi sunt in afara CDR-urilor.

In anumite modalititi de realizare, fragmentul de legare la antigen al acestuia este sau
cuprinde un Fab, Fd, Fab', F(ab"),, Fv sau scFv cu un singur lanf, Fv legat printr-un linker de
disulfurd, domeniu V-NAR, IgNar, intracorp, IgGACH2, minicorp, F(ab')s, tetracorp, triacorp,
diacorp, anticorp cu un singur domeniu, DVD-Ig, Fcab, mAb2, (scFv),, sau scFv-Fc, al oricdruia
dintre anticorpii de mai sus.

Intr-un al doilea aspect, inventia redd de asemenea o polipeptidd care cuprinde oricare
dintre anticorpii sau fragmentele de legare la antigen ale acestora, oricare dintre secventele de Vi
si/sau Vi, de mai sus, oricare dintre HCVR si/sau LCVR de mai sus sau oricare dintre secventele
de CDR ale HCVR si/sau LCVR de mai sus. Polipeptida poate fi, de exemplu, o fuziune cu o
proteind sau un domeniu non-anticorp. In anumite modalititi de realizare, proteina de fuziune nu
este o fuziune cu o toxind pseudomonas.

Afinitatea sau aviditatea unui anticorp pentru un antigen pot fi determinate experimental
folosind orice metoda adecvatd bine cunoscutd in domeniu, de exemplu, citometrie de flux, analiza
de imunoabsorbent legat de enzime (ELISA) sau analizi radioimunologica (RIA), sau cinetice ( de
exemplu, analiza BIACORE ™). Pot fi utilizate cu usurin{d analize de legare directd, precum si
formate de analize de legare competitivd. Vezi, de exemplu, Berzofsky si colab., "Anticorp-
Antigen Interactions,” in Fundamental Immunology, Paul, W. E, Ed, Raven Press: New York,
N.Y. (1984); Kuby, Janis Immunology, W. H. Freeman si Company: New York, N.Y. (1992); si
metodele descrise aici.

Afinitatea masuratd a unei interactiuni anticorp-antigen particulare poate varia daca este
misuratd in conditii diferite (de exemplu, concentratic de sare, pH, temperaturd). Astfel,
misurdtorile de afinitate si alti parametri de legare a antigenului (de exemplu, Kp sau Ky, kon, kop)
se efectueaza cu solutii standardizate de anticorp si antigen si un tampon standardizat, astfel cum
este cunoscut in domeniu si, cum ar {i un tampon descris aici.
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Analizele de legare pot fi efectuate folosind citometrie de flux pe celule care exprimd la
suprafatd antigenul CD123/IL-3Ra. De exemplu, Celulele pozitive la CD123/IL-3Ra pot fi
incubate cu diferite concentratii de anticorpi anti-CD123/IL-3Ra folosind 1 x 10° celule pe probi
in 100 pL tampon FACS (de exemplu, mediu RPMI-1640 suplimentat cu 2% ser normal de caprd).
Apoi, celulele pot fi peletizate, spalate si incubate timp de 1 ord cu 100 pL de anticorp IgG capra
anti-soarece sau caprd anti uman conjugat FITC (cum ar fi cel care poate fi obtinut, de exemplu, de
la Jackson Laboratory, 6 pg/mL in tampon FACS). Celulele pot fi apoi peletizate din nou, spilate
cu tampon FACS si resuspendate in 200 pL. de PBS continind 1% formaldehida. Probele au fost
obtinute, de exemplu, utilizind un citometru de flux FACSCalibur cu ajutorul dispozitivului de
prelevare a probelor HTS cu multiple godeuri si analizate utilizind CellQuest Pro (toate de la BD
Biosciences, San Diego, US). Pentru fiecare proba, intensitatea medie a fluorescentei pentru FL1
(MFI) poate fi exportatd si reprezentatd grafic in raport cu concentratia de anticorp printr-o
reprezentare graficd semi-log pentru a genera o curba de legare. O curbd sigmoidald doza-rdspuns
este potrivitd pentru curbele de legare, si valorile ECsy sunt calculate utilizand programe cum ar fi
GraphPad Prism v4 cu parametri impliciti (GraphPad software, San Diego, CA). Valorile ECs pot
fi utilizate ca masurd pentru constanta de disociere aparentd "K4" sau "Kp" pentru fiecare anticorp.

Anticorpii monoclonali pot fi preparati folosind metode de hibridom, precum cele
descrise de Kohler si Milstein (1975) Nature 256:495. Folosind metoda hibridomului, un soarece,
hamster sau alt animal gazdd adecvat este imunizat pentru a determina producerea de citre
limfocite a anticorpilor care se vor lega specific de un antigen imunizant. Limfocitele pot fi, de
asemenea, imunizate in vitro. Dupd imunizare, limfocitele sunt izolate si fuzionate cu o linie
celulard de mielom adecvata folosind, de exemplu, polietilenglicol, pentru a forma celule hibridom
care pot fi apoi selectate departe de limfocite si celule de mielom nefuzionate. Hibridomii care
produc anticorpi monoclonali directionafi specific impotriva unui antigen ales astfel cum este
determinat prin imunoprecipitare, imunobloting, sau printr-o analizd de legare in vitro (de
exemplu, analizi radioimunologicd (RIA); analiza de imunosorbent legat de enzima (ELISA)) pot
fi apoi propagate fie prin culturd in vitro utilizand metode standard (Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, 1986) fie in vivo ca tumori de ascitd la un
animal. Anticorpii monoclonali pot fi apoi purificati din mediul de culturd sau fluidul de ascitd
astfel cum este descris pentru anticorpii policlonali.

Alternativ anticorpii monoclonali pot fi de asemenea obtinu{i utilizind metode de ADN
recombinant astfel cum este descris in Brevetul U.S. 4.816.567. Polinucleotidele care codificd un
anticorp monoclonal sunt izolate din celule B mature sau celule hibridom, cum ar fi prin RT-PCR
folosind primeri oligonucleotidici care amplificd specific genele care codifici lanturile grele si
usoare ale anticorpului, si secventa lor este determinatd prin utilizarea unor proceduri
conventionale. Polinucleotidele izolate care codificd lanturile grele si usoare sunt apoi clonate in
vectori de exprimare adecvati, care atunci cind sunt transfectati in celule gazda, cum ar fi celulele
de E. coli, celulele COS simian, celulele de ovar de hamster chinezesc (CHO) sau celulele de
mielom care altfel nu produc proteina imunoglobulind, sunt generati de celulele gazdi anticorpi
monoclonali. De asemenea, anticorpii monoclonali recombinati sau fragmente ale acestora din
speciile dorite pot fi izolati din bibliotecile de afisare a fagilor care exprimd CDR-urile speciei
dorite astfel cum este descris de (McCafferty si colab., Nature 348:552-554, 1990; Clackson si
colab., Nature, 352:624-628, 1991; si Marks si colab., J. Mol. Biol. 222:581-597, 1991).

Polinucleotida(ele) care codificd un anticorp monoclonal pot fi modificate in mai multe
moduri diferite folosind tehnologia de ADN recombinant pentru a genera anticorpi alternativi. In
unele modalitati de realizare, domeniile constante ale lanturilor usoare si grele ale, de exemplu, un
anticorp monoclonal de soarece pot fi substituite 1) de exemplu, cu acele regiuni ale, unui anticorp
uman pentru a genera un anticorp himeric sau, 2) cu o polipeptidd neimunoglobulind pentru a
genera un anticorp de fuziune. In unele modalititi de realizare, regiunile constante sunt trunchiate
sau indepdrtate pentru a genera fragmentul de anticorp dorit al unui anticorp monoclonal.
Mutageneza directionatd la situs sau cu densitate ridicatd a regiunii variabile poate fi utilizatd
pentru a optimiza specificitatea, afinitatea efc. a unui anticorp monoclonal

in unele modalitifi de realizare, anticorpul monoclonal impotriva CD123/IL-3Ra uman
este un anticorp umanizat. Astfel de anticorpi pot fi utilizati terapeutic pentru a reduce raspunsurile
de antigenicitate si HAMA (anticorp uman anti-soarece) atunci cind sunt administrati unui subiect
uman.
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Metode de modificare, umanizare sau refacere la suprafatd a anticorpilor neumani sau
umani pot fi de asemenea utilizate si sunt bine cunoscute in domeniu. Un anticorp umanizat,
refacut la suprafatd sau modificat similar poate avea unul sau mai multe resturi de aminoacizi
dintr-o sursi care nu este umani, de exemplu, dar fird a se limita la, soarece, sobolan, iepure,
primatd neumand sau alt mamifer. Aceste resturi de aminoacizi neumane sunt inlocuite cu resturi
care sunt adesea denumite resturi de "import”, care sunt luate tipic dintr-o variabild, constantd sau
alt domeniu de "import” al unei secvente umane cunoscute.

Astfel de secvente importate pot fi utilizate pentru a reduce imunogenitatea sau a reduce,
imbunititi sau modifica legarea, afinitatea, on-rate, off-rate, aviditatea, specificitatea, timpul de
injumdtatire, sau orice altd caracteristicd adecvatd, astfel cum este cunoscut in domeniu. in general,
resturile CDR sunt direct si cel mai substantial implicate in influentarea legarii CD123/IL-3Ra. In
consecintd, o parte sau toate secventele de CDR neumane sau umane sunt mentinute in timp ce
secventele neumane ale regiunilor variabile si constante pot fi inlocuite cu aminoacizi umani sau
de alt fel.

Anticorpii pot fi, de asemenea, optional umanizati, reficuti la suprafati, modificati sau
anticorpi umani modificafi cu retinerea unei afinita{i ridicate pentru antigenul de CD123/IL-3Ra si
a altor proprietdti biologice favorabile. Pentru a atinge acest obiectiv, anticorpii anti-CD123/IL-
3Ro umanizati (sau umani) sau modificati si cei reficuti la suprafatd pot fi preparati optional
printr-un procedeu de analizd a secventelor parentale si a diverselor produse conceptuale
umanizate si modificate utilizand modele tridimensionale ale secventelor parentale, modificate si
umanizate. Modelele tridimensionale de imunoglobulind sunt disponibile in mod obisnuit si sunt
familiare celor calificafi in domeniu. Sunt disponibile programe pentru computer care ilustreaza si
afigseaza structuri conformationale tridimensionale probabile ale secventelor candidate selectate de
imunoglobulind. Inspectia acestor afisaje permite analiza rolului probabil al resturilor in
functionarea secventei de imunoglobulind candidat, adicd analiza resturilor care influenfeaza
capacitatea imunoglobulinei candidate de a-si lega antigenul, cum ar fi CD123/IL-3Ra. In acest
fel, resturile cadru (FR) pot fi selectate si combinate din secventele consens si import, astfel incit
sd se realizeze caracteristica doritd a anticorpului, cum ar fi afinitatea crescutd pentru antigenul(ii)
fintd.

Umanizarea, refacerea la suprafatd sau modificarea anticorpilor din prezenta inventie se
poate efectua utilizind orice metodad cunoscutd, cum ar fi dar fard a se limita la cele descrise in,
Winter (Jones si colab., Nature 321:522, 1986; Riechmann si colab., Nature 332:323,
1988; Verhoeyen si colab., Science 239:1534, 1988, Sims si colab., J. Immunol. 151:2296,
1993; Chothia si Lesk, J. Mol. Biol. 196:901, 1987, Carter si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
89:4285, 1992; Presta si colab., J. Immunol. 151:2623, 1993; Raguska si colab., Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 91(3):969-973, 1994; Brev. U.S. nr. 5.639.641, 5.723.323; 5.976.862; 5.824.514;
5.817.483;

5.814.476; 5.763.192; 5.723.323; 5.766.886; 5.714.352; 6.204.023; 6.180.370; 5.693.762; 5.530.1
01; 5.585.089; 5.225.539; 4.816.567; PCT/: US98/16280; US96/18978;
US91/09630; US91/05939; US94/01234; GB89/01334; GBI1/01134; GB92/01755; W(090/14443;
W090/14424; W090/14430; EP229246; 7.557.189; 7.538.195; si 7.342.110.

in anumite modalitafi de realizare alternative, anticorpul impotriva CD123/IL-3Ra este un
anticorp uman. Anticorpi umani pot fi preparafi direct utilizind diferite tehnici cunoscute in
domeniu. Pot fi generati de limfocite B umane imortalizate imunizate in vitro sau izolati de la un
individ imunizat care produce un anticorp directionat impotriva unui antigen tinta (a se vedea, de
exemplu, Cole si colab., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77
(1985); Boemer si colab., 1991, J. Immunol, 147(1):86-95; si Brevetul U.S. 5.750.373). De
asemenea, anticorpul uman poate fi selectat dintr-o biblioteca de fagi, unde acea biblioteca de fagi
exprimd anticorpi umani, astfel cum este descris, de exemplu, in Vaughan si colab., Nat. Biotech.
14:309- 314, 1996, Sheets si colab., Proc. Nat'l. Acad. Sci. 95:6157-6162, 1998, Hoogenboom si
Winter, J. Mol. Biol. 227:381, 1991, si Marks si colab., J. Mol. Biol. 222:581, 1991). Tehnicile
pentru generarea si utilizarea bibliotecilor de fagi pentru anticorpi sunt, de asemenea, descrise in
Brevetele U.S. nr. 5.969.108, 6.172.197, 5.885.793, 6.521.404; 6.544.731; 6.555.313; 6.582.915;
6.593.081; 6.300.064; 6.653.068; 6.706.484; si 7.264.963; si Rothe si colab., J. Mol. Bio. doi:
10.1016/5.jmb.2007.12.018, 2007. Strategiile de maturare a afinititii si strategiile de amestecare a
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lantului (Marks si colab., Bio/Technology 10:779-783, 1992) sunt cunoscute in domeniu si pot fi
utilizate pentru a genera anticorpi umani cu afinitate ridicata.

Anticorpii umanizati pot fi de asemenea produsi la soareci transgenici care confin loci de
imunoglobulind umani care sunt capabili la imunizare si produci repertoriul complet de anticorpi
umani in absenta productiei de imunoglobulind endogend. Aceastd abordare este descrisd in
Brevetele U.S. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; si 5.661.016.

in anumite modalitifi de realizare sunt redate un fragment de anticorp impotriva, de
exemplu, cresterii penetririi tumorii. Sunt cunoscute diverse tehnici pentru producerea
fragmentelor de anticorpi. Traditional, aceste fragmente sunt derivate prin digestia proteoliticd a
anticorpilor intacti (de exemplu Morimoto si colab., Journal of Biochemical and Biophysical
Methods 24: 107-117, 1993; Brennan si colab., Science 229:81, 1985). [n anumite modalitati de
realizare, fragmentele de anticorp sunt produse recombinant. Fragmentele de anticorp Fab, Fv, si
scFv pot fi toate exprimate si secretate din E. coli sau din alte celule gazd, permitind astfel
producerea unor cantitdti mari din aceste fragmente. Astfel de fragmente de anticorpi pot fi, de
asemenea, izolate din bibliotecile de fagi de anticorpi. Fragmentul de anticorpul poate fi de
asemenea din anticorpi liniari astfel cum este descris in Brevetul U.S. 5.641.870, de exemplu, si
poate fi monospecific sau bispecific. Alte tehnici pentru producerea fragmentelor de anticorpi vor
fi evidente unui specialist calificat.

In scopul prezentei inventii, ar trebui apreciat faptul ca anticorpii modificati pot cuprinde
orice tip de regiune variabild care asigurd asocierea anticorpului cu polipeptidele unui CD123/IL-
3R uman. In aceasti privintd, regiunea variabild poate cuprinde sau poate fi derivata de la orice
tip de mamifer care poate fi indus si monteze un raspuns umoral si s genereze imunoglobuline
dorite impotriva antigenului asociat tumorii. Ca atare, regiunea variabila a anticorpilor modificati
poate fi, de exemplu, de origine umand, murind, primatd neumand (de exemplu, maimute
cynomolgus, macaci etc.) sau lupini. In unele modalitifi de realizare atat regiunile variabile, cat si
cele constante ale imunoglobulinelor modificate sunt umane. In alte modalititi de realizare
variabile ale anticorpilor compatibili (uzual derivati dintr-o sursd non-umand) pot fi modificate sau
adaptate specific pentru a imbundtiti proprietitile de legare sau pentru a reduce imunogenicitatea
moleculei. In aceasti privinti, regiunile variabile utile in prezenta inventie pot fi umanizate sau
modificate altfel prin includerea unor secvente de aminoacizi importate.

Domeniile variabile atat in lanfurile grele, cat si in cele usoare pot fi modificate prin
inlocuirea cel pufin partiald a uneia sau mai multor CDR-uri si, dacd este necesar, prin inlocuirea
partiald a regiunii de cadru si schimbarea secventei. Desi CDR-urile pot fi derivate dintr-un
anticorp din aceeasi clasi sau chiar subclasa ca anticorpul din care sunt derivate regiunile de cadru,
se preconizeazd cd CDR-urile vor fi derivate dintr-un anticorp dintr-o clasa diferitd si in anumite
modalitafi de realizare dintr-un anticorp dintr-o specie diferitd. Este posibil sd nu fie necesar si se
inlocuiasci toate CDR-urile cu CDR-urile complete de 1a regiunea variabild a donorului pentru a
transfera capacitatea de legare la antigen a unui domeniu variabil la altul. Mai degrabd, poate fi
necesar s fie transferate acele resturi care sunt necesare pentru a mentine activitatea situsului de
legare a antigenului. Date fiind explicatiile stabilite in Brev. U.S. nr.
5.585.089, 5.693.761 si 5.693.762, va fi de competenta celor de specialitate in domeniu, fie sd
efectueze experimentiri de rutind sau studii si testare a erorilor pentru a obtine un anticorp
functional cu imunogenicitate redusa.

Indiferent de modificarile aduse regiunii variabile, cei de specialitate in domeniu vor
aprecia ca anticorpii modificati conform acestei inventii vor cuprinde anticorpi (de exemplu,
anticorpi de lungime completd sau fragmente imunoreactive ale acestora) in care cel putin o
fractiune a unuia sau mai multor domenii ale regiunii constante a fost stearsd sau modificatd in alt
fel, astfel incit s se asigure caracteristicile biochimice dorite, cum ar fi localizarea crescutd a
tumorii sau timpul de injumatitire sericd redus in comparatie cu un anticorp cu aproximativ
aceeasi imunogenitate care cuprinde o regiune constantd nativd sau nemodificata. in unele
modalitdfi de realizare, regiunea constantd a anticorpilor modificati va cuprinde o regiune
constantd umand. Modificdrile regiunii constante compatibile cu aceastd inventie cuprind aditii,
deletii sau substitufii ale unuia sau mai multor aminoacizi intr-unul sau mai multe domenii. Adica,
anticorpii modificati dezvaluiti aici pot cuprinde alterdri sau modificari la unul sau mai multe
dintre cele trei domenii constante ale lantului greu (CHI, CH2 sau CH3) si/sau la domeniul
constant al lantului usor (CL). in unele modalitdti de realizare, sunt avute in vedere regiuni
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constante modificate in care unul sau mai multe domenii sunt partial sau in intregime deletate. in
unele modalitdti de realizare, anticorpii modificati vor cuprinde constructi sau variante deletate de
domeniu in care intregul domeniu CH2 a fost inliturat (constructii ACH2). In unele modalititi de
realizare, domeniul regiunii constante omise va fi inlocuit cu un distantier scurt de aminoacizi (de
exemplu, 10 resturi) care asigurd o anumitd flexibilitate moleculard conferitd tipic de regiunca
constanta absenta.

ste de notat, cd in anumite modalitdti de realizare, anticorpii modificati pot fi conceputi
pentru a fuziona cu domeniul CH3 direct la regiunea de balama a respectivilor anticorpi
modificati. in alti constructi poate fi de dorit sd se asigure un distanfier peptidic intre regiunea
balama si domeniile CH2 si/sau CH3 modificate. De exemplu, ar putea fi exprimati constructi
compatibili in care domeniul CH2 a fost deletat, si domeniul CH3 rdmas (modificat sau
nemodificat) este unit la regiunea de balama cu un distantier de 5-20 aminoacizi. Un astfel de
distantier poate fi adiugat, de exemplu, pentru a se asigura cd elementele de reglare ale domeniului
constant raman libere si accesibile sau cd regiunea articulatiei rimane flexibild. Cu toate acestea,
trebuie remarcat faptul ca distantierele de aminoacizi se pot dovedi, in unele cazuri, a fi imunogene
si pot provoca un riaspuns imun nedorit impotriva constructului. In consecintd, in anumite
modalitafi de realizare, orice distantier addugat la construct va fi relativ neimunogen sau chiar
omis cu totul, astfel Inct sd se mentind calititile biochimice dorite ale anticorpilor modificati.

Pe langd deletareca intregilor domenii ale regiunii constante, se va aprecia ¢ anticorpii
conform prezentei inventii pot fi furnizati prin deletarea partiala sau substituirea catorva sau chiar
a unui singur aminoacid. De exemplu, mutafia unui singur aminoacid in zone selectate ale
domeniului CH2 poate fi suficientd pentru a reduce substantial legarea Fc si, prin urmare, pentru a
creste localizarea tumorii. Similar, poate fi de dorit si se deleteze pur si simplu acea parte a unuia
sau mai multor domenii ale regiunii constante care controleaza functia efectoare care trebuie si fie
modulatd (de exemplu, legarea complementului C1Q). Astfel de deletii partiale ale regiunii
constante pot imbundtiti caracteristicile selectate ale anticorpului (timpul de injumaétatire a serului)
lasand intacte alte functii dorite asociate cu domeniul intact al regiunii constante in cauzi. Mai
mult, dupd cum sa mentionat mai sus, regiunile constante ale anticorpilor dezviluiti pot fi
modificate, de exemplu, prin mutafia sau substituirea unuia sau mai multor aminoacizi, care pot
imbunatiti profilul constructului rezultat. In acest sens, poate fi posibil si se intrerupi activitatea
furnizati de un situs de legare conservat(de exemplu, legarea Fc), mentinidnd in acelasi timp,
substanfial, configuratia si profilul imunogen al anticorpului modificat. Anumite variante de
realizare pot cuprinde addugarea unuia sau mai multor aminoacizi la regiunea constanti pentru a
imbunatiti caracteristicile dorite, cum ar fi scdderea sau cresterea functiei efectoare sau pentru a se
asigura legare a mai multi citotoxini sau carbohidrat. In astfel de modalititi de realizare poate fi
de dorit sd fie inserate sau si fie replicate secvente specifice derivate din domenii ale regiunii
constante selectate.

Prezenta inventie cuprinde in plus variante si echivalenti care sunt substantial omologi cu
anticorpii himerici, umanizafi si umani, sau fragmentelor de anticorpi ale acestora, stabilite aici.
Acestea pot contine, de exemplu, mutatii conservative de substitutie, adicd, substituirea unuia sau
mai multor aminoacizi cu aminoacizi similari. De exemplu, substitufia conservativa se referd la
substituirea unui aminoacid cu altul din aceeasi clasd generald, cum ar fi, de exemplu, un
aminoacid acid cu un alt aminoacid acid, un aminoacid bazic cu alt aminoacid bazic sau un
aminoacid neutru de un alt aminoacid neutru. Ceea ce se intentioneazd printr-o substitutie
conservativa de aminoacizi este bine cunoscut in domeniu, cum ar fi cele definite mai sus.

Polipeptidele conform prezentei inventii pot fi polipeptide recombinate, polipeptide
naturale sau polipeptide sintetice care cuprind un anticorp sau un fragment al acestora, impotriva
unui CD123/IL-3Ra uman. Se va recunoaste in domeniu ci unele secvente de aminoacizi conform
inventiei pot fi variate fard un efect semnificativ asupra structurii sau functiei proteinei. Astfel,
inventia include in plus variatii ale polipeptidelor care prezintd activitate substantiald sau care
includ regiuni ale unui anticorp sau ale unui fragment al acestuia, impotriva unui antigen CD123,
cum ar fi un CDI123 uman. Astfel de mutanti includ deletii, inser{ii, inversiuni, repetdri si
substitutii de tip.

Polipeptidele si analogii se pot modifica in continuare pentru a confine fragmente chimice
suplimentare care nu fac parte in mod normal din proteind. Aceste fragmente derivatizate pot
imbunatiti solubilitatea, timpul de injumadtitire biologic sau absorbtia proteinei. Fragmentele pot
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reduce, de asemenea, sau elimina orice efecte secundare dorite ale proteinelor si altele asemenea.
O prezentare generaldi a acestor fragmente poate fi  gisiti in  REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, editia a 20-a, Mack Publishing Co, Easton, PA (2000).

Polipeptidele izolate descrise aici pot fi produse prin orice metoda adecvatd cunoscutd in
domeniu. Astfel de metode variazd de la metode directe de sintezi a proteinelor la construirea unei
secvente de ADN care codificd secvente de polipeptide izolate si exprimd acele secvente intr-o
gazdd transformati adecvatd. O secventd ADN poate fi construitd folosind tehnologia
recombinantd prin izolarea sau sintetizarea unei secvente de ADN care codifici o proteind de tip
sdlbatic de interes Optional, secventa poate fi mutagenizati prin mutageneza specificd situsului
pentru a furniza analogi functionali ai acesteia. Vezi, de exemplu, Zoeller si colab., Proc. Nat'l.
Acad. Sci. USA 81:5662-5066, 1984, si Brev. U.S. nr. 4.588.585.

O secventd de ADN care codificd o polipeptidd de interes (de exemplu, anticorp, fragment
de legare la antigen sau polipeptidd conform inventiei) ar putea fi complet sau partial construit
prin sintezd chimicd utilizind un sintetizator oligonucleotidic. Astfel de oligonucleotide pot fi
concepute pe baza secventei de aminoacizi a polipeptidei dorite si selectdnd acei codoni care sunt
favorizati in celula gazdd in care va fi produsi polipeptida recombinantd de interes. Pentru a
sintetiza o secventd polinucleotidicd izolatd care codificd o polipeptidad de interes izolatd pot fi
aplicate metode standard. De exemplu, o secventd completd de aminoacizi poate fi utilizatd pentru
a construi o gend translatata inapoi. Mai mult, poate fi sintetizat un oligomer de ADN care contine
o secventd de nucleotide care codifici polipeptida particulard izolati. De exemplu, pot fi sintetizate
si apoi ligate mai multe oligonucleotide mici care codificd portiuni din polipeptida doritd.
Oligonucleotidele individuale contin tipic 5' sau 3' console pentru asamblare complementara.

Odatd asamblate (prin sintezd, mutageneza directionatd la situs sau alti metoda),
secventele de polinucleotidi care codificd o anumitd polipeptida izolatd de interes vor fi inserate
intr-un vector de exprimare si legate operativ prin linker la o secventd de control a exprimdrii,
adecvatd pentru exprimarea proteinei intr-o gazda doritd. Asamblarea adecvata poate fi confirmatd
prin secventierea nucleotidelor, cartografierea de restrictie si exprimarea unei polipeptide biologic
active intr-o gazdad adecvatd. Dupd cum este bine cunoscut in domeniu, pentru a se obtine niveluri
ridicate de exprimare ale unei gene transfectate la o gazdi, gena trebuie si fie legatd operativ de
secvenfele transcriptionale si translationale de control ale exprimdrii care sunt functionale in gazda
de exprimare aleasa.

Vectorii de exprimare recombinati pot fi utilizati pentru a amplifica si exprima anticorpii
care codificA ADN sau fragmente ale acestuia, impotriva CD123/IL-3Ra uman. Vectorii de
expresie recombinanti sunt constructi de ADN replicabili care au fragmente de ADN sintetice sau
derivate din ADNc care codeazd un lant polipeptidic al unui anticorp anti-CD123/IL-3Ra, sau
fragment al acestuia, legat functional la elemente transcriptionale adecvate sau regulatoare
translationale derivate din gene de mamifer, microbiene, virale sau de insecte. O unitate
transcripfionald cuprinde, in general, un ansamblu de (1) un element genetic sau elemente care au
un rol de reglare in exprimarea genelor, de exemplu, promotori sau amplificatori transcriptionali,
(2) o secventa structurald sau codificatoare care este transcrisd in ARNm si translatati in proteind
si (3) secvenie de inifiere si terminare a transcrierii si translatiei corespunzitoare. Astfel de
elemente de reglare pot include o secventd operator pentru controlul transcrierii. Capacitatea de a
se replica intr-o gazdi, conferiti uzual de o origine a replicdrii, si o gend de selectie pentru a
facilita recunoasterea transformantilor pot fi incorporate in plus. Regiunile de ADN sunt legate
operativ atunci cand sunt inrudite functional una cu cealaltd. De exemplu, ADN-ul pentru o
peptida de semnal (lider secretor) este legat operativ de ADN-ul pentru o polipeptida dacd este
exprimat ca un precursor care participd la secretia polipeptidei; un promotor este legat operativ de
o secventd de codificare dacd, controleazd transcrierea secventei, sau un situs de legare a
ribozomului este legat operativ de o secventd de codificare daci este pozitionat astfel incat sa
permitd translatia. Elementele structurale destinate utilizdrii in sistemele de exprimare a drojdiei
includ o secventa lider care permite secretia extracelulara a proteinelor translatate de citre o celuld
gazda. Alternativ, in cazul in care proteina recombinanti este exprimati fird un lider sau o
secventd de transport, aceasta poate include un rest de metionind N-terminal. Acest rest poate fi
optional clivat ulterior de proteina recombinata exprimatd pentru a furniza un produs final.

Alegerea secventei de control a exprimdrii si a vectorului de exprimare va depinde de
alegerea gazdei. Se poate folosi o mare varietate de combinatii gazdd/vector de exprimare. Vectorii
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de exprimare utili pentru gazdele eucariote, includ, de exemplu, vectori care cuprind secvente de
control a exprimarii de la SV40, virusul papilomului bovin, adenovirus si citomegalovirus. Vectori
de exprimare utili pentru gazdele bacteriene includ plasmide bacteriene cunoscute, cum ar fi
plasmidele de la Escherichia coli, incluzand pCR 1, pBR322, pMB9 si derivatii acestora, plasmide
cu o gamd mai largd de gazde, cum ar fi M13 si fagi ADN monocatenari filamentosi.

Celulele gazdd adecvate pentru exprimarea unei polipeptide sau anticorpi care leagi
CD123/IL-3Ra (sau a unei proteine CD123/IL-3Ra pentru utilizarea ca antigen) includ procariote,
drojdie, insecte sau celule eucariote superioare aflate sub controlul promotorilor corespunzatori.
Procariotele includ organisme gram negative sau gram pozitive, de exemplu E. coli sau
bacili. Celulele eucariote superioare includ linii celulare stabilite de origine mamiferd, cum ar fi
celulele CHO. Ar putea fi folosite si sisteme de translatie libere de celule. Vectorii de clonare si
exprimare corespunzitori pentru utilizarea cu gazde celulare bacteriene, fungice, drojdii si de
mamifere sunt descrisi de Pouwels si colab. (Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier,
N.Y, 1985). Informatii suplimentare referitoare la metodele de producere a proteinelor, inclusiv
productia de anticorpi pot fi gisite, de exemplu, in Publicatia de Brevet U.S. nr. 2008/0187954,
Brevetele U.S. nr. 6.413.746 si 6.660.501, si Publicatia internationala de brevet nr. WO 04009823.

Diferite sisteme de culturd de celule de mamifere sau insecte sunt de asemenea folosite
avantajos pentru a exprima proteina recombinantd. Exprimarea proteinelor recombinante in
celulele de mamifere poate fi realizatd deoarece aceste proteine sunt in general pliate corect,
modificate corespunzitor si complet functionale. Exemple adecvate de linii de celule gazda de
mamifere includ HEK-293 si HEK-293T, liniile COS-7 de celule renale de maimutd, descrise
de Gluzman (Cell 23: 175, 1981), si alte linii celulare, inclusiv, de exemplu, celule L, CI 27, 3T3,
ovar de hamster chinezesc (CHO), linii de celule HelLa si BHK. Vectorii de exprimare de la
mamiferelor pot cuprinde elemente netranscrise, cum ar fi originea replicdrii, un promotor si
amplificator adecvat legat de gena care urmeaza sa fie exprimati si alte secvente de flancare 5' sau
3" netranscrise §i secvenfe 5' sau 3' netranslatate, cum ar fi situsuri necesare de legare a
ribozomilor, un situs de poliadenilare, situsuri donoare si acceptoare de imbinare si secvente de
terminare transcriptionald. Sistemele de baculovirus pentru producerea de proteine heterologe in
celulele insectelor sunt trecute in revistd de Luckow si Summers, Bio/Technology 6:47 (1988).

Astfel, al treilea aspect al inventiei redd, de asemenea, o celuld care produce oricare dintre
anticorpul in cauzi sau un fragment de legare a antigenului a acestuia sau oricare dintre
polipeptidele in cauzi. In anumite modalitati de realizare, celula este o celuld de mamifer. In
anumite modalititi de realizare, celula este o celulda HEK-293 sau HEK-293T, o celuld COS-7, o
celula L, o celula CI 27, o celuld 3T3, o celuld ovariani de hamster chinezesc (CHO), o celuld
HeLa sau o celuli BHK. In anumite modalititi de realizare, celula este o celuli CHO.

Proteinele produse de o gazdi transformatd pot fi purificate conform oricdrei metode
adecvate. Astfel de metode standard includ cromatografia (de exemplu, cu schimb de ioni, afinitate
si cromatografia pe coloane de dimensionare), centrifugarea, solubilitatea diferentiald sau prin
orice altd tehnica standard pentru purificarea proteinelor. La proteind pot fi atasate etichete de
afinitate, cum ar fi hexahistidina, domeniul de legare a maltozei, secventa de acoperire a gripei si
glutation-S-transferaza pentru a permite purificarea cu usurintd prin trecerea pe o coloand de
afinitate adecvata. Proteinele izolate pot fi, de asemenea, caracterizate fizic folosind tehnici cum ar
fi proteoliza, rezonanta magneticd nucleara si cristalografia cu raze x.

De exemplu, supernatantele din sistemele care secretd proteine recombinante in mediile
de culturd pot fi mai intii concentrate folosind un filtru de concentrare a proteinelor disponibil
comercial, de exemplu, o unitate de ultrafiltrare Amicon sau Millipore Pellicon. Dupa etapa de
concentrare, concentratul poate fi aplicat pe o matrice de purificare adecvatd. Alternativ, se poate
folosi o risind schimbdtoare de anioni, de exemplu, o matrice sau un substrat avand grupari
dietilaminoetil (DEAE). Matricele pot fi acrilamida, agaroza, dextranul, celuloza sau alte tipuri
utilizate in mod obisnuit in purificarea proteinelor. Alternativ, poate fi utilizati o etapd de schimb
cationic. Schimbdtorii de cationi adecvati includ diverse matrice insolubile care cuprind grupari
sulfopropil sau carboximetil. In cele din urmi, una sau mai multe etape de cromatografie lichidi de
inaltd performantd in fazd inversd (RP-HPLC) care utilizeazi medii hidrofobe RP-HPLC, de
exemplu, silicagel avand grupari suspendate de metil sau alte grupdri alifatice, poate fi utilizat
pentru a purifica in continuare un agent de legare a CD123/IL-3Ra. Unele sau toate etapele de
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purificare de mai sus, in diferite combinatii, pot fi de asemenea utilizate pentru a furniza o proteina
recombinantd omogena.

Proteina recombinantd produsd in culturd bacteriand poate fi izolatd, de exemplu, prin
extractia initiala din peletele celulare, urmata de una sau mai multe concentrdri, salinizare, schimb
ionic apos sau etape de cromatografie de excludere dimensionald. Cromatografia lichidd de inalt
performantd (HPLC) poate fi utilizatd pentru etapele finale de purificare. Celulele microbiene
utilizate in exprimarea unei proteine recombinante pot fi rupte prin orice metodd convenabild,
incluzand un ciclu de inghet-dezghet, sonicare, rupere mecanicd sau utilizare a unor agenti de
lizare a celulelor.

Metodele cunoscute in domeniu pentru purificarea anticorpilor si a altor proteine le
includ, de exemplu, pe cele descrise in Publicatile de Brevet U.S. nr. 2008/0312425,
2008/0177048, si 2009/0187005.

in anumite modalitifi de realizare, agentul de legare a CD123/IL-3Ra din prezenta
inventie are o serind N-terminald, care poate fi oxidatd cu un agent de oxidare pentru a forma un
agent de legare a CD123/IL-3Ra oxidat avind o grupare de aldehidd N-terminala.

In etapa (a) a metodelor descrise aici poate fi utilizat orice agent de oxidare adecvat.
Agentul de oxidare poate fi un periodat. Mai specific, agentul de oxidare poate fi periodatul de
sodiu.

Se poate utiliza un exces molar de echivalenti de agent de oxidare in raport cu agentul de
legare a CD123/IL-3Ra. Se pot utiliza aproximativ 2-100, 5-80, 10-50, 1-10 sau 5-10 echivalenti
molari de agent de oxidare. Se pot utiliza aproximativ 10 sau aproximativ 50 de echivalenti de
agent de oxidare. Cand se utilizeazi o cantitate mare de agent de oxidare, se utilizeaza un timp de
reactie scurt pentru a evita supra-oxidarea. De exemplu, cind se utilizeazd 50 de echivalenti de
agent de oxidare, reactia de oxidare este efectuata timp de aproximativ 5 pana la aproximativ 60 de
minute. Alternativ, cand se utilizeaza 10 echivalenti de agent de oxidare, reactia se efectueaza timp
de aproximativ 30 minute pand la aproximativ 24 de ore. Se pot utiliza 5-10 echivalenti molari de
agent de oxidare si reactia de oxidare poate fi efectuatd timp de aproximativ 5 pand la aproximativ
60 de minute (de exemplu, aproximativ 10 pand la aproximativ 30 de minute, aproximativ 20 pand
la aproximativ 30 de minute).

Este posibil ca reactia de oxidare sd nu conduci la o oxidare netintitd semnificativa. De
exemplu, nicio misurd semnificativd (de exemplu, mai micd de 20%, mai mica de 10%, mai mici
de 5%, mai micd de 3%, mai micd de 2% sau mai micad de 1%) de metionind si/sau glicani nu
poate fi oxidata in timpul procedeului de oxidare a serinei N-terminale pentru a genera agentul de
legare CD123/IL-3Ra oxidat avand o grupare de aldehidd N-terminala.

in anumite modalitifi de realizare, agentul de legare a CD123/IL-3Ra conform prezentei
inventii are un rest de Cys modificat recombinant, cum ar fi un rest de Cys corespunzitor celui de-
al 5% pani la ultimul Cys, de exemplu, in SECV ID NR: 54 sau 56 (adicd, un rest de Cys din
pozitia numdrul EU/OU 442). Astfel, termenul "anticorp de cisteind modificat” include un anticorp
avand cel putin un Cys care nu este prezent in mod normal intr-un rest dat al lanfului usor sau al
lantului greu al anticorpului. Astfel Cys, care poate fi denumit si "Cys modificat", pot fi conceput
utilizand orice tehnologie conventionald de biologie moleculard sau de ADN recombinant (de
exemplu, prin inlocuirea secventei de codificare pentru un rest non-Cys la restul tintd cu o secventi
de codificare pentru Cys). De exemplu, daci restul initial este Ser cu o secventa de codare de 5'-
UCU-3', secventa de codare poate fi mutata (de exemplu, prin mutageneza directionatd la situs) la
5'-UGU-3', care codifici Cys. In anumite modalititi de realizare, anticorpul cu Cys modificat
conform inventiei are un Cys modificat in lantul greu. In anumite modalititi de realizare, Cys
modificat se afla in sau in apropierea domeniului CH3 al lanfului greu. In anumite modalititi de
realizare, Cys modificat este corespunzitor celui de-al 5% pand la ultimul Cys, de exemplu, din
SECV ID NR: 54 sau 56. Secventa de lant greu (sau usor) a anticorpului modificat poate fi inseratad
intr-un vector de exprimare recombinant adecvat pentru a produce anticorpul modificat avand
restul de Cys modificat in locul restului initial de Ser.

3. Imunoconjugati
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Prezenta inventie redd, de asemenea, imunoconjugati care cuprind agenti de legare de
CDI123/IL-3Ra. descrisi aici legati covalent la una sau mai multe molecule ale agentilor
citototoxici descrisi aici.

Imuoconjugatul conform prezentei inventii poate cuprinde agenti de legare a CD123/IL-
3Ra (inclusiv anticorp, fragment de legare a antigenului acestuia sau o polipeptida care cuprinde
anticorpul sau fragmentul de legare la antigen a acestuia) descris aici legat covalent la un agent
citotoxic descris aici prin gruparea €-amino a unuia sau mai multor resturi de lizind localizate pe
agentii de legare a CD123/IL-3Ra.

In 1* modalitate de realizare specifica a celui de-al cincilea aspect, imunoconjugatul din prezenta
inventie este reprezentat de urmatoarea formul:

CBA(CY ). (L1),

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:

a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 35,

sau o polipeptida descrisi mai sus, care este legatii covalent printr-un rest de lizini la Cy™';

WL este un numdr intreg de la 1 la 20; si

Cy™ este un compus citotoxic reprezentat de urmétoarea formuli:

L,

Y. X
N o o AN—,
N
N\N):IOMe Meo\/@ﬂ/ (G
o o

(L1a),
sau
R
Wu/ ﬁ_é
Y ’
—N o o HN—,,'
© 0 (L1b);

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld = =dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legiturd dubla, cu conditia ca,
atunci cind este o legdturd dubla, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-C,); si atunci cand
este o legaturd simpla, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, si Y este -OH sau -
SOsM;

W' este -NR€,

R¢ este -(CH,-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

R*3 este un alchil(C;-Cs);

L’ este reprezentat de urméitoarea formula:

-NRs-P-C(=0)-(CRaRp)m-C(=0)- (B1);
sau
-NR;-P-C(=0)-(CRaRo)u-S-Z'- (B3Y);

Rs este -H sau un alchil(C;-Cs);

P este un rest de aminoacid sau o peptidd care contine intre 2 la 20 resturi de aminoacid;

Ra si Ry, la fiecare aparitie, sunt fiecare independent -H, alchil(C;-Cs), sau un substituent cu
sarcind sau o grupare ionizabild Q;

m este un numdr intreg de la 1 1a 6; si

75! este selectat din oricare dintre urmitoarele formule:
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o (b1); 0 (b2); 0 (b3);
;\SJ\/Y%, £ 3
0 (bd), (b3),
PP P
N
%&"Cﬁs e
(b6)
f’ Q“* Eﬁ“ﬁﬁ
¥ (b7); (b8); (b9);
SO3M
;\SJ\/YH
o (b10),

in care:

q este un numdr intreg de la 1 1a 5; si

M este H* sau un cation.

In a 2® modalitate de realizare specificd a conjugatilor cu formula (L1), Cy*! este reprezentat de
formula (L1a); si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in 1 modalitate de
realizare specifica.

In a 3 modalitate de realizare specificd a conjugatilor cu formula (L1), Cy*! este reprezentat de
formula (L1b); si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in 1 modalitate de
realizare specifica. Mai specific, R* este un alchil(C,-Cy).

In a 4® modalitate de realizare specificd a conjugatilor cu formula (L1), Cy*! este reprezentat de
formula (L1a); Ra si R, sunt ambii H; Rs este H sau Me, si variabilele rdmase sunt astfel cum au
fost descrise mai sus in 1 modalitate de realizare specifica.

In a 5 modalitate de realizare specifici, P este o peptida care contine 2 1a 5 resturi de aminoacid;
si variabilele rAmase sunt descrise mai sus in 1%, a 2* sau a 4® modalitate de realizare specifica.
Intr-o modalitate de realizare mai specificd, P este selectatd din grupul care constd din Gly-Gly-
Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit,
Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg, Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-
Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-Ala-Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 55), B-Ala-Leu-
Ala-Leu (SECV ID NR: 57), Gly-Phe-Leu-Gly (SECV ID NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg,
Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-
Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si
Met-Ala. Mai specific, P este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, sau D-Ala-
D-Ala.

In a 6 modalitate de realizare specificd, Q este -SO;M; si variabilele rAmase sunt astfel cum au
fost descrise mai sus in 17, a 2, a 4 sau a 5° modalitate de realizare specifici sau oricare alte
modalitafi de realizare specifice descrise aici.

In a 7% modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din cel de-al cincilea aspect este
reprezentat de urmatoarea formula:
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sau

s H N

/o\/\o/\/o\/\N/\/\n/vawwvmmvaBA

X o}
Y H
N (o) O N\c >
N\p:OMe Meojcng
(o} 0]
- %

WL

A

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care Wy, este un numdr intreg de 1a 1 la 10; linia

dubld - -dintre N si C reprezintd o legiturd simpla sau o legiturd dubld, cu conditia ca, atunci
cand este o legaturd dubld, X este absent si Y este -H; si atunci cind este o legaturd simpla, X este

-H, s1 Y este -OH sau -SO:;M. Intr-o modalitate de realizare mai specificd, linia dubld = -dintre N
si C reprezintd o legdturd dubli, X este absent si Y este -H. Intr-o altd modalitate de realizare mai

specificd, linia dubld - -dintre N si C reprezintd o legaturd simpld, X este -H si Y este -SOsM.

In a 8*modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din cel de-al cincilea aspect este
reprezentat de urmatoarea formula:

CBA(CY 2w (L2),

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:

a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 35,

sau o polipeptida descrisi mai sus, care este legatd covalent la Cy™? printr-un rest de lizin;

WL este un numdr intreg de la 1 la 20; si

Cy*? este un compus citotoxic reprezentat de urméitoarea formuli:

O, -8
Re. DR \251_5

N

Y, X
—N o ) HN—,
N
Nﬁwe Meoji:g( %
o o
sau
R
Wu/ 3_251_§

Y, X
—N o 0 HN—,,’
N
(o} (o}

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

(L2a);

(L2b);

linia dubld - -dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legiturd dubla, cu conditia ca,
atunci cind este o legaturd dubld, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-C4); si atunci cAnd
este o legaturd simpla, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, si Y este -OH sau -
SOsM;

R*! si R*? sunt independent alchil(C-Cs);

R® este -H sau un alchil(C;-Cs);

W' este -NR€,

R¢ este -(CH,-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

7! este selectat din oricare dintre urmitoarele formule:
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o (b1); 0 (b2), 0 (b3);
SOM
ésj\sj\/ﬁ‘/‘&; ;j\s/\)\“/‘?l{
o (b4); (b3),
o9 o]
%&WN\)LHWN\)LN/\)!\;“!
(b())
‘rsj (b7); (b8) (b9);
SO3M
;\SJ\/Y»%
G (b10),

q este un numdr intreg de la 1 1a 5; si

M este -H* sau un cation.

In a 9° modalitate de realizare specifici, a imunoconjugatilor cu formula (L2), Cy™? este
reprezentat de formula (L2a); si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 8
2 modalitate de realizare specifica.

In a 10° modalitate de realizare specifici, a imunoconjugatilor cu formula (L2), Cy? este
reprezentat de formula (L2b); si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 8
2 modalitate de realizare specifica.

In a 11 modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (L2), R® este H sau Me;
R* gi R* sunt independent -(CHa),-(CR'R#)-, in care Rf si R2 sunt fiecare independent -H sau un
alchil(Ci-Cy); si p este 0, 1, 2 sau 3; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus
in a 82, a 9 sau a 10 modalitate de realizare specificd. Mai specific, Rf ¢i R# sunt identici sau
diferiti, si sunt selectati dintre -H si -Me.

In a 12*modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din cel de-al cincilea aspect este
reprezentat de urmatoarea formulz“l

(‘
)‘\/>/ /\/\n/ NCBA
. < w
- 0 SO,
N Novin
HNJWS S/\)\'( CBA
- (¢]

Xy
< N-\.,/ -

0
o 4 wL
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N~ CBA

N
(o]
A ow

P~ CBA

w

I~ CBA

W
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care Wy, este un numdr intreg de 1a 1 la 10; linia
dubld = =dintre N si C reprezintd o legiturd simpla sau o legiturd dubld, cu conditia ca, atunci
cand este o legiturd dubld, X este absent si Y este -H; si atunci cind este o legaturd simpla, X este

-H 51 Y este -OH sau -SO3;M. Intr-o modalitate de realizare mai specificd, linia dubld - - dintre N
si C reprezintd o legaturd dubld. Intr-o alti modalitate de realizare mai specificd, linia dubld

- =dintre N si C reprezint o legaturd simpld, X este -H si Y este -SOzM.

In a 13® modalitate de realizare specificd, imunoconjugatii din cel de-al cincilea aspect sunt
reprezentati de urmatoarea formula:

CBACY")we (L3),

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:

a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 35,

sau o polipeptida descrisi mai sus, care este legati covalent la Cy™? printr-un rest Lys;

W este un numar intreg de la 1 la 20;

Cy*? este reprezentat de urmitoarea formuli:
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MeO

m' este 1 sau 2;
R si Ry, sunt fiecare independent H sau un alchil(C;-C3); si

7! este selectat din oricare dintre urmétoarele formule:
o)

0 JO)‘\ " 7 o
~(CHz)q
é‘EiN % N \lk r‘-\‘J s"j

~ S/\/\n/ksz

S (b1): 0 (b2); o (b3);
SOM
ésj\s)\/j/i‘l Aﬁf\s |77'g
0 (b4) o (b3),
a fw oL
Koy
o (bo), _
o 3 b3 o % _{i?
T F e b Tema 5 % e
in care:

q este un numdr intreg de la 1 1a 5; si

M este H* sau un cation.

In a 14* modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (L3), m' este 1, si R; si
R sunt ambii H; si variabilele ramase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 13°* modalitate
de realizare specifica.

In a 15 modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (L3), m' este 2, si Ry si
R, sunt ambii Me; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 13-
2 modalitate de realizare specifica.

In a 16® modalitate de realizare specificd, imunoconjugatii din cel de-al cincilea aspect sunt
reprezentati de urmatoarea formula:

e ™
(0]
N~ CBA
SOsM
< MeO, >
-~ J
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i CBA

H (o] (0] )
/\rrN\)L”/\)LHWCBA
o)
>
J
WL
tnnn CBA

s £
9 MeO HO )
wL
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care Wy, este un numdr intreg de la 1 1a 10.
In a 17" modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor din al cincilea aspect, M este H”,
Na* sau K*; si variabilele rAmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in oricare dintre 1% 1a a
16 modalitate de realizare specificd sau orice modalitate de realizare mai specificd descrise aici.

In oricare dintre 1 1a a 17 modalitate de realizare specificd mai sus, anticorpul in cauzi
sau fragmentul de legare la antigen al acestuia poate avea una sau mai multe dintre (de exemplu,
substantial toate dintre, sau 100% dintre) resturile de Lys din oricare dintre al saselea lan{ usor si
lant greu a regiunilor de CDR (daca existd) substituit cu Arg. Anticorpul in cauza sau fragmentul
de legare la antigen al acestuia poate cuprinde o regiune variabild a lantului greu de
imunoglobulind (HCVR) avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 39 sau 40; si o
regiune variabild a lanfului usor de imunoglobulind (LCVR) avand secventa de aminoacizi stabilita
in SECV ID NR: 41. Anticorpul in cauzid sau fragmentul de legare 1a antigen al acestuia poate
cuprinde de asemenea o Ig HCVR avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 34; si o
Ig LCVR avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 35. Anticorpul in cauzi sau
fragmentul de legare la antigen al acestuia poate cuprinde in plus o Ig HCVR avand secventa de
aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 32, 34, 38, 39, sau 40; si o Ig LCVR avand secventa de
aminoacizi stabiliti in SECV ID NR: 33, 35, 37, sau 41. In anumite modalititi de realizare, al
doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 34 este Phe, in timp ce In anumite alte modalititi de
realizare, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 34 este Val.

Imunoconjugatii descrisi in al cincilea aspect sau in oricare modalitdti de realizare
specifice descrise aici pot fi preparafi conform oricdror metode cunoscute in domeniu, vezi, de
exemplu, WO 2012/128868 si WO 2012/112687.

Imunoconjugatii din cel de-al cincilea aspect pot fi preparati printr-o primd metoda care
cuprinde etapele de reactionare a CBA cu un agent citotoxic avand o grupare amino reactiva.
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Pentru prima metoda descrisd mai sus, reactia poate fi efectuatd in prezenta unui reactant
reactiv cu imina, cum ar fi NaHSOs.

5 Pentru prima metodd descrisd mai sus agentul citotoxic avand un reactant reactiv aminic
poate fi reprezentat de urméitoarea formula:

Lo

Y X
=N o o HN—,
N
(0] o}
sau

(L1a),
X3
w” R\ﬁ—E
Yo X
N o o HN—,
NWﬁOMe Meo\/@r%
: : Lib);

10 sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:
L este reprezentat de urmdtoarea formuli:

-NR;-P-C(=0)-(CRaRy)m-C(=0)E (B1);
sau
-NR;-P-C(=0)-(CR:Rp)-S-Z° (B2)

15 C(=0)E este o grupare de ester reactivd, cum ar fi ester N-hidroxisuccinimdic, ester N-hidroxi
sulfosuccinimidic, ester nitrofenil (de exemplu, 2 sau 4-nitrofenilic), ester dinitrofenil (de
exempluy, 2,4-dinitrofenilic), ester sulfo-tetraflurofenilic  (de  exemplu, 4-sulfo-2,3,5,6-
tetrafluorofenilic), sau ester pentafluorofenilic, preferabil ester N-hidroxisuccinimidic;

Z° este reprezentat de urmdtoarea formula:

0 0
V]
o) O-N;:]/ z 0 U
CH
2o SN R O Wy
20 o O © o (a2
;\s O\N y
/\/T
0 3
0 @) SOM
T A
(o] [o]
o (ad); o (as),
(o}
T P ~ A N
B NE R AL ARE
o (a6),
o]
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(o]
%‘E‘é 0
N/WO\
Ie) N
O
(o}

U (a9);
si

| SO;M O
;\SJ\)\'rO%U
o
0 (al0),
in care:
q este un numdr intreg de la 1 1a 5; si
U este -H sau SO:M; si

variabilele rAmase sunt astfel cum au fost descrise in oricare dintre 1 la a 7 si a 17* modalititi
de realizare specifice sau oricare modalitti de realizare mai specifice descrise aici.

Imunoconjugatii din cel de-al cincilea aspect pot fi preparati printr-o a doua metoda care
cuprinde etapele de:

(a) reactionare a unui agent citotoxic cu un compus linker avind o grupare reactivd amino si o
grupare reactiva cu tiol pentru a forma un compus agent citotoxic-linker avand gruparea reactiva
amino legatd la acesta; si

(b) reactionare CBA-ului cu compusul agent citotoxic-linker.

Pentru a doua metodd descrisd mai sus, reactia din etapa (a) poate fi efectuatd in prezenta
unui reactant reactiv cu imina.

Pentru a doua metodd descrisdi mai sus, compusul agent citotoxic-linker poate fi
reactionat cu CBA-ul fard purificare. Alternativ, compusul agent citotoxic-linker poate fi purificat
inainte de reactionarea cu CBA-ul.

Imunoconjugatii din cel de-al cincilea aspect pot fi preparati printr-o a treia metoda care
cuprinde etapele de:

(a) reactionare a CBA-ul cu un compus linker avand o grupare reactivd amino si o grupare reactivd
cu tiol pentru a forma un CBA modificat avind o grupare reactiva cu tiol legata la acesta; si
(b) reactionare CBA-ului modificat cu agentul citotoxic.

Pentru a treia metod3d descrisd mai sus, reactia din etapa (b) poate fi efectuatd in prezenta
unui reactant reactiv cu imina.

Imunoconjugatii din cel de-al cincilea aspect pot fi preparati printr-o a patra metod3 care
cuprinde etapele de reactionare a CBA-ului, un compus citotoxic si un compus linker avand o
grupare reactivd cu amino si grupare reactiva cu tiol.

Pentru a patra metod3, reactia poate fi efectuata in prezenta unui agent reactiv iminic.

Pentru a doua, a treia sau a patra metodd descrisd mai sus, compusul linker avand o
grupare reactivd cu amino si o grupare reactiva cu tiol este reprezentat de urmatoarea formula:

0o o
u
o\/dLO-N;\:r ( (CHao ] ot;/u
2
o z QN/ q\l(o‘N
0O o

(alL); O  (aL)
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b »
SOzM o)
o
)\/Y b/ ~y "
(adL); o (aSL),
o9 H\i /\)OL N v
N N o
Q/\/\“/ \/“\N/\\g N \
0
o (a6L),
0 Q U
| N/\)(o _N
0 (a70), O ©  (asL;
0]
| N/\/YO\ e
0o N
(o]
O
U(aoL);
si
SO;M o

0

JD)\/H‘/ N .
o
(alOL),

in care X este halogen; Jp-SH, -SSRY, sau -SC(=O)R#; RY este fenil, nitrofenil, dinitrofenil,
carboxinitrofenil, piridil sau nitropiridil; R# este un alchil si variabilele rimase sunt astfel cum au
fost descrise mai sus pentru formula (al) - (al0O); si agentul citotoxic este reprezentat de
urmdtoarea formula:

Q _.SH
R SR

YooX
—N o o HN—,,“'
N
0 0 :
sau

R
w~" “sH

Y, X
=N o} o HN—,
N
o} (0] ;
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care variabilele sunt astfel cum sunt descrise in

oricare dintre a 8*la a 12* si a 17 dintre modalitifile de realizare specifice si oricare dintre
modalitdtile de realizare mai specifice descrise aici.
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Pentru a doua, a treia sau a patra dintre metodele descrise mai sus, compusul linker avand
0 grupare reactivd cu amino si o grupare reactivd cu tiol poate fi reprezentat de oricare dintre
formulele (alL) - (alOL) si agentul citotoxic poate fi reprezentat de urmitoarea formula:

0 N SH
ml
O Ri R

in care variabilele sunt astfel cum sunt descrise mai sus in oricare a 13 la a 17 dintre modalitdtile
de realizare specifice si oricare dintre modalitati de realizare mai specifice descrise aici.

Intr-un al saselea aspect, imunoconjugatul din prezenta inventie cuprinde un anticorp
oxidat sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:
a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulini avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 34; si
b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 37,

sau polipeptida care cuprinde un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia legata
covalent la un agent citotoxic descris aici prin una sau mai multe grupiri de aldehida localizate pe
anticorpul oxidat, un fragment de legare a antigenului sau o polipeptida. Grupdrile de aldehidad sunt
generate prin oxidarea unuia sau mai multor fragmente de 2-hidroxietilamind de pe N-terminalul
anticorpului, fragmentului de legare la antigen sau polipeptidei. Fragmentul de 2-hidroxietilamind
poate face parte dintr-un rest de serind, treonind, hidroxilizind, 4-hidroxornitic sau acid 2,4-
diamino-5-hidroxi valeric. Grupirile de aldehidad pot fi generate prin oxidarea fragmentului de 2-
hidroxietilamind a unuia sau mai multor resturi de serind N-terminale localizate pe anticorp, pe un
fragment de legare la antigen sau o polipeptida (de exemplu, 1, 2, 3, sau pani la 4 resturi de Ser la
N-terminalul lanfurilor usoare si/sau lanfurilor grele).

In 1" modalitate de realizare specifici a celui de-al saselea aspect, imunoconjugatul din prezenta
inventie este reprezentat de urmatoarea formul:

CBA«(r JCB'—Cys1)

v (S1);

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:

a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 37,

sau o polipeptidd descrisd mai sus;

Wseste 1, 2, 3, sau 4;

Jeg' este un fragment format prin reactia unei grupdri aldehidice derivate de la oxidarea unui
fragment de 2-hidroxietilamind de pe un N-terminal al anticorpului mentionat, fragmentului de
legare la antigen al acestuia sau polipeptidei cu o grupare reactivd aldehidici de pe Cy®!, si este
reprezentat de urmatoarea formula:

o H 0
s13—C=N~ A s1§—cz—ﬂ\ A s18-C=N. . s13—C —N. .
H N Vs2 Ns2 ~° H N-Es2 N-§s2

S
SJ‘!\C,N.O % F\C’N‘o o2
- - 3 S
H 2. 5au  He
in care sl este locul legat covalent la CBA; si s2 este locul legat covalent la Cy®;

Cy*! este reprezentat de urmatoarea formuli:

2
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R,
5\N - P\ﬂ/ (CRaRb)r_Zrﬂ_(CRaRb)r'_%

(6]
Y, X
—N o o HN—,,"_
N
Nﬁom Me;@@( %
© 0 (Sla),
sau
Rx3
W'/ \%\_L_g
o}
Y, X
—=N [o) fo) HN_’.'
N
N\“D;Me Meojcg‘/ %
O Q (S1b);
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:
linia dubld - =dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legiturd dubla, cu conditia ca,

atunci cand este o legaturd dubld, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-C4); si atunci cAnd
este o legaturd simpld, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, Y este -OH sau -
SO:M, si M este H" sau un cation;

Rs este -H sau un alchil(C;-Cs);

P este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 la 20 resturi de aminoacid;

Z41 este absent, -C(=0)-NRo-, sau -NRo-C(=0)-;

Ry este -H sau un alchil(C;-Cs);

Ra si Ry, la fiecare aparitie, sunt independent -H, alchil(C;-Cs), sau un substituent cu sarcind sau o
grupare ionizabild Q;

1 si r' sunt independent un intreg de 1a 1 la 6;

W' este -NR€,

R® este -(CH>-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

R* este un alchil(C;-Cs);

L este -NRg-(CRaRy): sau absent; si

r" este un numdr intreg de la 0 la 6.

In a 27 modalitate de realizare specifici, a imunoconjugatilor cu formula (S1), Cy*' este
reprezentat de formula (S1a); si variabilele ramase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in 1
2 modalitate de realizare specifica.

In a 37 modalitate de realizare specifici, a imunoconjugatilor cu formula (S1), Cy*' este
reprezentat de formula (S1b); si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in 1°
2 modalitate de realizare specificd. Mai specific, R*® este un alchil(Cz-Cy).

In a 4® modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (S1), R. si Ry, sunt ambii
H, si Rs si Ry sunt ambii H sau Me; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in
17 sau a 2 modalitate de realizare specifica.

In a 5* modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (S1), P este o peptidd
care contine 2 la 5 resturi de aminoacid; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai
sus in 17 a 2® sau a 4 modalitate de realizare specific. Intr-o modalitate de realizare mai
specificd, P este selectatd din grupul care constd din Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-
Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg,
Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-
Ala-Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 55), B-Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 57), Gly-Phe-
Leu-Gly (SECV ID NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-
Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-
Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si Met-Ala. Chiar mai specific, P este Gly-
Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, sau D-Ala-D-Ala.

In a 6™ modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (S1), Q este -SO;M; si
variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in 12, a 2%, a 4 sau a 5 modalitate de
realizare specifica.

In a 7 modalitate de realizare specifici, imunoconjugatul din cea de-a doua modalitate de
realizare este reprezentat de urmdatoarea formula:
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3 0 < 0 3 0
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e ) ~
N
O\/\o/\/O\/\N/\/\n/ \N=CH rrvcponrCBA
Q
Ws .
sau |
4 ~
H
O\/\O/\/O\/\N/\/\n/ \”—CHZNWW"CBA
Xy
< = >
p neE
0]
Wg

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care linia dubld = ~dintre N si C reprezintd o
legdturd simpld sau o legiturd dubld, cu condifia ca, atunci cand este o legiturd dubla, X este

absent si Y este -H, si atunci cand este o legdturd simpla, X este -H, si Y este -OH sau -SOsM.

Intr-o modalitate de realizare mai specificd, linia dubld - =dintre N si C reprezinti o legaturd
dubla, X este absent si Y este -H. Intr-o altd modalitate de realizare mai specificd, linia dublad

- =dintre N si C reprezint o legaturd simpld, X este -H si Y este -SOzM.
In a 8* modalitate de realizare specificd, imunoconjugatii din prezenta inventie sunt reprezentati
de urmitoarea formula:

CBAv(» JCB'—Cysz)

e (s2);

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:

a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabild a lantului usor de imunoglobulina avand secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 37,

sau o polipeptidd descrisd mai sus;

Jeg' este un fragment format prin reactia unei grupdri aldehidice derivate de la oxidarea unui
fragment de 2-hidroxietilamind de pe un N-terminal al respectivului anticorp mentionat, fragment
de legare 1a antigen al acestuia sau polipeptidi si o grupare reactiva cu aldehida de pe Cy*, si este
reprezentat de urmatoarea formula:

s1 i—C=N\ Joj\ s1 é_gz-n\ ﬁ\ s1 §_C=N\
H N Ve N Ve H ﬂ_g 52,

_CZ_N\ ""’\C;N 0 f\c/N\O
N—% g2 H s2 H, s2
H : - sau ,

in care sl este locul legat covalent la CBA,; si s2 este locul legat covalent la Cy®;
Cy* este reprezentat de urmatoarea formuli:
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0O .S
Re SR L

Y, X
=N o 0 AN—,
N
Nﬁﬁom Meoj@f C@
o] o]
sau
RZ
w S_L1_§

Y, X
=N 0 0 AN—.
N
0 o

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

(S2a),

(S2b);

linia dubld - =~dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legiturd dubla, cu conditia ca,
atunci cand este o legaturd dubla, X este absent si Y este -H sau a alchil(C;-Cs); si atunci cind este
o legiturd simpld, X este -H sau un fragment de protectie pentru 0 amind, si Y este -OH sau -
SOsM;

M este H* sau un cation;

R*! este un alchil(C;-Cs);

R® este -H sau alchil(C;-Cs);

W' este -NR€,

R® este -(CH>-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

R*? este un alchil(C;-Cs);

L este reprezentat de urmdtoarea formuli:

Ra3 Ra4
838 z
a2
s4
s/‘aé
q1 r1
Ra1 Ra2 Q
in care:

s3 este locul legat covalent la gruparea Jcg';

s4 este locul legat covalent la gruparea -S- pe Cy™;

Zy este absent, -C(=0)-NRo-, sau -NRy-C(=0)-;

Ry este -H sau un alchil(C;-Cs);

Q este H, un substituent cu sarcini sau o grupare ionizabili;

Rai1, Ra2, Ras, Rag, 1a fiecare aparitie, sunt independent H sau alchil(C1-Cs); si

ql sirl sunt fiecare independent un intreg de 1a 0 la 10, cu conditia ca q1 si rl sa nu fie ambii 0.

Intr-o modalitate de realizare mai specificd, Z., este absent; ql si rl sunt fiecare
independent un intreg de la O la 3, cu conditia ca ql si rl si nu fie ambii 0; si variabilele rimase
sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 8* dintre modalitdtile de realizare specifice. Chiar mai
specific, Rai, Ras, Raz, Rag sunt toti -H.

Intr-o altd modalitate de realizare mai specificd, Z.» este -C(=0)-NH-, sau -NHs-C(=0)-;
ql sirl sunt fiecare independent un intreg de la 1 la 6; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost
descrise mai sus in a 8 dintre modalitafile de realizare specifice. Chiar mai specific, Rai, Ra2, Ras,
Ras sunt toti -H.

In a 9 modalitate de realizare specificd, pentru imunoconjugatul cu formula (S2), Cy*> este
reprezentat de formula (S2a); si variabilele rAmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 8
* modalitate de realizare specificd sau oricare dintre modalitatile de realizare mai specifice descrise
aici.
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In a 10® modalitate de realizare specificd, pentru imunoconjugatul cu formula (S2), Cy* este
reprezentat de formula (S2b); si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 8
* modalitate de realizare specifici sau oricare dintre modalitati de realizare mai specifice descrise
aici.

In a 11™ modalitate de realizare specificd, pentru imunoconjugatul cu formula (S2), -L;- este
reprezentat de urmatoarea formula:

COM

(0]
s3
s3 /\/\/S\/ s4 . Mo/32/\/8\| 54. sy\)J\”/k/s\l st

H R H R
535Y$WN\[])\/\S/‘¢£ s4 SS;é\/\/N\n)\/\S)—zS“
(0] .

: sau o

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care R este H sau -SO3M; si variabilele rimase
sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 87, a 9 sau a 10*® modalitate de realizare specificd
sau oricare dintre modalitatile de realizare mai specifice descrise aici.

In a 12 modalitate de realizare specifica, pentru imunoconjugatul cu formula (S2), R® este H sau
Me; si R* este -(CHy)p-(CRR®)-, si R este -(CHa),-(CRR®)-, in care Rf si Resunt fiecare
independent -H sau un alchil(C;-Cy); si p este 0, 1, 2 sau 3. Mai specific, R si R# sunt identici sau
diferiti, si sunt selectati dintre -H si -Me.

In a 13* modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din a doua modalitate de realizare este

reprezentat de urmatoarea formula:
- ~

o
N=C~v CBA
HNWS\SMH/ g

Ws

H
s N—C-pCBA
HN)‘\/7: \SMH/ H,

A
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Ws .
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S N SN==CMCBA
HN 7 S/\/\ﬂ/ A
-y 4 ’
| Y
< N o) o} N==,
L o o
ws .
2
o}
-~ H H
N
HN . S\s/\/\n/N “N—C CBA
o ‘2 H H,
X o]
[y
< —N o\/©\/o N=
L o} o}
wg .
2
SOMH H
- 3
N N
sy g
% )l( . 5 4
< N o] o} N=€
L o o]
Ws

o]
~
0.
HNJ\/VS\S/\/\H/N\/\/ \N:ﬁ CBA
H

Ws
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o SOM
s N O y=cdwwCBA
HN o \S N—ﬁ‘“’"""
“ 0
N--‘ >
0

~/ Ws

N O a
HNJ\/)-/S\S/W NN S N— G CBA
4 H H,

Ws

(o]
\/E\fj)i/y /\CKOZMH]/\O WCBA
.

O\/\O/\/O\/\N/X \ /\/Y

g‘gﬁ vl

Wg

O\/\o/\/o\/\N/X ~— /\/Y N—C-'

0

é@@ O,

\

CBA

Ws

CBA

Ws
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\
-~ ! 9y
N——C v CBA
X coM ©
y | H 2
< =N O\/©\/O N\f., ;
N\‘(\ : :OMe MeO: :;rN
o] (o] )
AN Wg .
N
I 0]
S /\/J\ —C wpannnrCBA
/0\/\0/\/0\/\N/>( \S N/N_ﬁ
H
X
Y | H >
< —N (o) (0] N\$
N\(‘ : OMe MeO : ’7]/N
o] (0] Y,
~ Ws :
sau
~
r~ 0] H
S — AN
/O\/\O/\/o\/\N/>( \SMN/N ﬁz CBA
H
X
Y. | H >
< —N 0 (o) N\¢
N\‘% : OMe MeO : /7]/N
(o] Yy, w
9 s

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care linia dubld = ~dintre N si C reprezintd o
legdturd simpld sau o legiturd dubld, cu condifia ca, atunci cand este o legiturd dubla, X este

absent si Y este -H; si atunci cand este o legiturd simpld, X este -H; si Y este -OH sau - SOzM.

Intr-o modalitate de realizare mai specificd, linia dubld - ~dintre N si C reprezinti o legaturd
dubla, X este absent si Y este -H. Intr-o altd modalitate de realizare mai specificd, linia dublad

- =dintre N si C reprezint o legaturd simpld, X este -H si Y este -SOzM.
In a 14* modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din a doua modalitate de realizare este
reprezentat de urmatoarea formula:

CBAu(r JCB'—CyS3)

e ($3);
in care:
CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:
a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 34; si
b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 37,
sau o polipeptidd descrisd mai sus;
Jeg' este un fragment format prin reactia unei grupdri aldehidice derivate de la oxidarea unui
fragment de 2-hidroxietilamind de pe un N-terminal a respectivului anticorp mentionat, fragment
de legare la antigen al acestuia sau polipeptida si o grupare reactiva cu aldehida de pe Cy®, si este
reprezentat de urmatoarea formula:
N J.j\ A JCJ)\ 1§—C=N

s1§—C=\ S1§—C—\ s§—=\ %

H H ,1”‘ s2. N ,s‘x‘ s2. H N—% s2

H H

>
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H2 H 81“!" slﬂ" H
—C - ~N N ~N N
813 c N\N—§ s2 &= \o_i s2 & \o_i s2

H H
: sau 2

in care sl este locul legat covalent la CBA; si s2 este locul legat covalent la Cy®>;
Cy* este reprezentat de urmatoarea formuli:

2

in care:
m' este 1 sau 2;
R si Ry, sunt fiecare independent H sau un alchil(Cy-Cs);

L este reprezentat de urmdtoarea formuli:
Ra3

3 Ras
S
Za2 s /‘2 s4
q1 r1
Ra‘l Ra2 Q
in care:

s3 este locul legat covalent la gruparea Jcg';

s4 este locul legat covalent la gruparea -S- pe Cy™;

Zy este absent, -C(=0)-NRo-, sau -NRy-C(=0)-;

Ry este -H sau un alchil(C;-Cs);

Q este H, un substituent cu sarcini sau o grupare ionizabili;

Rai1, Raz, Ras, Rag, 1a fiecare aparitie, sunt independent H sau un alchil(C;-Cs); si

ql sirl sunt fiecare independent un intreg de 1a 0 la 10, cu conditia ca, q1 si rl si nu fie ambii 0.

Intr-o modalitate de realizare mai specificd, Z., este absent; ql si rl sunt fiecare
independent un intreg de la O la 3, cu conditia ca ql si rl si nu fie ambii 0; si variabilele rimase
sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 14 dintre modalittile de realizare specifice. Chiar
mai specific, Rai, Raz, Raz, Rag sunt toti -H.

Intr-o altd modalitate de realizare mai specificd, Z.» este -C(=0)-NH-, sau -NHs-C(=0)-;
ql sirl sunt fiecare independent un intreg de la 1 la 6; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost
descrise mai sus in a 14 dintre modalitdtile de realizare specifice. Chiar mai specific, Rai, Ra,
Ra3, Rag sunt toti -H.

In a 15* modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (S3), m' este 1; R; si
R> sunt ambii H; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 14 modalitate
de realizare specificd sau oricare dintre modalitifile de realizare mai specifice descrise aici.

In a 16™® modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (S3), m' este 2; R; si
R, sunt ambii Me; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 14
* modalitate de realizare specificd sau oricare dintre modalitdtile de realizare mai specifice descrise
aici.

In a 17" modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (S3), -Li- este
reprezentat de urmatoarea formula:

CO,M

=3 /\/\/s\/ s Y\/S |sa /\)J\ s\l o

2
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H R H R
S3fé\(v)/0_\4/N\[H\/\S/'72 s4 S3§é\/\/Nj‘)\/\S/i€ s4
o) : o)

Sau

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care R este H sau -SO:M si M este H" sau un
cation.

In a 18* modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din a doua modalitate de realizare este
reprezentat de urmatoarea formula:

’

H 0
CBA C:N\NMS\S pMm |
H
J wg .
ho0
CBA-q-CHz—N\N)K/\/S\S pm |
H
N\ < WS .
0
CBAﬁ—-ﬁ:N\H)Y\/S\S X/\g/om |
O,M
" J Ws )
4 O
CBAj_CHz_N\N)EA/S\S pM™ |
H O,M
\. J Wg .
( 0
CBA?_H:N\OA/\S/SNDM -
N -’ WS .
r H o
L T Ws.

bl

H 0
CBA——C—N N S
O,H )

v

Ws

~

H H Q
CBA——C—N_ N S
H2 O/ﬁf Y‘\S/ DM
O,H ]

b
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia; in care DM este reprezentat de urmatoarea formula:

Ws |
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In a 19 modalitate de realizare spéciﬁcé, imunoconjugatul din a doua modalitate de realizare este
reprezentat de urmatoarea formula:

CBAVQ‘ JCB'—Cys“)w

° (84)
in care:
CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:
a) o regiune variabila a lantului greu de imunoglobulini avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 34; si
b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 37,
sau o polipeptidd descrisd mai sus;
Jep' este un fragment format prin reactia unei grupdri aldehidice derivate de la oxidarea unui
fragment de 2-hidroxietilamind de pe un N-terminal al respectivului anticorp mentionat, fragment
de legare la antigen al acestuia sau polipeptida si o grupare reactiv cu aldehida de pe Cy** si este
reprezentat de urmatoarea formula:

Q H,u ©Q
sti—c=N U st N U, sthe=ne _§
g—H N $2. NN s2, H N2
Hg H SLI"' 81 H
st g——c ~N. ¢ Se=No o,

H
. , 8au 2 :
in care sl este locul legat covalent la CBA; si s2 este locul legat covalent la Cy™;
Cy* este reprezentat de urmatoarea formuli:

o) \N/'*'\;’

OMe

(S4a),

L:' este reprezentat de urmétoarea formuli:
s3 §_Zb1 Zo> s4

Pl

Rb1 sz o .
sau
s3§—zb1- B _—F Zoo' ‘% s4
n1 m1 \"/

Rb3 Rb4 Rb5 Rb6 (0]

in care:

s3 este locul legat covalent la gruparea Jcg’;
s4 este locul legat covalent la gruparea -NMe- de pe Cy*;
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Zy1 §1 Zpz sunt ambii absenti, sau unul dintre Zy; si Zy este absent si celdlalt este -CH-O- sau -O-
CHs-;

Zp' si Zyy' sunt fiecare independent absent, -CH;-O-, -O-CH;-, -NRy-C(=0)-CH,-, sau -CH,-
C(=0)-NRo-;

Ry este H sau alchil(C;-Cs);

nl si m1 sunt fiecare independent un intreg de la 1 1a 6;

umul dintre E; si E> este -C(=0)-, si celdlalt este -NRo-; sau unul dintre E; si E; este -C(=0)- sau -
NRg-, si celdlalt este absent;

P este un rest de aminoacid sau o peptida care contine intre 2 si 20 de resturi de aminoacid; si

Rb1, Rb2, Ruz, Rba, Rys §1 Ry, la fiecare aparigie, sunt fiecare independent H sau un alchil(C;-Cz ).

In a 20" modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (S4), Ry1, Re2, Rp3, R,
Res, si Ry sunt toti H; si variabilele rdmase sunt astfel cam au fost descrise mai sus in a 19
2 modalitate de realizare specifica.

In a 21™ modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (S4), R9 este H; si
variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 19 sau 20 modalitate de realizare
specifica.

In a 22 modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (S4), Zy1' si Zy,' sunt
ambii absen{i; sau Zy;' este -CH-O- si Zy' este absent; sau Zy;' este -CH»-C(=0)-NRo-; 51 Zy2' este
-O-CH,- sau absent; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a 19, a 20
sau a 21™ modalitate de realizare specifica.

In a 23" modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (S4), P este o peptida
care confine 2 la 5 resturi de aminoacid; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai
sus in a 197 a 207 a 21™ sau a 22 modalitate de realizare specifica. Intr-o modalitate de
realizare mai specifici, P este selectata din grupul care constd din Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala,
Val-Cit, Val-Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-
tosyl-Arg, Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-
Leu, Val-Ala-Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 55), B-Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 57),
Gly-Phe-Leu-Gly (SECV ID NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-
Arg, D-Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg,
Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si Met-Ala; si variabilele rimase sunt
astfel cum au fost descrise mai sus in a 23" modalitate de realizare specificd. Chiar mai specific, P
este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, sau D-Ala-D-Ala.

In a 24 modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din a doua modalitate de realizare este
reprezentat de urmatoarea formula:

’ 0 o
ceaq—c—nN_ o g
H— N \ADM

P

L T Ws.
r 0 )
H
CBA—-CH,—N )J\/o\)k .
3 ~N DM
H
Py ws

.

( 0

< H ~0 DM

Wg

H
CBA——C—N /\)J\
I H, MO DM

Ws
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e 5
1 c N DM
o
(o]
\ J WS .
r N ’
CBA——C-——H DM
T H, \OW 4
(@]
A J WS ‘

bl

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care DM este reprezentat de urmitoarea formula
structurala:

MeO.

MeO HO ” .
In a 25* modalitate de realizare specifica, a imunoconjugatilor din al saselea aspect, M este H”,
Na* sau K*; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in oricare dintre a 1*1la a
24 modalitate de realizare specificd sau oricare dintre modalititile de realizare mai specifice
descrise aici.

In oricare de la 1 al a 25 dintre modalitatile de realizare specifice mai sus, anticorpul
oxidat in cauzi sau fragmentul de legare la antigen al acestuia poate avea 1, 2, 3, sau pani la 4
fragmente de 2-hidroxietilaminid N-terminale oxidate la o grupare(grupdri) de aldehidad, pentru
legarea covalentd. Fragmentul de 2-hidroxietilamind N-terminal poate fi o parte dintr-o serind,
treonind, hidroxilisind, 4-hidroxiornitina sau rest de acid 2,4-diamino-5-hidroxi valeric, preferabil
Ser sau Thr. Pentru simplitate, descrierea de mai jos, incluzand reactia de oxidare si orice
conjugare ulterioard cu linkeri sau agenti citotoxici, poate face referire la Ser ca un exemplu
specific de astfel de resturi de 2-hidroxietilamind N-terminale, dar ar trebui in general interpretate
ca referindu-se la toate fragmentele de 2-hidroxietilamind N-terminale. Anticorpul in cauzd sau
fragmentul de legare la antigen al acestuia cuprind o regiune variabild a lantului greu de
imunoglobulind (HCVR) avind secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 34; si o regiune
variabild a lantului usor de imunoglobulind (LCVR) avand secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 37. Anticorpul in cauzd sau fragmentul de legare la antigen al acestuia poate
cuprinde o Ig HCVR avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 38; si o Ig LCVR
avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 33, 35, sau 41 (preferabil SECV ID NR:
35). Anticorpul in cauzd sau fragmentul de legare la antigen al acestuia poate cuprinde de
asemenea o Ig HCVR avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 32, 38, 39, sau 40.
Anticorpul in cauzi sau fragmentul de legare la antigen al acestuia poate cuprinde de asemenea o
region a lantului greu (HC) a Ig avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 53 sau 56;
st o Ig LCVR avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 33, 35, sau 41 (preferabil
SECV ID NR: 35). Anticorpul in cauzd sau fragmentul de legare la antigen al acestuia poate
cuprinde de asemenea o region HC a Ig avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR:
48, 50, 53, 54, 56, 59, sau 60 (preferabil SECV ID NR: 53). In anumite modalitati de realizare, al
doilea rest de pe N-terminalul din SECV ID NR: 34, 38, 50, 53, 54, sau 56 este Phe, in timp ce in
anumite alte modalititi de realizare, al doilea rest de pe N-terminalul din SECV ID NR: 34, 38, 50,
53, 54, sau 56 este Val.

Imunoconjugatii din cel de-al saselea aspect pot fi preparati printr-o primd metoda care
cuprinde reactionare CBA-ul avind o aldehidd cu N-terminal descrisd in al saselea aspect al
inventiei cu un agent citotoxic avind o grupare reactiva cu aldehida.
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Imunoconjugatii din cel de-al saselea pot fi preparati printr-o a doua metodd care
cuprinde reactionare CBA-ul avind o aldehidd cu N-terminal din cel de-al saselea aspect al
inventiei cu un compus linker avand o grupare reactivd cu aldehida pentru a forma un CBA
modificat avand un linker legat la acesta, urmatd de reacfionare CBA-ului modificat cu un agent
citotoxic.

Imunoconjugatii din cel de-al saselea aspect pot fi preparati printr-o a treia metoda care
cuprinde contactarea CBA-ul avind o aldehidd cu N-terminal din cel de-al saselea aspect al
inventiei cu un agent citotoxic urmatd de aditia unui compus linker avind o grupare reactiva cu
aldehida.

Imunoconjugatii din cel de-al saselea aspect pot fi preparati printr-o a patra metoda care
cuprinde etapele de:

(a) oxidare a CBA-ul avand un fragment de 2-hidroxictilamind cu N-terminal (de exemplu,
Ser/Thr) cu un agent de oxidare pentru a forma un CBA oxidat avand o grupare aldehidicd cu N-
terminal; si

(b) reactionare CBA-ului oxidat avand gruparea aldehidicd cu N-terminal cu un agent citotoxic
avand o grupare reactiva cu aldehida.

Imunoconjugatii din cel de-al saselea aspect pot fi preparati printr-o a cincea metoda care
cuprinde etapele de:

(a) oxidare a CBA-ul avand un fragment de 2-hidroxictilamind cu N-terminal (de exemplu,
Ser/Thr) cu un agent de oxidare pentru a forma un CBA oxidat avand o grupare aldehidicd cu N-
terminal;

(b) reactionare CBA-ului oxidat avind gruparea aldehidicd cu N-terminal cu un compus linker
avand o grupare reactivd cu aldehida pentru a forma un CBA modificat avand un linker legat la
acesta, urmata de reactionare CBA-ului modificat cu un agent citotoxic.

Imunoconjugatii din cel de-al saselea aspect pot fi preparati printr-o a sasea metod3 care
cuprinde etapele de:

(a) oxidare a CBA-ul avand un fragment de 2-hidroxietilamind cu N-terminal(de exemplu, Ser/Thr)
cu un agent de oxidare pentru a forma un CBA oxidat avand o grupare aldehidici cu N-terminal;
(b) contactarea CBA-ului oxidat avind gruparea aldehidicd cu N-terminal cu un agent citotoxic
urmatd de aditia unui compus linker avind o grupare reactiva cu aldehida.

Pentru prima sau a patra metodd descrisd mai sus, agentul citotoxic avind o grupare
reactiva cu aldehida poate fi reprezentat de urmitoarea formuli:

R,
° N7 P\[( (CRaRp)—Z41—(CR,Rp)r—Jcs
0]

Yo X
N o o HN—,
N
NH‘KIOMe Meo\/ct[( c@
(0] 0]
sau

X3

R
w \ﬁ_L_Jca

Y X
-N o o HN—.
N\y‘jQiOMe Meo\/(i'fl%
o o (S1b*),

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care Jcp este reprezentat de urmdatoarea formula:

0 NH, NH
' A S o

; ; sau 5

(Sla),
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si variabilele ramase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in oricare dintre 1"*1la a 7* si a 25®
dintre modalititile de realizare specifice si oricare dintre modalititile de realizare mai specifice
descrise aici.

Pentru prima sau a patra metodd descrisd mai sus, agentul citotoxic avind o grupare
reactiva cu aldehida poate fi reprezentat de urmatoarea formuli:

/L1'
O N ea

OMe

(S4a%),

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care Jcp este astfel cum este descris mai sus si
variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise in oricare dintre a 19%la a 25®dintre
modalitafile de realizare specifice si oricare dintre modalititile de realizare mai specifice descrise
aici.

Pentru a doua, a treia, a cincea sau a sasea metodd descrisd mai sus, compusul linker
poate fi reprezentat de urméitoarea formula:

R

Ra3 ad
JCB Za2
J
q1 r1 °
R,1 Raz Q (L*a)

in care Jp -SH, -SSRY, sau -SC(=0)R2;, R¢ este fenil, nitrofenil, dinitrofenil, carboxinitrofenil,
piridil sau nitropiridil; R2 este un alchil; Jcp este astfel cum este descris mai sus; agentul citotoxic
este reprezentat de urmatoarea formula:

Q .
Re\N)_R)ﬂ

X
—N [o) (o) HN_’.
N
O e} ;
sau
X2
W'/ “SH

Y, X
=N fe) o HN_’.'
N
ngg[om MO\/@(QD
o] 0 :
si variabilele ramase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in oricare dintre a 8*1la a 13 si a 25

* dintre modalitatile de realizare specifice si oricare dintre modalitdtile de realizare mai specifice
descrise aici.

SH

Pentru a doua, a treia, a cincea sau a sasea metodd descrisd mai sus, compusul linker
poate fi reprezentat de formula (L*a) mai sus; compusul citotoxic poate fi reprezentat de
urmdtoarea formul:
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b

si variabilele ramase sunt astfel cum au fost descrise in oricare dintre a 14 1a a 18 i a 25 dintre
modalitafile de realizare specifice si oricare dintre modalititile de realizare mai specifice descrise
aici.

Pentru prima sau a patra dintre metodele descrise mai sus, agentul citotoxic poate fi
reactionat cu un reactant reactiv cu imina, cum ar fi NaHSOs, pentru a forma un agent citotoxic
modificat inainte de reactionarea cu CBA-ului oxidat avand aldehida cu N-terminal. Agentul
citotoxic modificat nu necesitd sd fie purificat inainte de reactionarea cu CBA-ul oxidat avand
aldehida cu N-terminal. Alternativ, agentul citotoxic modificat poate fi purificat inainte de
reactionarea cu CBA-ul oxidat avand aldehida cu N-terminal.

Pentru a doua sau a cincea metodd descrisd mai sus, agentul citotoxic poate fi reactionat
cu un reactant reactiv cu imina, cum ar fi NaHSOs3, pentru a forma un agent citotoxic modificat
inainte de reactionarea with CBA-ul modificat avand un linker legat la acesta. Agentul citotoxic
modificat poate fi purificat inainte de reactionarea cu CBA-ul modificat avand un linker legat la
acesta. Alternativ, agentul citotoxic modificat se poate sa nu fie purificat inainte de reactionarea cu
CBA-ul oxidat avand aldehida cu N-terminal.

Pentru a treia sau a sasea dintre metodele descrise mai sus, reactia de oxidare a CBA-ului,
cu agentul citotoxic si compusul linker poate fi efectuatd in prezenta unui reactant reactiv cu
imina, cum ar fi NaHSQOs.

Orice agent de oxidare adecvat poate fi utilizat in etapa (a) a celei de-a patra, a cincea sau
a sasea metoda descrisd mai sus. Agentul de oxidare poate fi un periodat. Mai specific, agentul de
oxidare poate fi periodat de sodiu.

Se poate utiliza un exces molar de echivalenti de agent de oxidare in raport cu CBA-ul.
Se pot utiliza aproximativ 2-100, 5-80, 10-50, 1-10 sau 5-10 echivalenti molari de agent de
oxidare. Se pot utiliza aproximativ 10 sau aproximativ 50 echivalenti de agent de oxidare. Atunci
cand se utilizeazi o cantitate mare de agent de oxidare, se utilizeaza un timp de reactie scurt pentru
a se evita supraoxidarea. De exemplu, atunci cand se utilizeazad 50 echivalenti de agent de oxidare,
reactia de oxidare se efectuecaza timp de aproximativ 5 la aproximativ 60 minute. Alternativ, atunci
cand se utilizeaza 10 echivalenti de agent de oxidare, reactia se efectueaza timp de aproximativ 30
minute la aproximativ 24 de ore. Se pot utiliza 5-10 echivalenti molari de agent de oxidare si
reactia de oxidare poate fi efectuatd timp de aproximativ 5 la aproximativ 60 minute (de exemplu,
aproximativ 10 la aproximativ 30 minute, aproximativ 20 la aproximativ 30 minute).

In reactie poate fi prezent un catalizator in prima, a doua sau a treia metoda descrise mai
sus sau in reactia etapei (b) in a patra, a cincea sau a sasea metodad descrise mai sus. Poate fi
utilizat orice catalizator adecvat in domeniu. Catalizatorul poate fi o anilind sau o anilind
substituitd. Un catalizator de anilini exemplar include, dar nu se limiteazd la, anilind, o-
fenilendiamind, m-fenilendiamind, acid 3,5-diaminobenzoic, p-fenilendiamind, 2-metil-p-
fenilendiamind, N-metil-p-fenilendiamind, o-aminofenol, m-aminofenol, p-aminofenol, p-
metoxianilind, acid 5-metoxi-antranilic, acid o-aminobenzoid, si 4-aminofenetilalcool.
Catalizatorul poate fi 4-aminofenetilalcool. Reactia din etapa (b) poate fi efectuata la un pH de
aproximativ 5,0 la aproximativ 6,5. Reactia din etapa (b) poate fi efectuatd la un pH de
aproximativ 5,0.

Pentru reactia din prima, a doua sau a treia metodd descrise mai sus sau din reactia din
etapa (b) din a patra, a cincea sau a sasea metodad descrise mai sus, compusul avand o grupare
reactivd cu aldehida (de exemplu, agentul citotoxic, sau compusul linker descris aici) poate fi
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utilizat in exces molar in raport cu agentul de legare la celuld oxidat (de exemplu, anticorp oxidat
sau portiune de legare a antigenului oxidatd). Raportul dintre compusul avind o grupare reactiva
cu aldehida si agentul de legare la celuld oxidat poate fi intre aproximativ 10:1 si aproximativ
1,1:1, intre aproximativ 5:1 si aproximativ 2:1. Raportul poate fi de aproximativ 4:1.

Intr-un al saptelea aspect, imunoconjugatii din prezenta inventie cuprind un anticorp sau
fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:

a) o regiune a lantului greu de imunoglobulina avind secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID
NR: 54; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 35,

sau o polipeptida descrisd mai sus, legati covalent la un agent citotoxic descris aici prin gruparea
tiol (-SH) a unuia sau mai multor resturi de cisteind localizate pe anticorp, fragment de legare la
antigen, sau polipeptida.

In 1?* modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din cel de-al saptelea aspect este
reprezentat de urmatoarea formula:

CBA(Cy“Dwe (C1),

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:

a) o regiune a lantului greu de imunoglobulina avind secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID
NR: 54; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 35,

sau o polipeptida descrisi mai sus, legata covalent la Cy“! printr-un rest de cisteind;

We este 1 sau 2;

Cy*! este reprezentat de urmétoarea formuli:

Rs. N 7~ P\ﬂ/ (CRaRb)m\n/LC_g

0 (o)
Y. X
—N o) (8] HN—”‘r,
N
Nﬁﬂwe MSOJCLH/ (G
© °© (Cla);
sau
RS
W el
o}
Y X
—=N o o HN—,
© o (Clb),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:
linia dubld = - dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legdturd dubld, cu conditia ca,

atunci cand este o legaturd dubld, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-C4); si atunci cind
este o legaturd simpld, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, Y este -OH sau -
SO:M, si M este H" sau un cation;

Rs este -H sau un alchil(C;-Cs);

P este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 la 20 resturi de aminoacid;

Ra si Ry, la fiecare aparitie, sunt independent -H, alchil(C;-Cs), sau un substituent cu sarcind sau o
grupare ionizabild Q;

W' este -NR€,

R® este -(CH>-CH,-0),-R¥;

n este un numdir intreg de la 2 la 6;

RE este -H sau -Me;

R* este un alchil(C;-Cy); si,

Lc este reprezentat de:
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RENT eV}

in care sl este locul legat covalent la CBA, si s2 este locul legat covalent la gruparea -C(=0)- pe
Cy*!; in care:

Rig si Ry, la fiecare aparitie, sunt independent -H sau un alchil(C;-Cs);

m" este un numdr intreg intre 1 si 10; si

R" este -H sau un alchil(C;-Cs).

In a 2 modalitate de realizare specifici, a imunoconjugatului cu formula (C1), Cy“! este
reprezentat de formula (Cla); si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in 1
2 modalitate de realizare specifica.

In a 3° modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatului cu formula (C1), Cy“! este
reprezentat de formula (C1b); si variabilele ramase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in 1
2 modalitate de realizare specifica.

In a 47 modalitate de realizare specifici, a imunoconjugatului cu formula (C1), Cy“! este
reprezentat de formula (Cla); R, si R, sunt ambii H; si Rs este H sau Me; si variabilele rimase sunt
astfel cum au fost descrise mai sus in 17 sau a 2 modalitate de realizare specifica.

In a 5® modalitate de realizare specifici, a imunoconjugatului cu formula (C1), P este o peptida
care contine 2 la 5 resturi de aminoacid; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai
sus in 17 a 2® sau a 4 modalitate de realizare specifici. Intr-o modalitate de realizare mai
specificd, P este selectat dintre Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-Lys, Phe-Lys, Lys-
Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg, Phe-N°-nitro-Arg,
Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-Ala-Val, Ala-Leu-
Ala-Leu (SECV ID NR: 55), B-Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 57), Gly-Phe-Leu-Gly (SECV ID
NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-Val-Cit, D-Val-Lys,
D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-
Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si Met-Ala. Intr-o altd modalitate de realizare mai specificd, P
este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, sau D-Ala-D-Ala.

In a 6 modalitate de realizare specificd a imunoconjugatilor cu formula (C1), Q este -SO:M; si
variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai sus ina 1?, a 2, a 4@ sau a 5 modalitate
de realizare specificd sau oricare dintre modalitifile de realizare mai specifice descrise aici.

In a 7* modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (C1), Rig si Rag sunt
ambii H; si m" este un numdr intreg de la 1 la 6; si variabilele rAimase sunt astfel cum au fost
descrise mai sus in 172, 274 33 44 5% gan 6 modalitate de realizare specificd sau oricare dintre
modalitdtile de realizare mai specifice descrise aici.

In a 8*modalitate de realizare specifici, a imunoconjugatilor cu formula (C1), -L-Lc- este
reprezentat de urmatoarea formula:

H 0
N
8235/ \/\b/‘g‘ s1
o]

si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai susin 1%, a2 a3 a4 a5 a 6 sau

a 7" modalitate de realizare specificd sau oricare dintre modalititile de realizare mai specifice

descrise aici.

In a 9* modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din cel de-al saptelea aspect este

reprezentat de urmatoarea formula:

4 ™
0] o} 0

N N
)kr $Nw \”;&SWCBA

<(§;gjv@v1>;r% >
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sau
- 0 ™

H
SwannrCBA
MeO\/\O/\/O\/\N/\/\ﬂ/N\/\ND/

X C o °
Y
N\‘(\ : :OMe MeO: :;]/N
o) 0
-

S we

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care linia dubld = = dintre N si C reprezintd o
legdturd simpld sau o legiturd dubld, cu condifia ca, atunci cand este o legiturd dubla, X este
absent si Y este -H, si atunci cand este o legdturd simpla, X este -H, si Y este -OH sau -SOsM.

b

Intr-o modalitate de realizare mai specificd, linia dubld = - dintre N si C reprezintd o legiturd

dubla, X este absent si Y este -H. Intr-o altd modalitate de realizare mai specificd, linia dubld - -
dintre N si C reprezintd o legaturd simpld, X este -H si Y este -SOzM.

In a 10® modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din cea de-a treia modalitate de
realizare este reprezentat de urmdatoarea formula:

CBA(Cy“)we (C2),

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:

a) o regiune a lantului greu de imunoglobulina avind secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID
NR: 54; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 35,

sau o polipeptida descrisi mai sus, legata covalent la Cy©? printr-un rest de cisteind;

We este 1 sau 2;

Cy*? este reprezentat de urmétoarea formuli:

(o] .S
o SR

Y X
—N o o HN—,,_
N
Njﬁom Me(ﬁ( (@
o] o)

(C2a),
sau
RZ
WL
Yoo X

—N o o HN_’,’

0 0 (C2b),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:
linia dubld - - dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legdturd dubld, cu conditia ca,

atunci cand este o legaturd dubla, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-C4); si atunci cAnd
este o legaturd simpld, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, Y este -OH sau -
SO:M, si M este H" sau un cation;

R*! este un alchil(C;-Cs);

R® este -H sau un alchil(C;-Cs);

W' este -NR*;

R® este -(CH,-CH,-O)-R5;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3313884 T2 2021.04.30

123
R*? este un alchil(C;-Cs);
L' este reprezentat de urmétoarea formuli:
Riz Rz

A M\K B

Ri1 Rw
s}aﬁ( ?ﬁm

Ry R21 R19

n care:

s1 este locul legat covalent la CBA si s2 este locul legat covalent la gruparea -S- de pe Cy©?

Z este -C(=0)-NRy-, sau -NRs-C(=0)-;

Q este -H, un substituent cu sarcind, sau o grupare ionizabild;

Ry, Rio, Ri1, Ri2, Ri3, Rig, Rag, Roy §1 Ry, 1a fiecare aparigie, sunt independent -H sau un alchil(C;-
Ca);

q sir, la fiecare aparitie, sunt independent un intreg intre 0 si 10;

m si n sunt fiecare independent un intreg intre 0 si 10;

R" este -H sau un alchil(Ci-C3); si

P' este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 la 20 resturi de aminoacid.

Intr-o modalitate de realizare mai specificd, q si r sunt fiecare independent un intreg intre
1 si 6, mai specific, un intreg intre 1 si 3. Chiar mai specific, Rio, Ri1, Ri2 si Riz sunt toti H.

Intr-o altd modalitate de realizare mai specifica, m si n sunt fiecare independent un intreg
intre 1 gi 6, mai specific, un intreg intre 1 gi 3. Chiar mai specific, Rio, Rao, Ra1 §i R sunt toti H.

In a 11° modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (C2), Cy“? este
reprezentat de formula (C2a); si variabilele rAmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus ina 10
* modalitate de realizare specificd sau oricare dintre modalititile de realizare mai specifice descrise
aicl.

In a 122 modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (C2), Cy“? este
reprezentat de formula (C2b); si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai sus ina 10
2 modalitate de realizare specifica.

In a 13 modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (C2), P' este o peptida
care contine 2 la 5 resturi de aminoacid; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise in a
10, 11 sau 12" modalitate de realizare specifici sau oricare dintre modalitatile de realizare mai
specifice descrise aici. Intr-o modalitate de realizare mai specifica, P' este selectat dintre Gly-Gly-
Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit,
Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg, Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-
Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-Ala-Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 55), B-Ala-Leu-
Ala-Leu (SECV ID NR: 57), Gly-Phe-Leu-Gly (SECV ID NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg,
Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-
Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si
Met-Ala. Intr-o altd modalitate de realizare mai specifica, P' este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala,
Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, sau D-Ala-D-Ala.

In a 14® modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (C2), -Lc'- este
reprezentat de urmatoarea formula:

0
(0]
s1 N\/\NJH/\/S\;
0 H s2
SOzM .
0 0
s1 N\/\NJ\/\/S\';
o H s2
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sau

s LY

In a 15 modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu (C2), R® este H sau Me; R*! este
- (CHy)p-(CRR?)-, si R*? este -(CH,),-(CR'R#)-, in care Rf si R® sunt fiecare independent -H sau un
alchil(C;-Cy); i p este 0, 1, 2 sau 3; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus
in cea de-a 10, a 11, a 122, 132, sau a 14 modalitate de realizare specificd. Mai specific, Rf si
R# sunt identici sau diferifi, si sunt selectati dintre -H si -Me.

In a 16™ modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din cea de-a treia modalitate de

realizare este reprezentat de urmdatoarea formula:

( J\/)g soamH
Fiscaceeraty

k3
b
S

=N o o .
\VQC[OMe MeO : TN' i

o o s N
AN \/\N/\K ~g N\/\N
X o Swv CBA

'\
o}

\/\b—swm CBA

A We

S« CBA
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care linia dublad = = dintre N si C reprezintd o
legdturd simpld sau o legiturd dubld, cu condifia ca, atunci cand este o legiturd dubla, X este
absent si Y este -H, si atunci cand este o legdturd simpla, X este -H, si Y este -OH sau -SOsM.

Intr-o modalitate de realizare mai specificd, linia dubld - - dintre N si C reprezintd o legidturd

dubla, X este absent si Y este -H. Intr-o altd modalitate de realizare specificd, linia dubld - -
dintre N si C reprezintd o legaturd simpld, X este -H si Y este -SOzM.

In a 17° modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din cea de-a treia modalitate de
realizare este reprezentat de urmdatoarea formula:

CBA(CY®) we (C3),

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde:

a) o regiune a lantului greu de imunoglobulina avind secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID
NR: 54; si

b) o regiune variabila a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 35,

sau o polipeptida descrisi mai sus, legatii covalent la Cy® printr-un rest de cisteind;

We este 1 sau 2;

Cy® este reprezentat de urmétoarea formuli:

(C3a)
in care:

m' este 1 sau 2;

R si Ry, sunt fiecare independent -H sau a (C;-Cs)alchil;

Lc' este reprezentat de urméitoarea formuli:

Szf\s%r\,/zwl\l % s

0 Rh (@]
0 |
N N N ;‘
,/
O Ry Ry Ry Rig

n care:

s1 este locul legat covalent la CBA si s2 este locul legat covalent la gruparea -S- de pe Cy®;

Z este -C(=0)-NRy-, sau -NRs-C(=0)-;

Q este H, un substituent cu sarcind, sau o grupare ionizabili;

Ry, Rio, Ri1, Ri2, Ri3, Rig, Rag, Roy §1 Ry, 1a fiecare aparigie, sunt independent -H sau un alchil(C;-
Ca);

q sir, la fiecare aparitie, sunt independent un intreg intre 0 si 10;

m si n sunt fiecare independent un intreg intre 0 si 10;

R" este -H sau un alchil(Ci-C3); si

P’ este un rest de aminoacid sau o peptida care confine 2 la 20 resturi de aminoacid.

Intr-o modalitate de realizare mai specificd, q si r sunt fiecare independent un intreg intre
1 si 6, mai specific, un Intreg de 1a 1 1a 3. Chiar mai specific, Rio, Ri1, Ri2 $i Riz sunt toti H.

Intr-o altd modalitate de realizare mai specifica, m si n sunt fiecare independent un intreg
intre 1 gi 6, mai specific, un intreg de 1a 1 1a 3. Chiar mai specific, Rio, Rao, Ro1 i Ro sunt toti H.
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In a 18 modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (C3), P' este o peptidd
care contine 2 la 5 resturi de aminoacid; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai
sus in a 17 modalitate de realizare specificd sau oricare dintre modalititile de realizare mai
specifice descrise aici. Intr-o modalitate de realizare mai specificd, P' este selectat dintre Gly-Gly-
Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit,
Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg, Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-
Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-Ala-Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SECV ID NR: 55), B-Ala-Leu-
Ala-Leu (SECV ID NR: 57), Gly-Phe-Leu-Gly (SECV ID NR: 73), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg,
Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-
Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, si
Met-Ala. Intr-o altd modalitate de realizare mai specifica, P' este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala,
Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, sau D-Ala-D-Ala.

In a 19° modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (C3), -Lc'- este
reprezentat de urmatoarea formula:

(0]
(0]
s1 N\/\N)K(\/S\;f
o H s2
SO;M .
o (0]
s1 % N\/\NJ\/\/S\;
o) H s

sau
(0]
La RO O S S B
s N N
J \/\H H \([)I/\” \g/\/\b/ész
0]

in care M este H" sau un cation; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in a
17 sau a 18 modalitate de realizare specificd sau oricare dintre modalitatile de realizare mai
specifice descrise aici.

In a 20 modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (C3), m' este 1 si Ry si
R> sunt ambii H; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai susina 17% a 18 sau a
19 modalitate de realizare specificd sau oricare dintre modalititile de realizare mai specifice
descrise aici.

In a 21 modalitate de realizare specificd, a imunoconjugatilor cu formula (C3), m' este 2 si Ry si
R> sunt ambii Me; si variabilele rAmase sunt astfel cum au fost descrise mai susina 17% a 18 sau
a 19 modalitate de realizare specificd sau oricare dintre modalitifile de realizare mai specifice
descrise aici.

In a 22" modalitate de realizare specificd, imunoconjugatul din cel de-al saptelea aspect este
reprezentat de urmatoarea formula:

0
0
con . N\/\”MS\SX/\WDM
5 SOM
0

O

We.

bl

o)
N\/\NJJ\/\/S\ DM
CBA}w-S H S
0 o)
We.

>

sau
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o o] o] 0 o]
eans-( T S A A
¢ \/\H H \([)]/\H \g/\/\b/s\/\io\/DM
(o]

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care DM este un fragmant de medicament
reprezentat de urmatoarea formula:

We.

MeO

In a 23 modalitate de realizare a imunoconjugatilor din cel de-al saptelea aspect, M este H*, Na*
sau K*; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise in oricare dintre a 1" la a 22 dintre
modalitafile de realizare specifice sau oricare dintre modalitafile de realizare mai specifice descrise
aici.

In oricare dintre 1 1a a 23 modalitate de realizare specificd de mai sus dintre, anticorpul
in cauzd sau fragmentul de legare la antigen al acestuia cuprind o regiune a lantului greu de
imunoglobulind (HC) avind secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 54; si o regiune
variabild a lantului usor de imunoglobulind (LCVR) avand secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 35. Anticorpul in cauzi sau fragmentul de legare la antigen al acestuia, sau
polipeptida care cuprinde anticorpul in cauza sau fragmentul de legare la antigen al acestuia, are
un rest de Cys intr-o locatie corespunzitoare Cys-ului modificat din domeniul CH3 al lantului greu
(adicd, de 1a al 5*1a ultimul rest) din SECV ID NR: 54. Anticorpul in cauzi sau fragmentul de
legare la antigen al acestuia poate cuprinde o Ig LCVR avand secventa de aminoacizi stabilita in
SECV ID NR: 33, 37, sau 41 (preferabil SECV ID NR: 37). Anticorpul in cauzi sau fragmentul de
legare la antigen al acestuia poate cuprinde de asemenea o regiune a lantului greu de Ig avand
secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 56; si o I[g LCVR avand secventa de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 33, 37, sau 41 (preferabil SECV ID NR: 37). In anumite modalititi de
realizare, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 54 si 56 este Phe, in timp ce in anumite
alte modalititi de realizare, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 54 si 56 este Val.

Imunoconjugatii din cel de-al saptelea aspect descris mai sus (de exemplu,
imunoconjugatii oriciruia dintre 17 la a 23" modalitate de realizare specificd sau oricare dintre
modalitatile de realizare mai specifice descrise aici) pot fi preparati prin reactionare CBA-ul avand
una sau mai multe cisteine libere cu un agent citotoxic avind o grupare reactiva la tiol descrisi
aici.

Agentul citotoxic aviand o grupare reactivd la tiol poate fi reprezentat de urmitoarca

Rs., P (CR.Rp) LS
N a m\n/ C
Y

Yoo X
=N 0 0 HN—=,
N
N\'nom Meo\/[;%/ (@
0 0 (
sau

R
w G—Lc’

Y X
=N o o HN—,
Q@Qm ;@Lr QD
o 0 (Clb");

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care -L¢° este reprezentat de urmdtoarea formuli:

formula:

Cla’);
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R19
in care Varlabllele sunt astfel cum sunt descrise mai sus in oricare dintre 1*1a a 9 si a 23 dintre
modalitafile de realizare specifice sau oricare dintre modalititile de realizare mai specifice descrise
aici.

Agentul citotoxic avand o grupare reactivd la tiol poate fi reprezentat de urmdtoarea
formula:

Q .S
Re\ N)— RX1 ~ LCCI

YooX
=N o 0 AN—.
N
0 o (2
sau

RXZ
W./ \S_Lcc-

Y, X
——N o) 0 HN_’,_
N\HJGEOMe MeO\/EiH/ %
0 0 (C2b7),

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care Lc® este reprezentat de urmitoarea formuli:

a”))

sau
(0] Rh (@)
(0] | )
LAt
O Ry Rz Rzpo Rie ©

in care variabilele sunt astfel cum sunt descrise mai sus in oricare dintre a 10®1a a 16™ si a 23"
* modalitate de realizare specificd sau oricare dintre modalititile de realizare mai specifice descrise
aici.

Agentul citotoxic aviand o grupare reactivd la tiol poate fi reprezentat de urmitoarca
formula:

]
H 3
MeO HO H (C32%),
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care L¢® este descrisd mai sus si variabilele

rdmase sunt astfel cum au fost descrise mai sus in oricare dintre a 17-* la a 23 dintre modalitétile
de realizare specifice sau oricare dintre modalititile de realizare mai specifice descrise aici.
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In reactia CBA-ului cu agentul citotoxic se pot utiliza solventi organici pentru a solubiliza
agentul citotoxic. Solventii organici exemplari includ, dar nu se limiteaza la, dimetilacetamida
(DMA), propilenglicol etc. Reactia CBA-ului cu agentul citotoxic poate fi efectuatd in prezentd de
DMA si propilenglicol.

4. Comporitii si metode de utilizare

Prezenta inventie include o compozitie farmaceutica care cuprinde anticorpii in cauzi sau
fragmente de legare la antigeni ale acestora, sau imunoconjugati ai acestora (de exemplu, conjugati
cu formulele (L1), (L2), (L3), (S1), (S2), (S3), (S4), (C1), (C2), si (C3)) descrise aici, §i un
purtitor acceptabil farmaceutic. Prezenta inventie include, de asemenea, o compozitie
farmaceutica care cuprinde anticorpii in cauza sau fragmente de legare la antigeni ale acestora, sau
un conjugat cu formulele (L1), (L2), (L3), (S1), (52), (S3), (54), (C1), (C2), si (C3)), si un purtitor
acceptabil farmaceutic, si care cuprinde in plus un al doilea agent terapeutic. Prezentele compozitii
sunt utile pentru inhibarea cresterii celulare anormale sau pentru tratarea unei tulburdri
proliferative la un mamifer (de exemplu, uman), incluzand cancer hematologic, leucemie, sau
limfom.

In particular, prezenta inventie redd compozitii farmaceutice care cuprind unul sau mai
multi dintre agentii de legare a CD123 sau imunoconjugati ai acestora descrisi aici. In anumite
modalitdfi de realizare, compozitiile farmaceutice cuprind in plus un vehicul acceptabil
farmaceuitc. Aceste compozitii farmaceutice 1si gasesc utilizarea in inhibarea cresterii tumorii si
tratarea cancerului la pacientii umani, inclusiv cancer hematologic, leucemie sau limfom.

Formularile pot fi preparate pentru depozitare si utilizare prin combinarea unui anticorp
purificat sau a unui imunoconjugat conform prezentei inventii cu un vehicul acceptabil
farmaceutic (de exemplu purtitor, excipient) (Remington, The Science and Practice of Pharmacy
20th Edition Mack Publishing, 2000). Vehiculele acceptabile farmaceutic adecvate includ, dar nu
se limiteaza la, tampoane netoxice cum ar fi fosfat, citrat, si alti acizi organici; sdruri cum ar fi
clorurd sodiu; antioxidanti incluzind acid ascorbic si metionind; conservanti (de exemplu clorurd
de octadecildimetilbenzil amoniu; clorurd de hexametoniu; clorurd benzalconiu; clorurd de
benzetoniu; fenol, alcool butilic sau benzilic; alchil parabeni, cum ar fi metil sau propil paraben;
catechol; rezorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; si m-crezol); polipeptide cu greutate moleculard
micd (de exemplu, mai micd de aproximativ 10 resturi de aminoacid); proteine cum ar fi albumina
sericd, gelatind, sau imunoglobuline; polimeri hidrophili cum ar fi polivinilpirolidona; aminoacizi
cum ar fi glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, sau lisina; carbohidrati cum ar fi
monozaharide, dizaharide, glucoza, manoza, sau dextrinele; agenti de chelatizare cum ar fi EDTA;
zaharuri cum ar fi zaharoza, manitolul, trehalozele sau sorbitolul; contraioni care formeaza saruri
cum ar fi sodiu; complecsi metalici (de exemplu, complecsi Zn-proteind); si agenti tensioactivi
neionici cum ar fi TWEEN sau polietilenglicol (PEG).

Comporzitiile farmaceutice descrise aici pot fi administerate prin oricare dintre
numeroasele cdi, fie pentru tratament local fie sistemic. Administrarea poate fi topica (cum ar fi la
membranele mucoase, inclusiv administrarea vaginald si rectald), cum ar fi plasturi transdermici,
unguente, lotiuni, creme, geluri, picdturi, supozitoare, spray-uri, lichide si pulberi; pulmonard (de
exemplu, prin inhalare sau insuflare de pulberi sau aerosoli, inclusiv prin nebulizare; intratraheald,
intranazald, epidermica si transdermicd); orald; sau parenterald incluzind injectia sau perfuzia
intravenoasd, intraarteriald, subcutanatd, intraperitoneald sau intramusculard; sau administrarca
intracraniand ( de exemplu, intratecald sau intraventriculard). Administrarea poate fi intravenoasa.
Compozitiile farmaceutice descrise aici pot fi de asemenea utilizate in vitro sau ex vivo.

Un anticorp sau imunoconjugat conform inventiei poate fi combinat intr-o formulare
farmaceuticd combinatd sau regim de dozare ca terapie combinatd, cu un al doilea compus, cum ar
fi unul care este cunoscut ca fiind eficient in tratarea unei boli sau tulburdri de interes Al doilea
compus poate fi un agent anticanceros. Administrarea celui de-al doilea compus si a unui
imunoconjugat conform inventiei poate avea ca rezultat o eficacitate mai bund in comparatic cu
administrarea imunoconjugatului individual. Al doilea compus poate fi administrat prin oricare
dintre numeroase cdi, incluzind, de exemplu, administrare topicd, pulmonard, orald, parenterald
sau intracraniand. Administrarea poate fi orald. Administrarea poate fi intravenoasd. Administrarca
poate fi atit orald, cit si intravenoasa.
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Un anticorp sau imunoconjugat poate fi, de asemenea, combinat intr-o formulare
farmaceuticd combinatd sau regim de dozare ca terapic combinatd, cu un analgezic sau alte
medicatii.

Un anticorp sau imunoconjugat poate fi combinat intr-o formulare farmaceuticd
combinatad sau regim de dozare ca terapiec combinati, cu un al doilea compus avand proprietifi
anticanceroase. Al doilea compus al formuldrii farmaceutice sau a regimului de dozare combinate
poate avea activititi complementare la ADC al combinatiei astfel incit si nu se afecteze advers
unul pe celalalt. Sunt redate, de asemenea, compozitii farmaceutice care cuprind agentul de legare
la CD123 si un al doilea agent anticanceros.

Prezenta inventie include o metoda in vitro sau ex vivo de inhibare a cresterii unei celule
care exprimd CD123, care cuprinde contactarea celulei cu un anticorp sau fragment de legare la
antigen a acestuia; o polipeptidd; un imunoconjugat; sau o compozitie farmaceuticd conform
inventiei. Prezenta inventie include, de asemenea, un anticorp sau un fragment de legare la antigen
al acestuia; o polipeptidd; un imunoconjugat; sau o compozifie farmaceuticd dezvaluita aici pentru
utilizarea intr-o metodd pentru tratarea unui subiect care are cancer sau pentru utilizare intr-o
metodd pentru tratarea unei tulburdri de proliferare celulard la un subiect, in care celulele
cancerului sau tulburarea proliferativd celulard exprimd CD123. Metoda poate fi pentru tratarca
unui mamifer (de exemplu, uman) care cuprinde administrarea la mamiferul mentionat a unei
cantitdti eficiente terapeutic de anticorpi sau fragmente de legare la antigen ale acestora sau
imunoconjugati (de exemplu, conjugati cu formulele (L1), (L2), (L3), (S1), (S2), (S3), (§4), (C1),
(C2), si (C3)) descrise aici, sau o compozitie a acestora, individual sau in combinatie cu un al
doilea agent terapeutic.

In anumite modalititi de realizare, cresterea celulari anormald sau tulburarea proliferativi
a celulelor la un mamifer este o boala sau stare asociata sau caracterizati prin exprimarea CD123,
cum ar fi cancerul, inclusiv cancer hematologic, leucemie sau limfom. In anumite modalititi de
realizare, tulburarea proliferativa a celulelor este un cancer al unui organ limfatic sau o malignitate
hematologica.

De exemplu, cancerul poate fi selectat din grupul care constd din: leucemia mieloida
acutd (AML, incluzind AML cu CD33-scidzut, AML pozitiv 1a glicoproteind P, AML recidivat,
sau refractar AML), leucemie mielogenoasd cronicd (CML), incluzand crize blastice de CML si
oncogene Abelson asociat cu CML (translocatie Ber-ABL), sindromul mielodisplazic (MDS),
leucemie limfoblasticd acutd B sau B-cell leucemie limfoblasticd acutd a celulei B (B-ALL),
leucemia limfocitard cronicd (CLL), incluzind sindrom Richter sau transformare Richter a CLL,
leucemie cu celule paroase (HCL), leucemie promielociticd acutd (APL), boald limfoproliferativa
cronici cu celule B (B-CLPD), leucemia limfocitard cronicd atipicd (preferabil cu o exprimare
marcatd a CD11c), neoplasm cu celule dendritice plasmacitoide blastice (BPDCN), limfoame non-
Hodkin (NHL), incluzand leucemie cu celule manta (MCL), si limfom limfocitic mic (SLL),
limfom Hodgkin, mastocitoz3 sistemica, si limfom Burkitt.

In anumite modalititi de realizare, B-ALL este o B-ALL pozitivd la CD19. in anumite
alte modalitati de realizare, B-ALL este o B-ALL negativa la CD19.

in anumite modalitifi de realizare, cancerul are cel pufin un factor prognostic negativ, de
exemplu, supraexprimarea glicoproteinei P, supraexprimarea EVII, alterarea p53, mutatia
DNMT3A, duplicarea internd in tandem a FLT3.

In anumite modalititfi de realizare, cantitatea eficientd terapeutic de anticorpi in cauza sau
fragmente de legare la antigeni ale acestora, sau imunoconjugati (de exemplu, conjugati cu
formulele (L1), (L2), (L3), (S1), (S2), (S3), (S84), (C1), (C2), si (C3)) descrisi aici, sau o
compozitie a acestora, individual sau in combinatie cu un al doilea agent terapeutic, preferabil
inhibd proliferarea celulelor stem leucemice (LSC-uri), progenitorilor de leucemie (LP-uri), si/sau
blastelor leucemice, la celule stem hematopoietice normale (HSC-uri). In anumite modalititi de
realizare, valoarea ICso sau concentratia demi-maximi a agentilor in cauza de mai sus pentru a
inhiba proliferarea celulelor stem leucemice (LSC-uri), progenitorilor de leucemie (LPs), si/sau
blastelor leucemice, este de cel putin 10-, 20-, 30-, 40-, 50-, 60-, 70-, 80-, 90-, 100-, 150-, 300-,
500-ori sau mai mult, mai scizutd decat cea pentru celule stem hematopoictice normale (HSC-uri).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3313884 T2 2021.04.30
131

O terapie anti-leucemicd conform inventiei nu trebuie sa tinteascd si sd omoare blastele
leucemice, ci, de preferintd, sd {inteascd si sd omoare progenitorii leucemici (LP) si selulele stem
leucemice (LSC-uri). Terapia poate fi mai putin selectivd impotriva HSC-urilor normale. In
anumite modalitdti de realizare, exprimarea CD123 pe LSC-uri, LP-uri si blaste leucemice sunt
mai ridicate (de exemplu, de cel putin 20-25 ori mai ridicate in LSC, progenitori de AML, si blaste
de AML) in comparatic cu limfocitele normale (care pot fi aproape de negativ). In anumite
modalitafi de realizare, nivelurile de exprimare a CD123 pe LP-uri si LSC-uri sunt cel putin tot
atat de ridicate ca si cele de pe blastele leucemice.

De asemenea, este dezvaluitd aici o metodd pentru inducerea mortii celulare in populatii
de celule selectate care cuprinde contactarea celulelor tintd sau a fesutului care contine celule tintd
cu o cantitate eficientd de anticorpi in cauza sau de fragmente legare la antigen ale acestora sau
imunoconjugati conform prezentei inventii. Celulele tintd sunt celule la care se poate lega agentul
de legare celulard a conjugatilor.

Daci se doreste, impreund cu conjugatul pot fi administrati si alti agenti activi, cum ar fi
alti agenti anti-tumorali.

Terapiile cancerului si dozele acestora, cdile de administrare si utilizarea recomandata
sunt cunoscute in stadiul tehnicii si au fost descrise in literatura de specialitate, cum ar fi
Physician's Desk Reference (PDR). PDR dezviluie dozele de agentfi care au fost utilizate in
tratamentul diferitelor tipuri de cancere. Regimul de dozare si dozele acestor medicamente
chimioterapeutice mentionate anterior, care sunt eficiente din punct de vedere terapeutic, vor
depinde de tipul specific de cancer tratat, de extinderea bolii si de alti factori cunoscufi de medicul
de specialitate in domeniu si pot fi determinate de cdtre medic. Un specialist in domeniu poate
trece in revistd PDR, utilizind unul sau mai multi dintre urmatorii parametri, pentru a determina
regimul de dozare si dozele agentilor chimioterapeutici si ale conjugatilor care pot fi utilizate in
conformitate cu informatiile din aceastd inventic. Acesti parametri includ: Indice cuprinzitor;
Producitor; Produse (dupd numele medicamentului dat de companie sau marca comerciald);
Indicele de categorie; Indicele generic/chimic (denumiri comune ale medicamentelor care nu sunt
marca comerciald); Imagini color ale medicatiilor; Informatii despre produs, in conformitate cu
etichetarea FDA; Informatii chimice; Functie/actiune; Indicafii si contraindicatii; Studii de
cercetare, efecte secundare, avertizari.

Exemple de utilizari in vitro includ tratamente ale miduvei osoase autologe inainte de
transplantul acesteia la acelasi pacient, pentru a ucide celulele bolnave sau maligne; tratamente ale
miduvei osoase anterioare transplantului, pentru a ucide celulele T competente si pentru a preveni
boala grefd-versus-gazdi (GVHD); tratamente ale culturilor celulare pentru a ucide toate celulele,
cu exceptia variantelor dorite, care nu exprimd antigenul {intd; sau pentru a ucide acele variante
care exprimd un antigen nedorit.

Conditiile de utilizare non-clinicd in vitro sunt determinate cu usurin{i de citre un
specialist in domeniu.

Exemple de utilizare clinici ex vivo sunt indepartarea celulelor tumorale sau a celulelor
limfoide din miduva osoasd inainte de transplantul autolog in tratamentul cancerului sau in
tratamentul bolii autoimune sau indepartarea celulelor T si a altor celule limfoide din maduva
osoasd sau tesutul autolog sau alogen inainte de transplant pentru a preveni GVHD. Tratamentul
poate fi efectuat dupa cum urmeaza. Maduva osoasa este recoltatd de la pacient sau alt individ si
apoi este incubatd intr-un mediu care contine ser la care se adaugd agentul citotoxic conform
inventiei, concentratiile variazd de la aproximativ 10 pM pand la 1 pM, timp de aproximativ 30
minute pand la aproximativ 48 ore la aproximativ 37°C. Conditiile exacte referitoare la
concentratia si timpul de incubare, adicd, doza, sunt determinate cu usurintd de ctre un specialist
in domeniu. Dupd incubare, celulele maduvei osoase sunt spalate cu un mediu care confine ser si
returnate pacientului pe cale intravenoasi conform metodelor cunoscute. In situatiile in care
pacientul primeste un alt tratament, cum ar fi un curs de chimioterapie ablativ sau iradiere totald a
organismului intre momentul recoltirii maduvei si reperfuzia celulelor tratate, celulele maduvei
tratate sunt depozitate congelate in azot lichid utilizand un echipament medical standard.
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Pentru utilizarea clinicd in vivo, agentul citotoxic conform inventiei va fi furnizat sub
formd de solutie sau pulbere liofilizatd care sunt testate in ceea ce priveste sterilitatea si nivelurile
de endotoxind.

Purtdtorii, diluantii si excipientii acceptabili farmaceutic adecvati sunt bine cunoscufi si
pot fi determinati de specialistii in domeniu, in functie de situatia clinicd justificatd. Exemple de
purtdtori, diluanti si excipienti adecvati includ: (1) solutie salind Dulbecco tamponata cu fosfat, pH
aproximativ 7,4, con{inind sau necon{inind aproximativ 1 mg/mL la 25 mg/mL albumind sericd
umand, (2) 0,9% solutie salina (0,9% gr/v NaCl), si (3) 5% (ge/v) de dextroza; si poate confine de
asemenea un antioxidant cum ar fi triptamina si un agent de stabilizare cum ar fi Tween 20.

Metoda de inducere a mortii celulare in rindul populatiilor de celule selectate poate fi
practicat in vitro, in vivo, sau ex vivo.

EXEMPLE
Exemplul 1 Generarea de anticorpi monoclonali de soarece impotriva antigenului CD123
uman si de Cynomolgus

Pentru a produce anticorpi anti-CD123 murini, soareci femele BALB/c de tip silbatic
(Charles River Laboratory, Wilmington, MA) au fost injectati subcutanat cu CD123 uman care
exprimd o linie celulard stabild de 300-19, care este 0o BALB/c derivati linia celulara pre-B (M. G.
Reth si colab. 1985, Nature, 317: 353-355), in PBS la o dozi de 5 x 10° celule/soarece la fiecare 2
saptdmani timp de cinci ori. Cu trei zile inainte de a fi sacrificati pentru generarea hibridomului,
soarecii imunizati au primit o injectie intraperitoneald cu o alti dozd de antigen. Splina de la
soarece a fost recoltatd conform protocoalelor standard pentru animale si a fost maruntitd intre
doud lamele microscopice sterile inghetate, pentru a se obtine o singurd suspensie celule in mediu
RPMI-1640. Dupad lizarea celulelor rosii din singe cu tampon de lizare ACK, celulele splenice au
fost apoi amestecate cu celule de mielom murin P3X63Ag8.653 (celule P3) (J. F. Kearney si colab,
1979, J. Immunol, 123: 1548-1550) la un raport de 1 celule P3: 3 celule splenice. Amestecul de
celule splenice si celule P3 s-a spalat si s-a tratat cu pronazi in mediu de fuziune (0,3 M
mannitol/D-sorbitol, 0,1 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl, si 1 mg/mL BSA) la temperatura camerei
timp de 3 min. Reactia s-a stopat prin adifia de ser fetal de bovina (FBS, Invitrogen); apoi celule s-
au spdlat, s-au resuspendat in 2 mL de mediu de fuziune rece {i s-au fuzionat cu o masind de
electrofuziune BTX ECM 2001 (Harvard Apparatus). Celulele fuzionate au fost addugate usor la
mediul de selectie RPMI-1640 contindnd hipoxantind-aminopterin-timidind (HAT) (Sigma
Aldrich), s-au incubat timp de 20 de minute la 37°C si apoi s-au insdmantat in plici cu 96 de
godeuri cu fund plat la 200 pL/godeu. Plicile au fost apoi incubate in incubator, 1la 37°C, cu 5%
CO; pand cand clonele de hidridom au fost gata pentru screeningul anticorpilor. Pot fi utilizate si
alte tehnici de imunizare si producere de hibridomi, inclusiv cele descrise in J. Langone and H.
Vunakis (Eds, Methods in Enzymology, Vol. 121, Immunochemical Techniques, Part I, Academic
Press, Florida); and E. Harlow and D. Lane (Antibodies: A Laboratory Manual, 1988, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, New York, NY).

Screeningul si selectarea hibridomului

Screeningul hibridomului s-a efectuat folosind analiza de legare prin citometrie in flux cu
CD123 uman care exprima linii de celule 300-19 stabile si de celule 300-19 celule de tip sdlbatic.
Pe scurt, celulele 300-19 de tip silbatic au fost marcate mai intdi cu CELLTRACE™ rosu
indepdrtat DDAO-SE (Invitrogen), amestecate cu celule netratate la raport de 1:1 si incubate cu
supernatantul hibridomului timp de 2 ore pe gheata. Celulele au fost apoi spilate, incubate cu IgG
anti-soarece etichetate cu PE (Jackson Immunoresearch), spilate, fixate cu formalind si analizate
prin utilizarea matricei FACS (BD Bioscience). Hibridomul cu reactivitate specificd la antigenul
CD123 uman a fost expandat si supernatantele au fost supuse din nou unui screening cu analiza de
legare prin citometrie in flux utilizand trei linii celulare independente: CD123 uman care exprima
linia celulard 300-19 stabild, CD123 de cynomolgus care exprima linia celulard 300-19 stabila si
linia celulard 300-19 de tip sdlbatic. Hibridomul cu legare pozitiva la antigenii CD123 umani si
cynomolgus, dar negativa la celulele 300-19 de tip sdlbatic, a fost subclonat in continuare prin
dilutie limitatd. O singurd clond de la fiecare hibridom, care a prezentat o legare specifica la
antigenii de CD123 umani si de cynomolgus, a fost selectatd pentru analiza ulterioara.

Pe parcursul acestei investigatii au fost efectuate in total sase fuziuni. S-a efectuat
screeningul a aproximativ 6.000 de hibridomi, au fost generati 33 hibridomi specifici pentru
antigenii de CD123 uman si de cynomolgus si 18 hibridomi au fost subclonati. Subclonele stabile
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au fost cultivate si izotipul anticorpului monoclonal a fost identificat utilizind reactivi comerciali
de izotipare IgG de soarece (cum ar fi kitul de izotipare a anticorpului monoclonal IsoStrip Mouse
de la Roche Diagnostics GmbH, Germania, Produs nr. 11493027001).

Purificarea anticorpilor

Anticorpii au fost purificati din supernatantele subclonei hibridomului utilizind metode
standard, cum ar fi, de exemplu, cromatografia de Proteind A sau G (HiTrap Protein A or G HP, 1
mL, Amersham Biosciences). Pe scurt, supernatantul a fost preparat pentru cromatografie prin
adiugarea unui volum de 1/10 de tampon Tris/HCI 1 M, pH 8.,0. Supernatantul cu pH ajustat s-a
filtrat printr-o membrana filtranta de 0,22 pm si s-a incdrcat pe o coloand echilibratd cu tampon de
legare (PBS, pH 7,3). Coloana s-a spdlat cu tampon de legare pana cind s-a obfinut o linie de bazi
stabild fira absorbantd la 280 nm. Anticorpul s-a eluat cu tampon de acid acetic 0,1 M continind
0,15 M NaCl, pH 2,8, utilizand un debit de 0,5 mL/min. S-au colectat fractii de aproximativ 0,25
mL si s-au neutralizat prin aditia a 1/10 volume de 1M Tris/HCI, pH 8,0. Fractia(iile) de pic s-a
dializat peste noapte de doud ori contra 1 x PBS si s-au sterilizat prin filtrare printr-o membrand de
filtrare de 0,2 pm. Anticorpul purificat a fost cuantificat prin absorbanti la A280.

Fractiile purificate de proteina A au fost lustruite in continuare utilizind cromatografia cu
schimb de ioni (IEX) prin cromatografie cuaternard de amoniu (Q) pentru anticorpi murini. Pe
scurt, probe de la purificarea proteinei A, au fost schimbate in tampon de legare (10 mM Tris, 10
mM clorurd de sodiu, pH 8,0) si filtrate printr-o umpluturd de 0,22 pm. Proba preparatd a fost apoi
incdrcatd pe o rasind Q cu flux rapid (GE Lifesciences) care a fost echilibratd cu tampon de legare
la un debit de 120 cm/ord. Dimensiunca coloanei a fost aleasd pentru a avea o capacitate suficientd
pentru a lega toate MAb-urile din proba. Coloana a fost apoi spilatd cu tampon de legare pana
cand s-a obtinut o linie de bazi stabild fird absorbantd la 280 nm. Anticorpul s-a eluat prin
initierea unui gradient de la 10 mM la 500 mM de clorurd de sodiu 20 volume de coloand (CV).
Fractiile de pic au fost colectate pe baza masurarii absorbantei la 280 nm (A280). Procentajul de
monomer s-a evaluat cu ajutorul cromatografiei de excludere dimensionald pe (SEC) pe un gel
TSK G3000SWXL, 7.8 x 300 mm cu o coloand cu gradd SWXL, 6,0 x 40 mm (Tosoh Bioscience,
Montgomeryville, PA) utilizand un sistem Agilent HPLC 1100 (Agilent, Santa Clara, CA).
Fractiile cu un confinut de monomer mai ridicat de 95% au fost comasate, schimbate prin tampon
la PBS (pH 7,4) utilizand un sistem TFF, si sterilizate prin filtrarea printr-o membrand de filtrare
de 0,2 pm. Concentratia de IgG a anticorpului purificat a fost determinata prin A280 utilizind un
coeficient de extinctie de 1,47. Metode alternative, cum ar fi hidroxiapatita ceramica (CHT), au
fost, de asemenea, utilizate pentru lustruirea anticorpilor cu o selectivitate bund. Risina CHT de tip
II cu dimensiunea particulelor de 40 pm (Bio-Rad Laboratories) s-a utilizat cu un protocol similar
celui descris pentru cromatografia IEX. Tamponul de legare pentru CHT corespunde la 20 mM
fosfat de sodiu, pH 7,0 si anticorpul s-a eluat cu un gradient de 20-160 mM fosfat de sodiu peste
CV 20.

Exemplul 2 Clonarea si secventierea regiunilor Vi si Vu ale anticorpilor anti-CD123
Clonarea regiunilor Vi si Vu

ARN-ul celular total a fost preparat din 5 ? 10° celule de hibridomi de CD123 utilizand
un kit RNeasy (QIAgen) in conformitate cu protocolul producitorului. ADNc a fost sintetizat
ulterior din ARN-ul total utilizind kitul de sintezd de ADNc SuperScript IT (Invitrogen).

Procedurile PCR pentru amplificarea  ADNc-urilor regiunii variabile a anticorpului
derivate din celule hibridom s-au bazat pe metodele descrise in Wang si colab. ((2000) J Immunol
Methods. 233:167-77) si Co si colab.((1992) J Immunol. 148:1149-54). Secvenfele de VL si Vi au
fost amplificate de primeri degenerati pe capdtul 5' si fie de primeri specifici regiunii constante
kappa murine fie a IgG respectiv pe capitul 3'. Ampliconii purificati au fost trimisi la Beckman
Coulter Genomics pentru secvenfiere.

Deoarece primerii degenerati utilizati pentru clonarea secventelor de ADNc de Vi si Vi
modificd capitul 5', au fost necesare eforturi de secvenfiere suplimentare pentru verificarea
secvenfelor de ADNc complete. Secventele preliminare au fost introduse intr-o interogare de
ciutare a situsului NCBI IgBlast pentru a se identifica secventele germinale murine din care au
fost derivate secventele de anticorpi. Primerii PCR au fost apoi conceputi pentru a se recombina cu
secventa lider legatd de linia germinativd a anticorpului murin, astfel incit aceastd noud reactie
PCR sd producd o secventd completd de ADNc a regiunii variabile, nealterate de primerii PCR.
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Determinarea masei pentru confirmarea secventei

Secventele ADNc ale regiunii variabile obtinute pentru fiecare dintre anticorpii anti-
CD123 au fost combinate cu secvente ale regiunii constante a liniei germinale pentru a se obtine
secvente de ADNc cu lungime completa ale anticorpului. Greutitile moleculare ale lanturilor grele
si usoare au fost calculate apoi din translatii ale secventelor de ADNc si comparate cu greutdtile
moleculare obfinute prin analize LC/MS ale anticorpilor anti-CD123 murini purificati. Greutitile
moleculare observate pentru fiecare dintre lanfurile usoare si grele au corespuns valorilor asteptate.

Exemplul 3 Umanizarea anticorpului
Exprimarea anticorpilor recombinanti

Secventele de aminoacizi ale regiunii variabile confirmate pentru anticorpii CD123
murini au fost optimizate cu codoni, sintetizate si clonate in cadru cu regiuni constante de anticorp
uman de citre Blue Heron Biotechnology pentru a se construi versiuni himerice ale anticorpilor
CD123. Vectorii, regiunile constante si schemele de clonare utilizate pentru anticorpii himerici
CDI123 au fost identice cu cele utilizate pentru anticorpii CD123 umanizati descrisi mai jos.
Anticorpul himeric chCD123-6 este alcituit din secvenfe ale regiunii variabile de soarece cu
SECV ID NR: 28 si respectiv 29, impreund cu secventele constante IgG1 si Kappa umane pentru
lanturile greu si respectiv usor. Regiunea variabila a lantului usor a fost clonati in situsurile EcoRI
si BsiWI ale plasmidei pAbKZeo si regiunea variabild a lantului greu a fost clonat in situsurile
HindIII si Apal ale plasmidei pAbGINeo. Aceste constructi de exprimare au fost produsi
tranzitoriu fie in celule HEK-293T aderente utilizand celule HEK-293T adaptate in suspensie
utilizAnd o procedurd PEI modificata in baloane de scuturare. Transfectiile tranzitorii PEI au fost
efectuate astfel cum a fost descris anterior (Durocher si colab, Nucleic Acids Res. 30(2):E9
(2002)), cu exceptia celulelor HEK-293T crescute in Freestyle 293 (Invitrogen) si volumul de
culturd a fost 1isat nediluat dupd adiugarea complecsilor de PEI-ADN. Transfectiile au fost
incubate timp de o sdptimand si apoi supernatantele limpezite au fost purificate prin cromatografie
standard de proteind A urmati de proceduri cromatografice de lustruire.

Umanizarea anticorpului

Anticorpul murin CD123-6 a fost umanizat utilizand proceduri de grefare a regiunii
determinante complemntare (CDR) substantial astfel cum este descris in Jones si colab, Nature
321: 604-608, 1986, Verhoeyen si colab, Science 239: 1534-1536, 1988, U.S. Brevet Nr.
5,225,539, si U.S. Brevet Nr. 5,585,089. Grefarea CDR const in general in inlocuirea regiunilor
cadru Fv (FR-uri) ale unui anticorp de soarece cu regiuni cadru Fv de anticorp uman pastrand in
acelasi timp resturile CDR de soarece critice pentru proprietitile specifice de legare la antigen ale
anticorpului parinte CDR-uri exemplare ale anticorpului CD123-6 care urmeazd schema de
numerotare Kabat si definitiile Kabat ale CDR sunt cele indicate in Tabelul A de mai jos.
Tabelul A

:CD123-6 CDRs (grefare CDR)

Lant usor

CDR-L1:

Murin: KASQDINSYLS (SECV ID NR: 19)
CDR grefat: RASQDINSYLS (SECV ID NR: 20)
CDR-L2: RVNRLVD (SECV ID NR: 21)
CDR-L3: LQYDAFPYT (SECV ID NR: 22)

gLan; greu

CDR-HI: SSIMH (SECV ID NR: 5)

CDR-H2: YIKPYNDGTKYNEKFKG (SECV ID NR: 8)
CDR-H3: EGGNDYYDTMDY (SECV ID NR: 11)

Procedeul de grefare a CDR incepe prin selectarea cadrelor acceptoare umane adecvate,
tipic cele derivate din gene de anticorpi umani care impartisesc cea mai mare omologie a secventei
cu anticorpul murin pdrinte. Secventele de lantului usor si greu ale liniei germinale umane de
imunoglobulind cu cea mai mare omologie cu anticorpul CD123-6 murin au fost identificate
utilizand instrumentul interactiv, DomainGapAlign, de la International ImMunoGeneTics
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information system® (IMGT (http column double slash imgt dot cines dot fr slash) astfel cum este
descris in Ehrenmann si colab, Nucleic Acids Res. 38: D301-307 (2010). Secventele liniei
germinale umane selectate drept cadre acceptoare pentru domeniile de Vi si Vi ale anticorpului
CD123-6 au fost IGKV1-16*01 si respectiv IGHV1-46*03.

Alinierea secventel intre porfiunea relevantd a secventei initiale muCD123-6 Vi, secventa
corespunzdtoare a liniei germinale umane IGKV1-16*01, si secventele corespunzitoare pentru
huCD123-6VLGv] si huCD123-6VLGv4 sunt prezentate mai jos.

Alinierea secventiald dintre porfiunea relevantd a secventei originale muCD123-6 Vg,
secventei liniei germinale umane corespunzitoare IGHV1-46*03, si secventelor corespunzitoare
huCD123-6VHGv1, huCD123-6VHGV6, si huCD123-6VHGV7 este prezentatd de mai jos.

i &1
mUCDL23-6 wH (1) EFQLOGSGPELVKPGASYENSCKASGYIFTSSIMHWMEKQKPGOGL EWIGYI!&F"VNE)GT&YM (SECV ID NR: 87)
huCD123-6VHEVL {1 QY=o B VB o e e Y o e e e G o e YRR 8 e e ] (SECV ID NR: 88)
huCp123-6VHGYE (1) Q¥ B VE o e e Y e S77~ T S —— (SECV ID NR: 89)
huCDL23-6VHGYT L e s e 3] B RO — (SECV ID NR: 90)
IGHVL-46%03 (1) QYA AW o o e e A o Tomm ¥ e~ VR e = el = L= N-SGGS - 54 (SECV ID NR: 91)
62 121
MUCDI23-8 wH  (62) ERFKGKATLTSDKSSSTANMELNSLTSEDSAVYYCAREGGNDYYDTMOYWGOGTSYTYSS (SECV ID NR: 92)
huCD123-6VHGVL (B2} wmmmm VR E R Sy G V¥ SN N « Ty [ {SECV ID NR: 93)
huCB123-6vHGYE  (B2) ———n - S — BT e W G = B o o e e I (SECV ID NR: 84)
huC D2 3-6VHGYT {(B2) ~oommr R o e e T | F— (SECV ID NR: 95)
IGHVL-46%03 (62} Q-~Q-RV-M-R-T-Tm VYoo oG R T e e {SECV ID NR: 96)

Constructii de ADN umanizafi s-au sintetizat, exprimat si anticorpii recombinafi s-au
purificat astfel cum este descris mai sus pentru analiza ulterioard de legare a CD123 comparativ cu
anticorpul parinte.

Este bine stabilit ci resturile de cadru pot aduce, de asemenea, contributii structurale la
legarea antigenului si pot fi reintroduse ca retro-mutatii pentru a mentine la maximum afinitatea de
legare a antigenului. Foote si Winter, J. Mol. Biol. 224: 487-499 (1992). O platforma de resturi
direct sub CDR-uri, denumita resturi ale zonei vernier, poate ajuta la conservarea conformatiei
buclelor de CDR care direcfioneazd specificitatea si afinitatea anticorpului. Astfel s-au realizat
variante care contfin una sau mai multe retro-mutatii ale resturilor zonei vernier si ulterior evaluate
in ceea ce priveste legarea antigenului, precum si in ceea ce priveste activitatea de inhibare a IL3
functional. Retro-mutatiile resturilor zonei vernier testate au inclus 3 resturi in Vi, (pozitia 46 in
FW-L2, si pozitiile 69, 71 in FW-L3) si 8 resturi in Vg (pozitiile 2, 28 in FW-H1, pozifia 48 in
FW-H2, si pozitiile 67, 69, 71, 73, 78 in FW-H3). Unii anticorpi de CD123-6 grefati pe CDR
anticorpi cu retro-mutatii ale zonei vernier au prezentat activitate de inhibare a IL3 pe celule TF-1
astfel cum este exemplificat prin versiunea 4.6 sau la care se face referire aici ca "Gv4.6" (VL Gv4
st Vi Gv6) si versiunea 4.7 sau la care se face referire aici ca "Gv4.7" (V.. Gv4 si Vi Gv7) (FIG.

1.

Utilizarea a resturilor de cadru specifice ale anticorpilor CD123-6 grefati pe CDR
descrise sunt redate in tabelele B si C de mai jos.
Tabelul B Grefarea Vi, a anticorpului CD123-6 pe CDR

{CD123-6-V,
Pozitie Kabat {Rest murin {Rest vl uman (Grefat pe CDR) {Rest v4 uman (Grefat pe CDR)
3 K Q Q

11 ‘M

L L
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{CD123-6-Vy.

;Pozigie Kabat ;Rest murin ;Rest vl uman (Grefat pe CDR) ;Rest v4 uman (Grefat pe CDR)
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Tabelul C Grefarea Vy a anticorpului CD123-6 pe CDR

CD123-6-Vu

Pozitie Rest §Rest uman vl (Grefat {Rest v6 uman (Grefat ;Rest v7 uman (Grefat
Kabat murin ipe CDR) pe CDR) ipe CDR)
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{CD123-6-Vy
;Pozigie Rest Rest uman v1 (Grefat {Rest v6 uman (Grefat i{Rest v7 uman (Grefat
{Kabat murin pe CDR) pe CDR) pe CDR)
75 S T T T
78 A \% A A
79 N Y Y Y
82a N 'S s s
83 T R R R
87 S T T T
108 S L L L

in plus, pentru a reduce la minimum ingrijordrile cu privire la impactul lizinelor
conjugate care se Incadreaza in CDR, lizina 24 din CDR-L1 a anticorpului CD123-6 murin a fost
inlocuita cu arginind in grefarea CDR (a se vedea Tabelul A de mai sus).

Anticorpul CDI123-6 a fost, de asemenea, umanizat prin refacerea la suprafatd a
domeniului variabil, urmand metodele descrise anterior, Roguska si colab, Proc. Natl. Acad. Sci,
USA, 91(3):969-973, 1994 si Roguska si colab, Protein Eng. 9(10):895-904, 1996. Refacerea la
suprafatd implica in general identificarea resturilor de suprafata a cadrului regiunii variabile atit in
10 lanturile usoare, cit si in lanturile grele si inlocuirea acestora cu echivalenti umani. CDR-urile
murine si resturile cadru ingropate sunt pdstrate in anticorpul reficut la suprafati. CDR-uri
exemplare de anticorpi CD123-6 sunt definite astfel cum este indicat in Tabelul D.
Tabelul D

ECD123-6 anticorp CDRs (Reficut la suprafata)

Lant usor

CDR-L1:

Murin: KASQDINSYLS (SECV ID NR: 19)

Reficut la suprafati: RASQDINSYLS (SECV ID NR: 20)
CDR-L2: RVNRLVD (SECV ID NR: 21)

CDR-L3: LQYDAFPYT (SECV ID NR: 22)

;Lan; greu

CDR-H1: SSIMH (SECV ID NR: 5)

CDR-H2:

Murin si reficut la suprafatd v1.1: YIKPYNDGTK (SECV ID NR: 6)
Reficut la suprafatd v1.0: YIRPYNDGTR (SECV ID NR: 7)
CDR-H3: EGGNDYYDTMDY (SECV ID NR: 11)

Kabat CD123-6 CDR-H2

Murin CDR-H2: YIKPYNDGTKYNEKFKG (SECV ID NR: 8)
Reficut la suprafatd v1.0 CDR-H2: YIRPYNDGTRYNQKFQG (SECV ID NR: 9)
Reficut la suprafatd v1.1 CDR-H2: YIKPYNDGTKYNQKFOQG (SECV ID NR: 10)

* Secventa subliniatd cu linie dubld marcheazi portiunea Kabat a CDR-H2 a lantului greu care nu a fost
consideratd o CDR pentru reficut la suprafata.

15 Pentru a reduce la minimum ingrijordrile legate de impactul lizinelor conjugate care se
incadreazd in CDR-uri, lizina 24 a lanfului usor CD123-6 anticorp CDR-L1 murin a fost inlocuitd
cu arginind. Similar, lizinele 52 si 59 ale CDR-H2 a lantului greu al anticorpului CD123-6 murin
cu au fost inlocuite cu arginind pentru versiunea 1.0 refdcutd la suprafatd. Definitia CDR-H2 a



MD/EP 3313884 T2 2021.04.30
138

lantului greu de AbM a fost utilizatd pentru refacerea la suprafatd, astfel incat tabelul le reda pe
acestea precum si secvenfele de CDR-H2 ale lantului greu definite conform Kabat, atat pentru
versiunea murind cit si pentru cea umand a anticorpului CD123-6.

5 Pozitiile resturilor de suprafa(d au fost definite ca orice pozitie cu o accesibilitate relativa
de 30% sau mai mare (Pedersen si colab, J. Mol. Biol. 235: 959-973, 1994). Resturile de suprafata
calculate au fost apoi aliniate cu secventele de suprafatd ale liniei germinale umane pentru a
identifica cea mai omoloagd secventd de suprafati umand. Secventa liniei germinale umane
utilizata ca suprafata de inlocuire pentru domeniul variabil al lantului usor al anticorpului CD123-6

10 a fost IGKV1-16*01 in timp ce IGHV1-69*10 a fost utilizat ca suprafatd de inlocuire pentru
domeniul variabil al lantului greu. Modificdrile specifice ale resturilor de suprafatd ale cadrului
sunt redate in tabelele E si F de mai jos.

Tabelul E V1, a anticorpului CD123-6 reficut la suprafati

{CD123-6 Vi
gPozi;ie Kabat §Rest murin §Rest uman (refacut la suprafata)
1 D D
3 K I
5 T T
9 S 'S
15 L 14
18 R R
40 P P
41 G G
57 G G
60 S N
67 S S
80 Y P
100 G 0
103 K K
107 K K
108 R R
24 K R
5 ‘
Tabelul F Vg a anticorpului CD123-6 refacut la suprafata la suprafatd
.CD123-6 Vu
Pozitie Kabat §Rest murin ERest v1.0 uman ERest v1.1 uman (reficut la suprafatd)
1 E 0 2
3 Q Q Q
s Q v v
9 P 4 4
11 L v %
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{CD123-6 Vi

Pozitie Kabat éRest murin éRest v1.0 uman §Rest v1.1 uman (refacut la suprafatd)

13

14

19

23

28

NIRRT
NTR ORI TRA

41

)

43

61

62

64

165

73

[ ¥o) ST R SY Vo Nol B

74

82B

84

85

1105

112

52

Reiomvivio RIOKR RIRKRIO QW IN R ® 9 ®

59 K

{
{

{

{ K
{

{

Alinierile secventelor de mai jos aratd secventele reficute la suprafati ale domeniului

variabil al anticorpului CD123-6 atat a lantului usor (VL) cat si a celui greu (Vi) cu omologii lor
murini. Vezi SECV ID NR: 41 pentru secventa de Vi, a huCD123-6 refacut la suprafati, si SECV
ID NR: 39 si 40 pentru secventele de Vi ale huCD123-6 reficute 1a suprafata.

1
mUCDLZ3-6 i DIKMTOSPSSMYASLGERVTITCKASODINS YL SWFQOEPGKSPRTL IYRVNRLVDGYPSR (SECV ID NR: 79)
hUCDLI23-6 VL ~-Q—mmm o P TR — S R — (SECV ID NR: 74)
62 108
BmUCD123-6 VL FSGSGSGODYSLTISSLEYEDMGIYYCLOYDAFPYTFGGGTKLEIKR(SEQID NO: 83)
BUCDI23-6 WL —mmmm e e BB L e e (SEQID NO: 75)
1 51 _
MCOLZ3-6 VH  EFQLOGSGPELVKPGASVEMSCKASGY IFTSSIMHWMKQKPGOGLEWIGY IKPYNDGTR YN SECY ID NR: 87)
huCDLIZ23-6 VHVL. 0 QW-—Ver—A-Vm e R - S f--(SECVID NR:76)
RUCDEZ3~6 VHVL. D QeeeWom e o Vo o oo T e s e e (SECV ID NR: 77)
62 121
mUCDI23-6 VH  EKFKGKATL TSDKSSSTANMEL NSLTSEDSAVYYCAREGONDYYDTHDYWGQSTSVTVSS (SECV ID NR: 92)
BUCDLZ3-6 WHVL. 0 Qeellmemmmmee e (SECV ID NR: 78)
huCp123-6 wHvl. 1 Q--O--r--m—eee o e e e o (SECV ID NR: 97)

Exemplul 4 Screening pentru anticorpi Anti-CD123 ca inhibd semnalizarea si proliferarea

mediate de IL3

Capacitatea anticorpilor anti-CD123 de a inhiba semnalizarea si proliferarea mediate de

10 IL3 a fost examinatiin vitroutilizind linia celulard de eritroleucemie TF-1 care poate prolifera
numai in prezenta unuia dintre urmdtorii factori de crestere, fie IL-3, fie GM-CSF. Celulele TF-1

au fost cultivate in mediu RPMI complet (RPMI-1640, 10% ser fetal bovin si 50 pg/mL sulfat de
gentamicind; toti reactivii au fost de la Invitrogen) suplimentati cu GM-CSF (2 ng/mL). Inainte de
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a stabili analizele de proliferare, celulele au fost spalate si apoi infometate peste noapte de factorii
de crestere. Pentru a bloca receptorii Fc de pe suprafata celulei, mediul de culturd a fost
suplimentat cu 100 nM de anticorp chKTI (anticorp de acelasi izotip care nu se legd). Celulele TF-
1 au fost depuse pe placi la 6.000 celule me godeu in mediu RPMI complet fie in prezenta, fie in
absenta a 10 pg/mL unui an anticorp anti-CD123. Pentru a inifia proliferarea celulard la celule s-a
addugat un factor de crestere, fie IL-3 (1 ng/ml), fie GM-CSF (2 ng/ml). Celulele s-au incubat la
37°C intr-un incubator umidificat cu 5% CO, timp de 3 zile. Apoi, s-a determinat numadrul relativ
de celule viabile din fiecare godeu printr-o analiz colorimetricA WST-8 assay (Dojindo Molecular
Technologies, Inc, Rockville, MD, US). WST-8 este redus prin dehidrogenazele din celulele vii la
un produs de formazan portocaliu care este solubil in mediul de culturd a fesutului. Cantitatea de
formazan produsd este direct proportionald cu numarul de celule viabile. In godeuri s-a addugat
WST-8 la 10% din volumul final si plécile au fost incubate la 37°C intr-un incubator umidificat
5% CO;pentru un timp suplimentar de 2-6 ore. Apoi, a fost misurati absorbanta pe un
spectrofotometru cu cititor de placi in modul lungime de undad dubla 450 nm/650 nm, si absorbanta
la 650 nm (dispersie nespecificd a luminii de citre celule) a fost scizutd din cea de la 450 nm. S-a
calculat numarul relativ de celule mai inti prin corectia pentru absorbanta de fundal a mediului, si
apoi prin impartirea valorii fiecdrei probe la media valorilor din godeurile cu celule netratate
(martor).

Rezultatele unei analize tipice sunt prezentate in FIG. 2A si 2B. In concordanti cu datele
raportate anterior (Sun §i colab. 1996), anticorpul 7G3 insd nu si 6H6 sau 9F5 a inhibat substantial
proliferarea dependentd de IL-3. Surprinzitor, mai multi anticorpi anti-CD123 generati in acest
studiu au fost capabili sd inhibe proliferarea dependentd de IL-3 a celulelor TF-1 chiar mai
semnificativ decat 7G3 (FIG. 2A). De exemplu, anticorpul 3, 6 si 14 a redus numadrul de celule TF-
1 la mai putin de 5% din cel din martor (celule TF-1 crescute in absenta unui anticorp), in timp ce
anticorpul 7G3 a redus numdrul de celule pind la 15% din cel din martor. Prin contrast,
tratamentul cu ceilalti anticorpi anti-CD123 (de exemplu, anticorpii 2, 5, 7, 8, 9, 12, 13, 16, 18, 20,
21 si 22) a avut numai un efect minim asupra proliferarii celulare sau nu a avut efect deloc.

Inhibarea proliferdrii celulelor TF-1 de cétre anticorpii 3, 6, 14 si 7G3 a fost dependenta
de IL-3, deoarece acesti anticorpi nu au avut efect inhibitor atunci cand celulele au fost crescute in
prezenta altui factor de crestere GM-CSF (FIG. 2B).

In continuare, au fost determinate concentratiile anticorpilor 3, 6, 14 (redenumiti
muCD123-3, muCD123-6, respectiv muCD123-14) si 7G3 care au fost necesare pentru a inhiba
proliferarea dependentd de IL3. Celulele TF-1 au fost depuse pe placa la 6.000 celule pe godeu in
100 pL. de mediu de culturd. Anticorpii s-au diluat in mediul de culturd utilizand serii de dilutii de
6-ori si s-au addugat 50 pL. de material diluat pe godeu. Apoi la celule s-a adiugat IL3 la
concentratia finald 1 ng/ml. Concentratia finald de anticorp a variat tipic de la6 x 103 M to 8 ? 10"
12 M. Celule s-au incubat la 37°C intr-un incubator umidificat cu 5% CQO, timp de 3 zile. Numdrul
relativ de celule in fiecare godeu s-a determinat prin analiza WST-8 astfel cum este descris mai
sus. Valoarea relativa a numarului de celule a fost reprezentata grafic in functie de concentratia de
anticorpi si prezentatd in FIG. 3. Este evident cd muCD123-3, muCD123-6, muCD123-14 si 7G3
inhibd substantial proliferarea dependenta de IL-3 a celulelor TF-1 si intr-o maniera dependenta de
doz3, in timp ce un anticorp anti-CD123 nefuncfional martor nu a avut un astfel de efect. De
exemplu, tratamentul cu 7G3 a redus numdrul relativ de celule la 18% la cea mai ridicatd
concentratie de anticorpi testatd, cu valoarea ICso de 0,33 nM. Tratamentul cu muCD123-3 a redus
numadrul relativ de celule la 2% la cea mai ridicatd concentratie de anticorpi testatd, cu valoarea
ICs0 de 0,26 nM. Asemindtor, tratamentul with muCD123-14 sau muCD123-6 a redus numérul
relativ de celule la mai putin de mai 1% la cea mai ridicatd concentratic de anticorpi testatd, cu
valoari ICsp de 0,08 nM sau respectiv 0,05 nM. Prin urmare, muCD123-3, muCD123-6 si
muCD123-14 inhibd proliferarea dependentd de IL-3 a celulelor TF-1 intr-un grad semnificativ
mai ridicat decat anticorpul 7G3.

Exemplul 5 Afinitatea de legare a anticorpilor anti-CD123 murini

Afinitatea de legare a fost testatd prin citometrie in flux utilizand anticorpi purificafi.
Histogramele FACS care demonstreaza legarea muCD123-3, muCD123-6, muCD123-14 si 7G3 la
celulele TF-1 si HNT-34 care exprimd CD123 sunt prezentate in FIG. 4A si respectiv 4B. Celule
TF-1 (5710* celule pe probi) s-au incubat cu diferite concentratii de anticorpi murini in 200 pL
tampon FACS (mediu DMEM suplimentat cu 2% ser normal de caprd). Celulele au fost apoi
peletizate, spalate de doud ori si incubate timp de 1 ord cu 100 pL de anticorp de capra anti-IgG
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uman conjugat cu ficoeritrind (PE) (Jackson Laboratory). Celulele au fost peletizate din nou,
spdlate cu tampon FACS si s-au resuspendat in 200 pL de PBS continind 1% formaldehida.
Probele au fost obtinute utilizind un citometru de flux FACSCalibur cu ajutorul sampler-ului HTS
cu multiple godeuri sau un citometru de flux FACS si analizate utilizind CellQuest Pro (toate de la
BD Biosciences, San Diego, SUA). Pentru fiecare proba, intensitatea fluorescentei geomean-ului
pentru FL2 a fost calculati si reprezentatd in raport cu concentratia de anticorp intr-o diagrama
semi-log. A fost generati o curbd dozad-rdspuns prin regresie neliniara si valoarea ECsq a fiecdrei
curbe, care corespunde constantei de disociere aparente (Kq) a fiecirui anticorp, s-a calculat
utilizand GraphPad Prism v4 (GraphPad software, San Diego, CA). S-a observat o legare puternici
pentru toti anticorpii testati si valorile Ky corespund la 0,3 nM, 0,1 nM, 0,3 nM, si 0,9 nM pentru
anticorpii muCD123-3, muCD123-6, muCD123-14, si respectiv 7G3 (FIG. 4A). Astfel, in acest
experiment, legarea de citre anticorpii CD123 murin in cauza este de cel putin 3-9 ori mai bund
decat cea a anticorpului 7G3.

Asemandtor, s-a observat o legare puternicd de asemenea si atunci cind a fost utilizata o
alta linie celulara de leucemie mieloida acutd pozitivd CD123, HNT-34, pentru aceeasi analiza de
citometrie in flux descrisd mai sus. Valorile Ky, calculate astfel cum este descris mai sus, au fost
de 0,2 nM, 0,07 nM, 0,5 nM, si 2 nM pentru muCD123-3, muCD123-6, muCD123-14, si respectiv
7G3, (FIG. 4B). Astfel, in acest experiment, legarea de cétre anticorpii CD123 murin in cauzi este
de cel putin 4-28 ori mai bund decét cea a anticorpului 7G3.

Aceste date demonstreazd cd muCD123-3, muCD123-6 si muCD123-14 au Kgmai
scizute (care reprezintd o afinitate mai mare) decat anticorpul 7G3 pentru celulele AML pozitive
CD123.

Exemplul 6 Afinitatea de legare a anticorpilor himerici anti-CD123

Anticorpii himerici ¢chCD123-3, ¢chCD123-6 si chCD123-14 au fost testafi in ceea ce
priveste afinitatea lor de legare la celulele HNT-34 in comparatie cu un izotip control himeric
martor IgG (chKTI). Analizele de legare prin citometrie in flux au fost efectuate si analizate astfel
cum este descris in Exemplul 5 utilizAnd anticorpi caprd-anti-umani conjugati la PE secundar. FIG.
5A ilustreazd curbele dozi-raspuns pentru fiecare anticorp. Valoarea pentru constanta de disociere
aparentd (Kqja fiecirui anticorp a fost calculat utilizind GraphPad Prism v4 (GraphPad software,
San Diego, CA). Datele aratd ci himerizarea a afectat numai moderat afinititile de legare ale
acestor anticorpi. Valorile Kq pentru chCD123-3, chCD123-6, si chCD123-14 au fost de 0,1 nM,
0,04 nM, si respectiv 0,2 nM. Aceste valori au fost de cel mult 2,5 diferite de cele pentru omologii
lor murini raportate in Exemplul 5. Astfel cum s-a asteptat, anticorpul chKTI nu s-a legat la celule
la concentratiile testate (FIG. 5A).

Afinitatea ridicatd a chCD123-3, chCD123-6 si chCD123-14 pentru celulele AML a fost
confirmati utilizind o alta linie de celule de leucemie mieloidd acutd pozitiva la CD123, MOLM-
13. Analizele de legare prin citometrie in flux au fost efectuate si analizate astfel cum a fost descris
mai sus. FIG. 5B ilustreazd curbele dozi-raspuns pentru fiecare anticorp. Valorile constantei de
disociere aparente (Kq) a chCD123-3, chCD123-6, si chCD123-14 au fost de 0,2 nM, 0,08 nM, si
respectiv 0,2 nM,. Pentru martorul izotipului himeric IgG (anticorp chKTI) a fost observatd numai
legarea marginald la cea mai ridicatd concentratie testatd (10 nM).

Astfel, chCD123-3, chCD123-6, si chCD123-14 retin afinitatea ridicatd a omologilor lor
murini.

Activitatea functionald a anticorpilor himerici

chCD123-3, chCD123-6 si chCD123-14 si un anticorp anti-CD 123 nefunctional, folosit
ca martor negativ, au fost analizafi in ceea ce priveste capacitatea lor de a inhiba proliferarea
dependentd de IL3 a celulelor TF-1. Analizele au fost efectuate si analizate astfel cum este descris
in Exemplul 4. Tratamentul cu chCD123-3, chCD123-6, si chCD123-14 au redus numadrul relativ
de celuleintr-o manierd dependentd de doza cu valori ale ICso de 0,1 nM, 0,03, si respectiv 0,05
nM, (FIG. 6). Anticorpul martor nefunctional nu a afectat cresterea celulelor. Prin urmare,
chCD123-3, chCD123-6, si chCD123-14 au refinut activitatea functionald a omologilor lor murini.

Exemplul 7 Afinitatea de legare a anticorpilor anti-CD123 umanizati
Afinitatea de legare a exemplelor anticorpilor anti-CD123 umanizati exemplari,
huCD123-6Gv4.7S2 si huCD123-6Gv4.7S3, la celule HNT-34 a fost comparati cu cea a



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3313884 T2 2021.04.30
142

omologilor lor murini si himerici, muCD123-6 si respectiv chCD123-6,. Anticorpul 7G3 si un
martor al izotipului himeric IgG (chKTI) au fost testati in paralel. Analizele de legare prin
citometrie in flux au fost efectuate si analizate astfel cum este descris in Exemplul 5. FIG. 7A
ilustreazd curbele dozi-raspuns pentru fiecare anticorp. Aceste date aratd ¢i umanizarea nu a
afectat afinitatea de legare a anticorpului deoarea Kg pentru huCD123-6Gv4.752, huCD123-
6Gv4.753, chCD123-6, si muCD123-6 sunt de aproximativ 0,06 nM. Kq4 aparent pentru anticorpul
7G3 a fost semnificativ mai mare, aproximativ 2 nM. Anticorpul chKTI nu s-a legat la celule la
concentrafiile testate. Prin urmare, ambele clone huCDI123-6Gv4.7 retin afinitatea ridicatd a
omologilor murini si himerici omologi si au o afinitate mai ridicatd (de exemplu, cel putin
aproximativ de 30-ori mai ridicatd) decat anticorpul 7G3 la celulele care exprimid CD123.

Similar, afinitafile de legare ale conjugatilor de ADC ale anticorpului huCD123-6Gv4.7
umanizat exemplar au fost analizate utilizand celule HNT-34, in comparatie cu cea a huCD123-
6Gv4.7 neconjugat. Analizele de legare prin citometrie in flux au fost efectuate si analizate astfel
cum este descris in Exemplul 5 utilizAnd anticorpi capra-anti-umani conjugati cu PE secundar.
FIG. 7B si 7C ilustreaza curbele dozd-raspuns pentru fiecare anticorp si conjugatii corespunzatori.
Datele arata ca, conjugarea a afectat numai moderat afinitatile de legare ale acestor anticorpi.

Activitatea functionald a anticorpilor anti-CD123 umanizati

Activitatea functionald (capacitatea de a inhiba proliferarea dependentd de IL3 a celulelor
TF-1) a anticorpilor anti-CD123 umanizafi exemplari, huCD123-6Gv4.7S2 si huCD123-
6Gv4.753, a fost comparat cu cea al omologului lor himeric, anticorpul chCD123-6. Anticorpul
7G3 a fost testat in paralel. Analizele au fost efectuate si analizate astfel cum este descris in
Exemplul 4.

Tratamentul cu huCD123-6Gv4.7S2, huCD123-6Gv4.753, si chCD123-6 a inhibat
similar proliferarea dependentd IL-3: proliferarea a fost complet inhibata la 1 nM cu o 1Csq de 0,02
nM (FIG. 8A). Cu toate acestea, tratamentul cu 7G3 nu a avut un astfel de efect atat de profund
asupra proliferdrii celulelor : anticorpul ICsp a fost 0,2 nM si nu a fost capabil si inhibe complet
proliferarea celulelor, ci a redus numai numadrul de celule la 18% la cea mai ridicatd concentratie
(10 nM).

Inhibarea proliferarii celulelor TF-1 de citre huCD123-6Gv4.752, huCD123-6Gv4.7S3,
chCD123-6 si 7G3 a fost dependentd de IL-3, deoarece acesti anticorpi nu au avut niciun efect
inhibitor atunci cand celulele au fost crescute in prezenta unui alt factor de crestere GM-CSF (FIG.
8B).

Prin urmare, huCD123-6Gv4.7 refine activitatea functionald a omologilor sdi murini si
himerici si este semnificativ mai activ decét anticorpul 7G3 in inhibarea proliferdrii dependente de
IL-3.

Exemplul 8 Cartografierea epitopului

In antigenul de CD123, lanful a al receptorului de IL-3 (IL-3Ra), este compus din 378
aminoacizi, confinind un domeniu extracelular de 306 aminoacizi implicati in legarea IL-3, un
domeniu transmembranar de 20 aminoacizi si 0 coadd citoplasmatici scurtd de 52 de aminoacizi.
Domeniul extracelular poate fi impartit in continuare intr-un domeniu N-terminal (NTD) care
cuprinde o regiune de la treonina din pozitia 19 a proteinei mature (deexemplu, clivare peptidica
post-semnal), la serina din pozifia 100 si motivul de recunoastere a citokinei (CRM) compus din
doud domenii de pliere discrete: domeniul 2 (aminoacizii 101-204) si domeniul 3 (aminoacizii
205-306). Epitopii pentru anumiti anticorpi anti-CD123 descrisi aici au fost cartografiati prin
ingineria proteinelor himerice utilizand combinatii ale domeniului extracelular al IL-3Ra si lantul
o al receptorului factorului de stimulare a coloniilor granulocite-macrofage (GMRa), care
conserva topologia IL-3Ra si are o subunitate B comund, esentiald pentru semnalizare.

Variante de clonare §i Exprimare a IL-3Ra

Domeniul extracelular al CD123/IL-3Ra (resturile 1-306) a fost exprimat ca o proteind
etichetatd cu histidind. Secventa de proteind a fost optimizata si sintetizatd prin codon de Life
Technologies si clonatd in cadru cu o etichetd de 10-Histidind in vectorul de exprimare a pABLT
la mamifere utilizand situsuri de restrictii EcoRI si HindIIl. Domeniul extracelular al proteinei
GMRa martor (restul 1-325), care cuprinde, de asemenea, un domeniu N-terminal de la serina din
pozitia 25 pana la serina din pozitia 114 a proteinei mature si un domeniu CRM cuprinzind glicina
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in pozitia 115 pand la valind in pozitia 325, a fost sintetizat si clonat similar. Apoi vectorii de
exprimare ai proteinei receptorului himeric IL3Ro/GMRa au fost construifi prin digestii de
restrictie Inlocuind fie domeniul N-terminal (resturile 1-100), fie domeniul CRM (resturile 101-
306) ale moleculei de IL-3Ra cu secventele corespunzitoare ale moleculei GMRao. IL3Ra (1-100)
codificd resturile IL3Ra 1-100 fuzionate la resturile GMRa 115-325, si IL3Ra (101-306) codificd
resturile GMRa 1-114 fuzionate la resturile 101-306 IL3Ra, astfel cum este ilustrat in FIG. 9A.

IL3-Ra, GMRa si cele doud proteine himerice IL-3Ra etichetate cu His, IL3-Ra (1-100)
si IL3-Ra (101-306), au fost exprimate prin transfectia tranzitorie a celulelor HEK 293T si
purificate din supernatantul celulelor transfectate utilizand cromatografie Ni Sepharose excel (GE
healthcare) urmand instructiunile fabricantului.

Legarea anticorpului la diferifi constructilL3R a

Anticorpii himerici si umanizafi anti-IL3Ra au fost testati intr-un format de analizd de
imunosorbent legat de enzimd (ELISA) in ceea ce priveste legarea la proteina IL-3Ra descrisd mai
sus. Pe scurt, fiecare proteind IL-3Ra etichetatd cu His purificatd prin cromatografic Ni Sepharose
excel a fost diluata 1a 1 ng/mL in 50 mM mai mult de tampon de bicarbonat de sodiu la pH 9,6 si
la fiecare godeu s-au addugat 100 pL. Dupd o incubare de 16 ore la 4°C, plicile s-au spalat cu
solutie salind tamponatd cu Tris cu 0,1% Tween-20 (TBST), apoi blocate cu 200 pL tampon de
blocare (TBS cu 1% BSA). Apoi, 100 L de anticorp primar, diluat in serie in tampon de blocare,
s-au addugat in duplicat la godeurile ELISA si s-au incubat la temperatura camerei timp de 1 ora.
Plicile s-au spdlat apoi de 3 ori cu TBST inainte de a adduga 100 pL de IgG (H+L)-HRP anti-
uman (Jackson ImmunoResearch) la fiecare godeu. Plicile au fost incubate inca o datd timp de 1
ord la temperatura camerei, urmati de trei spalari cu TBST. In final, s-au adiugat 100 pL de
substrat de microgodeu HRP cu o componentd de TMB (Surmodics) la fiecare godeu si s-a incubat
timp de 5 minute. Reactia s-a stopat prin addugarea a 100 pL. de solutie de stopare (Surmodics) si
absorbantele au fost citite la 450 nm.

Legarea anticorpilor CD123 de proteinele himerice IL-3Ra a fost evaluatd in comparatie
cu IL-3Ra de tip sdlbatic. FIG. 9B demonstreaza ci anticorpul huCD123-6 se leaga atit 1a IL-3Ra,
cat si la IL-3Ra (101-306) cu afinitafi sub-nanomolare similare. Dimpotriva, anticorpul huCD123-
6 nu leagd constructul de GMRa si legarea este aproape eliminatd pentru constructul proteinei
himerice IL-3Ra (1-100). Aceste rezultate indicd faptul cd anticorpul huCD123-6 se leagd in
primul rand la domeniul CRM, doar cu o contribufie minima din domeniul N-terminal al IL-3Ra.
Similar, anticorpul chCD123-3 se leagd in principal de domeniul de CRM IL-3Ra, desi cu o
afinitate de legare redusd in comparatie cu IL-3Ra de tip silbatic (FIG. 9C). Reducerea afinititii
de legare la proteina receptorului himeric IL-3Ra (101-306) sugereazi o posibild implicare a
domeniului N-terminal al IL-3Ra in legarea anticorpului CD123-3. Cu toate acestea, anticorpul
chCD123-14 nu recunoaste receptorul himeric de IL-3Ra (101-306) (FIG. 9D); mai degraba, se
leagd atit la IL-3Ra, cat si la IL-3Ra (1-101) cu afinitate echivalenti. Aceste rezultate
demonstreazad c¢i anticorpul chCD123-14 se leaga exclusiv de domeniul N-terminal al IL-3Ra. In
comparatie, anticorpul 7G3 impreund cu ceilalti doi anticorpi disponibili comercial, 6H6 si 9F5, se
leagd, de asemenea, de domeniul N-terminal al IL-3Ra si la constructii de IL-3Ra de tip sdlbatic,
dar nu recunosc domeniul CRM al IL3Ra (FIG. 9E, 9F si respectiv 9G). Pe scurt, aceste date
demonstreaza ci epitopii anticorpilor CD123-6 si CD123-3 sunt localizati in primul rind in
domeniul de CRM al IL-3Ra si sunt distincti de epitopul anticorpului 7G3, care este restrictionat la
domeniul N-terminal de IL-3Ra. Anticorpul CD123-14 se leaga de asemenea si la un epitop inchis
in domeniul N-terminal al IL-3Ra.

Exemplul 9 Prepararea conjugatului DM1 si IGN legat prin lizina al anticorpului huCD123-
6
a. Prepararea huCD123Gv4,7S3-sulfo-SPDB-D1

O masa de reactie care contine 2,0 mg/mL de anticorp CD123-6G4,7S3 si 3,5 echivalenti
molari de sulfo-SPDB-D1 in situ amestecati prin linker in 15 mM HEPES (4-( acid 2-hidroxietil)-
1-piperazin etansulfonic) pH 8,5 tampon si 15% v/v DMA (N,N Dimetilacetamidd) cosolvent a
fost 1asatd si se conjuge timp de 3-4 ore la 25°C. Amestecul in situ s-a preparat prin reactieare a
3,0 mM sulfo-SPDB linker cu 3,9 mM de compus sulfonat D1 in DMA timp de 5 ore la 25°C in
prezenta a 20 mM de N,N Diizopropiletil amind (DIPEA).

Post-reactie, conjugatul s-a purificat si s-a schimbat prin tampon in 20 mM histidini, 50
mM clorurd de sodiu, 8,5% gr/v zaharozi, 0,01% formulare tampon Tween-20, 50 uM bisulfit de
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sodiu pH 6,2, utilizand coloane de desalinizare NAP (Illustra Sephadex G-25 DNA Grade, GE
Healthcare). Dializa s-a efectuat in acelati tampon timp de 4 ore la temperatura camerei si apoi
peste noapte la 4°C utilizand casete de dializd Slide-a-Lyzer (ThermoScientific 10.000 MWCO).

S-a constatat cd, conjugatul purificat are o concentratie finald de proteind de 1,2 mg/ml si
o medie de 2,9 molecule de compus D1 legate per anticorp (prin UV Vis utilizand coeficienti de
extinctie molari €330 n= 15,484 cm™'M! si €280 = 30, 115 cm M pentru compusul D1, $i €280 n=
207,360 cm™'M! pentru anticorpul huCD123-6G4,753);); 94,3% monomer (prin cromatografie de
excludere dimensionald); si <2% compus neconjugat D1 (coloand UPLC Dual, analizd HPLC cu
fazi inversi).

b. Prepararea huCD123-6Gv4.783-D2

O masi de reactie care contine 2,0 mg/mL de anticorp huCD123-6Gv4.753 si 5,0
echivalenti molari de compus D2 (pretratat cu un exces de 5-ori de bisulfit de sodiu in 90:10
DMA:50 mM succinat pH 5,5 timp de 4 ore la 25 °C) in 15 mM tampon HEPES (acid 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazin-etansulfonic) pH 8,5 si 10% v/v cosolvent DMA (N,N-Dimetilacetamida)
s-a incubat timp de 4 ore la 25°C.

Post-reactie, conjugatul s-a purificat si s-a schimbat prin tampon in 20 mM histidind, 50
mM clorurd de sodiu, 8,5% gr/v zaharozi, 0,01% formulare tampon Tween-20, 50 uM bisulfit de
sodiu pH 6,2 utilizand coloane de desalinizare NAP (Illustra Sephadex G-25 DNA Grade, GE
Healthcare). Dializa s-a efectuat in acelasi tampon timp de 4 ore la temperatura camerei Si apoi
peste noapte la 4°C utilizand casete de dializd Slide-a-Lyzer (ThermoScientific 10.000 MWCO).

S-a constatat cd, conjugatul purificat are o concentratie finald de proteind de 1,2 mg/ml si
o medie de 2,9 molecule de compus D2 legate per anticorp (prin UV Vis utilizand coeficienti de
extinctie molari €330 n= 15,484 cm'M! si €280 = 30, 115 cm M pentru compusul D2, $i €280 n=
207,360 cm™*M! pentru anticorp huCD123-6Gv4.7S3); 99,3% monomer (prin cromatografie de
excludere dimensionald); si <2% compus neconjugat D2 (coloand UPLC Dual, analizi HPLC cu
fazi inversi).

¢. Prepararea huCD123-6Gvl1.1-sulfo-SPDB-DGN462

NHS-sulfo-SPDB-sDGN462 s-a format in situ prin incubarea a 1,5 mM linker sulfo-
SPDB, 1,95 mM DGN462 sulfonat (sDGN462) in DMA continind 10 mM DIPEA (N,N-
diizopropiletilamind) timp de 20 min fInainte de adiugarea a 0,9 mM MPA(Acid 3-
Maleimidopropionic) pentru a capta IGN tiolul nereactionat timp de 15 min la 25°C. O masa de
reactie care contine 2,5 mg/mL anticorp huCD123-6Gv1.1 si 7,5 echivalenti molari de NHS-sulfo-
SPDB-DGN462 rezultat in 15 mM tampon HEPES (acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-
etansulfonic) pH 8,5 si 15% v/v cosolvent DMA s-a incubat peste noapte la 25°C.

Post-reactie, conjugatul s-a purificat in 20 mM Histidind, 50 mM NaCl, 8,5% zaharoza,
0,01% Tween-20, 50 pM formulare tampon de bisulfit de sodiu pH 6,2 utilizind coloane de
desalinizare NAP (Illustra Sephadex G-25 DNA Grade, GE Healthcare). Dializa s-a efectuat in
acelasi tampon peste noapte la 4°C utilizind casete de dializd Slide-a-Lyzer (ThermoScientific
10.000 MWCO).

S-a constatat cd, conjugatul purificat are o concentratie finala de anticorp de 0,95 mg/mL
si 0 medie de 2,8 DGN462 molecule de linked per anticorp (prin UV-Vis utilizand coeficienti de
extinctie molari €330 wi= 15,484 cm'™! §i &340 we= 30, 115 cm'M pentru DGN462, si
€2800m=207,360 cm ™M™ pentru huCD123-6Gv1.1 anticorp); 99,5% monomer (prin cromatografie
de excludere dimensionald); si 0,6% DGN462 neconjugat (precipitare in acetond, analizi HPLC cu
fazi inversi).

d. Prepararea huCD123-6Gv1.1-D3

O masid de reactie care contine 2,0 mg/mL de anticorp huCDI123-6Gvl.1 si 3,5
echivalenti molari D3 (pretratat cu un exces de 5-ori de bisulfit de sodiu in 90:10 DMA:50 mM
succinate pH 5,5 timp de 4 ore la 25°C) in 15 mM tampon HEPES (acid 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazin-etansulfonic) pH 8,5 si 10% v/v cosolvent DMA (N,N-Dimetilacetamide) s-a incubat
timp de 4 ore la 25°C. Post-reactie, conjugatul s-a purificat si s-a schimbat prin tampon in 20 mM
histidind, formulare tampon 50 mM clorurd de sodiu, 8,5% gr/v zaharoza, 0,01% Tween-20, 50
uM bisulfit de sodiu pH 6,2 utilizind coloane de desalinizare NAP (Illustra Sephadex G-25 DNA
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Grade, GE Healthcare). Dializa s-a efectuat in acelasi tampon timp de 4 ore la temperatura camerei
si apoi peste noapte la 4°C utilizand casete de dializd Slide-a-Lyzer (ThermoScientific 10.000
MWCO).

S-a constatat cd, conjugatul purificat are o concentratie finald de proteind de 0,9 mg/mL si
o medie de 3,4 D3 molecule legate per anticorp (prin UV-Vis utilizand coeficienti de extinctie
molari €330 = 15,484 cm M §1 €280 nm= 30, 115 cm ' M! pentru D3, §1 €280 nm= 207,360 cm’ M-
! pentru anticorp huCDI123-6Gv1.1); 96% monomer (prin cromatografie de excludere

dimensionald); si <1% neconjugat D3 (coloand dubld, analizi HPLC cu faza inversd).
0

0\/\0/\/0\/\ N /\/\I]/O—N;
(0]

&9@ ey

e. Prepararea conjugatilor de huCD123-6Rv1.1-CX1-1-maitansinoid

Anticorp anti-CD123 umanizat (refacut la suprafatd huCD123-6Rv1.1) s-a conjugated la
resturi de lisind cu o incdrcdturd de maitansinoid prin linker CX1-1, triglicil. Un amestec continand
5 mM linker CX1-1 heterobifunctional triglicil, (care poartd grupiri de N-hidroxisuccinimida si
maleimidd) si 6,5 mM DMI1 maitansinoid in N,N-dimetilacetamidd (DMA) contindnd 20 mM
N,N-diizopropiletilamind (DIPEA) s-a incubat timp de aproximativ 20 min la temperatura camerei.
DM nereactionat s-a captat cu 2 mM acid maleimidopropionic (MPA) timp de aproximativ 20 min
la temperatura camerei inainte de a se adduga amestecul de reactic la anticorp anti-CD123
umanizat (huCD123-6Rv1.1) la 4 mg/mL in 140 mM tampon EPPS, pH 8, contfinind aproximativ
8% DMA, la un exces de aproximativ 7,67 sau 15?7 CXI1 -1-DM1 aduct fatd de anticorp.
Amestecurile reactiei de conjugare s-au incubat peste noapte la 25°C, dupi care conjugatii s-au
purificat si s-au schimbat prin tampon in 10 mM tampon succinat, pH 5,5, contindnd 250 mM
glicind, 0,5% zaharozd, 0,01% Tween 20 utilizAnd coloane de desalinizare NAP (Illustra,
Sephadex G-25, GE Healthcare). Dializa s-a efectuat peste noapte la 4°C, in tamponul de succinate
descris mai sus, utilizind casete de dializa Slide-a-Lyzer (Thermo Scientific; membrani cu prag de
greutate moleculard de 10.000).

v

S-a constatat cd, conjugatii purificati contin o medie de 4,3 si 6,7 molecule de
maitansinoid legate per anticorp (prin spectrometrie UV/Vis si HPLC de excludere dimensionald,
utilizand coeficienti de extinctie molari € de 252 nm= 26350 cm™ M si €280 = 5456 cm™ M pentru
DM1, si €50 s= 207076 cm! M pentru anticorp huCD123), 98% monomer (prin cromatografie
de excludere dimensionald), si o concentratie finald de proteind de 2,1 mg/mL si respectiv 1,2
mg/mL,. Nivelurile de maitansinoid neconjugat in conjugatii purificati s-au estimated prin HPLC a
fi mai scizute de (<1%). Spectrometria de masi a conjugatilor deglicozilati a indicat specii de
maitansinoid legat.

Exemplul 10 Analize de citotoxicitate in vitro

S-a madsurat capacitatea conjugatilor anticorp-medicament (ADC) ai huCD123-6, de a
ucide celulele care exprimd CD123 pe suprafata lor celulard, utilizind analize de citotoxicitate in
vitro. Liniile celulare au fost cultivate in mediu de culturd, astfel cum este recomandat de
furnizorul de celule (ATCC sau DSMZ). La fiecare godeu al placilor cu fund plat cu 96 de
godeuri, s-au adiugat 2.000 pana la 10.000 de celule in 100 pL. de mediu de culturd. Pentru a bloca
receptorii Fc de pe suprafata celulard, mediul de culturd a fost suplimentat cu 100 nM de anticorp
chKTTI (anticorp cu acelasi izotip). Conjugatii s-au diluat in mediul de culturd utilizAnd serii de
dilutie de 3 ori si s-au addugat 100 pL per godeu. Pentru a se determina contributia citotoxicitatii
independente de CD123, s-a addugat CD123 bloc (de exempli, 100 nM de anticorp chCD123-6) la
unele godeuri inainte de conjugati. In fiecare placi de testare s-au inclus godeuri martor care
confin celule si mediu, dar care nu contin conjugati, precum si godeuri care contin doar mediu.
Analizele au fost efectuate in triplicat pentru fiecare punct de date. Plicile s-au incubat la 37°C
intr-un incubator umidificat 6% cu CO; timp de 4 pana la 7 zile. Apoi s-a determinat numarul
relativ de celule viable din fiecare godeu utilizand un Kit-8 de numadrare a celulelor pe bazi de
WST-8 (Dojindo Molecular Technologies, Inc, Rockville, MD) astfel cum este descris in
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Exemplul 4. S-a calculat fractia de celule supravietuitoare aparente din fiecare godeu, mai intai
prin corectarea corespunzitoare pentru absorbanta medie a fundalului si apoi prin Impdrtirea
fiecarei valori la media valorilor din godeurile martor (celule netratate). Fractia de celule
supravietuitoare a fost reprezentatd fatd de concentratia conjugatului in grafice semi-log.

Rezultatele unei analize de citotoxicitate tipice sunt ilustrate in FIG. 10. Linia de celule
AML OCI-AML4 poate prolifera fard factori de crestere in mediul de culturd. Celulele au fost
tratate cu conjugatul mitansinoid huCD123-6Rv1.1-CX1-1-DM]1. Tratamentul a avut ca rezultat o
ucidere dependentd de dozd cu o valoare ICso de 0,07 nM. Pentru a se evalua daci uciderea s-a
datorat exprimdrii CD123, antigenul a fost blocat de un exces de anticorp chCD123-6 neconjugat
(500 nM) si eficienta conjugatului a fost testat pe celule. Tratamentul ulterior nu a afectat
viabilitatea celulelor la concentrafii mai mici de 3 nM si a avut numai un efect moderat asupra
viabilitatii celulare la 10 nM (cea mai mare concentrafic testatd). Astfel, conjugatul huCD123-
6Rv1.1-CX1-1-DM1 demonstreazi citotoxicitate ridicatd dependentd de CD123 pe celulele OCI-
AMLA4.

Citotoxicitatea conjugatilor anticorpului huCD123-6 legat cu alti agenfi citotoxici
(DGN462, D3, D1 si D2) prin lizine a fost, de asemenea, testatiin vitro. In studiu au fost utilizate
cincisprezece linii celulare pozitive la CD123 de origine diferitd (AML, B-ALL, CML si NHL) s-
au utilizat in studiu (tabelul imediat de mai jos). Majoritatea liniilor de celule au fost derivate de la
pacienti care poartd o malignitate cu cel pufin un factor prognostic negativ (de exemplu,
supraexprimarea glicoproteinei P, supraecxprimarea EVI1, alterdri ale p53, mutatia DNMT3A,
duplicarea internd in tandem de FLT3). Conjugatii au demonstrat o eficientd ridicati asupra
acestor linii celulare cu valori ale ICs variind de la sub-pM to nM inferior (tabelul imediat de mai
jos, FIG. 11A).

Citotoxicitatea in vitro a diferitilor conjugati de huCD123-6-IGN legati 1a lisina asupra liniilor de

s ; ; %ICSO’M

Numele liniei {Origine  {Factor de prognostic {DGN462 D3 ADC iD2 ADC {D1 ADC

de celule negativ ADC

THP1 AML  |deletic p53 1.9E-10  3.0E-11 6.7E-12 15.8E-11

\SHI-1 AML  \alterdri ale genei p53 {1.7E-10  2.9E-11 {1.3E-11 {3.2E-11

K052 AML  p53 mutant. {3.9E-10  {2.4E-10 {1.4E-11 {4.1E-10
supraexprimare Pgp

KASUMI-3 |{AML  |EVII $i{2.8E-09  123B-11 9.8E-12 {1.4E-10
supraexprimare Pgp

KG-1 AML  p53 mutant. (8.5E-10  6.6E-09 {2.2E-10 4.1E-09
supraexprimare Pgp

(OCI-AML2 | AML  mutaic DNMT3A  {1.4E-10  1.0E-10 |8.8E-11 |2.1E-10

HNT-34 AML supraexprimare 2.3E-11 3.2E-12 {2.0E-12 {59E-12
MECOM (EVI1)

MV4-11 AML  |duplicare interni ini1.6E-12  54E-13 \5.6E-13 |1.3E-12
tandem a FLT3

MOLM-13 {AML  \duplicarc interni in|{22E-12  i4.6B-13 4.9E-13 |1.2E-12
tandem a FLT3

EOL-1 AML 9.0E-12  33B-12 |25B-12 47E-12

MOLM-1  {CML EVIl si  PgpillE-09  (7.1E-11 {29E-11 [2.1E-10
supraexprimare

. KOPNS B-ALL | \53B-11  i22E-11 {1.1E-11  3.0E-11

IM-1 B-ALL | 32E-10  1.7E-10 {24E-11 {4.1E-10

KCL-22 ML 20E-09  95E-10 {3.0E-11 {2.9E-10

éGranta519 NHL 1.2E-11 §2.1E-12 1.2E-12
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Datele de mai sus par sd sugereze cd liniile de celule B-ALL (KOPNS8 si JM-1) sunt
foarte sensibile la compusii IGN. Pentru a valida in plus aceastd constatare, citotoxicitatea
conjugatilor anticorpului huCD123-6Gv4.7 legat cu D1 sau D2, prin lizine sau cisteine, a fost
testatd utilizand aceleasi linii de celule B-ALL, KOPNS si JM-1, plus o linie celulard B-ALL
suplimentard "celule 380". Martorii negativi care utilizeazd conjugati cu un anticorp care nu se
leagd de aceste liniile de celule B-ALL - KTI - au fost inclusi in analize. Rezultatele din FIG. 11B
a confirmat constatarea de mai sus.

Tabelul de mai sus aratd, de asemenea, cd compusii huCD123-IGN sunt foarte activi
impotriva diferitelor liniile de celule AML. Datele reprezentative care utilizeazd compusi IGN
legati la Lys si Cys sunt prezentate in FIG. 11C. In concordanti cu datele prezentate in FIG. 11C,
date suplimentare (prezentate in tabelul de mai jos si FIG. 21) cu privire la citotoxicitatea
conjugatului legat de Cys (huCD123-6Gv4.7-CysMab-D5) demonstreazi cd, conjugatul este
eficient impotriva diferitelor liniile de celule AML pozitive la CD123, inclusiv cei cu factori
prognostici slabi.

Linie de §Factor prognostic EhucD123-CysMab- Ori-specificitatea 1Cso martor
celule islab \DS ICso pmol ADC/ICso huCD123-CysMab-D5
Linii de celule negative la CD123

\Namalwa | 110000 1

K562 8000 1

linii de celule AML pozitive la CD123

SKM-1 P53 7 |57

K052 §20 1100

EOL1 2 1000
éUCSD-AMLl EVI OX 1 400

KG-1 P53, MDRI 60 95

THP-1 P53 30 167

SHI-1 P53 6 1>3,333

' MOLM-1 {MDRI si EVI1 OX 1120 >167

‘Molm-13 FLT/ITD 0,5 2000

MV4-11 FLT/ITD 1 2000

KASUML3 P53 si MDRI 3 1100

éHNT-34 \EVI1 OX 1 11100

Este interesant faptul ci, datele preliminare sugereaza ci conjugatul D5 legat de Cys pare
a fi deosebit de eficient asupra celulelor progenitoare ale AML, chiar si in comparatie cu conjugati
eficienti ai D2 legati la Lys sau D1 legati la Lys. Vezi FIG. 11D, in care au fost utilizate 9 probe
de pacienti AML pentru a se testa eficienta diferifilor conjugati IGN conform inventiei.

Studii suplimentare de citotoxicitate in vitro aratd cd conjugatul D5 legat la Cys are o
activitate de 74 ori mai ridicatd decit Mylotarg in probele de pacienti AML neselectate. Vezi FIG.
18.

In plus, FIG. 11E si FIG. 19 arati c, conjugatul D5 huCD123 legat de Cys ucide celulele
sanguine normale la concentratii care sunt> de 100 de ori mai mari decit cele necesare pentru a
ucide progenitorii AML. In comparatie, Mylotarg (gemtuzumab ozogamicin) nu prezinta un astfel
de efect de ucidere preferential, cu numai 10 ori diferentd in citotoxicitate intre celulele
progenitoare normale si celulele progenitoare AML. In FIG. 19, au fost testate probe suplimentare
de pacienti cu AML. In plus, a fost testat si conjugatul huCD123 al D5', un agent de legare
incrucisati a ADN-ului si prezinti numai o diferentd de 6 ori a citotoxicitatii intre celulele
progenitoare normale si celulele progenitoare AML (a se vedea FIG. 19).
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Exemplul 11 Eficienta in vitroa conjugatilor de IGN legati la lizina pe probe de pacienti cu
AML primar

Capacitatea diferitilor conjugati de huCD123-6-IGN legati de lizind de a distruge celulele
AML primare a fost masurata utilizind analize ale unititii de formare a coloniei (CFU). Celulele
mononucleare din sangele periferic inghetat (PBMC) si celulele mononucleare ale maduvei osoase
(BMMC) de la pacientii cu AML au fost achizitionate de la Conversant Biologics Inc. (Huntsville,
AL) si AllCells, LLC (Alameda, CA). Celulele au fost decongelate conform recomanddrilor
furnizorilor, spalate si resuspendate in mediul de culturd RPMI (RPMI-1640, 10% ser fetal bovin,
50 ng/ml SCF si 50 ng/ml FLT3L). Pentru a bloca receptorii de Fc de pe suprafata celulelor,
mediul de culturd a fost suplimentat cu 100 nM de anticorp chKTI (anticorp de acelasi izotip). La
fiecare godeu unor plici cu fund plat cu 96 de godeuri, s-au addugat 200.000 celule in 150 pL de
mediu de culturd. Conjugatii s-au diluat in mediu utilizand serii de dilutii de 10-ori si s-au adiugat
50 pL pe godeu. Godeurile martor au continut celule si mediu, dar au fost lipsite de conjugati.
Plicile s-au incubat la 37°C intr-un incubator umidificat 6% cu CO- timp de 18 ore. Apoi celulele
s-au transferat in tuburi contindnd 2,2 mL de METHOCULT™ H4534 fard EPO (StemCell
Technologies, Vancouver, BC), s-au amestecat, si amestecurile s-au transferat in plici cu 6
godeuri. Plicile s-au incubat la 37°C intr-un incubator umidificat 6% CO, pand cand s-au format
coloniile (uzual 10 la 16 zile) si s-au numdrat. Procentul de inhibare a formarii coloniilor a fost
determinat prin compararea numdarului din probele tratate cu conjugat cu cele din martorul netratat.
Procentul de inhibare a coloniei a fost reprezentat grafic in functie de concentratia conjugatului si a
fost determinaté din curbe concentratia conjugatului care inhibd 90% din formarea coloniei (ICqp).

Rezultatul unei analize CFU tipice pentru o probd primar de la un pacient este prezentat
in FIG. 12A. Conjugatii de huCD123-6-IGN au demonstrat o citotoxicitate dependentd de doza cu
valori ICqog de 0,1 nM, 0,01 nM, 0,03 nM, si 0,012 nM pentru huCD123-6Gv1.1-sSPDB-DGN462,
huCD123-6Gv1.1-D3, huCD123-6Gv1.1-sSPDB-D1 si respectiv huCD123-6Gv1.1-D2. FIG. 12B
reda valorile I1Cq pentru toate probele de la pacienti AML care au fost tratati cu conjugatii.
Valorile ICqp medii pentru fiecare conjugat sunt prezentate ca linii pline si egale cu 2 nM, 0,1 nM,
0,03 nM, si 0,02 nM pentru huCD123-6Gv1.1-sSPDB-DGN462, huCD123-6Gv1.1-D3, huCD123-
6Gv1.1-sSPDB-DI, si respectiv huCD123-6Gv1.1-D2,. Astfel, conjugatii huCD123-6-IGN legati
de lizina au demonstrat o eficacitate ridicatd pe probe de la pacientii ca AML.

Exemplul 12 Prepararea conjugatilor anticorpului huCD123-6 specifici situsului Ser
a) Conjugarea anticorpului N-terminal - o abordare in doud etape

Anticorp huCD123-6Gv4,6/7S3 (avand huCD123-6Gv4 LCVR (SECV ID NR: 37,
incluzand un N-terminal Ser modificat) si HCVR Gv6/7 (SECV ID NR: 34)) ([1], in Schema
1 astfel cum este ilustrat in FIG. 15; 3mg/mL in PBS, pH7,4) s-a tratat cu 5 mM periodat de sodiu
apos (50 echivalenti, 25°C, 30 minute). Amestecul s-a schimbat apoi prin tampon printr-un
coloand de desalinizare NAP (Illustra Sephadex G-25 DNA Grade, GE Healthcare) in tampon de
acetat de sodiu, pH5,0.

Solutia rezultatd s-a tratat cu alcool 4-aminofenetilic (100 mM in DMA [N,N-
Dimetilacetamidd]) la 10% v/v cosolvent. Linkerl heterobifunctional([3] in Schema 1; 5
echivalenti) apoi s-a introdus, si vasul de reactie s-a sigilat si incubat la 37°C timp de 24 de ore.

Amestecul s-a schimbat apoi prin tampon printr-un coloand de desalinizare NAP (Illustra
Sephadex G-25 DNA Grade, GE Healthcare) in tampon HEPES (acid 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazin-etansulfonic), pH 8,5. Solutia s-a ajustat apoi cu cosolvent DMA (N,N-
Dimetilacetamide) (10% v/v), si s-a tratat cu DGN462 sulfonat (sSDGN462) ([5], Schema 1; tiol
liber; 5 echivalenti), la 25°C timp de 6 ore.

Conjugatul rezultat s-a schimbat prin tampon in 250 mM Glicind, formulare tampon 10
mM Histidind, 1% zaharozi, 0,01% Tween-20, 50 uM bisulfit de sodiu la pH 6,2 utilizind o
coloand de filtrare NAP (Illustra Sephadex G-25 DNA Grade, GE Healthcare). Dializa s-a efectuat
in acelasi tampon timp de 4 ore la 25°C utilizAnd casete de dializd Slide-a-Lyzer
(ThermoScientific 10.000 MWCO).

S-a constatat cd, conjugatul purificat ([6], Schema 1) are o mediec omogena de doud
molecule de linked DGN462 per anticorp (prin spectrometrie de masd Q-ToF), >98% monomer
(prin cromatografie de excludere dimensionald), <2% medicament liber (prin analiziA HPLC cu
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faza inversd cu precipitare din acetond), si o concentratie finald de proteind de 0,18 mg/mL (prin
UV-Vis utilizand coeficienti de extinctie molari £25=213320 M-'cm™! pentru anticorpul huCD123-
6Gv4,6/7S3).

b) Conjugarea anticorpului N-terminal - IGN prin legdturd directd

Anticorp huCD123-6Gv4.7S2 contindnd Ser modificat la N-terminal, modificat cu o
serind N-terminald lanfului greu (huCD123-6Gv4.7S2, care cuprinde o secventd a lanfului greu
SECV ID NR: 53 in care Xaa este Val, si o secven{d a lantului usor SECV ID NR: 51) ([1] in
Schema 2, FIG. 16; 3mg/mL in PBS, pH7,4) s-a tratat cu 5 mM periodat de sodiu apos (50
echivalenti molari) la 25°C timp de 30 minute. Amestecul s-a schimbat apoi prin tampon printr-un
coloand de desalinizare NAP (Illustra Sephadex G-25 DNA Grade, GE Healthcare) in tampon de
acetat de sodiu, pH5,0.

Solutia rezultatd s-a tratat cu p-fenilendimind (100 mM in DMA [N,N-Dimetilacetamida])
la 10% v/v cosolvent. Apoi, s-a introdus un D8 sulfonat in situ (sau sD8) ([3], Schema 2; 5
echivalenti molari), si vasul de reactie s-a sigilat si incubat la 37°C timp de 24 de ore.

Amestecul s-a schimbat apoi prin tampon printr-un coloand de desalinizare NAP (Illustra
Sephadex G-25 DNA Grade, GE Healthcare) in tampon 250 mM Glicind, 10 mM Histidina, 1%
zaharozd la pH 6,2. Dializa s-a efectuat in acelasi tampon timp de 4 ore la 25°C, utilizand casete
de dializa Slide-a-Lyzer (ThermoScientific 10.000 MWCO).

S-a constatat cd, conjugatul purificat ([4], Schema 2) are o mediec omogend de doud
molecule D8 legate per anticorp (prin Spectrometric de masd Q-ToF), >96% monomer (prin
Cromatografic de excludere dimensionald), <3% medicament liber (prin analizi HPLC cu fazi
inversd HISEP), si o concentratic finald de proteind de 1,4 mg/mL (prin UV-Vis utilizand
coeficienti de extinctie molari £250=213320 M-'cm™ pentru anticorpul huCD123-6Gv4.7S2).

D8 sulfonat in situ - (sau sD8) descris mai sus s-a preparat conform cu urmitoarea
procedurd: Reactivul D8, sub formi de solid alb liofilizat, s-a dizolvat in DMA (N,N-
Dimetilacetamidd) la o solutie stoc avind o concentratie de 10-20 mM. S-a adiugat bisulfit de
sodiu proaspat (500 mM solutie in apd, 5 echivalenti molari) si solufia rezultatd a reactionat timp
de 4-6 ore la 25°C inainte de o etapd de mentinere de 15 ore la 4°C. S-a introdus o altd parte
alicota de bisulfit de sodiu proaspdt (solutie 500 mM in apd, 2 echivalenti molari) si s-a ldsat sa
reactioneze timp de 4 ore la 25°C inainte de depozitare la -80°C pana la utilizarea ulterioara.

¢) Conjugarea anticorpului N-terminal-protocol in doud etape pentru CD123-6Gv4.7

Anticorpul huCD123-6Gv4.783 (a se vedea mai sus) modificat cu o serind N-terminala pe
lantul usor (huCD123-6Gv4.753) ([1] in Schema 3, FIG. 17; 3mg/mL in PBS, pH7,4) s-a tratat cu
5 mM periodat de sodiu apos (50 echivalenti molar) la 25°C timp de 30 minute. Amestecul s-a
schimbat apoi prin tampon printr-un coloana de desalinizare NAP (Illustra Sephadex G-25 DNA
Grade, GE Healthcare) in tampon de acetat de sodiu, pH5,0.

Solutia rezultatd s-a tratat cu alcool 4-Aminofenetilic (100 mM in DMA [N,N-
Dimetilacetamidd]) la 10% v/v cosolvent. S-a introdus apoi Linkerl heterobifunctional
([31, Schema 3; 5 echivalenti molari), si vasul de reactie s-a sigilat si s-a incubat la 37°C timp de
24 de ore.

Amestecul s-a schimbat apoi prin tampon printr-un coloand de desalinizare NAP (Illustra
Sephadex G-25 DNA Grade, GE Healthcare) in tampon HEPES(acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-
etansulfonic ) pH 8,5. Solutia s-a ajustat apoi cu, cosolvent DMA (N,N-Dimetilacetamide) (10%
v/v), si s-a tratat cu DI sulfonat (sau sD1) ([S], Schema 3; tiol liber; 5 echivalenti molari) la 25°C
timp de 6 ore.

Conjugatul rezultat s-a schimbat prin tampon in formulare tampon din 250 mM Glicind,
10 mM Histidind, 1% zaharozi, 0,01% Tween-20, 50 uM bisulfit de sodiu la pH 6,2, utilizind o
coloand de filtrare NAP (Illustra Sephadex G-25 DNA Grade, GE Healthcare). Dializa s-a efectuat
in acelasi tampon timp de 4 ore la 25°C, utilizAnd casete de dializd Slide-a-Lyzer
(ThermoScientific 10.000 MWCO).
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S-a constatat ci, conjugatul purificat ([6], Schema 3) are o medie de 2,0 molecule de
linked D1 per anticorp (prin Spectrometrie de masi Q-ToF), >96% monomer (prin Cromatografie
de excludere dimensionald), <3% medicament liber (prin analizdA HPLC cu fazd inversd cu
precipitare in acetone), si o concentratie finald de proteind de 0,4 mg/mL (prin UV-Vis utilizand
coeficienti de extinctie molari £250=213320 M-'cm™ pentru anticorpul huCD123-6Gv4.7S3).

Exemplul 13 Citotoxicitatea in vitro a conjugatilor anticorpului huCD123-6 specifica la situs

Capacitatea specificd la situs a conjugatilor de huCD123-6 cu diferifi compusi IGN
(huCD123-6Gv4,6-CysMab-D5 si huCD123-6Rv1.152-SeriMab-D8) de a ucide celulele care
exprimd CD123 pe suprafata lor s-a comparat cu aceea a conjugatilor legati de lisinp care contin
anticorpul potrivit si incdrcitura (huCD123-6Gv4,6-D2 si huCD123-6Rv1.1-D2) utilizand analize
de citotoxicitate in vitro. S-au efectuat analize de citotoxicitate §i s-au analizat astfel cum este
descris in Exemplul 10.

Conjugatul de huCD123-6Gv4,6-CysMab-D5 (in care huCD123-6Gv4,6-CysMab are o
secventd a lanfului greu de Ig cu SECV ID NR: 54, si o secventd a lantului usor cu SECV ID NR:
51) a fost cel putin tot atit de activ ca si conjugatul huCD123-6Gv4.6-D2 legat la lizind (in care
anticorpul huCD123-6Gv4.6 are o secven{d a lantului greu de Ig cu SECV ID NR: 50, si o
secven{d a lantului usor cu SECV ID NR: 51) pe multiple linii de celule. Cateva exemple de
analizd de citotoxicitate utilizind linia de celule EOL-1 de AML, linia de celule B-ALL KOPN-8
st linia de celule MOLM-1 de CML sunt prezentate in FIG. 13A-13C, respectiv. Ambii conjugati
au ucis celulele intr-o manierd dependentd de doza vu valori ale ICsp de aproximativ 0,002 nM,
0,005 nM, si 0,02 nM pentru celule EOL-1, celule KOPN-8 si respectiv celule MOLM-1. Uciderea
a fost dependentd de CD123, deoarece conjugati au fost de cel putin 100 de ori mai putin toxici
pentru celule atunci cand antigenul CD123 a fost blocat de anticorpul chCD123-6 neconjugat.

Cconjugatul huCD123-6Rv1.1S2-SeriMab-D8 (in care anticorpul huCD123-6Rv1.152
refacut la suprafata are o secventa a lantului greu de Ig cu SECV ID NR: 60 cu exceptia faptului ci
restul cu N-terminal este Ser, si 0 secventd a lantului usor cu SECV ID NR: 61) si-a mentinut
legarea tintd (CD123), si a fost cel putin tot atit de activ ca si conjugatul de huCD123-6Rv1.1-D2
legat 1a lizind (in care anticorpul huCD123-6Rv1.1 refacut la suprafatd are o secventi a lantului
greu de Ig cu SECV ID NR: 60, si o secventd a lanfului usor cu SECV ID NR: 61) pe multiple linii
de celule. Cateva exemple de analizi de citotoxicitate utilizind liniile de celule SHI-1 si HNT-34
de AML, precum si linia de celule CML MOLM-1 sunt prezentate in FIG. 14A-14C, respectiv.
Ambii conjugati au ucis celulele intr-o manierd dependentd de doza cu valori ICso de aproximativ
0,01 nM, 0,002 nM, si 0,03 nM pentru celulele SHI-1, celulele HNT-34, si respectiv celulele
MOLM-1. Uciderea a fost dependentd de CD123, deoarece conjugatii au fost de cel putin 100 de
ori mai putin toxici pentru celule atunci cand antigenul CD123 a fost blocat de anticorpul
huCD123-6 neconjugat.

Intr-un alt experiment, s-a constatat cd, compusul DGN462 legat la Ser cu anticorp
huCD123 are o eficientd specifica antigenului de 3 ori mai mare decit versiunea legatd la lizind cu
DAR mai ridicat (datele nu sunt prezentate).

Exemplul 14 Studii de eficacitate ir vivo utilizand conjugatii de CD123-IGN intr-un model de
soarece de AML MV4-11 subcutanat

Celulele tumorale implantate subcutanat reprezintd un mijloc convenabil de a testa noi
potentiale medicamente anticanceroase in vivo. O mare varietate de liniile de celule umane si
murine derivate atat de la tumori solide, cat si de la leucemii, care acoperd o gama largd de
genotipuri si fenotipuri tumorale, au fost adaptate pentru a creste intr-o gazdd murina si, astfel,
permit testarea unui agent terapeutic in cauza intr-un model adecvat de tumoare.

Un model de leucemie mieloidd subcutanati acuti (AML), astfel cum este subliniat in
protocolul de mai jos, se utilizeazd pentru a testa eficacitatea conjugatului anticorpului CD123
(ADC) in cauzd in ceea ce priveste capacitatea de a reduce sarcina tumorald in vivo. Specific,
soarecii SCID femele sunt inoculati subcutanat fiecare in flancul drept, cu aproximativ 1 x
107 celule MV4-11, o linie de celule AML umane. In ziua 14 post-inoculare, soarecii sunt impartiti
aleatoriu in grupuri pe baza volumului tumorii si tratafi cu 400 mg/kg de IgG umand prin injectie
intraperitoneald pentru a bloca receptorii de Fc pe celulele MV4-11. ADC-urile anti-D123 1n cauzi
sau anticorpii martor care nu vizeaza (DI legat prin lizina lachKTI, D2 legat prin lizin la chKTI si
D2 legat la huKTI-CysMab in care anticorpul huKTI are un Cys modificat intr-o pozitie
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corespunzitoare celui de-al 5% 1a ultimul rest al SECV ID NR: 54) se administreazi intravenos o
datd, in ziua 15 post-inoculare, la o dozad de 1 sau 3 pg/kg. Soarecii s-au tratat din nou cu 100
mg/kg de IgG umand in ziua 20 dupd inoculare. Animalele sunt monitorizate zilnic, si volumul
tumorii este masurat de doud ori pe sdptimand. Grupurile de tratament si grupurile de martor sunt
listate mai jos cu dozele respective.

§Grup %Tratament Doza (ng/kg) (Doza reala §Cale si program
{(ug/kg))

|1 { Vehicul - gi.v., 71
2 %huCD123-sSPDB-D1 1 (0,78) zv N
3 ‘D2 legat 1a huCD123 prin lizind ;1 (0,89) v,
4 huCD123-CysMab-D5 1 (0,91) iv., N
5 %huCD123-sSPDB-D1 3 (2,35) zv N
6 D2 legat 1a huCD123 prin lizind 3 (2,69) .i.v., N
7 huCD123-CysMab-D5 3 (2,88) iv., N
8 chKTI-sSPDB-D1 3 iv., N
9 \D2legat la chKTI prinlizind |3 iv.,
§10 §huKTI-CysMab-D5 1 (0,91) zv N
§11 huKTI-CysMab-D5 3 (2,88) zv N

Anticorpul huCD123 utilizat in studiu este anticorpul huCD123-6Gv4.7 umanizat, care
este legat de D1 sau D2 prin legdtura Lys sau prin legdtura Cys modificata astfel cum este descris
aici mai sus. Conjugati IGN bazate pe bazd de anticorp KTi himeric legate de Lys si conjugatii
IGN bazate pe anticorp KTi uman legate de Cys sunt inclusi, de asemenea, ca martori. Ultimul
anticorp KTi CysMab are un Cys modificat in domeniul CH3 al lanfului greu intr-o pozitie
corespunzitoare celui de-al 5%° Ia ultimul rest al SECV ID NR: 54.

Datele preliminare arati ci, compusii IGN legati 1a Lys si Cys sunt foarte activi impotriva
tumorilor cu xenogrefd MV4-11 in vivo intr-un model de soarece (a se vedea, FIG. 20).

Exemplul 15. Prepararea Conjugatilor anticorpului huCD123-6 secifici situsului Cys
huCDI123-6Gv1.182-CysMab-D7

huCD123-6Gv1.1S2-CysMab este un anticorp umanizat grefat la CDR cu secventele
LCVR ale SECV ID NR: 33 si secventd HC a SECV ID NR: 48 (cu exceptia faptului ci primul
rest este Ser), si incluzind un Cys modificat corespunzitor celui de-al 5@ 1a ultimul rest al SECV
ID NR: 54 sau 56.

Acest anticorp huCD123 care poartd doud resturi de cisteind nepereche in stare redusi a
fost preparat utilizand proceduri standard. La o solutie a acestui intermediar in solutie salind
tamponatd cu fosfat (PBS), s-au addugat 5 mM acid N,N,N',N'-etilendiaminotetracetic (EDTA) pH
6,0 N,N-dimetilacetamida (DMA), propilenglicol, si 10 echivalenti molari de D7 ca o solutie stoc
in DMA pentru a da un amestec de reactie cu o compozifie finald a solventului de 2% v/v DMA si
38% vl/v propilenglicol in PBS 5 mM EDTA pH 6,0. Reactia a fost ldsatd si se desfdsoare timp de
24 de ore 1a 25°C.

Conjugatul s-a purificat in formulare tampon 20 mM histidind, 50 mM clorurd de sodiu,
8,5% zaharoza, 0,01% Tween-20, 50 uM bisulfit de sodiu pH 6,2 utilizand coloane de desalinizare
Sephadex G25, s-a concentrat prin utlrafiltrare printr-o membrand cu un prag al greutdtii
moleculare de 10 kDa, si s-a filtrat printr-un filtru seringd de 0,22 pm. Conjugatul s-a dializat apoi
fatd de acelasi tampon utilizind o membrand cu un prag al greutatii moleculare 10 kDa.

S-a constatat prin UV-Vis cd, conjugatul ci are 2 mol D7/mol anticorp; 97,2% monomer
prin SEC; si 1,9% D7 neconjugat prin SEC/ HPLC fazi inversi. LC-MS a conjugatului
deglicozilat nu este prezentat.
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huCD123-6Gv4.7-CysMab-D5

huCD123-6Gv4.7-CysMab este un anticorp umanizat grefat la CDR cu secventele LCVR
cu SECV ID NR: 34 (in care Xaa este Val) si secventd HCVR cu SECV ID NR: 35, si incluzind
un Cys modificat corespunzitor celui de-al 5 la ultimul rest al SECV ID NR: 54 sau 56.

Acest anticorp huCD123 care poartd doud resturi de cisteind nepereche in stare redusi a
fost preparat utilizand proceduri standard. La o solutie a acestui intermediar in solutie salind
tamponatd cu fosfat (PBS), s-au addugat 5 mM acid N,N,N',N'-etilendiaminotetracetic (EDTA) pH
6,0 N,N-dimetilacetamida (DMA), propilenglicol, si 10 echivalenti molari de D5 ca o solutie stoc
in DMA pentru a da un amestec de reactie cu o compozifie finald a solventului de 2% v/v DMA si
38% vl/v propilenglicol in PBS 5 mM EDTA pH 6,0. Reactia a fost ldsatd si se desfdsoare timp de
24 de ore 1a 25°C.

Conjugatul s-a purificat in formulare tampon din 20 mM histidind, 50 mM clorurd de
sodiu, 8,5% zaharozi, 0,01% Tween-20, 50 uM bisulfit de sodiu pH 6,2 utilizind coloane de
desalinizare Sephadex G25, s-a concentrat prin utlrafiltrare printr-o membrand cu prag al greutitii
moleculare de 10 kDa, si s-a filtrat printr-un 0,22 pm filtru seringd. Conjugatul s-a dializat apoi
fatd de acelasi tampon utilizind o0 membrand cu prag al greutitii moleculare de 10 kDa.

S-a constatat prin UV-Vis cd, conjugatul cid are 2 mol D5/mol anticorp si 94,8%
monomer prin SEC. LC-MS a conjugatului deglicozilat nu este prezentat.

huCD123-6Gv4.7-CysMab-D4

Anticorpul huCD123 de mai sus care poartd doud resturi de cisteind nepereche in stare
redusd s-a preparat utilizand proceduri standard. La o solutie a acestui intermediar in solutie salind
tamponatd cu fosfat (PBS), s-au adiugat 5 mM acid N,N,N',N'-etilendiaminotetracetic (EDTA) pH
6,0 N,N-dimetilacetamidd (DMA), propilenglicol, si 5 echivalenti molari de D4 ca o solutie stoc in
DMA pentru a da un amestec de reactie cu o compozifie finald a solventului de 2% v/v DMA si
38% vl/v propilenglicol in PBS 5 mM EDTA pH 6,0. Reactia a fost ldsatd si se desfdsoare timp de
6 ore la 25°C.

Conjugatul s-a purificat in formulare tampon din 20 mM histidind, 50 mM clorurd de
sodiu, 8,5% zaharozd, 0,01% Tween-20, 50 uM bisulfit de sodiu pH 6,2 coloane de desalinizare
utilizand Sephadex G25, s-a concentrat prin utlrafiltrare printr-o membrand cu prag al greutatii
moleculare de 10 kDa, si s-a filtrat printr-un 0,22 pm filtru seringd. Conjugatul s-a dializat apoi
fatd de acelasi tampon utilizind o membrand cu prag al greutdtii moleculare de 10 kDa.

S-a constatat prin UV-Vis cd, conjugatul are 1,8 mol D4/mol anticorp si 97,4% monomer
prin SEC. LC-MS a conjugatului deglicozilat nu este prezentat.

Exemplul 16. Sinteza compusului D1

o o
NHe Ho)j\/7(s‘5’ N HN)j\/Xs‘s/
HO\/©\/OH EDC. DMAP o HO\/@\/
OH
1a

Compusul la:

La o solufie agitati de (5-amino-1,3-fenilen)dimetanol (1,01 g, 6,59 mmol) in
dimetilformamidd anhidrd (16,48 mL) si tetrahidrofuran anhidru (16,48 ml) s-a adiugat acid 4-
metil-4-(metildisulfanil)pentanoic (1,281 g, 6,59 mmol), clorhidrat N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimidd (2,53 g, 13,19 mmol), si 4-dimetilaminopiridind (0,081 g, 0,659 mmol).
Amestecul rezultat s-a agitat timp de 18 ore la temperatura camerei. Reactia s-a stins cu solutie
saturatd de clorurd de amoniu si s-a extras cu acetat de etil (3x 50 mL). Extractele organice s-au
spdlat cu apa si saramurd, apoi s-au uscat peste sulfat de sodiu anhidru. Solutia s-a filtrat si s-a
concentrat in vid si reziduul rezultat s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (acetat de
etil/hexani) pentru a se obtine compusul 1a ca un solid alb (0,70 g, randament 32%). 'H RMN
(400 MHz, DMSO-d6: 6 9,90 (s, 1H), 7,43 (s, 2H), 6,93 (s, 1H), 5,16 (t, 2H, J = 5,7 Hz), 4,44 (d,
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4H, J = 5,7 Hz), 2,43 (s, 3H), 2,41-2,38 (m, 2H), 1,92-1,88 (m, 2H), 1,29 (s, 6H). MS (m/z), gisit
330,0 (M + 1)",

[+]
S

[s]
S.g~
HN ~5~ 1. EtsN, Ms,0 HN
’ /N OH N \/@\/
”0\/©M°H K,CO - ° © hs,
2C0; .
N OMe N OMe MeO'
[} (¢} [o]
1b

IGN monomer, A

Y

35%
Compus 1b:

La o solutie ricitd (-10 °C) de compus 1a (219 mg, 0,665 mmol) in diclormetan anhidru
(6,65 mL) s-a adiugat trietilamind (463 pl, 3,32 mmol) urmatd aditia in picdturi de anhidrida
metansulfonicd (298 mg, 1,662 mmol). Amestecul s-a agitat la -10 °C timp de 2 ore, apoi
amestecul s-a stins cu apd cu gheata si s-a extras cu acetat de etil rece (2 x 30 mL). Extractele
organice s-au spdlat cu apd cu gheatd, s-au uscat cu sulfat de sodiu anhidru, s-a filtrat si s-a
concentrat sub presiune redusa pentru a se obtine dimesilatul brut.

Dimesilatul brut (227 mg, 0,467 mmol) si monomer de IGN (sau indolinobenzodiazepind)
A (303 mg, 1,028 mmol) s-au dizolvat in DMF anhidru (3,11 mL). S-a addugat carbonat de potasiu
(161 mg, 1,169 mmol) si amestecul s-a agitat timp de 18 ore la temperatura camerei. S-a adaugat
apd deionizatd si precipitatul rezultat s-a filtrat si clitit cu apd. Solidul s-a redizolvat in
diclormetan si s-a spalat cu apa. Stratul organic s-a uscat cu sulfat de magneziu anhidru, s-a filtrat,
si s-a concentrat. Reziduul brut s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (Metanol/Diclormetan)
pentru a da compusul 7b (227 mg, randament 36%). MS (m/z), gasit 882,5 (M + 1)*.

0 !

S ..~ S.er
HNM s HNM ~s

N VY.
=N o 0. N§2 MEB;;“» N o 0. N§,:
NW;C[ OMe MGOKJ;KN% Np OMe MeoqN%
° o} o o}
1b 1c

Compus Ic:

La o suspensie de compus 1b (227 mg, 0,167 mmol) in 1,2-dicloretan anhidru (3,346 mL)
s-a adiugat triacetoxiborhidrurd de sodiu (37,3 mg, 0,167 mmol). Amestecul s-a agitat la
temperatura camerei timp de o ord dupd care s-a stins cu solutie saturati de clorurd de amoniu.
Amestecul s-a extras cu diclormetan si s-a spdlat cu saramurd. Stratul organic s-a uscat cu sulfat de
magneziu anhidru, s-a filtrat si s-a concentrat. Reziduul brut s-a purificat prin RP-HPLC (C18,
Apd/Acetonitril). Fractiile continind produsul dorit s-au extras cu diclormetan, s-au uscat cu sulfat
de magneziu anhidru, s-au filtrat si s-au concentrat pentru a da compusul 1c (35 mg, randament
19%). MS (m/z), gisit 884,3 M + 1)".
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Compusul 1d:

La o solutie de compus 1c¢ (18 mg, 0,017 mmol) in acetonitril (921 pL) si metanol (658
pul) s-a addugat clorhidrat de tris(2-carboxictil)fosfind (17,51 mg, 0,060 mmol) (neutralizat cu
solutie saturatd de bicarbonat de sodiu (0,2 mL) in tampon de fosfat de sodiu (132 pL, 0,75 M, pH
6,5). Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 3,5 ore, apoi s-a diluat cu diclormetan si
apa deionizatd. Stratul organic s-a separated, s-a spdlat cu saramurd, s-a uscat cu sulfat de sodiu
anhidru, s-a filtrat si s-a concentrat sub presiune redusi pentru a se obtine tiolul brut. MS (m/z),
gasit 838,3 M + 1)*.
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Tiolul brut (15,5 mg, 0,018 mmol) s-a dizolvat in 2-propanol (1,23 mL). S-au addugat apa
deionizatd (617 pL) si bisulfit de sodiu (5,77 mg, 0,055 mmol) si amestecul s-a agitat timp de cinci
ore la temperatura camerei. Reacfia s-a inghefat intr-o baie de acetond/zipadd carbonicd, s-a
liofilizat, si s-a purificat prin RP-HPLC (C18, apa deionizati/acetonitril). Fractiile continand
produsul dorit s-au inghetat si s-au liofilizat pentru a da compusul acid (12S, 12aS)-9-((3-(4-
mercapto-4-metilpentanamido)-5-((((R)-8-metoxi-6-oxo-11,12,12a,13-tetrahidro-6H-
benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-a]indol-9-il)oxi)metil )benzil )oxi)-8-metoxi-6-oxo-11,12,12a,13-
tetrahidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-aJindol-12-sulfonic (compus D1 sulfonat (sD1)) (6,6
mg, randament 39%). MS (m/z), gisit 918,2 (M - 1)

Exemplul 17. Sinteza 6-(((S)-1-(((S)-1-((3-((((S)-8-metoxi-6-0x0-11,12,12a,13-tetrahidro-6H-
benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-alindol-9-il)oxi)metil)-5-((((R)-8-metoxi-6-oxo0-12a,13-dihidro-
6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-alindol-9-il)oxi)metil)fenil)amino)- 1-oxopropan-2-il)amino)-
1-oxopropan-2-il)amino)-6-oxohexanoatului de 2,5-dioxopirolidin-1-il, compusul D2

° g X O § % i
Dogtel "rokme —— Sl
° = 2a

Etapa 1: acid (S)-2-(((benziloxi)carbonil)amino)propanoic (5 g, 22,40 mmol) si clorhidrat de 2-
aminopropanoat de (S)-ferf-butil (4,48 g, 24,64 mmol) s-au dizolvat in DMF anhidra (44,8 mL). S-
au addugat EDC-HCI (4,72 g, 24,64 mmol), HOBt (3,43 g, 22,40 mmol), si DIPEA (9,75 mL, 56,0
mmol). Reactia a fost agitatd in argon, la temperatura camerei, peste noapte. Amestecul de reactie
a fost diluat cu diclorometan si apoi spdlat cu clorurd de amoniu saturati, bicarbonat de sodiu
saturat, apa si solutie salind. Stratul organic s-a uscat peste sulfat de sodiu si s-a concentrat. Uleiul
brut s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (Hexani/Acetat de Etil) pentru a se obtine
compusul 2a (6,7 g, randament 85%). '"H RMN (400 MHz, CDCL;): 5 7,38-7,31 (m, 5H), 6,53-6,42
(m, 1H), 5,42-5,33 (m, 1H), 5,14 (s, 2H), 4,48-4,41 (m, 1H), 4,32-4,20 (m, 1H), 1,49 (s, 9H), 1,42
(d, 3H, J=6,8 Hz), 1,38 (d, 3H, J =7,2 Hz).

o4 3 ¢ 0 g %
i Pd
ﬂ"OJ'\rNjO(“H o’\O —Hz> ioi':r"wg"wz
2a

Etapa 2: Compusul 2a (6,7 g, 19,12 mmol) s-a dizolvat in metanol (60,7 mL) si apd (3,03 mL).
Solutia s-a purjat cu argon timp de cinci minute. S-a addugat lent paladiu pe carbon (umed, 10%)
(1,017 g, 0,956 mmoli). Reactia a fost agitata peste noapte in atmosferd de hidrogen. Solutia a fost
filtratd prin celitd, clatitd cu metanol si concentratd. Aceasta s-a azeotropizat cu metanol si
acetonitril si uleiul rezultat s-a introdus direct la vid inaintat pentru a da compusul 2b (4,02 g,
randament 97%) care s-a utilizat direct in urmétoarea etapd. 'H RMN (400 MHz, CDCL): & 7,78-
7,63 (m, 1H), 4,49-4,42 (m, 1H), 3,55-3,50 (m, 1H), 1,73 (s, 2H), 1,48 (s, 9H), 1,39 (d, 3H, /=72
Hz), 1,36 (d, 3H, J = 6,8 Hz).

T 2 oMe  EDCHOBUDIPEA o4 3 9 oMe
j,o)kfu.lo(m“z HO Y -_— }oJl\er(\H)\/\/\g

2b 2c
Etapa 3: Compusul 2b (4,02 g, 18,59 mmol) si mono metiladipat (3,03 mL, 20,45 mmol) s-au
dizolvat in DMF anhidri (62,0 mL). S-au addugat EDC-HCI (3,92 g, 20,45 mmol), HOBt (2,85 g,
18,59 mmol) si DIPEA (6,49 mL, 37,2 mmol). Amestecul a fost agitat peste noapte la temperatura
camerei. Reactia a fost diluati cu diclorometan/metanol (150 mL, 5:1) si spdlati cu clorurd de
amoniu saturatd, bicarbonat de sodiu saturat si solutie salind. Acesta s-a uscat peste sulfat de sodiu,
s-a filtrat si s-a stripat. Compusul s-a azeotropizat cu acetonitril (5x), apoi s-a pompat la vid
inaintat la 35 °C pentru a da compusul 2¢ (6,66 g, randament 100%). Materialul brut s-a preluat in
ctapa urmitoare fird purificare. 'H RMN (400 MHz, CDCL): 8 6,75 (d, 1H, J = 6,8 Hz), 6,44 (d,
1H, J = 6,8 Hz), 4,52-4,44 (m, 1H), 4,43-4,36 (m, 1H), 3,65 (s, 3H), 2,35-2,29 (m, 2H), 2,25-2,18
(m, 2H), 1,71-1,60 (m, 4H), 1,45 (s, 9H), 1,36 (t, 6H, J = 6,0 Hz).

TFA (o]

0O 4 % 0 0 4 3
: om » ; M
ﬂ,o%Njo(\H)kNﬁor e HO Njo(\u)k/\/\go e
2c 2d
Etapa 4: Compusul 2c¢ (5,91 g, 16,5 mmol) s-a agitat in TFA (28,6 mL, 372 mmol) si apa
deionizatd (1,5 mL) la temperatura camerei timp de trei ore. Amestecul de reactie s-a concentrat cu

acetonitril si introdus la vid inaintat pentru a da compusul 2d brut ca un solid lipicios (5,88 g,
randament 100%). 'H RMN (400 MHz, CDCl;): § 7,21 (d, 1H, J= 6,8 Hz), 6,81 (d, 1H, /= 7,6
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Hz), 4,69-4,60 (m, 1H), 4,59-4,51 (m, 1H), 3,69 (s, 3H), 2,40-2,33 (m, 2H), 2,31-2,24 (m, 2H),

1,72-1,63 (m, 4H), 1,51-1,45 (m, 3H), 1,42-1,37 (m, 3H).
o]

H)l\/\/\'rom
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2d HO. OH 2e

Etapa 5: Compusul 2d (5,6 g, 18,52 mmol) s-a dizolvat in diclormetan anhidru (118 mL) si
metanol anhidru (58,8 mL). S-au adiugat (5-amino-1,3-fenilen)dimetanol (2,70 g, 17,64 mmol) si
EEDQ (8,72 g, 35,3 mmol) si reactia s-a agitat la temperatura camerei, peste noapte. Solvent s-a
stripat si s-a addugat acetat de etil. Suspensia rezultata s-a filtrat, s-a spalat cu acetat de etil si s-a
uscat sub vid/N; pentru a da compusul 2e (2,79 g, randament 36%). 'H RMN (400 MHz, DMSO-
d6): 6 9,82 (s, 1H), 8,05, (d, 1H, J= 9,2 Hz), 8,01 (d, 1H, /= 7,2 Hz), 7,46 (s, 2H), 6,95 (3, 1H),
5,21-5,12 (m, 2H), 4,47-4,42 (m, 4H), 4,40-4,33 (m, 1H), 4,33-4,24 (m, 1H), 3,58 (s, 3H), 2,33-
2,26 (m, 2H), 2,16-2,09 (m, 2H), 1,54-1,46 (m, 4H), 1,30 (d, 3H, /= 7,2 Hz), 1,22 (d, 3H, /= 4,4
Hz).

°=S.....

oy ¥ 9 0
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HO\/G\,OH Br\/©\,ar

2e 2f

Etapa 6: Compusul 2e (0,52 g, 1,189 mmol) si tetrabromurd de carbon (1,183 g, 3,57 mmol) s-au
dizolvat in DMF anhidrd (11,89 mL). S-a adiugat trifenilfosfina (0,935 g, 3,57 mmol) si reactia
agitat sub argon timp de patru ore. Amestecul de reactie s-a diluat cu DCM/MeOH (10:1) si s-a
spdlat cu apd si saramurd, s-a uscat peste sulfat de sodiu, s-a filtrat, si s-a concentrat. Materialul
brut s-a purificat prin cromatografie pe silicagel (DCM/MeOH) pentru a da compusul 2f (262 mg,
randament 39%). 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): 5 10,01 (s, 1H), 8,11 (d, 1H, J = 6,8 Hz), 8,03
(d, 1H, J = 6,8 Hz), 7,67 (s, 2H), 7,21 (s, 1H), 4,70-4,64 (m, 4H), 4,40-4,32 (m, 1H), 4,31-4,23 (m,
1H), 3,58 (s, 3H), 2,34-2,26 (m, 2H), 2,18-2,10 (m, 2H), 1,55-1,45 (m, 4H), 1,31 (d, 3H, /= 7,2
Hz), 1,21 (d, 3H, J = 7,2 Hz).

R 2 oy ey
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Etapa 7: Compusul de dibromurd 2fsi compusul monomer IGN compus I-1 s-au dizolvat in
DMF. S-a adiugat carbonat de potasiu si s-a agitat la rt peste noapte. La amestecul de reactie s-a
addugat apd pentru a precipita produsul. Suspensia s-a agitat la rt timp de 5 min si s-a apoi filtrat si
s-a uscat sub vid/N> timp de 1 h. Materialul brut s-a purificat prin cromatografie pe silicagel
(diclormetan/metanol) pentru a da compusul 2g (336 mg, randament 74%). LCMS = 5,91 min
(metoda 15 min). MS (m/z): 990,6 M + 1)™.
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Etapa 8: Compusul diiminic 2g s-a dizolvat in 1,2-dicloretan. La amestecul de reactie s-a adaugat
NaBH(OACc)s si s-a agitat la rt timp de 1 h. Reactia s-a diluat cu CHyClL; si s-a stins cu solutie
apoasd saturatd de NH4Cl. Straturile s-au separat si s-au spalat cu saramurd, s-a uscat peste Na;SOs
si s-au concentrat. Materialul brut s-a purificat prin RPHPLC (coloand C18, acetonitril/apd) pentru
a da compusul 2h (85,5 mg, randament 25%). LCMS =6,64 min (15 min metodd). MS (m/z):
992,6 M + 1)*.

)ker/gN)k/\/\n,OMe JH'NfNMOH
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Etapa 9: Compusul metilesteric 2h s-a dizolvat in 1,2-dicloretan. La amestecul de reactie s-a
addugat trimetilstananol si s-a incilzit peste noapte la 80 °C. Amestecul de reactie s-a ricit la rt si
s-a diluat cu apd. Stratul apos s-a acidulat la pH 00 4 cu HCI 1 M. Amestecul s-a extras cu
CH:Cl1»/MeOH (10:1, 3 x 20 mL). Straturile organice combinate s-au spalat cu saramurd si s-a
uscat peste Na>SOy si s-au concentrat. Materialul brut s-a trecut printr-un dop de silice pentru a da
compusul 2i (48,8 mg, randament 80%). LCMS = 5,89 min (metodd 15 min). MS (m/z): 978,6 (M

+ 1)*.
o f MOH EDCINHS V&H#HMZD
& p ‘;% — & SEHOgEe &

Etapa 10: EDC- HCl s-a addugat la o solutie agitatd de compus acid 2i si N-hidroxisuccinamidi in
CHyClL latt. Amestecul de reactie s-a agitat timp de 2 h. Amestecul de reactie s-a diluat cu CH>ClL,
si s-a spdlat cu apa (1 x 15 mL) si saramurd (1 x 15 mL). Stratul organic s-a uscat peste Na>SOy, s-
a filtrat si s-a concentrat. Materialul brut s-a purificat prin RPHPLC (coloand C18, acetonitril/apd)
pentru a da 6-(((S)-1-(((S)-1-((3-((((S)-8-metoxi-6-0x0-11,12,12a,13-tetrahidro-6H-
benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-a]indol-9-il)oxi)metil)-5-((((R)-8-metoxi-6-ox0-12a,13-dihidro-6H-
benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-a]indol-9-il)oxi)metil )fenil)amino)- 1 -oxopropan-2-il)amino)-1-
oxopropan-2-il)amino)-6-oxohexanoat de 2,5-dioxopirolidin-1-il, compus D2 (8,2 mg, randament
30%). LCMS = 6,64 min (metoda 15 min). MS (m/z): 1075,4 (M + 1)*.

Exemplul 18. Sinteza N-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)etil)-11-(3-((((S)-8-metoxi-6-
oxo-11,12,12a,13-tetrahidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-alJindol-9-il)oxi)metil)-5-((((S)-
8-metoxi-6-0x0-12a,13-dihidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-a]indol-9-il)oxi)metil)fenil )-
13,13-dimetil-2,5,8-trioxa-14,15-ditia-11-azanonadecan-19-amidei, Compus D6

MeO\/\o/\/O\/\/&?SH @\S’S\/\j\ (: MeO._~~_O \/\/&i S\/\)%E%
érﬁn jCE,,/ rb DIPEA, DCM éﬁjﬂ :©:r b
DGN462

Etapa 1: La o solutie a tiolului liber DGN462 (40 mg, 0,042 mmol) si 4-(2- pmdlldltlo)butanat de
NHS (35 mg, 80% puritate, 0,085 mmol) in diclormetan anhidru (0,5 mL) s-a addugat
diizopropiletilamind anhidrd (0,015 mL, 0,085 mmol) si s-a agitat la temperatura camerei timp de
16 ore. Amestecul de reactie s-a stins cu clorurd de amoniu saturatd si s-a diluat cu diclormetan.
Amestecul obtinut s-a separat Intr-o palnie de separare. Stratul organic s-a spilat cu saramurd, s-a
uscat peste sulfat de sodiu anhidru, filtrat si s-a stripat sub presiune redusi. Restul s-a purificat prin
HPLC semi-preparativd cu faza inversd (coloaniC18, CH3CN/H,O). Fractiile care au continut
produsul pur s-au combinat, inghetat si liofilizat pentru a da esterul de NHS dorit, compusul
6a (29,7 mg, randament 60%). LCMS = 9,1 min (metoda 15 min). MS (m/z): 1157,3 (M + 1)*.
0
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Etapa 2: La o solutie de ester de NHS, compus 6a (12,3 mg, 0,011 mmol) §1 clorhidrat de N-(2-
aminoetil)maleimida (2,0 mg, 0,011 mmol) in diclormetan anhidru (0,3 mL) s-a addugat DIPEA
(0,0022 mL, 0,013 mmol). Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 3 ore apoi s-a
stripat sub presiune redusd. Reziduul s-a purificat prin HPLC semi-preparativd cu fazi inversa
(coloana C18, CH3;CN/H,0). Fractiile care au continut produsul pur s-au combinat, inghetat si
liofilizat pentru a da maleimida doritd, compus D6 (10 mg, randament 80%). LCMS = 8,3 min (15
metoda min). MS (m/z): 1181,8 (M + 1)*.

Exemplul 19. Sinteza NI1-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)etil)-N6-((S)-1-(((S)-1-((3-
((((S)-8-metoxi-6-0x0-11,12,12a,13-tetrahidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-alindol-9-
il)oxi)metil)-5-((((S)-8-metoxi-6-0x0-12a,13-dihidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-a]indol-
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9-il)oxi)metil)fenil)amino)-1-oxopropan-2-il)amino)-1-oxopropan-2-il)adipamidei,  compus
D5

* HGI
é(pt Cﬁ,% gqm Q”EJ
Ester NHS, compus 5a (8,2 mg, 7,6 pmol) si clorhidrat de 1-(2- amlnoetll) 1H-pirol-2,5-dioni (2,2
mg, 0,011 mmol) s-au dizolvat, la temperatura camerei, in diclormetan anhidru (305 pL). S-a
addugat DIPEA (2,66 pL, 0,015mmol) si reactia si s-a agitat timp de 3,5 ore. Amestecul de reactie
s-a concentrat si s-a purificat prin RPHPLC (coloana C18, CH3CN/H,O, gradient, 35% la 55%).
Fractiile de produs dorit s-au inghetat si liofilizat pentru a da maleimida, compus D5 ca o pulbere

alba solid (5,3 mg, randament 58%). LCMS = 5,11 min (metoda 8 min). MS (m/z): 1100,6 (M +
1)

Exemplul 20. Sinteza acidului 1-((2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)etil)amino)-4-((5-((3-
((((S)-8-metoxi-6-0x0-11,12,12a,13-tetrahidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-alindol-9-
il)oxi)metil)-5-((((S)-8-metoxi-6-0x0-12a,13-dihidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-a]indol-
9-il)oxi)metil)fenil)amino)-2-metil-5-oxopentan-2-il)disulfanil)- 1-oxobutan-2-sulfonic,
compus D4

o
o o Y
0 @\ 2 9 MS,SNLNND
.S HN
HNJ\/><SH N8 Mo_Ni; SOH " ©
{sulfo-SPDB) H

SO4H
M MeQ’
p qu{ ) HN ey DIPEA éf € ¢ D4 R N%

o

HCI

La o suspensie de tiol liber, D1 (88 mg, 0,105 mmol) si acid 1-((2,5-dioxopirolidin-1-
il)oxi)-1-oxo0-4-(piridin-2-ildisulfanil)butan-2-sulfonic (sulfo-SPDB) (64,0 mg, 0,158 mmol) in
diclormetan anhidru (2,10 mL) s-a addugat DIPEA (55,0 puL, 0,315 mmol) la temperatura camerei
sub azot. Amestecul s-a agitat timp de 16 ore si apoi s-au adiugat clorhidrat 1-(2-aminoetil)-1H-
pirol-2,5-diona (55,6 mg, 0,315 mmol), diclormetan anhidru (1,0 mL) si DIPEA (0,055 mL, 0,315
mmol). Amestecul s-a agitat pentru un timp suplimentar de 5 ore la temperatura camerei dupa care
reactia s-a concentrat in vid. Reziduul rezultat s-a purificat prin RP-HPLC (C18, CH3:CN/H,0).
Fractiile con{inind produsul dorit s-au inghetat si liofilizat pentru a da maleimida, D4 (20 mg,
randament 16%) ca un solid alb. LCMS = 4,92 min (metoda 8 min). MS (m/z): 1158,6 (M + 1)*.

Exemplul 21. Sinteza N-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)etil)-11-(3-((((S)-8-metoxi-6-
oxo-11,12,12a,13-tetrahidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-alJindol-9-il)oxi)metil)-5-((((S)-
8-metoxi-6-0x0-12a,13-dihidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-a]indol-9-il)oxi)metil)fenil )-
2,5,8-trioxa-11-azapentadecan-15-amidei, compus D7

o o]

O (o] 0. O. \/\
AN \/\N/\/\"/ ¢ Hel AINNTN \/\N/\/Y )

Loty = — gl ey

La o solutie de ester NHS, 7a (5 mg, 4,82 pmol) si clorhidrat 1-(2-aminoetil)-1H-pirol-
2,5-diona (1,7 mg, 9,64 umol) in diclormetan anhidru (200 pL) s-a adiugat, sub azot, DIPEA
(1,512 pL, 8,68 pmol). Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 4 ore si apoi s-a
concentrat in vid. Reziduul rezultat s-a purificat prin RP-HPLC (C18, CH3CN/H:O). Fractiile
confinand produsul dorit s-au inghetat si liofilizat pentru a da compusul de maleimidd, D7 (3,5 mg,
randament 68%). LCMS = 4,61 min (metoda 15 min). MS (m/z): 1062,8 (M + 1)".

Q,
IO

Exemplul 22. Sinteza compusului D8
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Etapa 1: Hidroxicarbamat de tert-butil (1,490 g, 11,19 mmol) s-a dizolvat in DMF anhidru (22,38
mL). S-au adiugat 2-(3-bromopropil)izoindolin-1,3-diond (3g, 11,19 mmol) si carbonat de potasiu
(3,09 g, 22,38 mmol) si reactia s-a agitat peste noapte la temperatura camerei. S-a diluat cu apa
rece si s-a extras cu EtOAc. Partea organicd s-a spdlat cu saramurd, s-a uscat peste sulfat de sodiu
si reziduul brut s-a purificat prin cromatografie rapidd pe silicagel (gradient EtOAc/Hex, 0% la
45%) pentru a se obtine compusul 8a ca un solid lipicios (2,41g, randament 67%). LCMS = 4,99
min (8 min metodd). 'H RMN (400 MHz, CDCls): 6 7,86-7,83 (m, 2H), 7,73-7,77 (m, 2H), 7,28
(bs, 1H), 3,92 (t, 2H, J = 6,0 Hz), 3,82 (t, 2H, 6,9Hz), 2,05-1,98 (m, 2H), 1,47 (s, 9H).
0]

H o]
XOTN\OMN HzN,o/\/\N
(o] —_—
ga ° D 8b ©

Etapa 2: Compusul 8a (2,41g, 7,52 mmol) s-a dizolvat in DCM anhidra (18,81 mL) si s-a ricit la
0°C intr-o baie de gheatd. S-a addugat o solutie proaspit amestecatd de DCM (9,40 ml) si TFA
(9,40 ml) si s-a indepdrtat baia de gheatd. Reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 1 ora si
s-a diluat cu DCM si spdlat cu solutie saturatd de bicarbonat de sodiu. Stratul organic s-a spalat cu
saramurd, s-a uscat, s-a filtrat si s-a concentrat pentru a da compus 8b (1,32g, randament 80%).
Materialul brut s-a utilizat fira purificare ulterioard. 'H RMN (400 MHz, CDCls): § 7,85-7,82 (m,
2H), 7,72-7,69 (m, 2H), 3,78 (t, 2H, J = 7,0 Hz), 3,72 (t, 2H 6,0Hz), 1,99-1,93 (m, 2H)

0 N’\ J;Lo —SI‘\O HN.o/\/\
HN.g NN ~ °1r°~/“ms
_P
gb ©

Etapa 3: Compus 8b (100mg, 0,454 mmol) s-a dizolvat in DCM anhidru (4,5 mL) s-au addugat
TEA (127 pl, 0,908 mmol) si carbonat de 2,5-dioxopirolidin-1-il (2-(trimetilsilil)etil) (177 mg,
0,681 mmol) si reactia s-a agitat la temperatura camerei peste noapte. Reactia s-a diluat cu DCM,
s-a spdlat cu saramurd, s-a uscat, s-a filtrat, si s-a evaporat. Reziduul brut s-a purificat prin
cromatografie rapida pe silicagel (EtOAc/Hex, gradient, 0% la 40%) pentru a se obfine compusul
8¢ (148mg, randament 89%). LCMS = 5,91 min (metoda 8 min). 'H RMN (400 MHz, CDCL): §
7,86-7,83 (m, 2H), 7,73-7,69 (m, 2H), 7,39 (bs, 1H), 4,26-4,20 (m, 2H), 3,94 (t, 2H, J = 6,0 Hz),
3,83 (t, 2H, 6,9Hz), 2,06-1,98 (m, 2H), 1,05-0,98 (m, 2H), 0,04 (s, 9H).

\
N ~Si o
,S|’\,O HN, O/\/\ HN II’\, z)rHN.O/\/\NHz

8d

Etapa 4: Compusul 8¢ (148mg, 0,406 mmol) s-a dizolvat in etanol (2,7mL) si agitat pand la
solubilizarea completd. S-a addugat hidrazind (63,7 pl, 2,030 mmol) si reactia s-a agitat la
temperatura camerei pani la formarea rapidd a unui precipitat alb 1a 1 ord. Reactia s-a filtrat printr-
un celitd si s-a clatit cu etanol suplimentar. Filtratul s-a evaporat si s-a purificat prin cromatografie
rapidd pe silicagel (gradient A= MeOH, B= EtOAc, 100% la 10%). Fractiile de produs s-au
detectat prin masa si s-a evaporat pentru a da compusul 8d ca un solid lipicios (67,5mg, randament
71%). '"H RMN (400 MHz, CDCly): & 4,27-4,21 (m, 2H), 3,98 (t, 2H, J = 5,9 Hz), 2,92-2,87 (m,
2H), 1,85-1,77 (m, 2H), 1,06-0,99 (m, 2H), 0,04 (s, 9H).
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Etapa 5: Compusul 2i (30mg, 0,031 mmol) descris mai sus in Exemplul 17 s-a suspended in DCM
anhidru (613 pl). S-a adiugat in picituri DMF anhidru pand cind solutia s-a limpezit. S-au addugat
compusul 8d (21,57 mg, 0,092 mmol), EDC-HCI (29,4 mg, 0,153 mmol), si DMAP (0,749 mg,
6,13 pumol) si reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 1 ord. S-a diluat cu DCM/MeOH
10:1 si apoi s-a spilat cu apd. Stratul apos s-a extras cu DCM/MeOH 10:1 si organicul combinat s-
a uscat si s-a concentrat pentru a da Compusul 8e (49mg) care s-a utilizat fara purificare ulterioara.
LCMS = 5,94 min (8 min metodé) MS (m/z) 11944 M + 1),

)kerNJ\/\/\,rNWO Jko/\/f'\ JK{N{NMHWO‘NH,

oDy iy,

Etapa 6: Compusul 8e (49mg, 0,041 mmol) s-a dizolvat in THF (820 pl) si reactia s-a racit la 0°C
intr-o baie de gheatd. S-a addugat TBAF (205 pl, 0,205 mmol) si reactia s-a agitat timp de 15
minute inainte de a se indeparta baia de gheatd. S-a agitat la temperatura camerei pana la
terminare. Reactia s-a ricit la 0°C, s-a stins cu clorurd de amoniu saturatd si s-a extras cu
DCM/MeOH 10:1. Organicul s-a spalat cu saramurd, s-a uscat cu sulfat de sodiu si s-a evaporat.
Materialul brut s-a purificat prin RPHPLC (coloand C18, acetonitril/apd) pentru a da compusul
D8 (17,6 mg, randament 54% pentru 2 etape). LCMS =5,1 min (metoda 8 min). MS (m/z): 1050,4
M+ 1)

Exemplul 23. Sinteza compusului D9

mo\»o/\,o\/s"z\/\r ? Mo M.QWONOV\"W"WO ",lo_\’s "'°V‘0’\’°\"N’V\r"\/\’° NH;
1 0" ™" "NH,

gty = Py — g,

Etapa 1: Compusul 9a (17mg, 0,016 mmol) s-a dizolvat in DCM (328 ul). Compusul 8d (5,76
mg, 0,025 mmol) si DIPEA (5,71 pl, 0,033 mmol) s-au addugat la temperatura camerei si reactia s-
a agitat pand la terminare. S-a diluat cu 10:1 DCM:MeOH si s-a spilat cu saramura. Organicul s-a
uscat si s-a concentrat pentru a da compusul 9b care s-a utilizat direct.

Etapa 2: Compusul D9 s-a preparat similar compusului D8 din Exemplul 23. Materialul brut s-a
purificat prin RPHPLC (coloand C18, acetonitril/apd) pentru a da compusul D9 (5 mg, randament
31% pentru 2 etape). LCMS = 5,68 min (8 min metodd). MS (m/z): 1012,5 M + 1)+

Exemplul 24. Eficacitatea in vivo a huCD123-CysMab-D5 in modelul diseminat Kasumi-3-Luc-
mCh-Puro

Pentru a se testa eficacitatea huCD123-CysMab-D5 in ceea ce priveste reducerea
incarciturii tumorale diseminate in vivo, s-a utilizat un model de tumoare diseminata care exprima
luciferaza in combinatie cu imagistica animalelor pe viu, astfel cum este descris in protocol de mai
jos.

Soarecii femele NSG (Jackson Labs) au fost injectati fiecare intravenos (IV) in vena cozii
cu 5x10%celule Kasumi-3-Luc-mCh-Puro, o linie celulari AML umani conceputd pentru a exprima
luciferaza si mCherry (la Molecular Imaging, Ann Arbor, MI). Exprimarea luciferazei de citre
celulele Kasumi-3 permite cuantificarea incarcdrii tumorale utilizind un dispozitiv imagistic pe
animal viu, care detecteazd semnalul de bioluminescentd produs de luciferaza la expunereain
vivola substratul de luciferazi injectat, D-luciferind. in ziva 6 post-inoculare, s-au efectuat
imagistica soarecilor si au fost impdrtifi aleatoriu in grupuri de studiu pe baza imagisticii
bioluminescente (BLI). La 24 de ore inainte de fiecare administrare de conjugat, soarecii au fost
injectafi intraperitoneal (IP) cu 400 mg/kg de anticorp chKTI nefintit pentru a bloca receptorii de
Fc de pe celulele Kasumi-3 AML, prevenind preluarea nespecifici a conjugatului. In zilele 7 si 41
post-inoculdrii Kasumi-3, soarecii au primit injectii IV unice in vena laterald a cozii fie cu vehicul,
10 pg/kg (de D5; 0,80 mg/kg cu huCD123) huCD123-CysMab-D5, 3 ng/kg (de D5; 0,240 mg/kg
cu huCD123) huCD123-CysMab-D5 sau 10 pg/kg dintr-un conjugat martor netintit KTI-CysMab-
D5. In zilele 5 si 10 post-administrarii conjugatului, soarecii au primit o injectie IP de 100 mg/kg
de anticorp chKTI netintit pentru a asigura blocarea continud a receptorilor de Fc de pe celulele
tumorale AML.
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S-a efectuat procedura imagistica a soarecilor in zilele 11, 13, 17, 20, 24, 27, 31, 38, 41,
45, 52, 59, 66, 73 si 80 post-inoculare Kasumi-3. Imagistica de bioluminiscentd ixn vivo s-a efectuat
la Molecular Imaging (Ann Arbor, MI) utilizand un dispozitiv imagistic optic IVIS 50 (Xenogen,
Alameda, CA). Animalelor li s-a efectuat procedura imagisticd, cate trei deodatd, sub anestezie cu
[01-2% izofluran gazos. Fiecare soarece a fost injectat IP cu 150 mg/kg D-luciferind (substrat de
luciferaz3) si i s-a efectuat procedura imagisticd in pozitie culcat pe burtd si culcat pe spate la 10
minute dupd injectie. S-a folosit un compartiment mare la mic al cipului CCD, si timpul de
expunere a fost ajustat (2 secunde pand la 2 minute) pentru a se obtine cel pufin citeva sute de
numere din tumorile care sunt observabile la fiecare mouse din imagine §i pentru a se evita
saturatia cip-ului CCD. Imaginile au fost analizate utilizand Matlab R2015a. Un script personalizat
a plasat ROI-uri cu volum fix pe imaginile predispuse si supine ale intregului corp pentru fiecare
animal, si au fost etichetate pe baza identificdrii animalului. Fluxul total (fotoni/sec) a fost calculat
si exportat pentru toate ROI-urile pentru a facilita analizele intre grupuri. ROI-urile predispuse si
supine au fost insumate impreund pentru a se estima incircdtura tumorald a intregului corp.

%T/C s-a calculat dupd cum urmeazi = [(T, BLI median a grupului tratat)/ (C, BLI
median a grupului martor)] x 100%. Conform standardelor NCI, o T/C < 42% este nivelul minim
de activitate antitumoral3, in timp ce o valoare T/C> 42% este inactivd, si o valoare T/C <10% este
considerata foarte activa.

Intarzierea incircirii tumorale % (% TBD) a fost calculati dupd cum urmeazd: %TBD =
(T-C)/C x 100%, in care T-C, in care T este timpul (in zile) pentru grupul tratat si C este timpul (in
zile) pentru grupul martor, pentru a se obtine semnalul BLI desemnat. Adaptind aceleasi valori
aplicate pentru la % ILS, considerdm cd % TBD> 25 este minim activ,% TBD> 40 este activ si%
TBD> 50 este foarte activ.

Soarecii au fost cantdriti de doud ori pe siptimind si au fost monitorizafi in ceea ce
priveste semnele clinice pe toatd durata studiului. Oricare dintre soareci care au atins criteriile de
eutanasie au fost eutanasiafi. Decesele spontane au fost inregistrate pe mdsurd ce au fost
descoperite. Studiul a fost incheiat in ziua 115 inocularea celulelor post-tumorale.

Experimentele preliminare aratd cd tratamentul cu oricare dintre dozele de huCD123-
CysMab-D5 a determinat o regresie inifiald a incarcirii tumorale in timp, ajungind la un nivel
inferior in ziua 27, in timp ce incdrcarea tumorald a crescut constant in grupurile tratate cu vehicul
si KTI-CysMab-D5 in aceasti perioadd de timp. Vezi, de exemplu, FIG. 22. Inhibarea cresterii
tunorii (valoare T/C) calculatd pentru aceste experimente preliminare a aratat ca 10 pug/kg si 3
pg/’kg de huCDI123-CysMab-D5 sunt puternic active in ziua 27, cu valori %T/C de 0,20 si
respectiv 0,25, De asemenea, a fost calculata intarzierea incircirii tumorale % (% TBD), utilizind
semnalul BLI in ziua 45 a grupului tratat cu vehicul ca BLI desemnat. Conform acestei metrici,
ambele doze de huCD123-CysMab-D5 sunt puternic active, avand ca rezultat %TBD de > 75%
(10 pg/kg huCD123-CysMab-D5) si > 65% (3 pg/kg huCD123-CysMab-D5), in contrast cu 0%
TBD observat cu 10 pg/kg de conjugat martor KTI-CysMab-DS5. In plus, tratamentul cu huCD123-
CysMab-D5 la ambele doze de 3 pg/kg si 10 pg/kg a extins supravietuirea la soareci 6/6 cu P53
mutat si AML rezistent la multiple medicamente in comparatie cu martorul (a se vedea FIG. 23).

Supravietuirea pentru fiecare dintre cele patru grupuri de studiu la finalul studiului este
prezentatd in FIG. 31 si este centralizata in tabelul de mai jos. Soarecii tratati cu vehicul au avut o
supravietuire medie de 70 de zile. in contrast, soarecii tratati cu 10 pg/kg (de D5, 0,80 mg/kg cu
huCD123) de huCD123-CysMab-D5 au avut o suraviefuire medie de 115 zile, rezultdnd un ILS de
64% (puternic activ). Asemdndtor, soarecii tratati cu 3 pg/kg (de D5, 0,240 mg/kg cu huCD123)
de huCD123-CysMab-D5 au avut un timp de supravietuire mediu de 105 zile, rezultind un ILS de
50% (puternic activ). Soarecii tratafi cu 10 pg/kg (de D5) de conjugat martor netintit huKTI-
CysMab-D5 au avut o supravietfuire medie de 65,5 zile, care a generat un ILS de 0% (inactiv),
indicind cd adtivitatea ridicatd obfinutd cu huCD123-CysMab-DS5 este dependentd de CD123.

;Grup éTratament iDoza (ug/kg ;Dozé (mg/kg ;Supravieguire {T- S%IL §Activitate

\D5) huCD123)  imedie (Zile) C S

i | Vehicul 70

2 huCD123- 110 0,80 115 45 i64  Puternic
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Grup |Tratament Doza (ng/kg {Dozd (mg/kg | Supravietuire T- %IL {Activitate
D5) huCD123) medie (Zile) C S

‘ CysMab-D5 activ

3 huCD123- 3 0,240 105 35 i50  {Puternic
CysMab-D5 activ

4 huKTI- 10 0,80 65,5 0 0 Inactiv
CysMab-D5

Pentru N = 6, supravietuirea media (zile) este media zilelor cAnd soarecii al 37 si al 47 sunt
pierduti. Utilizind valorile medii de supravietuire, se calculeaza % ILS (cresterea duratei de viatd)
astfel: %ILS = (T-C)/C x 100%, in care T este supravietuirea medie (in zile) a grupului tratat si C
este supravietuirea medie (in zile) a grupului martor. Standardele NCI pentru modelele diseminate
sunt: ILS > 25% este minim activ, ILS > 40% este activ, si ILS > 50% este puternic activ.

Exemplul 25. Conjugatul huCDI123-CysMab-D5 induce distrugerea ADN-ului conducand la
oprirea ciclului celular in faza S si moartea celulard mediatd de apoptoza mediati a celulelor
MV4-11

Pentru a evalua mecanismul mortii celulare mediate de huCD123-CysMab-D5, celulele
AML MV4-11 care exprimd CD123 au fost tratate cu 10 nM de huCD123-CysMab-D5 timp de o
ord, urmatd de o incubare suplimentard intr-un mediu de culturd liber de conjugat timp de 48 de
ore la 37°C. Celule MV4-11 netratate au fost utilizate ca martor. Celulele au fost recoltate si
colorate cu diversi reactivi pentru a se cuantifica numarul de celule in diferite etape ale ciclului
celular (iodurd de propidiu), celule cu ADN deteriort (pH2AX), apoptozi (anexind-V si caspaza-3
scindatd) si membrand plasmatici perforatd (TO-PRO-3). Astfel cum este demonstrat in FIG. 24,
incubarea celulelor MV4-11 cu huCD123-CysMab-D5 conduce la deteriorarea ADN-ului, oprirea
in faza S a ciclului celular si moartea celulard mediati de apoptoza.

Exemplul 26. Eficacitatea in vivo a huCD123-CysMab-D5 in modelul diseminat Molm-13

Colectarea si analiza datelor pentru toate modelele diseminate: Soarecii au fost cintariti
de doud ori pe siptimani si au fost monitorizati in ceea ce priveste semnele clinice pe toatd durata
studiului. Punctul final misurat a fost supravietuirea. Animalele au fost eutanasiate cind a fost
prezentd paralizia piciorului din spate, greutatea corporald a scizut cu> 20% din greutatea pre-
tratament, a apdrut o tumoare vizibild sau au fost vizibile orice semne de suferin{d. Decesele
spontane au fost inregistrate atunci cand au fost descoperite. Pentru modelele diseminate,
intarzierea cresteril tumorale este calculata ca T-C, in care T este timpul mediu de supraviefuire (in
zile) al unui grup tratat si C este timpul mediu de supravietuire (in zile) al grupului martor cu
vehicul. Procentul de crestere a duratei de viatd (% ILS) pentru modelele diseminate este calculat
utilizind urmdatoarea formula: %ILS = (T-C)/C x 100%. Activitatea antitumorald a fost evaluati
conform standardelor NCI pentru modelele diseminate: ILS > 25% este minimum activ, ILS >
40% este activ, si ILS > 50% este puternic activ.

Pentru a se testa eficacitatea huCD123-CysMab-D5 in ceea ce priveste capacitatea de a
reduce Incdrcarea tumoraldin vivo,a fost utilizat un model de tumoare diseminatd astfel cum este
descris in protocolul de mai jos.

Soareci nuzi atimici femele au fost injectati fiecare intravenos in vena laterald a cozii cu
10x10%celule Molm-13, o linie de celule AML umane, in 100 pl de mediu liber de ser. In ziva 7
dupd inoculare, soarecii au fost randomizati in grupurile de studiu. Cu 24 de ore inainte de
administrarea conjugatului, soarecii au fost injectati intraperitoneal cu 400 mg/kg de anticorp
chKTT netintit pentru a bloca receptorii de Fc de pe celulele Molm-13 AML, prevenind preluarea
nespecifici a conjugatului. In ziua 7 post inoculare de Molm-13, soarecii au primit o singuri
injectie intravenoasd, in vena laterald a cozii, cu vehicul, 0,1 pg/kg (de D5; 0,008 mg/kg de
huCD123) huCD123-CysMab-D5, 0,3 ug/kg (de D5; 0,024 mg/kg de huCD123) huCD123-
CysMab-D5, 1 pg/kg (de D5; 0,08 mg/kg de huCD123) huCD123-CysMab-D5, 1 ug/kg (de D5;
0,08 mg/kg de huKTI) huKTI-CysMab-D5 conjugat martor, 0,1 pg/kg (de D2; 0,0059 mg/kg de
huCD123) D2 legat la huCD123 prin lizind, 0,3 pg/kg (de D2; 0,018 mg/kg by huCD123) a D2
legat prin lizind la huCD123, 1 pg/kg (de D2; 0,059 mg/kg de huCD123) D2 legat la huCD123
prin lizind sau 1 pg/kg (de D2; 0,059 mg/kg de chKTI) D2 legat la chKTI prin lizind drept
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conjugat martor. In zilele 4 si 9 dupd administrarea conjugatului, soarecii au primit injectii
intraperitoneale de 100 mg/kg de anticorp chKTI netintit pentru a se asigura blocarea continud a
receptorilor de Fc de pe celulele tumorale AML. Rezultatele sunt centralizate in tabelul de mai jos
st in FIG. 25.

Conjugatul huCD123-CysMab-D5 a fost puternic activ la toate cele trei doze testate,
generand fiecare o %ILS de > 262,5 zile. In contrast, o dozd 1 ug/kg (de D5) de conjugat martor
huKTI-CysMab-D5 ne-tintit a fost inactivd, generind o ILS de 0%. Aceasta demonstreaza
activitatea dependentd de CD123 a huCD123-CysMab-D5. Similar, D2 legat la huCD123 prin
lizind a fost puternic activ la toate cele trei doze testate, generand fiecare o %ILS de > 59. Cu toate
acestea, o doza de 1 pg/kg (de D2) de conjugat martor netintit de D2 legat la chK'TT prin lizind a
fost de asemenea inactiv, generand o ILS de 11%, demonstrand activitatea dependentd de CD123 a
D2 legat prin lizina la huCD123. O diferenta evidentd intre huCD123-CysMab-D5 si D2 legat la
huCD123 prin lizind poate fi observatd atunci cind se compard %ILS obtinutd cu doza de 0,1
pg/kg, cea mai scizutd doza testatd, a fiecdrui conjugate care tinteste CD123. % ILS obtinut cu 0,1
pg/kg de huCD123-CysMab-D5 a fost de 262,5 zile, in timp ce, cea obfinutd cu o doza de 0,1
ng/kg de D2 legat la huCD123 prin lizind a fost de 59 zile, indicAnd superioritateca huCD123-
CysMab-D5 in acest model.

Grup de tratament Timp de supravietuire {Intarzierea  cresterii { % ILS {Rezultat
medie (Zile) tumorii (T-C, Zile)
Vehicul 28 0 0
huCD123-CysMab-D5 {101,5 73,5 262,5 (Puternic
0,1 png/kg) activ
huCD123-CysMab-D5 {> 101,5 > 73,5 > 262,5 iPuternic
(0.3 pglkg) activ
huCD123-CysMab-D5 > 101,5 > 73,5 > 262,5 iPuternic
(1 pg/kg) activ
huKTI-CysMab-D5 (1 126,5 0 0 Inactiv
ng/kg)
D2 legat la huCDI123 44,5 16,5 59 Puternic
prin lizind (0,1 pg/kg) activ
D2 legat la huCDI123 > 101,5 > 73,5 > 262,5 iPuternic
prin lizind (0,3 pg/kg) activ
D2 legat la huCD123{> 101,5 > 73,5 > 262,5 iPuternic
prin lizind (1 pg/kg) activ
D2 legat la chKTT prin {31 3 11 Inactiv
lizind (1 pg/kg)

Exemplul 27, Eficacitatea in Vivo a huCD123-CysMab-D5 in modele subcutanate de EOL-1
Colectarea si analiza datelor pentru toate modelele subcutanate: Soarecii au fost cantérifi
de doud ori pe siptimani si au fost monitorizati in ceea ce priveste semnele clinice pe toatd durata
studiului. Animalele au fost eutanasiate cind a fost prezentd paralizia piciorului din spate,
greutatea corporald a scizut cu> 20% din greutatea pre-tratament, s-au produs ulceratii tumorale
sau cand au fost vizibile semne de suferin{d. Volumele tumorale s-au masurat o datd la de doud ori
pe siaptamandin trei dimensiuni utilizind un subler. Volumul tumoral a fost exprimat in mm?
utilizind formula V = Lungime x Litime x Iniltime x Y. (Tomayko and Reynolds, Cancer
Chemother. Pharmacol. 24: 148-54 (1989)). Activitatea a fost evaluata astfel cum este descris in
Bissery si colab, Cancer Res. 51: 4845-52 (1991). Inhibarea cresterii tumorale (valoarea T/C) a
fost determinati utilizind urméatoarea formula: T/C (%) = (Volumul tumoral median al individului
tratat/Volumul tumoral median al individului martor) x 100%. Volumul tumoral a fost determinat
simultan pentru grupurile tratate (T) si cu martor cu vehicul (C) atunci cind volumul tumoral al
martorului cu vehicul a atins o dimensiune predeterminati (Bissery si colab, Cancer Res. 51: 4845-
52 (1991). S-a determinat volumul tumoral median zilnic pentru fiecare grup tratat, inclusiv pentru
soarecii lipsiti de tumori (0 mm?). Conform standardelor NCI, T/C < 42% este nivelul minim al
activitdtii anti-tumorale. A T/C < 10% este considerat un nivel ridicat al activitdtii anti-tumorale.
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Pentru a testa eficacitatea huCD123-CysMab-D5 in ceea ce priveste capacitatea de a
reduce incircarea tumoraldin vivo,au fost utilizate trei studii pe un model de tumoare subcutanata,
astfel cum este descris in protocoalele de mai jos.

Intr-un prim studiu, soarecii atimici nuzi femele au fost inoculati subcutanat in flancul
drept, fiecare cu 10x10%celule EOL-1, o linic de celule AML umane, in 100 pl de mediu lipsit de
ser/matrigel. In zina 6 dupa inocularea cu EOL-1, soarecii au fost impirtiti aleatoriu in grupurile
de studiu. Cu 24 de ore inainte de administrarea conjugatului, soarecii au fost injectafi
intraperitoneal cu 400 mg/kg de anticorp chKTI netintit pentru a bloca receptorii de Fc de pe
celulele EOL-1 AML, prevenind preluarea nespecificd a conjugatului. in ziva 7 post inoculare cu
EOL-1, soarecii au primit o singurd injectie intravenoasd, in vena laterald a cozii, cu vehicul, 1
ng/kg (de D5; 0,08 mg/kg de huCD123) huCD123-CysMab-D5, 3 ug/kg (de D5; 0,24 mg/kg de
huCD123) huCD123-CysMab-D5, 1 pg/kg (de D2; 0,050 mg/kg de huCD123) de D2 legat prin
lizind la huCD123, 3 pg/kg (de D2, 0,151 mg/kg de huCDI123) de D2 legat prin lizina la
huCD123, 1 pg/kg (de D5; 0,08 mg/kg de huKTI) huKTI-CysMab-D5 conjugat martor, 3 pg/kg
(de D5; 0,24 mg/kg de huKTI) huKTI-CysMab-D5 conjugat martor, 1 pg/kg (de D2; 0,050 mg/kg
de chKTI) D2 legat 1a chKTI prin lizind sau 3 pg/kg (de D2; 0,151 mg/kg de chKTI) D2 legat la
chKTTI prin lizind conjugat martor. In zilele 4 si 9 dupi administrarea conjugatului, soarecii au
primit o injectie intraperitoneald de 100 mg/kg de anticorp chKTI netintit pentru a asigura blocarea
continud a receptorilor de Fc pe celulele tumorale AML. Rezultatele sunt reprezentate in tabelul de
mai jos si in FIG. 26.

Dozele de 1 pg/kg (de D5) si 3 pg/kg de huCD123-CysMab-D5 au fost active si respectiv
puternic active, generand 13% (3/6 CRs) si respectiv 2% T/C (5/6 CRs). in contrast, dozele de 1
pg/kg (de DS) si 3 pg/kg de huKTI-CysMab-D5 conjugat martor netintit au fost inactive, cu %
T/C de > 73, demonstrand ci activitatea huCD123-CysMab-D5 a fost dependentd de CD123.
Dozele de 1 pg/kg (de D2) si 3 pg/kg de D2 legat la huCD123 prin lizin au fost active si respectiv
puternic active, generand, 30% (1/6 CRs) si respectiv 1% (6/6 CRs),. In contrast, dozele de 1
pg/kg (de D2) si 3 pg/kg de conjugat martor de D2 legat la chKTI prin lizinad netintit au fost
ambele inactive, generand o T/C de 75% (0/6 CRs) si respectiv o T/C de 81% (0/6 CRs),. Aceasta
demonstreazd ca activitatea D2 legat la huCD123 prin lizind a fost dependentd de CD123. O
diferentd intre cei doi conjugati care fintesc CD123 devine evidentd atunci cind se compard 1
ug/kg (de D5) de huCD123-CysMab-D5 cu 1 pg/kg (de D2) dintr-un D2 legat prin lizind la
huCD123, in sensul ci primul are ca rezultat un T/C de 13% si CR-uri de 3/6 si ultimul are ca
rezultat un T/C de 30% si numai 1/6 CR, demonstrind superioritatea aparentd a huCD123-
CysMab-D5 in acest model.

§Grup de tratament % T/C (Day 15) PR CR §Rezultat
Vehicul 116 i1/6 -
huCD123-CysMab-D5 (1 pg/kg) 13 3/6 13/6 | Activ
huCD123-CysMab-D5 (3 pg/kg) 2 5/6 5/6 Puternic activ
D2 legat la huCD123 prin lizina (1 pg/kg) 130 §1/6 1/6 éActiV

D2 legat la huCD123 prin lizina (3 pg/kg) I 16/6 6/6 Puternic activ
huKTI-CysMab-D5 (1 pg/kg) 100 0/6 0/6 Inactiv
huKTI-CysMab-D5 (3 pg/ke) 73 1/6 11/6 {Inactiv

§Dz legat la chKTI prin lizina (1 pg/kg) 75 0/6 §0/6 Inactiv

§Dz legat la chKTI prin lizind (3 pg/kg) 81 0/6 éO/6 Inactiv

Intr-un al doilea studiu, soarecii nuzi atimici femele au fost inoculati fiecare subcutanat in
flancul drept cu 10x10° celule EOL-1, o linie de celule AML umane, in 100 pl mediu/matrigel
liber de ser. In ziua 6 post-inoculare de EOL-1, soarecii au fost impdrtiti aleatoriu in grupuri de
studiu. Cu 24 h inainte de administrarea conjugatului, soarecii au fost injectati intraperitoneal cu
400 mg/kg de anticorp chKTT nefintit pentru a bloca receptorii de Fc pe celulele AML EOL-1,
prevenind preluarea nespecifici a conjugatului. In ziua 7 post- inoculare de EOL-1, soarecii au
primit o singurd injectie intravenoasd, in vena laterald a cozii, cu vehicul, 0,5 pg/kg (de D5; 0,04




10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3313884 T2 2021.04.30
164

mg/kg de huCD123) huCD123-CysMab-D5 sau 1 pg/kg (de D5; 0,08 mg/kg de huCDI123)
huCD123-CysMab-D5. In zilele 4 si 9 dupd administrarea conjugatului, soarecii au primit o
injectie intraperitoneald de 100 mg/kg de anticorp chKTI nefintit pentru a asigura blocarea
continud a receptorilor de Fc pe celulele tumorale AML. Rezultatele sunt reprezentate in tabelul de
mai jos si in FIG. 27.

Doza de 0,5 ng/kg (de D5) de huCD123-CysMab-D5 a fost activi, generand o T/C 11%
si 3/6 CR-uri. Similar, doza de 1 pg/kg de huCD123-CysMab-D5 a fost puternic activd, generand
0 T/C de 3% si 6/6 CR-uri.

;Grup de tratament % T/C (Day 16) PR CR éRezultat
Vehicul §0/6 0/6
;huCD123-CysMab-D5 (0,5 pg/kg) 11 3/6 §3/6 éACtiV
;huCD123-CysMab-D5 (1 pg/kg) 3 6/6 §6/6 Puternic activ

Intr-un al treilea studiu, soareci nuzi atimici femele au fost inoculafi fiecare cu
10x10° celule EOL-1, o linie de celule de AML umane, in 100 pl mediu liber de ser/matrigel
subcutanat in flancul drept. In ziua 6 post-inoculare de EOL-1, soarecii au fost impartiti aleatoriu
in grupurile de studiu. Cu 24 h inainte de administrarea conjugatului, soarecii au fost injectati
intraperitoneal cu 400 mg/kg de anticorp chKTI netintit pentru a bloca receptorii de Fc pe celulele
AML EOL-1, prevenind preluarea nespecifici a conjugatului. In ziua 7 post-inoculare de EOL-1,
soarecii au primit o singurd injectie intravenoasd, in vena laterald a cozii, cu vehicul, 3 pg/kg (de
D5; 0,24 mg/kg de huCD123) huCD123-CysMab-D3, 3 pg/kg (de D5) FGN849 (forma liberd de
medicament a incdrciturii), 0,24 mg/kg anticorp huCD123neconjugat (gol), sau 3 ug/kg (de D5;
0,24 mg/kg de huKTI) conjugat martor huKTI-CysMab-D5. Soarecii tratati cu citarabind au primit
o singurd injectie intraperitoneald in zilele 7, 8, 9, 10 si 11 post-inoculare de EOL-1, si soarecii
tratati cu azacitidind au primit o singurd injectie intraperitoneald in zilele 7, 10, 13, 16 si 19 post
inoculare de EOL-1. In zilele 4 si 9 dupd administrarea conjugatului, soarecii au primit o injectie
intraperitoneald de 100 mg/kg de anticorp chKTI netintit pentru a se asigura blocarea continud a
receptorilor de Fc pe celulele tumorale AML. Rezultatele sunt reprezentate in tabelul de mai jos si
in FIG. 28.

Dintre toate articolele testate, numai doza de 3 pg/kg (de D5) de huCD123-CysMab-D5 a
demonstrat activitate, generand 1 %T/C puternic activ si 8/8 CR-uri, in contrast cu doza de 3 pg/kg
(de DS5) de conjugat martor netintit huKTI-CysMab-D35, care a generat 69% T/C si 0/8 CR-uri. O
doza de 3 ng/kg (de D5) de medicment liber neconjugat, FGN849, a fost de asemenea inactiva, cu
092 % T/C si 0/8 CRs. Aseminitor, o dozd 0,24 mg/kg de anticorp huCD123 neconjugat ("gol"),
care se potriveste cu doza de anticorp huCD123-CysMab-D5, a fost inactiv, cu 60% T/C si 0/8
CR-uri. Citarabina, administrata intr-o doza de 75 mg/kg zilnic timp de 5 zile, a fost inactiva, cu

84% T/C si 0/8 CR-uri. Azacitidina, administered intr-o doza de 3,75 mg/kg o dati la fiecare trei
zile pentru 5 doze, a fost inactiva, cu 59% T/C s1 0/8 CR-uri. ‘
:Grup de tratament {% T/C (Day 16) PR CR  {Rezultat
Vehicul o8 08 -
‘huCD123-CysMab-D5 (3 pg/kg) 1 8/8 [8/8 Puternic activ
\FGN849 (3 pg/kg) 92 0/8 0/8 Inactiv
Anticorp gol (0,24 mg/kg) 60 0/8 50/8 Inactiv
huKTI-CysMab-D5 (3 pg/kg) 69 0/8 0/8 Inactiv
\Citarabing; 75 mg/kg, qd x 5 84 078 50/8 Inactiv
éAzacitidiné; 3,75 mg/kg, q3d x 5 59 0/8 0/8 Inactiv

Exemplul 28. Eficacitatea in Vivo a huCDI123-CysMab-D5 si huCD123-SeriMab-sD1 intr-un

model diseminat MV4-11

Pentru a se testa eficacitatea huCD123-CysMab-D5 si huCD123-SeriMab-sD1 in ceea ce
priveste capacitatea de a reduce incircarea tumorald in vivo, a fost utilizat un model de tumoare
diseminati astfel cum este descris in protocolul de mai jos.
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Soarecii femele NOD SCID au fost pre-tratati cu 150 mg/kg ciclofosfamida pentru a abla
partial miduva osoasa pentru a imbunatifi grefarea celulelor MV4-11. Ciclofosfamida (Baxter, Lot
#4EO011, Exp 05,2017) s-a reconstituted cu 0,9% NaCl si s-a administered intraperitoneal la soareci
in ziua -3 si ziva -2 inainte de inocularea celulelor MV4-11 in ziva 0. Dupd tratamentul cu
ciclofosfamida astfel cum este descris mai sus, soarecii au fost injectati intravenos fiecare in vena
laterald a cozii cu 3x10° celule MV4-11, o linie de celule de AML umane, in 100 pl de mediu liber
de ser. In ziua 7 post-inoculare de MV4-11, soarecii au fost impartiti aleatoriu in grupurile de
studiu. Cu 24 h inainte de administrarea conjugatului, soarecii au fost injectati intraperitoneal cu
400 mg/kg de anticorp chKTTI netintit pentru a bloca receptorii de Fc pe celulele de AML MV4-11,
prevenind preluarea nespecifici a conjugatului. In ziua 7 post-inoculare de MV4-11, soarecii au
primit o singurd injectie intravenoasd, in vena laterald a cozii, cu vehicul, 1 pg/kg (de D5; 0,08
mg/kg de huCD123) huCD123-CysMab-D5, 3 ug/kg (de D5; 0,24 mg/kg huCD123) huCD123-
CysMab-D5, 1 pg/kg (de D1; 0,054 mg/kg de huCD123) huCD123-SeriMab-sD1, 3 pg/kg (de D1;
0,163 mg/kg de huCD123) huCD123-SeriMab-sD1, 1 pg/kg (de D5; 0,08 mg/kg de huKTI)
conjugat martor huKTI-CysMab-D5, 3 ng/kg (de D5; 0,24 mg/kg de huKTI) conjugat martor
huKTI-CysMab-D5, 1 pg/kg (de D1; 0,07 mg/kg de chKTI) conjugat martor chKTI-SeriMab-sD1
sau 3 pg/kg (de D1; 0,21 mg/kg de chKTI) conjugat martor chKTI-SeriMab-sD1. Rezultatele sunt
centralizate in tabelul de mai jos si in FIG. 29.

Ambele doze de 1 pg/kg si de 3 pg/kg (de D5) de huCD123-CysMab-D5 au fost puternic
active, generdnd fiecare o %ILS de > 70. In contrast, doza de 1 pg/kg (de D5) de conjugat martor
huKTI-CysMab-D5 nefintit a fost minimal activd, generand un ILS de 28%. Doza de 3 pg/kg de
huKTI-CysMab-D5 a fost inactiva, cu o ILS de 0%, demonstrand activitatea dependentd de CD123
a huCD123-CysMab-D5. Dozele de 1 pg/kg si 3 pg/kg (cu sD1) de huCD123-SeriMab-sD1 au
fost ambele puternic active, generand fiecare o %ILS de > 101. Cu toate acestea, atunci cand se
examineaza activitatea conjugatilor martor chKTI-SeriMab-sD1 nefintiti, un grad ridicat de
activitate nespecifica, netintind CD123 este evidentd din doza de 3 pg/kg (de sD1), care genereazi
0 65% ILS (puternic activ). Aceasta indici o parte din activitatea ridicatd a dozei de 3 pg/kg (de
sD1) de huCDI123-SeriMab-sD1 care tinteste CD123 se datoreazd probabil mecanismelor
nespecifice de preluare a medicamentelor care nu implicd tintirea CD123. In contrast, doza de 1
ng/kg (cu sD1) de conjugat martor chKTI-SeriMab-sD1 este inactivd, cu o %ILS de 15,
demonstrand ci activitatea nespecificd a dozei de 3 pg/kg dozd de chKTI-SeriMab-sD1 este
dependentd de doza si cd activitatea ridicatd a dozei de 1 pg/kg (cu sD1) dozd de huCD123-
SeriMab-sD1 este intr-adevar dependenta de CD123.

Grup de tratament Timp de supravietuire ;Intarzierea cresterii } % Rezultat
medie (Zile) tumorii (T-C, Zile) ILS

' Vehicul 46 0 0 -
huCD123-CysMab- 81 35 76 Puternic
D5 (1 pg/kg) activ
huCD123-CysMab- 78 32 70 Puternic
D5 (3 pg/kg) activ
huCD123-SeriMab- 92,5 46,5 101 Puternic
sD1 (1 pg/kg) activ
huCD123-SeriMab- >02.5 > 46,5 > 101 {Puternic
sD1 (3 ng/kg) activ
huKTI-CysMab-D5 (1 {59 13 28 Minim Activ
ng/kg)

huKTI-CysMab-D5 (3 {46 0 0 Inactiv
ng/kg)

chKTI-SeriMab-sD1 {53 7 15 Inactiv
(1 ng/ke)

chKTI-SeriMab-sD1 {76 30 65 Puternic
(3 ng/kg) activ
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Exemplul 29. Eficacitatea in vivo a huCDI123-CysMab-D5 si huCDI123-SeriMab-sDI intr-un
model subcutanat MV4-11

Pentru a testa eficacitatea huCD123-CysMab-D5 si huCD123-SeriMab-sD1 in ceea ce
priveste capacitatea de a reduce incircarea tumorald in vivo, s-a utilizat un model de tumoare
subcutanati astfel cum este descris in protocolul de mai jos.

soareci SCID CB.17 femele s-au inoculat fiecare subcutanat in flancul drept cu
10x10° celule MV4-11, o linie de celule de AML umane, in 100 pl mediu liber de ser/matrigel. in
ziua 14 post- inoculare MV4-11, soarecii au fost impartiti aleatoriu in grupurile de studiu. Cu 24 h
inainte de administrarea conjugatului, soarecii au fost injectati intraperitoneal cu 400 mg/kg de
anticorp chKTI netintit pentru a bloca receptorii de Fc pe celulele de AML MV4-11, prevenind
preluarea nespecifici a conjugatului. In ziua 15 post- inoculare MV4-11, soarecii au primit o
singurd injectie intravenoasd, in vena laterald a cozii, cu vehicul, 0,3 pg/kg (de D1; 0,016 mg/kg
de huCD123) huCD123-SeriMab-sD1, 1 pg/kg (de D1; 0,054 mg/kg de huCD123) huCD123-
SeriMab-sD1, 3 pg/kg (de D1; 0,16 mg/kg de huCD123) huCD123-SeriMab-sD1, 0,3 ng/kg (de
D5; 0,024 mg/kg de huCD123) huCD123-CysMab-D5, 1 ug/kg (de D35; 0,08 mg/kg de huCD123)
huCD123-CysMab-D5, 3 pg/kg (de D5; 0,24 mg/kg de huCD123) huCD123-CysMab-D5, 0,3
ng/kg (de D1; 0,021 mg/kg de chKTI) conjugat martor chKTI-SeriMab-sD1, 1 pug/kg (de D1; 0,07
mg/kg de chKTI) conjugat martor chKTI-SeriMab-sD1, 3 pg/kg (de D1; 0,21 mg/kg de chKTI)
conjugat martor chKTI-SeriMab-sD1, 0,3 pg/kg (de D5; 0,024 mg/kg de huK'TI) conjugat martor
huKTI-CysMab-D5, 1 pg/kg (de D5; 0,08 mg/kg de huKTI) conjugat martor huKTI-CysMab-D5
sau 3 ug/kg (de D5; 0,24 mg/kg de huKTI) conjugat martor huKTI-CysMab-D5. In ziua 20 post-
inoculare MV4-11, soarecii au fost injectati intraperitoneal cu 100 mg/kg de anticorp chKTI
nefintit pentru a asigura blocarea continui a receptorilor de Fc pe celulele tumorale AML.
Rezultatele sunt reprezentate in tabelul de mai jos si in FIG. 30.

Dozele de 1 pg/kg si de 3 pg/kg (cu sD1) de huCD123-SeriMab-sD1 au fost ambele
puternic active, generand fiecare o %T/C de 0 si 6/6 CR-uri. Cea mai scdzutd dozd de huCD123-
SeriMab-sD1 testatd, 0,3 pg/kg (cu sD1) a fost inactiva, cu o %T/C de 43 si 0/6 CR-uri. Cu toate
acestea, atunci cand se examineaza activitatea conjugatilor martor chK'TI-SeriMab-sD1 netintiti un
grad ridicat de activitate nespecificd, netintitd la CD123 este evidentd din doza de 3 pg/kg (cu
sD1), care genereazd 6 %T/C (puternic activ) si 3/6 CR-uri. Aceasta indica faptul ci o parte din
activitatea ridicatd a dozei de 3 pg/kg (cu sD1) de huCD123-SeriMab-sD1 care tinteste CD123 se
datoreaza probabil mecanismelor de preluare nespecificd a medicamentului care nu implica {intirea
CD123. in contrast, ambele doze de 1 pg/kg (cu sD1) si 0,3 pg/kg de conjugat martor chKTI-
SeriMab-sD1 au fost inactive, generand 73% T/C si respectiv 83% T/C, demonstrand ci activitatea
nespecifica ridicatd a dozei de 3 pg/kg dozad (cu sD1) de chKTI-SeriMab-sD1 este dependentd de
doz3 si cd activitatea ridicatd a dozei de 1 pg/kg (cu sD1) de huCD123-SeriMab-sD1 este intr-
adevir dependenti de CD123.

Dozele de 1 pg/kg si cele de 3 pg/kg (de DS) de huCD123-CysMab-D5 au fost ambele
puternic active, generand fiecare 0% T/C, si 5/6 si respectiv 6/6 CR-uri,. Doza de 0,3 pg/kg (de
D5) de huCD123-CysMab-D35, cea mai scdzutd doz3 testatd, a fost inactiva, cu 69% T/C si 0/6 CR-
uri. In contrast, toate cele trei doze (de D5) de conjugat martor huKTI-CysMab-D35 netintit au fost
inactive, generand fiecare > 43% T/C si 0/6 CR-uri; demonstrind activitatea dependentd de CD123
a huCD123-CysMab-D5.

;Grup de tratament % T/C (Day 49) PR CR §Rezultat
§Vehicu1 06 0/6 -
huCD123-SeriMab-sD1 (0,3 pg/kg) §43 51/6 §0/6 Tnactiv
huCD123-SeriMab-sD1 (1 ng/kg) 0 6/6 {6/6 {Puternic activ
huCD123-SeriMab-sD1 (3 ng/kg) 0 6/6 6/6 %Puternic activ
'huCD123-CysMab-D5 (0.3 pg/kg) 169 06 0/6 §Inactiv
huCD123-CysMab-D5 (1 pg/kg) 0 5/6 5/6 Puternic activ
huCD123-CysMab-D5 (3 pg/kg) 0 .6/6 6/6 {Puternic activ
chKTI-SeriMab-sD1 (0.3 pg/kg) 83 0/6 {0/6 \Inactiv
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;Grup de tratament % T/C (Day 49) PR CR §Rezultat
chKTI-SeriMab-sD1 (1 pg/ke) 73 06 0/6 §Inactiv
chKTI-SeriMab-sD1 (3 pg/kg) 6 516 3/6 §Puternic activ
huKTI-CysMab-D5 (0,3 ng/kg) 102 .0/6 0/6 {Inactiv
huKTI-CysMab-D5 (1 pg/kg) 79 .0/6 0/6 {Inactiv
éhuKTI-CysMab-DS (3 ng/kg) 43 50/6 §O/6 %Inactiv

Exemplul 30.Tolerabilitatea in vivo a conjugatilor huCD123-IGN la soareci
Pentru a testa tolerabilitatea huCD123-CysMab-D5 si a altor conjugati de huCD123-IGN
in vivo, s-a utilizat un model de soarece astfel cum este descris in protocolul de mai jos.

Soareci CD-1 femele au primit o singurd injectie intravenoasi in vena laterald a cozii cu
vehicul, 150 pg/kg (de D5, 12 mg/kg de huCD123) de huCD123-CysMab-D5, 125 pg/kg (de D5,
10 mg/kg de huCD123) de huCD123-CysMab-D5, 100 pg/kg (de D5, 8 mg/kg de huCD123) de
huCD123-CysMab-D5, 150 pg/kg (cu sD1, 14,3 mg/kg de huCD123) de huCD123-SeriMab-sD1
sau 125 pg/kg (cu sD1, 11,9 de huCD123) de huCD123-SeriMab-sD1. Anticorpul huCD123 nu
reactioneaza incrucisat cu CD123 de soarece, care face acest model soarece in vivo numai un
indicator al toxicitdtii in afara {intei. Soarecii au fost {inufi sub observatie zilnic timp de 33 zile, si
s-au determinat greutdtile corporale. Daci un animal a suferit mai mult de 20% pierdere a greutitii
corporale sau a devenit muribund, animalul a fost eutanasiat. in afari de greutatea corporald, nu au
fost efectuate alte observatii clinice pe parcursul studiului in oricare dintre tratamente.

Soarecii CD-1 femele au primit o singurd injectie intravenoasa in vena laterald a cozii cu
vehicul, 75 pg/kg (de D2, 4,4 mg/kg de huCD123) dintr-un D2 legat prin lizina la huCD123, 100
ng/kg (de D2, 5,9 mg/kg de huCD123) de D2 legat prin lizini la huCD123 sau 125 pg/kg (de D2,
7,4 mg/kg de huCD123) de D2 legat prin lizind la huCD123. Anticorpul huCD123 nu reactioneazi
incrucisat cu CD123 desoarece, ceea ce face ca acest model in vive de soarece si fie un indicator
numai al toxicitatii in afara tintei. Soarecii au fost tinuti sub observatie zilnic timp de 22 zile, si s-
au determinat greutitile corporale. Daci un animal a suferit o pierdere in greutate corporald mai
mare de 20% sau a devenit muribund, animalul a fost eutanasiat.

Rezultatele sunt centralizate in tabelele de mai jos si in FIG. 32 si FIG. 33.

huCD123-CysMab-D5 nu a fost tolerat la 150 ug/kg (de D5, 12 mg/kg de huCD123).
Limita inferioard a modificarii medii a greutdtii corporale a avut loc in ziua 12, cu o scidere de
11%. Unul din opt soareci a fost eutanasiat in ziua 12 din cauza pierderii in greutate corporald>
20%. huCD123-CysMab-D5 nu a fost bine tolerat la 125 pg/kg (de D5, 10 mg/kg de huCD123).
Limita inferioard a modificarii medii a greutdtii corporale a avut loc in ziua 10, cu o scidere de
8,6%. Unul din opt soareci au fost eutanasiafi in ziua 9 din cauza pierderii greutdtii corporale.
huCD123-CysMab-D5 a fost tolerat la 100 pg/kg (de D5, 8 mg/kg de huCD123). Limita inferioara
a modificarii medii a greutitii corporale a avut loc in ziua 6, cu o 7% scddere. Niciunul dintre
soarecii din acest grup de tratament nu a fost eutanasiat din cauza pierderii greuttii corporale.

huCD123-SeriMab-sD1 nu a fost tolerat la 150 pg/kg (14,3 mg/kg de huCD123). Limita
inferioarad a modificirii medii a greutitii corporale a avut loc in ziua 10, cu o 17,3% scddere. Doi
din opt soareci au fost eutanasiati in ziua 10 din cauza pierderii In greutatea corporald. huCD123-
SeriMab-sD1 nu a fost bine tolerat la 125 pg/kg (cu sD1, 11,9 mg/kg de huCD123). Limita
inferioard a modificdrii medii a greutitii corporale a avut loc in ziua 10, cu o scidere de 6,7%.
Unul din opt soareci a fost eutanasiat in ziua 12 din cauza pierderii greutdtii corporale.

D2 legat la huCD123 prin lizind a fost tolerated la 75 pg/kg (de D2, 4.4 mg/kg de
huCD123). Limita inferioard a modificirii medii a greutitii corporale a avut loc in ziua 5, cu o
scidere de 6%. Niciunul dintre soarecii din acest grup de tratament nu a fost eutanasiat din cauza
pierderii greutdtii corporale. D2 legat 1a huCD133 prin lizina a fost tolerat la 100 pg/kg (de D2, 5,9
mg/kg de huCD123). Limita inferioard a modificarii medii a greutitii corporale a avut loc in ziua
7, cu o scidere de 8 %. Niciunul dintre soarecii din acest grup de tratament nu a fost eutanasiat din
cauza pierderii greutatii corporale. D2 legat la huCD123 prin lizind nu a fost tolerat la 125 pg/kg
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(de D2, 7.4 mg/kg de huCD123). Limita inferioard a modificirii medii a greutitii corporale a avut
loc in ziua 9 (cdnd N = 6), cu o scddere de 17%. Urmatoarele numere de soareci, din cele opt
initiale, au fost eutanasiati in zilele indicate, din cauza pierderii in greutate corporald > 20%: unul
in ziua 8, unul in ziva 9, doi in ziva 10, unul in ziua 11 si unul in ziva 13.

Numér de {Limita o <
. P Yo scadere a
pg/kg incirciturd img/kg de soarecl inferioard a greutdtii
Tratament . eutanasiati greutatii ’ ..
de medicament huCD123 ’ ’ corporale medii la
pentru > 20 icorporale limita inferioara
pierdere BW (zi)
Vehicul - e {07Z: S W S
huCD123-
CysMab-D5 150 12 1/8 12 11
huCD123-
CysMab-D5 125 10 1/8 10 8,6
huCD123-
CysMab-D5 100 8 0/8 6 7
huCD123-
SeriMabosD1 150 14,3 2/8 10 17,3
huCD123-
SeriMab-sD1 125 11,9 1/8 10 6,7
‘Vehicul - e I T
D2 legat prin
lizind la huCD {75 4,4 0/8 5 6
123
D2 legat prin
lizind la huCD {100 5.9 0/8 7 8
123
D2 legat prin
lizind la huCD {125 7,4 6/8 9 17
123

SBW: Greutate corporala
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LISTA DE SECVENTE

<110> IMMUNOGEN, INC.
<120> ANTICORPI ANTI-CD123 SI CONJUGATI SI DERIVATI AI ACESTORA
<130> 121162-02820

<150> 62/346.730

<151> 2016-06-07

<150> 62/338.203

<151> 2016-05-18

<150> 62/186.161

<151> 2015-06-29

<160> 97

<170> Patentln versiune 3.5
<210> 1

<211>5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 1

Ser Tyr Val Met His

1 5

<210> 2

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sintetici

<400> 2

Tyr Ile Lys Pro Tyr Lys Asp Gly Thr Lys

1 5 10

<210> 3

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 3

Tyr Ile Lys Pro Tyr Lys Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
Gly

<210> 4

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 4

Glu Gly Glu Asn Gly Tyr Tyr Asp Ala Met Asp Tyr

1 5 10
<210> 5

211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 5

Ser Ser Ile Met His

1 5
<210> 6

<211> 10
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<223> Peptida sinteticd

<400> 6

Tyr Ile Lys Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys

1

<210> 7

<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

5

10

<223> Peptida sinteticd

<400> 7

Tyr Ile Arg Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Arg

1

<210> 8

211> 17
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

5

10

<223> Peptida sinteticd

<400> 8

Tyr Ile Lys Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1

Gly

<210>9

<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

5

10

<223> Peptida sinteticd

<400> 9

Tyr Ile Arg Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Arg Tyr Asn Gln Lys Phe Gln

1

Gly

<210> 10
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

5

10

<223> Peptida sinteticd

<400> 10

Tyr Ile Lys Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Gln Lys Phe Gln

1

Gly

<210> 11
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

5

10

<223> Peptida sinteticd

<400> 11

Glu Gly Gly Asn Asp Tyr Tyr Asp Thr Met Asp Tyr

1

<210> 12
<211>5
<212> PRT

5

10

15

15

15
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<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 12

Asn Tyr Ala Met Ser
1 5

<210> 13

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 13

Thr Ile Asn Ser Gly Gly Ser Phe Thr Tyr
1 5 10
<210> 14

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 14

Thr Ile Asn Ser Gly Gly Ser Phe Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 15

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 15

Gln Ser Glu Ala Tyr Tyr Gly Tyr Asp Lys Arg Thr
1 5 10

<210> 16

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 16

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Lys Tyr Ile Ala
1 5 10
<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 17

Tyr Thr Ser Thr Leu Gln Pro

1 5
<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3313884 T2 2021.04.30

Leu Gln Tyr Asp Asn
1 5
<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 19

Lys Ala Ser Gln Asp
1 5
<210> 20

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 20

Arg Ala Ser Gln Asp
1 5
<210> 21

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 21

Arg Val Asn Arg Leu

1 5
<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 22

Leu Gln Tyr Asp Ala
1 5
<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 23

Arg Ala Ser Gln Ser
1 5
<210> 24

211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 24

Tyr Ala Ser Glu Ser
1 5
<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 25

Leu Leu

Ile Asn

Ile Asn

val Asp

Phe Pro

vVal Gly Thr Ser Ile His

Ile Ser

Tyr Thr

Ser Tyr Leu Ser

Ser Tyr Leu Ser

Tyr Thr

172

10

10

10
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Gln Gln Ser Lys Ser Trp Pro Leu Thr

1
<210> 26

<211> 121

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Peptida sinteticd
<400> 26

Glu

1

Ser

val

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gln

Phe

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gly

<210> 27

<211> 108

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Glu

Thr
115

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Peptida sinteticd
<400> 27

Leu

Met

20

Trp

Lys

Ala

Ser

Gly

100

Ser

5

Gln

5

Ser

Met

Pro

Thr

Ser

85

Glu

val

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Asn

Thr

Ser

Lys

Gln

Lys

55

Ile

Thr

Gly

val

Gly

Ala

Lys

40

Asp

Ser

Ser

Tyr

Ser
120

Pro

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

173

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asp

val

Tyr

Gln

Lys

Pro

75

Ser

Ala

val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Met

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Asp

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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Asp Ile Gln Met Thr

Gly Lys Val Thr Ile
20

Ile Ala Trp Tyr Gln

His Tyr Thr Ser Thr
50

Ser Gly Ser Gly Arg
65

Glu Asp Ile Ala Thr
85

Thr Phe Gly Gly Gly
100

<210> 28

<211> 121

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 28
Glu Phe Gln Leu Gln
1 5

Ser Val Lys Met Ser
20

Ile Met His Trp Met
35

Gly Tyr Ile Lys Pro
50

Lys Gly Lys Ala Thr
65

Met Glu Leu Asn Ser

85
Ala Arg Glu Gly Gly

100

Gln Gly Thr Ser Val
115

<210> 29

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 29

Gln

Thr

His

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Asn

Thr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Asp

val

Pro

Lys

Pro

40

Pro

Ser

Cys

Leu

Gly

Ala

Lys

40

Asp

Ser

Ser

Tyr

Ser
120

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Leu

Glu
105

Pro

Ser
25

Pro

Gly

Asp

Glu

Tyr
105

Ser

174

Ser

10

Ser

Lys

Ile

Ser

Gln

90

Leu

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Asp

Leu

Gln

Gly

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Ser

Thr

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Arg

val

Ile

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Met

Ala

Ile

Arg

45

Arg

Asn

Asn

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Asp

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Leu

15

Lys

Leu

Ser

Glu

Leu
95

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95
Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Ser

Ile

Phe

Asn

80

Cys

Gly
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Asp Ile Lys Met Thr

Glu Arg Val Thr Ile
20

Leu Ser Trp Phe Gln

Tyr Arg Val Asn Arg
50

Ser Gly Ser Gly Gln
65

Glu Asp Met Gly Ile
85

Thr Phe Gly Gly Gly
100

<210> 30

<211> 125

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 30
Glu Val Lys Leu Val
1 5

Ser Leu Lys Leu Ser

20
Ala Met Ser Trp Val

35

Ala Thr Ile Asn Ser
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Ser Ser
85

Ala Arg Gln Ser Glu
100

Ala Tyr Trp Gly Gln
115

<210> 31

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 31

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ala

Gly

Ser

Cys

Lys

val

55

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Asn

Tyr

Thr

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Gly

Ala

Asn

40

Ser

Arg

Ser

Tyr

Leu
120

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Gly

Ser

25
Ser

Phe

Asp

Glu

Gly

105

val

175

Ser

10

Ser

Lys

Vval

Thr

Gln

90

Ile

Asp
10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Thr

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

val

Tyr

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Arg

val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Lys

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asp

Met

Arg

Ser
125

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Pro

Ser

30
Glu

Asp

Ser

Tyr

Thr
110

Leu
15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Tyr

80

Tyr

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Phe
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Asp

Thr

Ile

Lys

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

<210> 32
<211> 82
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd

<400> 32
Ala Pro Gly Gln Gly

1

Asp

Arg

Ser

Tyr

65

Ser

Gly

Asp

Glu

Tyr

Ser

<210> 33

<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd
<400> 33

Leu

vVal

Trp

Ala

Ser

Ile

Gly

Thr

Thr

35

Asp

Asp

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala
100

Lys

20

Ser

Thr

Thr
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Thr

Phe

Gln

Glu

Thr

Asp

85

Gly

5

Tyr

Thr

Ala

Met

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Leu

Asn

Ser

Val

Asp
70

Ser

Cys

Arg

Ile

55

Phe

Tyr

Lys

Glu

Glu

Thr

Tyr

55

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Trp

Lys

val

40

Tyr

Trp

Ala

Ala

25

Asn

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Met

Phe

25

Tyr

Cys

Gly

176

Ile

10

Ser

Gly

Ile

Asn

Gln

90

Leu

Gly

10

Lys

Met

Ala

Gln

Leu

Gln

Phe

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Tyr

Gly

Glu

Arg

Gly
75

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Lys

Arg

Ile

Arg

Leu

Glu

Thr

val

val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Lys

val

Ser

45

Gly

Leu

Ser

Gly

Leu

Phe

val

Trp

Pro

Thr

30

Ser

Gly

val

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Tyr

15

Met

Leu

Asn

Thr

Gly

Ser

Ile

Gly

Ser

80

Leu

Asn

Thr

Arg

Asp

val
80
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Asp Ile Gln Met Thr

Asp Arg Val Thr TIle
20

Leu Ala Trp Phe Gln
35

Tyr Arg Val Asn Arg
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Phe Ala Thr
85

Thr Phe Gly Gln Gly
100

<210> 34

<211> 121

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<220>

<221> Xaa

<222> (2)..(2)

<223> Phe sau Val

<400> 34
Gln Xaa Gln Leu Val
1 5

Ser Val Lys Val Ser
20

Ile Met His Trp Val
35

Gly Tyr Ile Lys Pro
50

Lys Gly Arg Ala Thr
65

Met Glu Leu Ser Ser
85

Ala Arg Glu Gly Gly
100

Gln Gly Thr Leu Val
115

<210> 35

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Asn

Thr

Ser

Cys

Lys

val

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Asp

Val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Ser

Ser

Tyr

Ser
120

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

177

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

Ile

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Arg

Asp

90

Asp

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

Lys

vVal

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Thr

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Arg

Lys

Ile

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Met

Ala

Ser

Ile Asn

Lys
45

Arg

Ser

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Asp

30

Ser

Phe

Leu

Phe

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

val
15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Tyr

Ala

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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<223> Peptida sinteticd

<400> 35

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 36

<211> 378

val

Trp

35

val

Ser

Phe

Gly

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Thr

20

Phe

Asn

Gly

Ala

Gln
100

Thr

5

Ile

Gln

Arg

Asn

Thr

85

Gly

<223> Peptida sinteticd

<400> 36
Met Val
1

Leu Gln

Lys Ala

Asp Ile

50

Asn Ser

Leu

Thr

Lys

35

Glu

Tyr

Leu

Lys

20

Ala

Cys

Cys

Trp

5

Glu

Gln

val

Gln
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Tyr Thr Val Arg Val Ala Asn Pro Pro Phe Ser Thr Trp Ile Leu Phe
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Pro Glu Asn Ser Gly Lys Pro Trp Ala Gly Ala Glu Asn Leu Thr Cys
100 105 110

Trp Ile His Asp Val Asp Phe Leu Ser Cys Ser Trp Ala Val Gly Pro
115 120 125

Gly Ala Pro Ala Asp Val Gln Tyr Asp Leu Tyr Leu Asn Val Ala Asn
130 135 140

Arg Arg Gln Gln Tyr Glu Cys Leu His Tyr Lys Thr Asp Ala Gln Gly
145 150 155 160

Thr Arg Ile Gly Cys Arg Phe Asp Asp Ile Ser Arg Leu Ser Ser Gly
165 170 175

Ser Gln Ser Ser His Ile Leu Val Arg Gly Arg Ser Ala Ala Phe Gly
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Thr Pro Pro Asn Met Thr Ala Lys Cys Asn Lys Thr His Ser Phe Met
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Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Ser Ala Ala Gln Thr Asn Ser Met Val
130 135 140
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165 170 175
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Thr Lys Gly Arg Pro Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro
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115

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

195

Arg

<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd

<400> 46
Glu Vval Lys

1

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Lys

Ser

Ile

Arg

Met

Ser

vVal

Trp

Thr

Thr

180

Ala

Asn

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Ser
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Ile

val

Lys

Asp

165

Leu

Thr

Glu

val

5

Ser

val

Ser

Thr

Ser
85

Phe

Cys

Ile

150

Gln

Thr

His

Cys

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Pro

Phe

135

Asp

Asp

Lys

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Asn

Pro

120

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
200

Gly

Ala

Asn

40

Ser

Arg

Ser

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

185

Ser

Gly

Ser

25

Ser

Phe

Asp

Glu

189

Ser

Asn

Glu

Asp

170

Tyr

Thr

Asp

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

Glu

Phe

Arg

155

Ser

Glu

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Gln

Tyr

140

Gln

Thr

Arg

Pro

val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

125

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
205

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asp

Met

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

190

Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Ser

Asp

Vval

Met

175

Ser

Lys

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Ile

Leu

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys
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190

Ala Arg Gln Ser Glu Ala Tyr Tyr Gly Tyr Asp Lys Arg Thr Trp Phe
100 105 110

Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr
115 120 125

Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Ser Ala Ala Gln Thr
130 135 140

Asn Ser Met Val Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu
145 150 155 160

Pro Val Thr vVal Thr Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser Gly Val His
165 170 175

Thr Phe Pro Ala Val Leu Glu Ser Asp Leu Tyr Thr Leu Ser Ser Ser
180 185 190

Val Thr Val Pro Ser Ser Pro Arg Pro Ser Glu Thr Val Thr Cys Asn
195 200 205

Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys Val Asp Lys Lys Ile Val Pro
210 215 220

Arg Asp Cys Gly Cys Lys Pro Cys Ile Cys Thr Val Pro Glu Val Ser
225 230 235 240

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Val Leu Thr Ile Thr
245 250 255

Leu Thr Pro Lys Val Thr Cys Val Val Val Asp Ile Ser Lys Asp Asp
260 265 270

Pro Glu Val Gln Phe Ser Trp Phe Val Asp Asp Val Glu Val His Thr
275 280 285

Ala Gln Thr Gln Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Ser
290 295 300

Val Ser Glu Leu Pro Ile Met His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Phe Lys Cys Arg Val Asn Ser Ala Ala Phe Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Arg Pro Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350



Ile

Cys

Trp

385

Asn

Ser

Gly

Lys

Pro

Met

370

Asn

Thr

Asn

Leu

<210> 47

<211> 214
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd

<400> 47
Asp Ile Leu

1

Thr

Ile

Lys

Ser

65

Glu

Arg

His

Tyr

50

Gly

Asp

Pro

355

Ile

Gly

Asn

Trp

His
435

Val

Trp

Ala

Ser

Ile

Pro

Thr

Gln

Gly

Glu

420

Asn

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala
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Lys

Asp

Pro

Ser

405

Ala

His

Thr

5

Phe

Gln

Glu

Thr

Asp

Glu

Phe

Ala

390

Tyr

Gly

His

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Gln

Phe

375

Glu

Phe

Asn

Thr

Ser

Cys

Arg

Ile

55

Phe

Tyr

Met

360

Pro

Asn

Vval

Thr

Glu
440

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Ala

Glu

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Ala

Ala

25

Asn

Gly

Leu

Gln

191

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Thr

Ser

Ile

10

Ser

Gly

Ile

Asn

Gln
90

Asp

Ile

Asn

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Gln

Phe

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Thr

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Lys

val

365

Val

Gln

Asn

val

His
445

val

Val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Glu

Pro

Val

Leu

430

Ser

Ser

Gly

30

Leu

Phe

val

Trp

Leu

Trp

Ile

Gln

415

His

Pro

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Thr

Gln

Met

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Ser

Ile

Gly

Ser

80

Leu
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Thr Phe Gly Ala Gly
100

Pro Thr Val Ser Ile
115

Gly Ala Ser Val Val
130

Asn Val Lys Trp Lys
145

Asn Ser Trp Thr Asp
165

Ser Thr Leu Thr Leu
180

Thr Cys Glu Ala Thr
195

Phe Asn Arg Asn Glu
210

<210> 48

<211> 450

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 48

Gln Val Gln Leu Val

1 5

Ser Val Lys Val Ser
20

Ile Met His Trp Val
35

Gly Tyr Ile Lys Pro
50

Lys Gly Arg Val Thr
65

Thr

Phe

Cys

Ile

150

Gln

Thr

His

Cys

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met
70

Lys

Pro

Phe

135

Asp

Asp

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Leu

Pro

120

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
200

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Glu

105

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

192

Leu

Ser

Asn

Glu

Asp

170

Tyr

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Lys

Glu

Phe

Arg

155

Ser

Glu

Ser

val

Tyr

Gln

Lys

Ser
75

Arg

Gln

Tyr

140

Gln

Thr

Arg

Pro

Lys

Gly

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Leu

125

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
205

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Asp

110

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

190

Val

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Ala

Ser

Asp

Val

Met

175

Ser

Lys

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Val

Ala

Gly

Ile

Leu

160

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ser

Met

Phe

Tyr
80
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193

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Gly Gly Asn Asp Tyr Tyr Asp Thr Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
130 135 140

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Vval
145 150 155 160

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
165 170 175

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Vval
180 185 190

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
135 200 205

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 220

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
225 230 235 240

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
245 250 255

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
260 265 270

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
275 280 285

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
290 295 300

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
305 310 315 320

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
325 330 335
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Glu Lys Thr Ile Ser
340

Tyr Thr Leu Pro Pro
355

Leu Thr Cys Leu Val
370

Trp Glu Ser Asn Gly
385

Val Leu Asp Ser Asp
405

Asp Lys Ser Arg Trp
420

His Glu Ala Leu His
435

Pro Gly
450
<210> 49
<211> 214
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd

<400> 49
Asp Ile Gln Met Thr
1 5

Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Ala Trp Phe Gln
35

Tyr Arg Val Asn Arg
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Lys

Ser

Lys

Gln

390

Gly

Gln

Asn

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

His

Ser

Cys

Lys

val

55

Phe

Lys

Asp

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
440

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

194

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

410

val

Gln

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
445

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Ser

Asn

30

Ser

Phe

Leu

Gln

val

Val

Pro

Thr

415

val

Leu

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

val

Ser

Glu

Pro

400

val

Met

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80



10

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210> 50
<211> 450
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd
<220>
<221> Xaa
<222> (2)..(2)
<223> Phe sau Val

<400> 50
Gln Xaa Gln Leu Val Gln Ser

1

Phe

Gly

vVal

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Ala

Gln

100

Phe

vVal

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly
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Thr

85

Gly

Ile

vVal

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

5

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

20

Ile Met His Trp Val Arg Gln

35

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

195

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Asp

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly Ala Glu Val Lys

10

Ala Ser Gly Tyr Ile

25

Ala Pro Gly Gln Gly

40

Ala

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Phe

val

110

Lys

Arg

Asgsn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Lys Pro Gly Ala

15

Phe Thr Ser Ser

30

Leu Glu Trp Ile

45
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196

Gly Tyr Ile Lys Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ser Asp Arg Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Arg Glu Gly Gly Asn Asp Tyr Tyr Asp Thr Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr 1Lys Gly Pro Ser
115 120 125

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
130 135 140

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val
145 150 155 160

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
165 170 175

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr val
180 185 190

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
185 200 205

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 220

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
225 230 235 240

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
245 250 255

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
260 265 270

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
275 280 285

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
290 295 300



Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

385

val

Asp

His

Pro

val

Glu

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
450

<210> 51
<211> 214

<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd

<400> 51
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1

vVal

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
435

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

420

Leu
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val

Cys

325

Ser

Pro

val

Gly

Asp

405

Trp

His

5

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

390

Gly

Gln

Asn

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

His

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys

35

val

Ser

Lys

Asp

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
440

Pro

Arg

Pro
40

197

Leu His

Asn Lys
330

Gly Gln
345

Glu Leu

Tyr Pro

Asn Asn

Phe Leu
410

Asn Val
425

Thr Gln

Gln

315

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser Ser Leu Ser

10

Ala Ser Gln Asp

25

Gly Lys Ala Pro

Trp

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
445

Ala

Ile

Lys
45

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu
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Pro
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Pro

Thr
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Leu
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Gly

320

Ile

val

Ser

Glu

Pro

400

val

Met

Ser
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Asn Ser Tyr

30
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Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Arg

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210> 52
<211> 1713
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd

<400> 52
Gly Thr Cys Ala Gly Gly Thr Thr Cys Ala Thr Gly Gly Thr Thr Ala

1

vVal
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Phe

Gly

val

115

Ser

Gln

vVal

Leu

Glu

195

Arg

Asn

Gly

Ala

Gln

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly
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Arg

Asn

Thr

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

5

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

val

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Asp

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

198

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

10

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

60

Ser

Asp

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Arg

Ser

Ala

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Phe

Leu

Phe

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

15

Gly

Pro

80

Tyr

Ala
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Ala

Gln
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Ser

Tyr

Ser

Cys Gly Ala Ala Gly Cys Thr Gly Cys Thr Gly Ala Cys Cys Cys Cys

20

25

30



MD/EP 3313884 T2 2021.04.30

199

Ala Gly Gly Ala Thr Cys Cys Cys Ala Gly Cys Cys Cys Gly Thr Gly
35 410 45

Gly Gly Ala Gly Ala Gly Ala Ala Gly Gly Gly Gly Gly Thr Cys Thr

Cys Thr Gly Ala Cys Ala Gly Cys Cys Cys Cys Cys Ala Cys Cys Cys
65 70 75 80

Cys Thr Cys Cys Cys Cys Ala Cys Thr Gly Cys Cys Ala Gly Ala Thr
85 90 95

Cys Cys Thr Thr Ala Thr Thr Gly Gly Gly Thr Cys Thr Gly Ala Gly
100 105 110

Thr Thr Thr Cys Ala Gly Gly Gly Gly Thr Gly Gly Gly Gly Cys Cys
115 120 125

Cys Cys Ala Gly Cys Thr Gly Gly Ala Gly Gly Thr Thr Ala Thr Ala
130 135 140

Ala Ala Ala Cys Ala Gly Cys Thr Cys Ala Ala Thr Cys Gly Gly Gly
145 150 155 160

Gly Ala Gly Thr Ala Cys Ala Ala Cys Cys Thr Thr Cys Gly Gly Thr
165 170 175

Thr Thr Cys Thr Cys Thr Thr Cys Gly Gly Gly Gly Ala Ala Ala Gly
180 185 190

Cys Thr Gly Cys Thr Thr Thr Cys Ala Gly Cys Gly Cys Ala Cys Ala
195 200 205

Cys Gly Gly Gly Ala Ala Gly Ala Thr Ala Thr Cys Ala Gly Ala Ala
210 215 220

Ala Cys Ala Thr Cys Cys Thr Ala Gly Gly Ala Thr Cys Ala Gly Gly
225 230 235 240

Ala Cys Ala Cys Cys Cys Cys Ala Gly Ala Thr Cys Thr Thr Cys Thr
245 250 255

Cys Ala Ala Cys Thr Gly Gly Ala Ala Cys Cys Ala Cys Gly Ala Ala
260 265 270

Gly Gly Cys Thr Gly Thr Thr Thr Cys Thr Thr Cys Cys Ala Cys Ala
275 280 285
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200

Cys Ala Gly Thr Ala Cys Thr Thr Thr Gly Ala Thr Cys Thr Cys Cys
290 295 300

Ala Thr Thr Thr Ala Ala Gly Cys Ala Gly Gly Cys Ala Cys Cys Thr
305 310 315 320

Cys Thr Gly Thr Cys Cys Thr Gly Cys Gly Thr Thr Cys Cys Gly Gly
325 330 335

Ala Gly Cys Thr Gly Cys Gly Thr Thr Cys Cys Cys Gly Ala Thr Gly
340 345 350

Gly Thr Cys Cys Thr Cys Cys Thr Thr Thr Gly Gly Cys Thr Cys Ala
355 360 365

Cys Gly Cys Thr Gly Cys Thr Cys Cys Thr Gly Ala Thr Cys Gly Cys
370 375 380

Cys Cys Thr Gly Cys Cys Cys Thr Gly Thr Cys Thr Cys Cys Thr Gly
385 390 395 400

Cys Ala Ala Ala Cys Gly Ala Ala Gly Gly Ala Ala Gly Ala Thr Cys
405 410 415

Cys Ala Ala Ala Cys Cys Cys Ala Cys Cys Ala Ala Thr Cys Ala Cys
420 425 430

Gly Ala Ala Cys Cys Thr Ala Ala Gly Gly Ala Thr Gly Ala Ala Ala
435 440 445

Gly Cys Ala Ala Ala Gly Gly Cys Thr Cys Ala Gly Cys Ala Gly Thr
450 455 460

Thr Gly Ala Cys Cys Thr Gly Gly Gly Ala Cys Cys Thr Thr Ala Ala
465 470 475 480

Cys Ala Gly Ala Ala Ala Thr Gly Thr Gly Ala Cys Cys Gly Ala Thr
485 490 495

Ala Thr Cys Gly Ala Gly Thr Gly Thr Gly Thr Thr Ala Ala Ala Gly
500 505 510

Ala Cys Gly Cys Cys Gly Ala Cys Thr Ala Thr Thr Cys Thr Ala Thr
515 520 525

Gly Cys Cys Gly Gly Cys Ala Gly Thr Gly Ala Ala Cys Ala Ala Thr
530 535 540



MD/EP 3313884 T2 2021.04.30

201

Ala Gly Cys Thr Ala Thr Thr Gly Cys Cys Ala Gly Thr Thr Thr Gly
545 550 555 560

Gly Ala Gly Cys Ala Ala Thr Thr Thr Cys Cys Thr Thr Ala Thr Gly
565 570 575

Thr Gly Ala Ala Gly Thr Gly Ala Cys Cys Ala Ala Cys Thr Ala Cys
580 585 590

Ala Cys Cys Gly Thr Cys Cys Gly Ala Gly Thr Gly Gly Cys Cys Ala
595 600 605

Ala Cys Cys Cys Ala Cys Cys Ala Thr Thr Cys Thr Cys Cys Ala Cys
610 615 620

Gly Thr Gly Gly Ala Thr Cys Cys Thr Cys Thr Thr Cys Cys Cys Thr
625 630 635 640

Gly Ala Gly Ala Ala Cys Ala Gly Thr Gly Gly Gly Ala Ala Gly Cys
645 650 655

Cys Thr Thr Gly Gly Gly Cys Ala Gly Gly Thr Gly Cys Gly Gly Ala
660 665 670

Gly Ala Ala Thr Cys Thr Gly Ala Cys Cys Thr Gly Cys Thr Gly Gly
675 680 685

Ala Thr Thr Cys Ala Thr Gly Ala Cys Gly Thr Gly Gly Ala Thr Thr
690 695 700

Thr Cys Thr Thr Gly Ala Gly Cys Thr Gly Cys Ala Gly Cys Thr Gly
705 710 715 720

Gly Gly Cys Gly Gly Thr Ala Gly Gly Cys Cys Cys Gly Gly Gly Gly
725 730 735

Gly Cys Cys Cys Cys Cys Gly Cys Gly Gly Ala Cys Gly Thr Cys Cys
740 745 750

Ala Gly Thr Ala Cys Gly Ala Cys Cys Thr Gly Thr Ala Cys Thr Thr
755 760 765

Gly Ala Ala Cys Gly Thr Thr Gly Cys Cys Ala Ala Cys Ala Gly Gly
770 775 780

Cys Gly Thr Cys Ala Ala Cys Ala Gly Thr Ala Cys Gly Ala Gly Thr
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202

785 790 795 800

Gly Thr Cys Thr Thr Cys Ala Cys Thr Ala Cys Ala Ala Ala Ala Cys
805 810 815

Gly Gly Ala Thr Gly Cys Thr Cys Ala Gly Gly Gly Ala Ala Cys Ala
820 825 830

Cys Gly Thr Ala Thr Cys Gly Gly Gly Thr Gly Thr Cys Gly Thr Thr
835 840 845

Thr Cys Gly Ala Thr Gly Ala Cys Ala Thr Cys Thr Cys Thr Cys Gly
850 855 860
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<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 76
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Ser
20 25 30

Ile Met His Trp Met Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Arg Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Arg Tyr Asn
50 55 60

<210> 77

<211> 61

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> Peptida sinteticd

<400> 77
Gln Val Gln Leu Val
1 5

Ser val Lys Met Ser
20

Ile Met His Trp Met
35

Gly Tyr Ile Lys Pro
50

<210> 78

<211> 60

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 78
Gln Lys Phe Gln Gly
1 5

Thr Ala Asn Met Glu
20

Tyr Tyr Cys Ala Arg
35

Tyr Trp Gly Gln Gly
50

<210> 79

<211> 61

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 79
Asp Ile Lys Met Thr
1 5

Glu Arg Val Thr Ile
20

Leu Ser Trp Phe Gln
35

Tyr Arg Val Asn Arg
50

<210> 80

<211> 61

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 80

Gln Ser Gly

Cys Lys Ala

Lys Gln Lys
40

Tyr Asn Asp
55

Lys Ala Thr

Leu Asn Ser

Glu Gly Gly
40

Thr Ser Val
55

Gln Ser Pro

Thr Cys Lys

Gln Lys Pro
40

Leu Val Asp
55

235

Ala
10

Ser
25

Pro
45

Gly Thr Lys Tyr Asn

60

Thr
10

Leu Ser Asp Arg

Leu Thr Ser Glu

25

Asp

Asn Asp Tyr Tyr Asp

45

Thr Ser Ser

60

Val

Ser Ser Ala

10

Met Tyr

Ala Ser Ile

25

Gln Asp

Gly Lys Ser Pro Lys

45

Gly Val Pro Ser Arg

30

Ser

Ser
30

Thr

Ser

Asn

30

Thr

Glu Val Val Lys Pro Gly Ala

15

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Ser

Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

Ser Ser
15

Ala Val

Met Asp

Leu Gly
15

Ser Tyr

Leu Ile
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Asp Ile Gln Met Thr
1 5

Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Ala Trp Phe Gln
35

Tyr Arg Val Asn Arg
50

<210> 81

<211> 61

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 81
Asp Ile Gln Met Thr
1 5

Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Ser Trp Phe Gln
35

Tyr Arg Val Asn Arg
50

<210> 82

<211> 61

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 82

Asp Ile Gln Met Thr

1 5
Asp Arg Val Thr Ile

20

Leu Ala Trp Phe Gln
35

Tyr Ala Ala Ser Ser
50

<210> 83

<211> 47

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 83

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Val
55

Ser

Cys

Lys

Val
55

Ser

Cys

Lys

Gln
55

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Pro

Arg

Pro
40

Asp

Pro

Arg

Pro
40

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Ser

Ala
25

Gly

Gly

Ser
Ala
25

Gly

Gly

236

Ser

10

Ser

Lys

Val

Ser

10

Ser

Lys

Val

Ser

10
Ser

Lys

val

Leu

Gln

Ala

Pro

Leu

Gln

Ala

Pro

Leu

Gln

Ala

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser
60

Ser

Asp

Pro

Ser
60

Ser

Gly

Pro

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ala

Ile

Lys
45

Arg

Ala

Ile

Lys
45

Arg

Ser

Asn

Ser

val

Asn

Thr

Ser

Ser
30

Ser

val Gly
15

Ser Tyr

Leu Ile

Leu Gly
15

Ser Tyr

Leu Ile

val Gly

Asn Tyr

Leu Ile
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Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

1 5

Leu Glu Tyr Glu Asp Met Gly

20

Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly

35
<210> 84
<211> 47
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd
<400> 84

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

1 5

Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala

20

Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gln

35
<210> 85
<211> 47
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd
<400> 85

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

1 5

Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala

20

Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gln

35
<210> 86
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd
<400> 86

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

1 5

Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala

20

Tyr Pro
<210> 87
<211> 61
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 87

237

Gln Asp Tyr Ser Leu
10

Ile Tyr Tyr Cys Leu
25

Gly Thr Lys Leu Glu
40

Thr Asp Phe Thr Leu
10

Thr Tyr Tyr Cys Leu
25

Gly Thr Lys Val Glu
40

Thr Asp Tyr Thr Leu
10

Thr Tyr Tyr Cys Leu
25

Gly Thr Lys Val Glu
40

Thr Asp Phe Thr Leu
10

Thr Tyr Tyr Cys Gln
25

Thr Ile Ser Ser
15

Gln Tyr Asp Ala
30

Ile Lys Arg
45

Thr Ile Ser Ser
15

Gln Tyr Asp Ala
30

Ile Lys Arg
45

Thr Ile Ser Ser
15

Gln Tyr Asp Ala
30

Ile Lys Arg
45

Thr Ile Ser Ser
15

Gln Tyr Asn Ser
30
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Glu Phe Gln Leu Gln
1 5

Ser Val Lys Met Ser
20
Ile Met His Trp Met
35
Gly Tyr Ile Lys Pro
50
<210> 88
<211> 61
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd
<400> 88
Gln Val Gln Leu Val
1 5

Ser Val Lys Val Ser
20

Ile Met His Trp Val
35

Gly Tyr Ile Lys Pro
50

<210> 89

<211> 61

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 89
Gln Phe Gln Leu Val
1 5

Ser Val Lys Val Ser
20
Ile Met His Trp Val
35
Gly Tyr Ile Lys Pro
50
<210> 90
<211> 61
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 90

Gln

Cys

Lys

Tyr

Gln

Cys

Arg

Tyr

Gln

Cys

Arg

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn
55

Ser

Lys

Gln

Asn
55

Ser

Lys

Gln

Asn
55

Gly

Ala

Lys

40

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Pro

Ser

Pro

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Gly

238

Glu Leu Val
10

Gly Tyr Ile

Gly Gln Gly

Thr Lys Tyr
60

Glu Val Lys
10

Gly Tyr Gly

Gly Gln Gly

Thr Lys Tyr
60

Glu Val Lys
10

Gly Tyr Ile

Gly Gln Gly

Thr Lys Tyr
60

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Glu

Pro

Thr
30

Glu

Gly Ala
15

Ser Ser

Trp Ile

Gly Ala
15

Ser Ser

Trp Met

Gly Ala
15

Ser Ser

Trp Ile
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Gln Val Gln Leu Val
1 5
Ser Val Lys Val Ser
20
Ile Met His Trp Val
35
Gly Tyr Ile Lys Pro
50
<210> 91
<211> 61
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Peptida sinteticd
<400> 91
Gln Val Gln Leu Val
1 5

Ser Val Lys Val Ser
20

Tyr Met His Trp Val
35

Gly Ile Ile Asn Pro
50

<210> 92

<211> 60

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 92
Glu Lys Phe Lys Gly
1 5

Thr Ala Asn Met Glu
20

Tyr Tyr Cys Ala Arg
35

Tyr Trp Gly Gln Gly
50

<210> 93

<211> 60

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 93

239

Gln Ser Gly Ala
10

Ser
25

Cys Lys Ala

Arg Gln Ala
40

Pro

Tyr Asn Asp
55

Gly

Gln Ser Gly Ala Glu Val

10

Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

25

Arg Gln Ala Pro Gly Gln

40

Ser Gly Gly Ser Thr Ser

55

Glu Val

Thr Lys

Lys Lys Pro Gly Ala
15

Gly Tyr Ile Phe Thr Ser Ser

30

Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

45

Tyr Asn
60

Lys Lys Pro Gly Ala
15

Thr Phe Thr Ser Tyr
30

Gly Leu Glu Trp Met
45

Tyr Ala
60

Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser Ser

10

15

Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val

25

30

Glu Gly Gly Asn Asp Tyr Tyr Asp Thr Met Asp

40

Thr Ser Val Thr val
55

45

Ser Ser

60
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Glu Lys Phe Lys Gly
1 5

Thr val Tyr Met Glu
20

Tyr Tyr Cys Ala Arg
35

Tyr Trp Gly Gln Gly
50

<210> 94

<211> 60

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 94
Glu Lys Phe Lys Gly
1 5

Thr Ala Tyr Met Glu
20

Tyr Tyr Cys Ala Arg
35

Tyr Trp Gly Gln Gly
50

<210> 95

<211> 60

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 95
Glu Lys Phe Lys Gly
1 5

Thr Ala Tyr Met Glu
20
Tyr Tyr Cys Ala Arg
35
Tyr Trp Gly Gln Gly
50
<210> 96
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Peptida sinteticd
<400> 96

Arg

Leu

Glu

Thr

Arg

Leu

Glu

Thr

Arg

Leu

Glu

Thr

vVal

Ser

Gly

Leu
55

Ala

Ser

Gly

Leu
55

Ala

Ser

Gly

Leu
55

Thr

Ser

Gly

40

Val

Thr

Ser

Gly

40

val

Thr

Ser

Gly

40

val

Met

Leu

25

Asn

Thr

Leu

Leu

25

Asn

Thr

Leu

Leu

25

Asn

Thr

240

Thr Arg Asp Thr Ser
10

Arg Ser Glu Asp Thr
30

Asp Tyr Tyr Asp Thr
45

Val Ser Ser
60

Thr Ser Asp Arg Ser
10

Arg Ser Glu Asp Thr
30

Asp Tyr Tyr Asp Thr
45

Val Ser Ser
60

Thr Ser Asp Arg Ser
10

Thr Ser
15

Ala Vval

Met Asp

Thr Ser
15

Ala Val

Met Asp

Thr Ser
15

Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val

30

Asp Tyr Tyr Asp Thr Met Asp

45

Val Ser Ser
60
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Gln Lys Phe Gln Gly
1 5

Thr Val Tyr Met Glu
20

Tyr Tyr Cys Ala Arg
35

<210> 97

<211> 60

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Peptida sinteticd

<400> 97
Gln Lys Phe Gln Gly
1 5

Thr Ala Asn Met Glu
20

Tyr Tyr Cys Ala Arg
35

241

Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser
10 15

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
25 30

Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser Ser
10 15

Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
25 30

Glu Gly Gly Asn Asp Tyr Tyr Asp Thr Met Asp
40 45

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

50

55 60
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(57) Revendicari;

1. Anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia, care cuprinde:

(1) (a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulind care cuprinde o CDR1 avand
secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 1; o CDR2 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 2 sau SECV ID NR: 3; si 0 CDR3 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 4; si (b) o
regiune variabild a lantului usor de imunoglobulind care cuprinde o CDRI1 avand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 16; o CDR2 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 17; si o
CDR3 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 18;

(i1) (a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulind care cuprinde o CDR1 avand
secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 5; o CDR2 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 6, SECV ID NR: 7, SECV ID NR: 8, SECV ID NR: 9, sau SECV ID NR: 10; si o CDR3
avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 11; si (b) o regiune variabild a lantului usor de
imunoglobulina care cuprinde o0 CDR1 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 19, SECV
ID NR: 20, sau SECV ID NR: 72; o CDR2 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 21 sau
SECV ID NR: 71; si o CDR3 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 22; sau

(ii1) a) o regiune variabild a lanfului greu de imunoglobulind care cuprinde o CDR1 avind
secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 12; o CDR2 avand secven{a de aminoacizi cu SECV ID
NR: 13 sau SECV ID NR: 14; si o CDR3 avand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 15 sau
SECV ID NR: 70; si b) o regiune variabild a lantului usor de imunoglobulind care cuprinde o
CDR1 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 23; o CDR2 avand secven{a de aminoacizi
cu SECV ID NR: 24; si 0 CDR3 avand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 25.

2. Anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia conform revendicdrii 1, care
cuprinde:

a) o regiune variabild a lanfului greu de imunoglobulind avand secventa de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabild a lantului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 35,

optional in care:

(i) Xaa, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 34, este Phe; sau

(i1) Xaa, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 34, este Val.

3. Anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia conform revendicirii 1, care
cuprinde:

a) o regiune variabild a lanfului greu de imunoglobulind avand secventa de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 34; si

b) o regiune variabild a lanfului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 37.

4. Anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia conform revendicdrii 1, care
cuprinde:

a) o regiune a lantului greu de imunoglobulind avand secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 54; si

b) o regiune variabild a lanfului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 35,

optional in care:

(i) Xaa, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 54, este Phe; sau

(i1) Xaa, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 54, este Val.

5. Anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia conform revendicdrii 1, care
cuprinde:

a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulina care cuprinde o CDRI1 avind o
secventd de aminoacizi stabiliti in SECV ID NR: 5, o CDR2 avand o secventd de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 6, 7, 8, 9, sau 10, si o CDR3 avaind o secventa de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 11; si

b) o regiune variabila a lanfului usor de imunoglobulind care cuprinde o CDR1 avand o
secven{d de aminoacizi stabiliti in SECV ID NR: 19 sau 20, o CDR2 avand o secventi de
aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 21, si o CDR3 avand o secven{d de aminoacizi stabilitd in
SECV ID NR: 22.
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6. Anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia conform revendicdrii 1, care
cuprinde o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulind care cuprinde o CDRI avand o
secventd de aminoacizi stabiliti in SECV ID NR: 5, o CDR2 avand o secventd de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 8, si o CDR3 avand o secventd de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR:
11; si o regiune variabild a lanfului usor de imunoglobulind care cuprinde o CDRI1 avand o
secventd de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 20, o CDR2 avand o secventi de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 21, si o CDR3 avéand o secven{d de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR:
22.

7. Anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia conform revendicdrii 1, in care
anticorpul cuprind un lant greu de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi stabilitd in SECV
ID NR: 54 si un lant usor de imunoglobulind avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID
NR: 51, optional in care Xaa, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 54, este Val.

8. Polipeptidi care cuprinde Vi si Vi secventele oricdreia dintre revendiciri 1-7.

9. Celuld care produce un anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia conform
oricdreia dintre revendicirile 1-7, sau polipeptida conform revendicarii 8.

10. Metodd de producere a unui anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia
conform oricireia dintre revendicarile 1-7, sau polipeptida conform revendicarii 8, care cuprinde:

(a) cultivarea celulei conform revendicdrii 9; si,

(b) izolarea anticorpului mentionat, fragmentului de legare la antigen al acestuia, sau
polipeptidei din cultura de celule mentionati.

11. Imunoconjugat avand urméitoarea formula:

CBA(CY " wr,

CBA(CY )wr;

sau

CBA(CY)wr,

in care:

CBA este un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform revendicarii
2, sau polipeptida acestuia conform revendicdrii 8, care este legatd covalent printr-un rest de lizind
la Cy™, Cy'? sau Cy*3;

W este un numdr intreg de la 1 la 20;

Cy*! este reprezentat de urmitoarea formuli:

S

Y X
N o o HN—,
N
N\nj@[we Meoji;L“/ (@
o] o) ,
sau

RXJ
w \ﬁ —

asSSangme @

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld - ~dintre N si C reprezintd o legdturd simpld sau o legiturd dubla, cu conditia
ca, atunci cind este o legitura dubld, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-Ca); si atunci cand
este o legaturd simpld, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, si Y este -OH sau -
SOsM;

W' este -NR®,

R¢ este -(CH,-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;
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RE este -H sau -Me;

R* este un alchil(C;-Cs);
L' este reprezentat de urmitoarea formula:

-NRs-P-C(=0)-(CRaRp)m-C(=0)- (B1);
sau
-NR;-P-C(=0)-(CRaRo)u-S-Z'- (B3Y);

Rs este -H sau un alchil(C;-Cs);

P este un rest de aminoacid sau o peptida care contine intre 2 si 20 resturi de aminoacid;

Ra si Ry, la fiecare aparitie, sunt fiecare independent -H, alchil(C;-C3), sau un substituent
cu sarcind sau o grupare ionizabild Q;

m este un numdr intreg de la 1 1a 6; si

75! este selectat din oricare dintre urmétoarele formule:

o)
0
§ ON\QM\FFH: % N/(CHZ)q\Iz ;;
Ei & s &
0 (bl); o o (b2); /\/\(r)( (b3);
;\SJ\/Y% f‘s\s iL{
0 (bd); 0 (b5)

(b0),
[0}
“’JJ (b7); (b8); o ° (b9);
! SO3M
A ™
0 (bl0).

in care:
q este un numdr intreg de la 1 1a 5; si
M este H* sau un cation,

Cy*? este reprezentat de urmitoarea formuli:
(@)

]
RB\N>_RX1 \251_§

Y X

—N 0 o HN—,,"’

N
N\,ﬁom Me(;@( %
o] 0 :

sau
RXZ
w e-z—3

a8 aparmr 8

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld - ~dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legiturd dubla, cu conditia
ca, atunci cind este o legitura dubld, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-Ca); si atunci cand
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este o legaturd simpla, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, si Y este -OH sau -
SOsM;

R*! si R*? sunt independent (C;-Cs)alchil;

R® este -H sau un alchil(C;-Cs);

W' este -NR®,

R¢ este -(CH,-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

7! este selectat din oricare dintre urmitoarele formule:

(o)

A7 b
~(CHa)q
§ N % N \[g_,-rr ;\S/\/\n/ﬁ’z

(b1); 0 (b2); O (b3);

0 (b6)
O
/ SOaM
E Ej:«‘m/\,f« Tw ~A £ A
> (b7) o (b8); (b9); si
(b0},

in care:

q este un numdr intreg de la 1 1a 5; si

M este -H* sau un cation; si

Cy*? este reprezentat de urmitoarea formuli:

3 e

09 O R R

MeO

m' este 1 sau 2;
R si Ry, sunt fiecare independent H sau un alchil(C;-C3); si
7! este selectat din oricare dintre urmitoarele formule:

(0]
OJQ)HFJ
~(CHz)q
- N | = A 5
0 b1 O (b2); o (b3):
SOM
;\S/L/\’(i‘) fr'\s ‘7?2
o (b o ()
B OU D Pe
Rt 008 Sl Rt
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o o} 0 % O
SN hif(”/\A O
3 T3 ° oy
(b7); 0 (b8) it © (b9,

in care:
q este un numdr intreg de la 1 1a 5; si
M este H* sau un cation.

12. Imunoconjugat care are urméitoarea formula:

CBAJQ‘ JCB'—CyS1)

Ws.
b

CBAv(‘JCB‘—CySZ)
Ws .
CBAu(r JCB'—CyS3)

Ws .
sau
CBAJQ‘ JCB'—Cys"')
Wsg.
in care:

CBA ecste un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform revendicarii
3, sau polipeptida acestuia conform revendicarii 8, legatd covalent la o grupare Jcs’;

Wseste 1, 2, 3, sau 4;

Jeg' este un fragment format prin reactia unei grupdri aldehidice derivate de la oxidarea
unui fragment de 2-hidroxietilamina de pe un N-terminal a anticorpului mentionat sau fragmentul
de legare la antigen al acestuia conform revendicdrii 3, sau polipeptida acestuia conform
revendicirii 8, si o grupare reactivi cu aldehida de pe Cy*!, Cy*2, Cy*3, sau Cy*, si este reprezentat
de urmatoarea formula:

; JOJ\ a2 Jol\ 1 § Cc=N
81 $—C=N s1 &—C =N s1 L= %
N N N—
H H ,:“’ s2. H f’ s2. H H 32;
Hy H s1 51 H
st g—c ~N._ ',"‘\C:;N\o 'J\CIN\Q
N-—2 g2 H 52 H, s2
H : . saul s
in care sl este locul legat covalent la CBA; si s2 este locul legat covalent la Cy®!, Cy%,
Cy®, sau Cy*;
Cy*! este reprezentat de urmétoarea formuli:

R
5\N/P\n/(CRaRb),—Zm—(CRaRb),-—g

o}

sau

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld - ~dintre N si C reprezintd o legdturd simpld sau o legiturd dubla, cu conditia
ca, atunci cind este o legitura dubld, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-Ca); si atunci cand
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este o legaturd simpld, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, Y este -OH sau -
SO:M, si M este H" sau un cation;

Rs este -H sau un alchil(C;-Cs);

P este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 la 20 resturi de aminoacid;

Z41 este absent, -C(=0)-NRo-, sau -NRo-C(=0)-;

Ry este -H sau un alchil(C;-Cs);

Ra si Ry, la fiecare aparitie, sunt independent -H, alchil(C;-C3), sau un substituent cu sarcind
sau o grupare ionizabild Q;

r sit' sunt independent un intreg de la 1 1a 6;

W' este -NR®,

R¢ este -(CH,-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

R* este un alchil(C;-Cs);

L este -NRg-(CRaRy): sau absent; si

r" este un numir intreg de 1a 0 1a 6;

Cy* este reprezentat de urmétoarea formuli:

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld - ~dintre N si C reprezintd o legdturd simpld sau o legiturd dubla, cu conditia
ca, atunci cind este o legitura dubld, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-Ca); si atunci cand
este o legaturd simpla, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, si Y este -OH sau -
SOsM;

M este H* sau un cation;

R*! este un alchil(C;-Cs);

R® este -H sau un alchil(C;-Cs);

W' este -NR®,

R® este -(CH>-CH,-0),-R¥;

n este un numair intreg de la 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

R*? este un alchil(C;-Cs);

L este reprezentat de urmdtoarea formuli:

, Ra3 Ras
s
FSJ Za s /E s4
qt r1
Ra1 Ra2 Q
in care:
s3 este locul legat covalent la gruparea Jcg';
s4 este locul legat covalent la gruparea -S- pe Cy™;
Zy este absent, -C(=0)-NRo-, sau -NRy-C(=0)-;
Ry este -H sau un alchil(C;-Cs);
Q este H, un substituent cu sarcini sau o grupare ionizabili;
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Ra1, Raz, Ras, Rag, 1a fiecare aparitie, sunt independent H sau alchil(C1-Cs); si
ql sirl sunt fiecare independent un intreg de 1a 0 la 10, cu conditia ca

ql sirl sa nu fie ambii 0;

Cy* este reprezentat de urmétoarea formuli:

MeO,

in care:
m' este 1 sau 2;
R si Ry, sunt fiecare independent H sau un alchil(C-Cs);
L este reprezentat de urmdtoarea formuli:
Ra3 R
ad

s3
.5“5 Za2 s /E s4
r1

in care:

s3 este locul legat covalent la gruparea Jcg';

s4 este locul legat covalent la gruparea -S- pe Cy™;

Za> este absent, -C(=0)-NRo-, sau -NRy-C(=0)-;

Ry este -H sau un alchil(C;-Cs);

Q este H, un substituent cu sarcini sau o grupare ionizabili;

Rai1, Raz, Ras, Rag, 1a fiecare aparitie, sunt independent H sau un alchil(C;-Cs); si
ql sirl sunt fiecare independent un intreg de 1a 0 la 10, cu conditia ca

ql sirl sa nu fie ambii 0;

Cy* este reprezentat de urmétoarea formuli:

0 \N/L1'\j

$NH
OMe OH

L:' este reprezentat de urmétoarea formuli:

s3 §~Zb1 Zyy s4
palind
Rb1 sz 0

El

S3§—Zb1WE1\ - W " ?254
m1\n/
Res ’

in care:

s3 este locul legat covalent la gruparea Jcg’;

s4 este locul legat covalent la -NMe- gruparea pe Cy*;

Zy1 $i Zy> sunt ambii absenti, sau unul dintre Zy; si Zp; este absent si celalalt este -CH,-O-
sau -O-CH,-;

Zvi' si Zyo' sunt fiecare independent absent, -CH;-O-, -O-CH;-, -NRy-C(=0)-CH,-, sau -
CH;-C(=0)-NRs-;

Ry este H sau alchil(Cq-Cz);
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nl si m1 sunt fiecare independent un intreg de la 1 1a 6;
unul dintre E; si E; este -C(=0)-, si celdlalt este -NRo-; sau unul dintre E; si E; este -C(=0)-

sau -NRo-, si celilalt este absent;

P este un rest de aminoacid sau o peptidd care contine intre 2 si 20 resturi de aminoacid; si
Rbl, sz, Rb3, Rb4, Rys §1 Rbs, la fiecare aparigie, sunt fiecare

independent H sau un alchil(C;-Cs).

13. Imunoconjugat reprezentat de urmatoarea formuli:

CBACCY Dwc;

CBA(‘C}’CZ)WC;

sau

CBAKY®) we,

in care:

CBA ecste un anticorp sau fragmentul de legare la antigen al acestuia conform revendicarii

4, sau polipeptida acestuia conform revendicirii 8, legati covalent la Cy®!, Cy“? sau Cy“? printr-un
rest de cisteind;

We este 1 sau 2;
Cy*! este reprezentat de urmétoarea formuli:

Rst/P\n/ (CRaRb)mYLC—g

] (o]
o HN—,
N
e %
0

sau

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld = = dintre N si C reprezintd o legiturd simpla sau o legiturd dubli, cu conditia

ca, atunci cind este o legitura dubld, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-Cy); si atunci cand
este o legaturd simpld, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, Y este -OH sau -
SO:M, si M este H" sau un cation;

Rs este -H sau un alchil(C;-Cs);
P este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 la 20 resturi de aminoacid;
Ra si Ry, la fiecare aparitie, sunt independent -H, alchil(C;-C3), sau un substituent cu sarcind

sau o grupare ionizabild Q;

carc:

W' este -NR®,
R® este -(CH>-CH,-0),-R¥;
n este un numir intreg de la 2 1a 6;
RE este -H sau -Me;
R* este un alchil(C;-Cy); si,
Lc este reprezentat de
h

T O,

N N

2 % \Wﬁb\f .
R20 R19 0

sl este locul
legat covalent la CBA, si s2 este locul legat covalent la gruparea -C(=0)- de pe Cy“!; in

Rig si Ry, la fiecare aparitie, sunt independent -H sau un alchil(C;-Cs);
m" este un numdr intreg intre 1 si 10; si

R" este -H sau un alchil(C;-Cs);

Cy*? este reprezentat de urmétoarea formuli:
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(o] .S
RE\N}—R“ \Lc'—%

Y X
o o HN—,
N
sau

X2
W s

e~y

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld - =dintre N si C reprezintd o legdturd simpld sau o legiturd dubld, cu conditia
ca, atunci cind este o legitura dubld, X este absent si Y este -H sau un alchil(C;-Ca); si atunci cand
este o legaturd simpld, X este -H sau un fragment de protectie pentru o amind, Y este -OH sau -
SO:M, si M este H" sau un cation;

R*! este un alchil(C;-Cs);

R® este -H sau un alchil(C;-Cs);

W' este -NR*;

R¢ este -(CH,-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de 1a 2 1a 6;

RE este -H sau -Me;

R*? este un alchil(C;-Cs);

Lc' este reprezentat de urméitoarea formula:

O Rh 0
o |
N N N 5
-
O Ry Ry Ry Rie

n care:

s1 este locul legat covalent la CBA si s2 este locul legat covalent la gruparea -S- pe Cy©?;

Z este -C(=0)-NRg-,sau -NRo-C(=0)-;

Q este -H, un substituent cu sarcind, sau o grupare ionizabild;

Ro, Rio, Ri1, Riz, Riz, Rig, Rag, Ra1 si Rao, la fiecare aparifie, sunt independent -H sau un
alchil(Cy-Cs);

q sir, la fiecare aparitie, sunt independent un intreg intre 0 si 10;

m si n sunt fiecare independent un intreg intre 0 si 10;

R" este -H sau un alchil(Ci-C3); si

P' este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 la 20 resturi de aminoacid;

Cy® este reprezentat de urmétoarea formuli:
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in care:

m' este 1 sau 2;

R si Ry, sunt fiecare independent -H sau un alchil(C;-Cs);
Lc' este reprezentat de urmétoarea formula:

s MY w}%

R11 Rm
s;&i/g(( ?\g s1
Rao R21 R19
in care:
sl este locul legat covalent la CBA si s2 este locul legat covalent la gruparea -S- de pe

CyC3;

Z este -C(=0)-NRy-, sau -NRs-C(=0)-;

Q este H, un substituent cu sarcind, sau o grupare ionizabili;

Ro, Rio, Ri1, Riz, Riz, Rig, Rag, Ra1 si Rao, la fiecare aparifie, sunt independent -H sau un
alchil(C1-Cy);

q sir, la fiecare aparitie, sunt independent un intreg intre 0 si 10;

m si n sunt fiecare independent un intreg intre 0 si 10;

R" este -H sau un alchil(Ci-C3); si

P' este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 la 20 resturi de aminoacid;

optional in care imunoconjugatul este reprezentat de urmatoarea formula:

s ™
””J\l’ TK\N i H\/\bfs‘,mmcm
< ék ﬁ II % >
o Jwg :
~ Meo\/\o/\/o\/\N N\/\ ij/SNWCBA
< gfpt m% >
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care linia dubld - =dintre N si C
reprezintd o legdturd simpli sau o legiturd dubld, cu conditia ca, atunci cand este o legiturd dubla,
X este absent si Y este -H, si atunci cind este o legdturd simpl, X este - H, si Y este -OH sau -
SO:M.

14. Imunoconjugat conform revendicarii 13, care este reprezentat de formula:
CBA(‘C}’Cl)WC;

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:
Cy*! este reprezentat de urmétoarea formuli:

R5\N/P\"/ (CRaRb)m\n/Lc—g

(o} @)

Y, X
=N o 0 AN—,
N
N\”j@(we Meo\/@“/ %
0 o .
15. Imunoconjugat conform revendicarii 14, in care:
Ra si Ry sunt ambii H;
Rs este H sau Me;

P este o peptida care contine 2 1a 5 resturi de aminoacid; si
-Lc- este reprezentat de urméitoarea formula:

H (o]
N
82“( \/\sz1
O

16. Imunoconjugat conform revendicarii 13, care este reprezentat de urmatoarea formula:

Aty “ﬁ:
o o
< g p IZ % >

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care linia dubld = -dintre N si C
reprezintd o legiturd simpld sau o legdturd dubli, cu conditia ca, atunci cand este o legaturd dubla,
X este absent si Y este -H, si atunci cind este o legdturd simpld, X este -H, si Y este -SOsM, M
este H*, Na*sau K*; si in care CBA este un anticorp sau un fragment de legare la antigen al
acestuia care cuprinde:

a) o regiune variabild a lantului greu de imunoglobulind care cuprinde o CDR1 avand o
secventd de aminoacizi stabiliti in SECV ID NR: 5, o CDR2 avand o secventd de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 8, si o CDR3 avand o secven{d de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR:
11; si

b) o regiune variabila a lanfului usor de imunoglobulind care cuprinde o CDR1 avand o
secventd de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR: 20, o CDR2 avand o secventi de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 21, si o CDR3 avéand o secven{d de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR:
22.

17. Imunoconjugat conform revendicarii 16, in care CBA este un anticorp sau un fragment
de legare la antigen al acestuia care cuprinde:

a) o regiune variabild a lanfului greu de imunoglobulind avand secventa de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 34; si
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b) o regiune variabild a lanfului usor de imunoglobulind avind secventa de aminoacizi
stabilitd in SECV ID NR: 35,

optional in care:

(i) Xaa, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 34, este Phe; sau

(i1) Xaa, al doilea rest de pe N-terminalul SECV ID NR: 34, este Val.

18. Imunoconjugat conform revendicarii 16, in care CBA este un anticorp care cuprinde:

a) un lant greu de imunoglobulind avand secventa de aminoacizi stabilitd in SECV ID NR:
54; si

b) un lan{ usor de immunoglobulind avand secvenfa de aminoacizi stabilitd in SECV ID
NR: 51.

19. Imunoconjugat conform revendicarii 18, in care Xaa, al doilea rest de pe N-terminalul
SECV ID NR: 54 este Val.

20. Comporzitie farmaceutica care cuprinde un anticorp sau fragment de legare la antigen al
acestuia conform oricireia dintre revendicirile 1-7, sau polipeptida conform revendicarii 8, sau
imunoconjugatul conform oricdreia dintre revendicirile 11-19, si un purtitor acceptabil
farmaceutic.

21. Metoda in vitro sau ex vivo pentru inhibarea cresterii unei celule care exprimd CD123,
care cuprinde contactarea celulei cu anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia
conform oricdreia dintre revendicdrile 1-7, sau polipeptida conform revendicirii 8, sau
imunoconjugatul conform oricireia dintre revendicdrile 11-19, sau compozifia farmaceutica
conform revendicarii 20, optional in care:

(1) celula este o celuld tumorald; sau

(ii) celula este o celuld de leucemie sau o celuld de limfom.

22. Anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia conform oricireia dintre
revendicarile 1-7, sau polipeptida conform revendicirii 8, sau imunoconjugatul conform oricireia
dintre revendicdrile 11-19, sau o compozitie farmaceuticA conform revendicdrii 20, pentru
utilizarea intr-o metoda de tratare a unui subiect care are cancer sau pentru utilizarea intr-o metoda
pentru tratarea unei tulburdri preliferative celulare la un subiect, in care celule de cancer sau
tulburarea proliferativa celulard exprimi CD123, in care, optional:

(1) cancerul este leucemie sau limfom;

(i1) cancerul este selectatd din grupul care constd din: leucemia mieloidd acutdi (AML),
leucemia limfoblastica acutd (ALL), si lencemia limfocitard cronici (CLL);

(iii) cancerul este leucemie limfoblastica acuti cu celule B (B-ALL),

(iv) cancerul este leucemia mieloida acuti (AML);

(v) tulburarea proliferativd celulard este selectatd din grupul care constd din: leucemie
mieloidd acuti (AML), leucemie mieloidd cronicd (CML), leucemie limfoblasticd acutd (ALL),
Leucemia limfoblasticd acutd a liniei de celule B (B-ALL), leucemia limfocitard cronici (CLL),
leucemia cu celule paroase (HCL), sindromul mielidisplazic, leucemie de neoplasm DC bazic
plasmacitoid (BPDCN), limfoame non-Hodkin (NHL), limfom cu celule manta, si leucemia
Hodgkin (HL);

(vi) tulburarea proliferativa celulara este neoplasm DC plasmacitoid bazic (BPDCN); sau

(vii) tulburarea proliferativa celulard este mastocitoza sistemica.

23. Anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia, polipeptidd, imunoconjugat sau
compozitie farmaceutici pentru utilizarea conform revendicdrii 22, care este pentru tratarea unui
subiect avand leucemie de neoplasm DC bazic plasmacitoid (BPDCN).

24. Anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia, polipeptidd, imunoconjugat sau
compozitie farmaceutici pentru utilizarea conform revendicdrii 22, care este pentru tratarea unui
subiect avand leucemia limfoblastici acutd (ALL).

25. Anticorp sau fragment de legare la antigen al acestuia, polipeptidd, imunoconjugat sau
compozitie farmaceutici pentru utilizarea conform revendicdrii 22, care este pentru tratarea unui
subiect avand leucemia mieloidd acutd (AML).

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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FIG. 23
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