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Descriere:
(Descrierea se publicii in redactia solicitantului)

Inventia se referd la anticorpul umanizat indreptat impotriva domeniului extracelular al lantului
alfa al receptorului pentru interleukina 7 (IL-7), in special receptorul pentru IL-7 uman exprimat
pe celule umane (de asemenea, desemnat IL-7Ralfa uman sau IL-7Ra sau CD127) si care nu
interfereaza cu ciile de semnalizare L-7 sau TSLP.

Anticorpul conform inventiei nu are efect antagonist asupra receptorului IL-7, dar poate
prezenta in continuare activitate citotoxicd impotriva celulelor CD127 pozitive. Intr-o realizare
particulard, anticorpul nu are efect agonist asupra receptorului IL-7.

Inventia furnizeaza, ca exemplu, un anticorp care recunoaste un epitop uman CD127
cuprinzand secven{a din SECV ID NR.: 55 din tabelul 6.

In consecintd, anticorpii conform inventiei sunt adecvati pentru a fi utilizati pentru a trata
cancerul in legdturd cu proliferarea celulelor pozitive CD127 sau cu o infiltrare a celulelor pozitive
CD127 care blocheazi sistemul imunitar intr-o stare toleranta.

Inventia se referd, de asemenea, la fragmente de anticorpi, in particular fragmente de
legare la antigen ale acestor anticorpi sau molecule care cuprind astfel de anticorpi sau astfel de
fragmente ca componente pentru prepararea agenfilor terapeutici, in special agenfi
imunoterapeutici.

Anticorpul conform inventiei este definit ca:

Un anticorp sau un fragment de legare la antigen al acestuia, care cuprinde urmatoarele CDR-uri:
VH-CDRI a cérui secventd de aminoacizi este Effi3-VH3-CDRI1 din SECV ID NR.: 14;
VH-CDR?2 a cérui secventd de aminoacizi este Effi3-VH3-CDR2 din SECV ID NR.: 16;
VH-CDR3 a cérui secventd de aminoacizi este Effi3-VH3-CDR3 din SECV ID NR.: 18;
VL-CDR?2 a cdrui secventd de aminoacizi este Effi3-VL3-CDR2 din SECV ID NR.: 22;
VL-CDR3 a cdrui secventd de aminoacizi este Effi3-VL3-CDR3 din SECV ID NR.: 24;

si

J VL-CDRI1 a cdrui secventd de aminoacizi este Effi3-VL3-CDRI1 din SECV ID NR.: 20
sau a carei secventd de aminoacizi este Effi3-VL4-CDRI1 din SECV ID NR.: 26,

in care anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia se leagd in mod specific la
domeniul extracelular al CD127 uman si nu este un antagonist al CD127.

Celelalte variante de realizare ale inventiei sunt definite in revendicdrile anexate.

Semnalizarea IL-7R. Legarea IL-7 la IL-7R declanseaza activarea mai multor cii de
semnalizare, incluzand kinazele Janus (JAK) -1 si -3, traductorul de semnal si activatorul
transcripfiei 5 (STATS) si fosfatidilinostol 3-kinaza (PI3-k). STAT1 si STAT3 sunt raportate ca
fiind activate, desi nu par si fie cdile principale. Activarea ciii STAT5 este necesard pentru
inducerea proteinei anti-apoptotice Bcl-2 si pentru prevenirea intrdrii proteinei pro-apoptotice Bax
in mitocondrion si astfel pentru supravietuirea precursorilor celulelor T in dezvoltarea timusului.
Activarea ciii PI3-k are ca rezultat fosforilarea si retentia citoplasmicd a proteinei pro-apoptotice
Bad.

"Celule pozitive CD127" asa cum s-a utilizat in prezenta inventie desemneazd celule care
exprimd CD127 la suprafata lor celulard, in particular celule umane care exprima CD127 uman. in
cele mai multe cazuri, celule CD127-pozitive exprimd CD127 intr-un complex care formeaza IL-
7R (celule IL-7R-pozitive) si/sau intr-un complex care formeazd TSLPR (celule TSLPR-pozitive).
CD127 este exprimat prin diferite celule, inclusiv atat celule T de memorie, cat si in celulele T
naive. CD127 este exprimat, in special, de celulele T efectoare (Teff), inclusiv celulele T de repaus
si de memorie, si de celulele B imature si este, de asemenea, exprimatd de celulele T regulatorii
naturale de repaus(Treg natural), desi la niveluri considerabil mai mici. IL-7Ra este esential pentru
promovarea diferenfierii timocitelor si a expansiunii clonale a limfocitelor.

Importanta cdii IL7-CD127 pentru homeostazia celulelor T naive este subliniatd de mai
multe studii recente care aratd ci nivelurile de expresie ale IL-7Ra asociat membranei pe celulele
T CD4* conventionale coreleaza cu frecventele recentului emigrant timic celulele T (RTE)-CD4*
la pacientii sandtosi si la pacientii infectati cu HIV, precum si la pacientii cu sclerozd multipld
(MS) (Albuquerque si colab., 2007) (Broux si colab., 2010).

Proprietitile antagoniste descrise in prezenta inventie pot fi, in particular, antagoniste
fatd de semnalizarea IL-7R indusa de IL-7, in special de IL-7 umand. Un antagonist al semnalizarii
IL-7R indusd de IL-7 poate fi identificat prin masurarea inhibarii fosforilarii STATS asa cum este
descris in exemple. Fosforilarea indusd de IL7 a STATS este un marker al activarii IL7R si este de
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asteptat ca o interactiune de anticorpi care antagonizeazd IL7-IL7R sa scada fosforilarea indusa de
IL7 a STATS.

Limfopoietina Stromala Timicd (TSLP) este o citokind celulard epiteliala care este activa

in limfopoieza si, in particular, este implicata in reglarea dezvoltirii celulelor sistemului imunitar,
respectiva reglementare avand impact in special asupra maturdrii celulelor mentionate. TSLP
uman (numdirul de acces AF338732) este un factor care exercitd polarizarea celulelor dendritice,
promoveaza proliferarea si diferentierea celulelor T si B si care s-a dovedit a juca un rol in bolile
pielii si ale plamanilor (He and Geha, 2010).
In consecintd, s-a aratat cd TSLP se asociazd la diferite patologii incluzind boala inflamatorie a
cdilor respiratorii si dermatita atopica la om si la soareci (Ying si colab., 2008) (Jariwala si colab.,
2011). In plus, s-a ardtat cd TSLP se asociazd reglementarii imunitdfii intestinale si a inflamatiei
(Taylor si colab., 2009). Ciile de semnalizare TSLP s-au dovedit a fi diferite, la nivel molecular,
de semnalizarea indusd de IL-7 (Rochman si colab., 2010).

Intr-o realizare particulard, inventia se referd la utilizarea anticorpilor definiti aici pentru

a epuiza subpopulatiile de limfocite sau alte populatii celulare care exprimd CD127, in special
CDI127 uman (incluzand limfocitele T si B normale sau patologice, celulele NK, celulele
dendritice si altele tipuri de celule incluzind celule epiteliale) ca rezultat al actiunii citotoxice a
anticorpilor, posibil, dar nu exclusiv, prin ADCC (citotoxicitatea celulard dependentd de anticorp)
si optional prin CDC (citotoxicitatea dependenti de complement). In consecint, inventia se referd
la utilizarea anticorpilor in tratamentul afectiunilor patologice care implicd modificarea
raspunsului imun la un pacient uman care conduce la o stare dominantd tolerogena care implicd
celule CD127 pozitive, precum si distrugerea celulelor CD127-pozitive maligne, cum ar fi in
cancerele hematologice.
Inventia asigurd astfel mijloace adecvate pentru a fi utilizate in patologii cum ar fi cele induse de
bolile autoimune, respingerea grefei, bolile alergice, bolile respiratorii, infectiile virale cronice,
limfomul, leucemia sau alte boli ale cancerului, inclusiv cele rezultate din tumori solide (de
exemplu cancerul de san) aceste patologii sunt asociate cu celule pozitive CD127 (asa cum este
descris in Ujiie si colab., Oncolmmunology 4:6, €1009285; Iunie 2015). Celulele T naive sunt
partial responsabile pentru respingerea acutd a organelor si tesuturilor transplantate. Aceste celule
pot fi controlate prin medicamente imunosupresoare curente (inhibitori de calcineurind) si prin
anticorpi monoclonali care blocheazi costimularea (inhibitori de anti-aderentd, CD80/86). Celulele
T sunt, de asemenea, responsabile pentru respingerea transplantului. Celulele T de memorie se
acumuleaza la om datoritd istoricului imunitar dobandit, in special a reactiilor anterioare impotriva
virusurilor. S-a demonstrat ci celulele T de memorie pot fi reactivate de aloantigeni ca rezultat al
"imunitatii heterologice", care este reactia incrucisati a apdrdrii antivirale cu aloantigeni (Adams si
colab., 2003). Imunitatea imunologica reprezintd o barierd puternica in ceea ce priveste inducerea
tolerantei, deoarece celulele T de memorie, spre deosebire de celulele T naive, sunt programate si
activeze rapid, cu o cerintd redusd pentru semnalele costimulatorii. Celulele T de memorie pot fi,
de asemenea, implicate in respingerea cronici. Pe 1angd rolul lor in transplantul de organe si de
tesuturi, celulele T naive si de memorie sunt, de asemenea, co-responsabile pentru multe boli
autoimune. Acesta este cazul colitei ulcerative (Shinohara si colab., 2011), artritei reumatoide,
psoriazisului sau bolii grefa-versus-gazda.

Mai mult, s-a ardtat ¢ mai multe celule maligne prezintd IL-7R. Aceasta este situatia in
cazul limfomului cutanat Sezary (60% dintre acestia) sau al leucemiei limfoblastice acute in
copilarie, in care aproximativ 15% din cazuri dezvoltd mutatie de crestere a functiei in CD127,
ceea ce face ca aceste tumori s fie partial dependente de IL-7 (Shochat si colab., 2011).

Depletia limfocitelor T a fost o abordare imunosupresoare evidentd pentru a contracara
respingerea alogrefeelor sau pentru a lupta impotriva autoimunititii. Cu toate acestea, epuizarea
totald a celulelor T ar putea si nu fie favorabild pentru inducerea tolerantei imunologice.
Directionarea subpopulatiilor de celule T sau a celulelor T activate (eficiente) selectiv, fard
modificarea celulelor Treg, ar putea constitui o abordare pro-tolerogend (Haudebourg si colab.,
2009). CD127 poate fi astfel considerat ca o potentiala tinta terapeutica atractivd pentru anticorpii
monoclonali (Mabs) care vizeazd modularea rdspunsurilor imune, deoarece astfel de anticorpi
monoclonali ar putea avea potentialul de a diminua limfocitele efectoare dar nu regulatorii. S-a
presupus, in consecintd, cd pot prezenta eficacitate in transplant, autoimunitate (Michel si colab.,
2008) si malignitate prin antagonizarea accesului IL-7 la IL7-R si limitind astfel functia si
cresterea celulelor T si B.

O terapie cu un anticorp monoclonal impotriva celulelor CD127 + fard a interfera cu cdile IL-7 si
TSLP ar putea indeplini acest obiectiv prin eliminarea/neutralizarea celulelor T naive si de
memorie In timp ce pastreaza celulele Treg sau prin eliminarea celulelor maligne CD 127 pozitive.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

In acest context, anticorpii monoclonali impotriva IL-7Ra care au proprietdti antagoniste
fatd de IL-7Ra au fost descrisi in WO2010/017468 si versiunile lor umanizate in W02011/094259
cu scopul de a trata boli autoimune cum ar fi scleroza multipla. Se spune ci anticorpii descrisi sunt
antagonisti pentru legarea IL-7 la receptorul sdu si activi impotriva expansiunea si supravietuirea
celulelor Ty17 si Tyl care se presupune ca necesitd interactiunea IL-7 cu receptorul lor CD127. In
mod similar, anticorpii anti-CD127 au fost raportati in WO2011/104687 sau in WO2013/056984,
care sunt considerate a fi utilizate in tratamentul diabetului, lupusului, artritei reumatoide si altor
boli autoimune, nu au fost discutate cu privire la posibilele lor efecte asupra interactiunii lor cu
semnalarea indusi de TSLP. Intr-o publicatie (Racapé si colab., 2009), autorii au analizat interesul
receptorului IL-7 alfa ca potentiald {inta terapeutica in transplant. Dupd examinarea expresiei IL-
7Ralpha pe diferite celule T si celule responsabile cu IL-7, autorii au determinat daci tintirea
celulelor T de memorie care exprimd IL-7Ralpha ar putea prelungi supravietuirea alogrefei la
soareci si a concluzionat cd tintirea IL-7 sau IL-7Ralpha ar avantaja celule Treg de rezerva. Printre
perspective, autorii au subliniat faptul ca tintirca fie a IL-7 sau a IL-7Ralpha in tratamentul
terapeutic ar putea avea consecinte diferite asupra supravietuirii celulelor care exprima CD127 si
ar putea si obtina diferite tipuri de limfopenie. Problema efectelor anticorpilor care ar fi
directionate impotriva IL-7Ralpha depinde de faptul daci acestia vor bloca sau vor neutraliza sau
dacd anticorpii citotoxici a fost, de asemenea, prezenti din punct de vedere conceptual. Autorii
totusi nu au aratat dacd au obfinut si au analizat astfel de anticorpi si au exprimat mai degrabd
necesitatea unui studiu ulterior pentru a evalua relevanta ipotezei. Avand in vedere dezavantajele
aborddrilor terapeutice disponibile in bolile legate de imunitate si alte afectiuni care implicd IL-
7/IL-7Ralpha, cum ar fi diferite tipuri de cancere, inclusiv unele cancere de san, existd incd nevoie
de alte medicamente candidat, in special pentru candidati activ cu privire la tinte mai selective in
scopul de a controla, de exemplu, modularea activirii imune la pacientii umani.

Un astfel de anticorp ar putea fi eficient intr-o abordare combinatd pentru tratamentul
cancerului cu radioterapie de prima linie, chimioterapie, imunoterapie, in special cu inhibitori de
punct de control cum ar fi anticorpi anti-CTLA4 sau anti-PDL1 sau anti-Sirpalpha.

Inventatorii Indeplinesc aceastd necesitate in furnizarea de anticorpi care au capacitatea
de a recunoaste si elimina celulele T efector in timp ce péstreaza celulele T de reglare capabile sd
inducd tolerantd in transplant si care au demonstrat abilitatea de a elimina celulele leucemice
CD127 + maligne.

Cererea de brevet international WO2013056984 dezviluie anticorpi indreptati impotriva
domeniului extracelular al lantului alfa al IL7-R uman cu o activitate antagonistd si o activitate
citotoxicd pentru a diminua subpopulatiile limfocitelor sau a altor populatii celulare care exprima
CD127. Anticorpul MD707-3 dezvaluit cuprinde lanfurile VH si VL (Secvenfele 56 si 57 din
Tabelul 6) care au servit la obtinerea anticorpului prezent. Anticorpii MD707-3 sunt antagonisti ai
IL7-R si, in particular, inhib3 fosforilarea Stat5 indusd de IL7. Prin contrast, anticorpul umanizat
din prezenta inventie, derivat din MD707-3, in mod surprinzitor nu este un antagonist IL7-R,
pastrind in acelasi timp o bund legare la domeniul extracelular al CD127 si posibilitatea de a
media efectul citotoxic asupra celulelor care exprimd CD127. Mai mult, anticorpul MD707-3 este
un antagonist TSLPR, asa cum se arati in Figura 3.b, in timp ce anticorpul umanizat derivat din
acesta, denumit Effi3 de aici, nu este.

Inventatorii furnizeaza mijloace adecvate in acest context, deoarece au obfinut anticorpi
monoclonali impotriva IL-7Ra si care nu interfereazi cu calea TSLP contrar ceea ce a fost
observat de citre inventatorii cu anticorp MD707-3, parinte al anticorpului conform prezentei
inventii. MD707-3 a prezentat proprietiti antagoniste TSLP si potenteazd maturarea celulelor
dendritice caracterizate prin exprimarea la suprafata celulard a CD80 si CD86 (datele nu sunt
prezentate). Anticorpul conform prezentei inventii constituie noi produse pentru evaluarea
beneficiilor terapeutice ale celulelor CD127 + care vizeaz3 actiunea epuizanta si fird antagonizare
sl nici activarea cdii IL7, nici a caii TSLP.

Inventia se referd astfel la un anticorp sau la un fragment de legare la antigena acestuia care (i) se
leaga specific la domeniului extracelular al lantului alfa al receptorului de IL-7 (denumit CD127),
in special al lantului alfa al receptorului IL-7 exprimat prin celule CD127 pozitive umane i care
optional prezintd activitate citotoxicd impotriva celulelor T umane care exprimd CD127 (celule
CDI127 +) si (ii) nu este un antagonist IL7-R sau TSLP-R, in special nu este un IL-7 uman sau un
antagonistul TSLP uman si, in particular, nu inhiba fosforilarea STATS indusd de IL7 si/sau nu
inhibd productia de celule stem dendritice umane derivate din singe stimulatd de TSLP (Timus si
citochine cu activare reglatd, denumi, de asemenea, CCL17) productia de celulele dendritice
derivate din sangele uman stimulate de TSLP.

Expresia "se leagd in mod specific” sau orice echivalent se referd la capacitatea anticorpului sau a
fragmentului de legare la antigen din inventie de a interactiona cu CD127 si de a se lega cu
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CD127, de preferintd CD127 uman, in timp ce ei nu se leagd sau se leagd cu o afinitate de legare
semnificativ mai slaba fati de alte molecule, in special la alte proteine. Conjugarea si specificitatea
de legare pot fi analizate prin analiza SPR (Rezonanta plasmonului de suprafati, de exemplu,
Biacore), ELISA sau analiza Western Blot. Intr-o realizare particulard, anticorpul sau fragmentul
de legare la antigen al acestuia sau moleculele himerice cuprinzand respectivul anticorp sau
fragmente de legare la antigen tintesc si se leagd la CD127 ca o proteind izolati cu o constantd de
disociere (Kd) mai mica decat SE-10M, 1n particular mai mica decat 3E-10M.
Desi nu este specificat in fiecare aspect de realizar dezviluit, proprietitile sau caracteristicile
definite ale anticorpilor si fragmentele lor de legare la antigen si proprietifile sau caracteristicile
definite ale produselor realizate utilizand acesti anticorpi sau fragmente de legare la antigen a
acestora sunt definite in special cu privire la moleculele citate atunci cand aceste molecule sunt
molecule umane (cum ar fi CD127, IL-7, TSLP...).
Inventia furnizeaza in special doud variante ale unui anticorp, denumit Effi3, care cuprind:
. Un domeniu variabil al lanfului greu desemnat Effi3-VH3 sau VH3 sau Effi3-VHvar3 sau
VHvar3 (secventa SECV ID Nr.: 2 din Tabelul 6 sau secventa SECV ID Nr.: 8 care include o
peptida semnal), care cuprinde CDRuri desemnate ca VH3-CDR1, VH3-CDR2, VH3-CDR3 sau
denumiri echivalente cu prefixele Effi3-VH3, Efti3-VHvar3 sau VHvar3; si
J fie pentru varianta desemnatd Effi3-VH3VL3, un domeniu variabil al lantului usor
desemnat Effi3-VL3 sau VH3 sau Effi3-VLvar3 sau VLvar3 (secventa SECV ID Nr.: 4 din
Tabelul 6 sau secventa SECV ID Nr.: 10 care include o peptidd semnal); care cuprinde CDR
desemnate ca VL3-CDR1, VL3-CDR2, VL3-CDR3 sau denumiri echivalente cu prefixele Effi3-
VL3, Effi3-VLvar3 sau VLvar3;
J sau pentru varianta desemnati Effi3-VH3VL4, un domeniu variabil al lanfului usor
desemnat Effi3-VL4 sau VH3 sau Effi3-VLvar4 sau VLvar4 (secventa SECV ID Nr.. 6 din
Tabelul 6 sau secventa SECV ID Nr.: 12 care include o peptidd semnal); care cuprinde CDR
desemnate ca VL4-CDR1, VL4-CDR2, VL4-CDR3 sau denumiri echivalente cu prefixele Effi3-
VL4, Effi3-VLvar4 sau VLvar4.
Deoarece VL-CDR2 si VL-CDR3 sunt identice pentru lanturile usoare VL3 si VL4, ele sunt
desemnate, in mod indiferent, VL3-CDR2, VL4-CDR2 sau VL3/4-CDR2 si VL3-CDR3, VLA4-
CDR3 sau respectiv VL3/4-CDR3.
Anticorpul Effi3 este furnizat in special cu domeniile constante IgGlm E333A (secventa din
SECV ID NR.: 28) si CLkappa (secventa din SECV ID NR.: 34) pentru lanfurile grele si,
respectiv, lanturi usoare. Anticorpul conform inventiei este umanizat. In consecinti, in plus fati de
substitutiile din secventele CDR descrise aici, anticorpii inventiei sunt modificati in resturile cadru
ale secventelor lor VH si/sau VL prin substitutia resturilor de aminoacizi, relativ la anticorpul
MD707-3 de sobolan, in particular, astfel de resturi sunt modificate pentru a se potrivi mai strans
cu anticorpii umani care se giasesc in mod natural. Umanizarea poate fi efectuatd prin
reuniformizarea sau prin grefarea CDR conform tehnicilor cunoscute. Exemple de substitutii sunt
descrise in sectiunea Exemple. Reuniformizarea este realizatd in special prin substituirea resturilor
de rozdtoare cu resturile de aminoacizi umani. Substitutia este realizatd intr-un mod care si
mentind structura cadru a anticorpului original si, de asemenea, prezentarea CDRurilor, permitind
astfel interactiunile cadrelor si CDR-urilor in anticorpul reuniformizat si pastreze conformatia
nativd a suprafetei care vine in contact cu antigenul astfel incit sa retind afinitatea de legare a
antigenului.

Urmitoarele substitutii in cadrul CDR-urilor au fost introduse in anticorpul prezent,
relativ la anticorpul MD707-3 de sobolan (a cirui secventd este dezvaluitd ca SECV. ID. Nr.: 56
pentru lantul greu si SECV. ID Nr.: 57 pentru lantul usor, asigurand astfel referinta pentru pozitiile
din resturile de aminoacid substituite): S30T in VH-CDRI1 si E64D in VH-CDR2, aceste doud
substitutii definind CDR-urile Effi3-VH3; L59R in VL-CDR2 si A60D in VL-CDR2, aceste doud
substitufii definind CDR-urile Effi3-VL3. In plus fa{d de substitutiile lanfurilor Effi3-VL3, CDR-
urile lantului Effi4-VL4 au o substitutie suplimentard S28D in VL-CDR1.
In variante de realizare preferate, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia
cuprinde sau constd din:
J un lan{ greu cu CDR-urile lanfului greu VH3 dezvaluit aici ca secventd de SECV ID NR.:
2 din Tabelul 6, in special cu VH3-CDR1, VH3-CDR2 si VH3-CDR3 avand secventele din SECV
ID NR.: 14, 16 si respectiv 18, in Tabelul 6; si
J un lant usor cu CDR-urile lantului usor VL3 sau a lantului usor VL4 dezvaluit aici ca
secvenfe de SECV. ID. Nr.: 4 si respectiv 6, in special cu VL3-CDR1, VL3-CDR2 si VL3-CDR3
avand secvenfele din SECV ID NR.: 20, 22 si respectiv 24 sau cu VL4-CDR1, VL3-CDR2 si
VL3-CDR3 avand secventele din SECV ID NR.: 26, 22 si, respectiv, 24.
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Intr-o realizare particulard, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen are in plus substitutia
V101T si/sau V102T in VH-CDR3 (CDR3 al lantului greu).

Intr-o altd forma de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen nu are in
plus nici o substitutie la pozitiile V101 si/sau V102 in VH-CDR3 (CDR3 al lantului greu) sau nu
are substitutie V101 sau V102.

Intr-o realizare particulard a inventiei, anticorpul umanizat este caracterizat prin prezenfa in
lanturile lor VH si/sau VL a uneia sau mai multora dintre urmatoarele substitufii suplimentare de
resturi de aminoacizi in pozitiile identificate in legdturd cu numaritoarea Kabat in regiunile cadru
ale lanturilor, in ceea ce priveste secventele VH si VL MD707-3 (restul indicat rezultd din
substitutie, restul original de sobolan al MD707-3 este prezentat, de exemplu, in Tabelele 1 la 4
din exemple):

. in secventa VH: in pozitia 3 un rest Q, in pozitia 15 un rest G, in pozitia 16 un rest G, in
pozitia 21 un rest T, in pozifia 80 un rest T, in pozitia 87 un rest S, in pozitia 91 un rest E, in
pozitia 95 un rest T, in pozitia 118 un rest L si/sau

. in secventa VL: in pozifia 7 un rest S, in pozitia 9 un rest S, in pozitia 11 un rest L, in
pozitia 12 un rest P, in pozitia 18 un rest P, in pozitia 47 un rest Q, in pozifia 50 un rest K, in
pozitia 68 un rest S, in pozitia 73 un rest G, in pozitia 82 un rest R, in pozifia 85 un rest A, in
pozifia 90 un rest T.

In variante particulare in care anticorpul conform inventiei are substitufia S28D in VL-CDRI1
(adicd are VL-CDR1 din VL4, cu secventa din SECV ID NR.: 26), anticorpul are cel putin
substitufia cadru E73G dezvaluitd mai sus.

In variante de realizare preferate in mod particular, anticorpul din inventie are toate substitutiile de
rest cadru prezentate mai sus in lantul greu. In variante de realizare preferate in mod particular,
anticorpul din inventie are toate substitutiile de resturi cadru dezvéluite mai sus in lant usor sau
toate substitutiile de resturi cadru dezviluite mai sus, dar pentru G in pozitia 73, care este
conservati ca un rest E. Intr-o realizare particulari, anticorpul sau fragmentul siu de antigen are un
VL3-CDRI1 cu secventa din SECV ID NR.: 20 si are in pozifia 73 un rest E péstrat.

In realizirile preferate in mod particular, anticorpul conform inventiei are (sau fragmentul de
legare la antigen cuprinde):

. un lant greu cu secventa de VH3, adicd secventa din SECV ID NR.: 2; si
J un lan{ usor cu secventa VL3 (secven{a din SECV ID NR.: 4) saua VL4 (secventa SECV
ID Nr.: 6).

Aceste caracteristici legate de asa-numitele "pozi{ii umanizate" pot fi combinate cu oricare sau cu
toate variantele de realizare ale definitiei anticorpilor conform inventiei.

Intr-o realizare particulard a inventiei, anticorpii din inventie sau fragmentele lor de
legare la antigen indreptate impotriva moleculei CD127 prezente in receptorul IL-7 au in plus
proprietatea de a fi citotoxice impotriva celulelor umane, in special a celulelor T umane care
exprimd respectivul receptor si intr-o realizare preferatd impotriva celulelor T tumorale.

Intr-o realizare particulara a inventiei, anticorpii sau fragmentele de legare la antigen ale
acestora fintesc si leagd acelasi lan{ alfa IL7-R atunci cand este combinat cu receptorul TSLP
(cunoscut si ca CCRF2, numir de acces AF338733) ca receptor pentru TSLP (Reche PA si colab.,
2001).

Un "fragment de legare la antigen” a unui anticorp al invenfiei este o parte a
anticorpului, adicd o moleculd care corespunde unei portiuni din structura anticorpului conform
inventiei care prezintd capacitatea de legare 1a antigen pentru lantul alfa al receptorului IL-7 pentru
IL-7 uman, eventual in forma sa nativa; un astfel de fragment prezintd in mod special aceeasi sau
substantial aceeasi specificitate de legare la antigen pentru antigenul mentionat, comparativ cu
specificitatea de legare la antigen a anticorpului cu patru lanturi corespunzitoare. in mod
avantajos, fragmentele care leaga antigenul au o afinitate de legare similard cu cea a anticorpilor
cu 4 lanturi corespunzitoare. Totusi, fragmentul de legare la antigen care are o afinitate redusa de
legare la antigen fatd de anticorpii cu 4 lanturi corespunzitoare este, de asemenea, cuprins in
cadrul inventiei. Capacitatea de legare la antigen poate fi determinatd prin mdsurarea afinititii
anticorpului si a fragmentului considerat. Aceste fragmente de legare la antigen pot fi, de
asemenea, desemnate ca fragmente functionale ale anticorpilor. Fragmentele de legare a
fragmentelor de anticorpi sunt fragmente care cuprind domeniile lor hipervariabile desemnate
CDRuri (regiuni de determinare complementard) sau parti ale acestora care cuprind locul de
recunoastere al antigenului, adicd IL-7Ra al IL-7 uman, definind astfel specificitatea recunoasterii
antigenului. Fiecare lant usor si greu (respectiv VL si VH) al unei imunoglobuline cu patru lanturi
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are trei CDR-uri, denumite VL-CDR1, VL-CDR2, VL-CDR3 si VH-CDR1, VH-CDR2, respectiv
VH-CDR3.

Astfel, inventia se referd la fragmente de anticorpi conform inventiei, care cuprind sau
constau in toate CDR-urile dintre VL-CDRI1, VL-CDR2, VL-CDR3 si VH-CDR1, VH-CDR2 si
VH-CDR3 ale VL3 sau VL4 si VH3, respectiv.

Persoana de specialitate va fi capabild sd determine locatia diferitelor regiuni/domenii ale
anticorpilor prin referire la definitiile standard prezentate in acest sens, incluzand un sistem de
numerotare de referintd (Martin, 2001) Protein Sequence and Structure Analysis of Antibody
Variable Domains. In: Antibody Engineering Lab Manual, ed.: Duebel, S. and Kontermann, R.,
Springer-Verlag, Heidelberg]] sau prin referire la sistemul de numerotare al lui Kabat (Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 4th Ed., U.S. Department ofHealth and Human Services,
NIH, 1987) sau  prin  aplicarea  algoritmului IMGT  "colier de  perle"
(http://www.imgt.org/IMGTindex/Colliers.html). In acest sens, pentru definirea secventelor
inventiei, se remarcd faptul ca delimitarea regiunilor/domeniilor poate varia de la un sistem de
referinti la altul. In consecinti, regiunile/domeniile definite in prezenta inventie cuprind secvente
care prezintd variatii in lungime de +/- 10%, iar localizarea secventelor in cauza in secventa de
lungime completd a anticorpilor poate varia cu +/- 10%.

Intr-o realizare particulard a inventiei, anticorpul umanizat sau fragmentul siu de legare
la antigen are secventele CDR definite aici (adica secventele CDR ale VH3 si ale VL3 sau VL4,
eventual cu substitufia suplimentard V101T si/sau V102T in VH-CDR3) si cuprinde in regiunile
sale cadru, la pozitiile determinate in conformitate cu numdritoarea Kabat, unul sau mai multe
dintre urmétoarele resturi de aminoacizi:

J in secventa VH: in pozifia 3 un rest Q, in pozitia 15 un rest G, in pozifia 16 un rest G, in
pozifia 21 un rest T, in pozitia 80 un rest T, in pozitia 87 un rest S, in pozitia 91 un rest E, in
pozifia 95 un rest T, in pozifia 118 un rest L,

. in secventa VL: in pozifia 7 un rest S, in pozitia 9 un rest S, in pozitia 11 un rest L, in
pozifia 12 un rest P, in pozitia 18 un rest P, in pozitia 47 un rest Q, in pozifia 50 un rest K, in
pozitia 68 un rest S, in pozitia 73 un rest G sau un rest E, in special un rest E, in pozitia 82 un rest
R, in pozitia 85 un rest A, in pozitia 90 un rest T.

Pozitia resturilor mentionate mai sus in fragmentele cadru ale anticorpului sau fragmentului sdu de
legare la antigen poate fi, de asemenea, preluatd din secventele domeniilor variabile ale MD707
ale lanturilor grele si usoare asa cum se prezintd in SECV ID NR.: 56 (VH) si SECV ID NR.: 57
(VL).

Intr-o altd variantd de realizare, anticorpul umanizat sau fragmentul de legare la antigen a acestuia
are secventele CDR definite aici (adica secventele CDR ale VH3 si ale VL3 sau VL4) si cuprinde
in continuare in regiunile fragmentului sdu cadru, in pozitiile determinate conform numerotarii
Kabat, unul sau mai multe dintre urmétoarele resturi de aminoacizi, in special toate acestea:

J in secventa VH: in pozifia 3 un rest Q, in pozitia 15 un rest G, in pozifia 16 un rest G, in
pozifia 21 un rest T, in pozitia 80 un rest T, in pozitia 87 un rest S, in pozitia 91 un rest E, in
pozifia 95 un rest T, in pozifia 118 un rest L,

. in secventa VL: in pozifia 7 un rest S, in pozitia 9 un rest S, in pozitia 11 un rest L, in
pozifia 12 un rest P, in pozitia 18 un rest P, in pozitia 47 un rest Q, in pozifia 50 un rest K, in
pozitia 68 un rest S, in pozitia 73 un rest G sau un rest E, in special un rest E, in pozitia 82 un rest
R, in pozitia 85 un rest A, in pozitia 90 un rest T.

in variante particulare in care anticorpul umanizat sau fragmentul siu de legare la
antigen cuprinde un rest D din pozifia 28 (in VL-CDRI, ca in VL4-CDR1), respectivul anticorp
sau fragment cuprinde un rest G la pozitia 73 (in resturile fragmentului cadru VL).

In variante particulare in care anticorpul umanizat sau fragmentul siu de legare la antigen cuprinde
un rest S la pozitia 28 (in VL-CDRI, ca in VL3-CDR1), respectivul anticorp sau fragment
cuprinde un rest E din pozitia 73 (in resturile fragmentului cadru VL).

In variante de realizare preferate, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen a
acestuia are toate resturile indicate mai sus la pozitia cadru indicati in lantul siu greu. in variante
de realizare preferate, anticorpul sau fragmentul sdu de legare 1a antigen are toate resturile indicate
la pozitia cadru indicata in lantul sdu usor sau are toate resturile indicate la pozitia cadru indicatd,
dar pentru pozitia 73 in lanful sdu usor unde se giseste un rest E.

Pe baza structurii imunoglobulinelor cu patru lanfuri, fragmentele de legare la antigen pot fi astfel
definite prin comparatie cu secventele de anticorpi din bazele de date disponibile si din stadiul
tehnicii (Martin, 2001) si in special prin compararea localizirii domeniilor functionale in aceste
secvente, observand cd pozifiile domeniului cadru si al domeniilor constante sunt bine definite
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pentru diferite clase de anticorpi, in special pentru IgG, in special pentru IgG de mamifere. O astfel
de comparatie implica si date referitoare la structurile tridimensionale ale anticorpilor.

Pentru exemplul ilustrativ al exemplelor de realizare specifice ale inventiei, fragmentele de legare
la antigen ale unui anticorp care contin domeniile variabile cuprinzind CDR ai respectivului
anticorp cuprinde Fv, dsFv, scFv, Fab, Fab', F(ab')2 care sunt bine definite cu referintd la Kabat
(NIH 1987), Martin ACR si colab., si de asemenea Roitt 1. si colab. (Fundamental and Applied
Immunology MEDSI/McGraw-Hill). Fragmentele Fv constau din domeniile VL si VH ale unui
anticorp asociate impreund prin interactiuni hidrofobe; in fragmentele dsFv, heterodimerul VH:VL
este stabilizat printr-o legdturd disulfidicd; in fragmentele scFv, domeniile VL si VH sunt
conectate unul cu celilalt printr-un linker peptidic flexibil, forménd astfel o proteind cu lant unic.
Fragmentele Fab sunt fragmente monomerice obtinute prin digestia cu papaind a unui anticorp; ele
cuprind intregul lant L si un fragment VH-CHI1 al lantului H legat impreund printr-o legaturd
disulfidica. Fragmentul F(ab')2 poate fi produs prin digestia cu pepsind a unui anticorp aflat sub
balamaua disulfurd; acesta cuprinde doud fragmente Fab' si, in plus, o portiune a regiunii balama a
moleculei de imunoglobulind. Fragmentele Fab' sunt obtinute din fragmentele F(ab')2 prin tiierea
unei legdturi disulfidice in regiuneca balamalei. Fragmentele F(ab')2 sunt divalente, adici ele
cuprind doud situsuri de legare a antigenului, cum ar fi molecula imunoglobulinei native; pe de
alta parte, Fv (un dimer VHVL constituind portiunea variabild a Fab), fragmentele dsFv, scFv, Fab
si Fab' sunt monovalente, adicd cuprind un singur situs de legare la antigen (Chan and Carter,
2010).

In consecintd, inventia se referd la fragmente de legare la antigen care cuprind secventele care sunt
descrise aici si care sunt fragmente monovalente sau divalente in ceea ce priveste recunoasterea
antigenului si sunt urmatoarele:

o fragmentul Fv constand din lanfurile VL si VH asociate impreund prin interactiuni
hidrofobe;

. fragmentul dsFv in care heterodimerul VH: VL este stabilizat printr-o legitura disulfidicd;
. fragmentul scFv in care lanturile VL si VH sunt conectate unul cu altul printr-un linker
peptidic flexibil, formind astfel o proteind cu lant unic;

. Fragmentul Fab care este un fragment monomer cuprinzand intregul lant L si un fragment
VH-CH]I al lantului H legat impreund printr-o legaturd disulfidics;

. Fragment Faby;

. Fragmentul F(ab')2 care cuprinde doud fragmente Fab' si, suplimentar, o porfiune a

regiunii balamale a unui anticorp.

Aceste fragmente bazice de legare la antigen ale inventiei pot fi combinate impreund
pentru a obfine fragmente multivalente de legare la antigen, cum ar fi diacorpi, triacorpi sau
tetracorpi. Aceste fragmente multivalente de legare la antigen sunt, de asemenea, parte a prezentei
inventii.

Mai multe cercetdri pentru a dezvolta anticorpi terapeutici au condus la proiectarca
regiunilor Fc pentru a optimiza proprietitile anticorpilor care sd permitd generarea de molecule
care sd fie mai potrivite pentru activitatea farmacologicd necesard acestora (Strohl, 2009).
Regiunea Fc a unui anticorp mediaza functiile de injumatitire serici si functia efectoare, cum ar fi
citotoxicitatea dependenti de complement (CDC), citotoxicitatea celulard dependentd de anticorpi
(ADCC) si fagocitoza celulard dependenti de anticorpi (ADCP). Mai multe mutatii localizate la
interfata dintre domeniile CH2 si CH3, cum ar fi T250Q/M428L (Hinton si colab., 2004) si
M252Y/S254T/T256E + H433K/N434F (Vaccaro si colab., 2005) au aratat o crestere a afinitatii
de legare la FcRn si timpul de injumitdtire al IgG1 in vivo. Cu toate acestea, nu exista intotdeauna
o legiturd directd intre legarea crescutd a FcRn si timpul de injumdtitire imbundtifit (Datta-
Mannan si colab., 2007). O abordare pentru imbunatitirea eficacititii unui anticorp terapeutic este
cresterea stdrii sale serice, permitind astfel niveluri mai mari de circulatie, administrare mai putin
frecventd si doze reduse. Proiectarea regiunilor Fc poate fi doritd fie pentru a reduce fie pentru a
mdri functia efectoare a anticorpului. Pentru anticorpi care vizeazi molecule de suprafati celulars,
in special acelea pe celule imune, este necesard abrogarea functiilor efectoare. In schimb, pentru
anticorpii destinafi utilizirii oncologice, cresterea functiilor efectoare poate imbundtiti activitatea
terapeuticd. Cele patru izotipuri IgG umane leaga receptorii Fcy activi (FcyRI, FcyRlla, FcyRllla),
receptorul inhibitor FcyRIlb si prima componentd a complementului (Clq) cu afinitati diferite,
dand functii efectoare foarte diferite (Bruhns si colab., 2009). Legarea IgG la FcyR sau Clq
depinde de resturile situate in regiunea balamalei si domeniul CH2. Doud regiuni ale domeniului
CH?2 sunt critice pentru legarea FcyR si Clq si au secvente unice in IgG2 si IgG4 (Armor si colab.,
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1999) (Shields si colab., 2001) (Idusogie si colab., 2000) (Steurer si colab., (1995) (Lazar si colab.,
2006) (Ryan si colab., 2007) (Richards si colab., 2008) (Labrijn si colab., 2009).

In variante de realizare particulare, anticorpul conform inventiei are urmétoarele domenii
constante:
pentru lanful greu, domeniul constant IgG1m-E333A (secventa SECV ID Nr.: 28 din Tabelul 6)
sau domeniile IgG4m-S228P (secventa din SECV ID NR.: 30) sau IgG2b (secventa SECV ID Nr.:
32);
pentru lantul usor, domeniul constant CLkappa (secventa SECV ID Nr.: 34) sau domeniul
CLlambda (secventa din SECV ID NR.: 36).

Anticorpul conform inventiei, in special anticorpul umanizat, poate fi un anticorp
monoclonal. Celulele umane care exprimd CD127 ca lant al receptorului IL-7, care sunt {inta
anticorpilor conform inventiei si fragmente ale acestora, sunt in principal limfocite T si mai precis
sunt subpopulatii ale limfocitelor T efectoare, incluzind celule T naive si de memorie, dar nu sunt
celulele T regulatoare, in special in cazul in care nu sunt Treg naturale de repaus. Celulele T de
memorie sunt generate ca rezultat al provocdrii antigenului si definite in principal prin
caracteristicile lor functionale, incluzind capacitatea de a fi supus revocdrii proliferdrii la
reactivarea si diferentierea in celulele efectoare secundare si de memorie.

Conform unei variante de realizare a invenfiei, anticorpii si fragmentele de legare la
antigen ale acestora, avand "activitate citotoxicd impotriva celulelor T" sau proprietdti citotoxice
(anticorpi citotoxici) dau nastere la epuizarea populatici de celule T efectoare prin omorairea
acestor celule si, in consecintd, reducerea numarului acestor celule atunci cand sunt administrate.
Dimpotriva, acesti anticorpi nu modifica subpopulatia celulelor T regulate sau nu o modifica intr-o
misurd semnificativd, permitind celulelor Treg si-si indeplineasca functia.

Conform unei realizari particulare a inventiei, anticorpii citotoxici prezintd citotoxicitate
celulard dependentd de anticorpi (ADCC). Potentialul ADCC de anticorp a fost considerat pozitiv
cand citotoxicitatea specifica a fost superioara cu 5%.

In variante de realizare particulare, anticorpul conform inventiei cuprinde un lan{ greu cu domeniul
constant al IgG1 uman, cu mutatia E333A, adicad secventa SECV ID Nr.: 28 (in Tabelul 6). in
variante de realizare particulare, anticorpul conform inventiei cuprinde un lant usor cu domeniul
constant CLkappa al IgGG] uman, cu secventa SECV ID Nr.: 34.

In variante de realizare particulare, anticorpul conform inventiei are un lant greu dezvaluit aici ca
Effi3_VH3_IgGlm (E333A) cu secventa din SECV ID NR.: 42. In anumite variante de realizare,
anticorpul conform inventiei are un lant usor descris aici ca Effi3 VL3 CIKappa cu secventa
SECV ID Nr.: 50 sau are un lant usor descris aici ca Effi3 VL4 Clkappa, cu secventa SECV ID
Nr.: 48.

Proprietatile ADCC pot fi evaluate intr-o analizi ADCC, cum ar fi testul descris in exemple. Cand
anticorpul este un anticorp de sobolan, celulele efectoare utilizate in analiza ADCC sunt celulele
LAK (killer activate de limfochine) de sobolan. Atunci cAnd anticorpii sunt umanizati, analiza
ADCC poate fi efectuata pe celule NK umane.

Conform unei alte variante de realizare, un anticorp sau un fragment de legare la antigen
acestuia in cadrul inventiei nu este un antagonist al IL7 si/sau nu este un antagonist al TSLPR. Un
"Antagonist al IL-7R" inscamnd ci anticorpii sau fragmentele lor de legare la antigen conform
inventiei, care fintesc IL-7Ralpha, au efectul de a impiedica accesibilitatea receptorului IL-7
exprimat pe celule CD127, in special celulele T efectoare umane, in special celulele T de memorie
umane, pentru partenerul siu de legare IL-7, in special IL-7 uman, in timp ce anticorpii sau
fragmentele in sine nu declanseazd semnalizarea de citre receptorul IL7-R. Aceeasi definitie se
aplicd in mod similar "antagonistilor TSLPR", care se leagd de TSLPR, impiedicd legarea
ligandului si nu declanseaza el insusi semnalizarea. Conform unei realizari particulare a inventiei,
un anticorp sau un fragment de legare la antigen a acestuia in cadrul inventiei nu este un
"antagonist al CD127" ceea ce inscamnd cd acesta nu este nici un antagonist al IL-7, nici un
antagonist al TSLP. In acest sens, antagonismul fa{d de IL-7 si TSLP poate fi definit ca o
combinatie a oricdror exemple de realizare furnizate in continuare ca exemple de realizare
particulare pentru definirea faptului ci nu este un antagonist al IL-7R sau nu este un antagonist al
TSLP. Ca un rezultat al faptului ci nu este un antagonist al receptorului IL-7, contrar anticorpilor
din stadiul tehnicii, anticorpul conform inventiei sau fragmentul sdu functional nu conduce la
limfopenie puternici datoritd prevenirii generdrii de celule T-timicei dependente de IL-7. Un test
pentru masurarea proprietdtilor antagoniste ale anticorpilor sau a fragmentelor functionale ale
acestora din inventie este descris in exemple. In variante de realizare particulare, anticorpul sau
fragmentul de legare la antigen conform inventici este un antagonist al CD127. In realizirile
particulare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen conform inventiei este un antagonist al
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IL7-R. In variante de realizare particulare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen conform
inventiei este un antagonist al TSLPR.

In variante de realizare particulare, anticorpul si fragmentele de legare la antigen ale acestuia nu
reduc producerea de TARC a celulelor dendritice stimulate cu TSLP atunci cand sunt administrate.
In realizirile particulare, producerea de TARC in celulele dendritice stimulate cu TSLP, in
particular in condifiile descrise in sectiunca Exemple, este redusd cu nu mai mult de 20%, de
preferintd nu mai mult de 10% si chiar mai preferabil nu mai mult de 5% in prezenta anticorpilor
la o concentratie de 5 pg/ml sau mai mult (sau in prezenta unei concentratii echivalente de
fragment de legare a antigenului) si/sau este redusd cu nu mai mult de 80%, de preferintd nu mai
mult de 50%, mai preferabil nu mai mult decat 25% si chiar mai preferabil nu mai mult de 10% in
prezenta anticorpilor la concentratii de 25 pg/ml sau mai mult (sau in prezenta unei concentratii
echivalente de fragment care leagd antigenul).

In variante de realizare particulare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen a acestuia nu
inhiba semnalizarea STAT-5 a IL7-R indusi de IL-7. In realizirile particulare, fosforilarea STAT-
5 in celulele stimulate cu IL-7, in special in conditiile descrise in sectiunea Exemple, este redusd
cu nu mai mult de 30%, de preferintd cu nu mai mult de 25% si chiar mai preferabil cu nu mai
mult de 20 % in prezenta anticorpilor la o concentratie de 0,1 pg/ml sau mai mult si preferabil la o
concentratie de 0,5 pg/ml sau mai mult (sau in prezenta unei concentratii echivalente de fragment
de legare la antigen) si/sau este redusd prin mai mult de 50%, de preferintd nu mai mult de 35% si
chiar mai preferabil cu nu mai mult de 20% in prezenta anticorpilor la o concentratie de 1 pg/ml
sau mai mult (sau in prezenta unei concentratii echivalente de legare la antigen fragment) si/sau
este redus cu nu mai mult de 90%, preferabil nu mai mult de 70%, mai preferabil nu mai mult de
50% si chiar mai preferabil cu nu mai mult de 20% in prezenta anticorpilor la o concentratie de 5
pg/ml sau mai mult si de preferinti la o concentratie de 10 pg/ml sau mai mult (sau in prezenta
unei concentratii echivalente de fragment de legare la antigen).

Anticorpii impotriva domeniului extracelular al receptorului IL7 (sau TSLPR), si in special a
CD127, pot actiona ca agonisti ai IL7-R (sau TSLPR), adica pot concura cu legarea ligandului, in
timp ce legarea lor poate duce la activarea tuturor sau a unei parti din cdile de semnalizare a IL7-R
(sau TSLPR) in absenta ligandului si/sau la cresterea activirii in prezenta ligandului. In variante de
realizare particulare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen conform inventiei nu este un
agonist al CD127. In variante de realizare particulare, anticorpul sau fragmentul de legare la
antigen conform invenfiei nu este un agonist al IL7-R. In variante de realizare particulare,
anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al inventiei nu este un agonist al TSLPR. Intr-o
realizare particulard, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al inventiei nu este nici un
agonist al ciii IL-7, nici un agonist al cdii TSLPR.

In variante de realizare particulare, anticorpul si fragmentele de legare la antigen a acestuia nu
cresc productia TARC a celulelor dendritice stimulate cu TSLP atunci cand sunt administrate. In
realizdri particulare, producerea TARC in celule dendritice stimulate cu TSLP, in particular in
conditiile descrise in sectiunea Exemple, este crescutd cu nu mai mult de 60% si mai preferabil cu
nu mai mult de 50% in prezenta anticorpilor la o concentratic de 0,2 pg/ml sau mai mult, de
preferintd la o concentratie de 1 pg/ml sau mai mult si mai preferabil in prezenta a 25 pg/ml sau
mai mult (sau in prezenfa unei concentratii echivalente a fragmentului care leagd antigenul). in
variante de realizare particulare, anticorpul si fragmentul de legare la antigen conform inventiei nu
induc productia de TARC in celule in absenta TSLP, in special productia de TARC in prezenta
concentratiilor de anticorp sau fragment de legare la antigen de mai sus si in absenta TSLP este de
35% sau mai putin, de preferintd 20% sau mai putin si mai preferat 10% sau mai putin, in prezenta
TSLP si in absenta anticorpului sau fragmentului care leagi antigenul.

In variante de realizare particulare, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen a acestuia nu
creste semnalul STAT-5 al IL7-R indus de IL-7. in realizirile particulare, fosforilarea STAT-5 in
celulele stimulate cu IL-7, in special in conditiile descrise in secfiunea Exemple, este maritd cu nu
mai mult de 20%, de preferin{d cu nu mai mult de 10% si chiar mai preferabil cu nu mai mult de 5
% in prezenta anticorpilor la o concentratic de 0,1 pg/ml sau mai mult, de preferin{d la o
concentrafie de 1 pg/ml sau mai mult si chiar mai preferabil la o concentratie de 10 pg/ml sau mai
mult (sau in prezenta unui anticorp concentratie echivalentd a fragmentului de legare la antigen).
In exemple de realizare particulare, fosforilarea STAT-5 in absenta IL-7 si in prezenta anticorpului
sau fragmentului de legare la antigen la concentratiile de mai sus este de 20% sau mai pufin, de
preferintd 10% sau mai putin si chiar mai preferabil 5% sau mai putin din fosforilarea mentionata
in prezenta IL-7 si in prezenfa anticorpului (sau a fragmentului de legare la antigen).

Anticorpii din stadiul tehnicii care au atit proprietati citotoxice cit si antagoniste pentru celulele
CD127 pozitive care permit efectele cumulative ale acestor proprietifi in ceea ce priveste
epuizarea celulelor T efectoare, in special a celulelor T de memorie in special, permitand astfel o
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epuizare mai puternici (epuizarea din bazin a celulelor CD127+) si reducerea corespunzitoare a
numadrului de celule T tintd. Anticorpul conform inventiei induce o epuizare mai mica a celulelor T
CD127 care nu induc limfopenie care ar putea fi un efect advers in anumite circumstante.

Inventia furnizeaz3, de asemenea, polinucleotide care codificd anticorpii (si fragmentele)
din inventie. Astfel de polinucleotide sunt dezvaluite in special in Tabelul 6. Acestea pot fi
furnizate ca polinucleotide izolate. Persoana de specialitate va realiza ci, datoritd degenerdrii
codului genetic, secventele de polinucleotide distincte de acestea, dezvaluite in mod explicit, pot
codifica aceleasi secvenfe de aminoacizi; astfel de secvente de polinucleotide sunt incluse, de
asemenea, in prezenta invenfie.

Intr-o realizare particulard, polinucleotida cuprinde secventele din SECV ID NR.: 13, 15,
17, 19, 21 si 23 sau secventele din SECV ID NR.: 13, 15, 17, 25, 21 si 23, in special cuprinzand
secvenfele SECV ID NR.: 1 si 3 sau secvenifele din SECV ID NR.: 1 si 5, in special cuprinzand
secvenfele din SECV ID NR.: 41 si 47 sau secveniele din SECV ID NR.: 41 si 49.

Intr-o realizare particulard, inventia se referd la un vector care cuprinde polinucleotida
din inventie. Vectorul poate fi o plasmidd adecvatd pentru transfectia celulard sau poate fi un
vector adecvat pentru transductia celulard, cum ar fi un vector viral.

Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen a acestuia poate fi obtinut, in special, prin
sinteza ADN. Este posibil sa se sintetizeze cADN-ul anticorpului dorit §i sd se cloneze cADN-ul
respectiv intr-un vector adecvat. Sinteza, clonarea si exprimarea unui anticorp (sau a unui fragment
de legare a antigenului) pot fi realizate conform metodelor obisnuite in domeniu si usor accesibile
persoanelor de specialitate.

Un anticorp sau un fragment de legare la antigen al acestuia conform inventiei este
format in special, in mod avantajos, impotriva unei molecule care este CD127 exprimata de celule
T umane, eventual format de la o imunizare sub forma unei polipeptide native sau a unei molecule
recombinante. De preferintd, anticorpul este format impotriva unei polipeptide care consta din sau
cuprinde epitopul cu secvenfa ESGYAQNGDLEDAELDDYSFSCYSQLE (SECV ID Nr.: 55 din
Tabelul 6).

Imunizarea poate fi efectuatd in conformitate cu protocolul descris in exemplele de mai
jos: Fc CD127 himera recombinantd (10975-HO3H Sino Biological, Beijing, China) a fost utilizatd
pentru a imuniza sobolani, cum ar fi sobolani din specia LOU/C IgkIA disponibil la Universitatea
din Louvain, Belgia). Hibridomul a fost obtinut prin fuziunea celulelor mononucleare de splind cu
imunocitomul IR983F de sobolan LOU, o linie celulard ne-secretoare si rezistentd la azaguanind,
conform unei proceduri descrise anterior (Chassoux si colab., Immunology 1988 65 623-628).
Hibridomul a fost mai intii testata in functie de capacitatea anticorpilor monoclonali secretati de a
se lega de molecula CD127 recombinantd (CD127 Fc¢ himerd; 10975-HO3H, Sino Biological,
Beijing, China). Hibridomul a fost apoi testat pentru capacitatea anticorpilor monoclonali de a se
lega de CD127 exprimati de celulele T umane.

"Celulele hibridoma” in conformitate cu inventia, sunt celulele generate prin fuziunea
celulelor producdtoare de anticorpi (limfocite B) de 1a un animal imunizat anterior cu un imunogen
selectat si un partener de fuziune care sunt celule de mielom care permit s asigure imortalitate
celulei de fuziune rezultate. Celulele de mielom si celulele producitoare de anticorpi (celulele B
cum ar fi splenocitele) pot fi de aceeasi origine si sunt celule eucariote, in special celule de
mamifere ale aceluiasi animal. Ele pot fi de origine diferitd, dand astfel nastere unui
heterohibridom. Celulele de mielom cum ar fi imunocitomul IR983F de sobolan LOU, o linie
celulard care nu secretd si care rezistd la azaguanind sunt alese intre celulele care nu produc
imunoglobuline pentru a permite hibridomului preparat s secrete numai anticorpi monoclonali cu
specificitatea doritd. Alte celule adecvate pentru promovarea ADCC, cum ar fi cele descrise in
paginile urmitoare pentru prepararca anticorpilor prin expresie in celule recombinante, pot fi
utilizate in locul imunocitomului de sobolan. Astfel de celule sunt, in mod avantajos, celule care
au o capacitate scizutd sau fard fucozilare. Prepararea hibridomului adecvat pentru realizarea
inventiei se realizeazd conform tehnicilor convenfionale. Aplicdrile sunt descrise in detaliu in
exemplele prezentei cereri, ale ciror caracteristici dezvaluite pot fi adaptate la alte celule utilizate
ca parteneri de fuziune. Un hibridom particular dezviluit in prezenta inventie este MD707-3 depus
la nr. 14532 la 28 septembrie 2011 la CNCM (National Collection of Cultures of
Microorganismes, Paris, Franfa) in conformitate cu prevederile Tratatului de la Budapesta.
Hibridomul mentionat permite producerea unui anticorp de sobolan desemnat MD707-3 care a fost
modificat conform inventiei pentru a furniza anticorpi umanizafi Effi3.

Fragmentele de legare la antigen ale anticorpului pot fi obtinute pornind de la anticorp, in
special prin utilizarea digestiei enzimatice conform unor tehnici bine cunoscute incluzand digestia
cu papaind sau pepsind sau folosind orice tehnicd de clivaj adecvati. Acestea pot fi exprimate in
mod alternativ in celule gazdd modificate prin recombinare cu secvente de acid nucleic care
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codificd secventa de aminoacizi a numitelor fragmente sau pot fi sintetizate, in special sintetizate
chimic. In consecintd, anticorpii conform inventiei, incluzind anticorpii modificati, si fragmentele
de legare la antigen ale anticorpilor pot fi, de asemenea, preparati prin tehnici clasice de inginerie
geneticd, cum ar fi cele descrise de Sambrook si colab. [Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989) si versiuni
actualizate].

In conformitate cu inventia, "legarea” la proteina IL-7Ra se referd la o interactiune tip antigen-
anticorp si cuprinde proprietitile de "legare specificd” a anticorpilor sau a fragmentelor care leaga
antigenul, care legitura specifici Inseamna ci anticorpii sau fragmentele care leagd antigenul se
leaga la proteina IL-7Ra si in plus nu se leaga sau se leagd cu o afinitate semnificativ mai slaba
fatd de alte proteine (de exemplu, receptorul citokinic y-lant uzual). Specificitatea de legare si
legarea pot fi analizate in conformitate cu testele descrise in exemple si in particular pot fi
analizate prin analiz ELISA sau Western Blot.

Inventia se referd in consecintd la versiunile de polipeptide VH si VL asa cum s-a descris
mai sus, care cuprind sau nu peptida semnal. Peptida semnal poate fi necesard in timpul prepararii
polipeptidelor in celule.

Deoarece cea mai semnificativd proprictate a unui anticorp terapeutic este activitatea,
este important ca substitutiile propuse in timpul reuniformizarii si de-imunizirii s nu afecteze
afinitatea sau stabilitatea anticorpului. O mare cantitate de informatii a fost colectatd in ultimii 20
de ani in ceea ce priveste umanizarea si grefarea CDR-urilor (Jones si colab., 1986)( (Ewert si
colab., 2003), proprietitile biofizice ale anticorpilor (Ewert si colab., 2003), conformatia buclelor
CDR (Chothia si Lesk, 1987) (Al-Lazikani si colab., 1997) (North si colab., 2011) si pentru
fragmentul cadru (Vargas-Madrazo si Paz-Garcia, 2003) (Honegger si colab., 2009), care
impreund cu progresele in modelarea proteinelor (Desmet si colab., 2002) (Almagro si colab.,
2014) face posibild umanizarea si deimunizarea predictiva a anticorpilor cu afinitate si stabilitate
de legare refinutd. Cu toate acestea, in general rdmine necesar sd se testeze pentru proprietifile
dorite ale unui anticorp cu o secventi modificatd. Testele pentru caracteristicile anticorpului (sau a
fragmentului care leagd antigenul) sunt descrise aici, in special in sectiunea Exemple.

Secventele specifice descrise aici, de exemplu Effi3 VH3VL3 si Effi3 VH3VL4, sunt umanizate
intr-o mare misurd si umanizarea ulterioard nu ar fi consideratd, in general, necesard, in timp ce
inversarea unor substitutii pentru a restabili resturile originale de sobolan nu ar fi, in general,
considerate avantajoasd cel putin dacd se cautd un anticorp umanizat, in special pentru
administrarea la om. In variante de realizare particulare, anticorpul este umanizat si/sau de-
imunizat. In variante de realizare particulare, anticorpul sau fragmentul care leagi antigenul este
adecvat pentru administrare la oameni si, in particular, nu induce o reactie imunitard adversa la
oameni datoritd prezentei secventelor non-umane sau nu induce o astfel de reactie la un nivel clinic
inacceptabil.

Persoana de specialitate ar fi constient ci, daca s-ar cduta o imbunétdtire a unei caracteristici prin
substitutii in domeniul variantei fatd de secventele descrise in Tabelul 6, numai un numdr limitat
de substitutii ar fi de asteptat sd ofere o astfel de imbunitifire pastrind in acelasi timp alte
caracteristici (fie sau nu, substitufiile mentionate au efectul de a restabili aminoacizii originali ai
secvenfei MD707-3 a sobolanului). Un numdr mic de variante ar trebui, prin urmare, si fie testate
si sd poatd fi testate cu usurin{d utilizind metodele din prezenta inventie si metodele cunoscute
persoanelor de specialitate pentru caracteristicile importante ale anticorpului, in special legarea la
domeniul extracelular al CD127, optional competitia cu IL-7 si/sau TLSP, efectul antagonist
asupra CD127, IL7-R si/sau TSLPR, optional efectul agonist fatd de acesti receptori, efectul
asupra fosforildrii STAT-5 si/sau productiei TARC si in mod optional citotoxic, in special mediata
ADCC. Astfel de variante de secvente sunt cuprinse in prezenta inventie si cuprind in special:

o variante care au secventele CDR ale VH3 si VL3 sau VL4 si in care substitutiile relative
la secvenfele mentionate sunt limitate la resturile cadru, in special in care mai pufin de 20% (sau
mai putin de 25 de resturi), de preferintd mai putin de 10% (sau mai putin de 12 resturi ), mai
preferabil mai putin de 5% (sau mai pufin de 6 resturi) si chiar mai preferabil 3, 2 sau 1 rest(ri) de
fragment(e) cadru este(sunt) substituite in raport cu secventele mentionate;

o variante care nu au substitufii VIOIT sau V102T si in special variante care nu au
substitufii V101 si V102

in care variantele preferate au fie un rest S la pozifia 28 in VL-CDRI1 (adicd are VL-CDR1 al VL3,
cu secventa din SECV ID NR.: 20) si un rest E la pozitia 73 in secventele fragmentului cadru VL
(ca in VL3 cu secventa SECV. ID. Nr.: 4) sau un rest D la pozitia 28 in VL-CDRI (adici are VL-
CDR1 din VL4, cu secventa din SECV ID NR.: 26) si un rest G la pozifia 73 in secveniele
fragmentului cadru VL ca in VL4 cu secventa SECV ID Nr.: 6).
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Inventia se referd, de asemenea, la o moleculd himerica cuprinzand un anticorp sau un fragment al
acestuia asa cum este definit aici, in care molecula himericd mentionatd este:

. 0 moleculd complexd avand o multitudine de domenii functionale care asigura colectiv
functii de recunoastere, legare, ancorare, semnalizare la respectiva moleculd, in special un receptor
de antigen himeric (CAR) cuprinzand in asociere intr-o moleculd recombinantd, in special intr-o
proteind de fuziune, (i) un ectodomeniu care este un fragment scFv al respectivului anticorp sau
fragment de legare la antigen asa cum este definit aici, (ii) un domeniu transmembranar pentru
ancorarea intr-o membrana celularj si (iii) un endodomeniu care cuprinde cel putin un domeniu de
semnalizare intracelular.

Intr-o realizare particulard, molecula himerica este o0 moleculd CAR care cuprinde cel putin 2, in
mod avantajos, cel putin 3 domenii de semnalizare in care domeniile de semnalizare permit in mod
colectiv cel putin una dintre urmitoarele proprietifi:

J inifierea activdrii celulelor T, cum ar fi furnizatd de domeniul citoplasmatic CD3z
. citotoxicitate mediatd de celuld T,
. amplificarea semnalului de activare a celulei T sau costimularea semnalului men{ionat,

cum ar fi furnizatd de elementele costimulatoare derivate de la receptori cum ar fi 4-1BB, CD28
sau ICOS sau OX40.

Inventia se referd, de asemenea, la o celuld cuprinzind un anticorp sau un fragment de legare la
antigen al acestuia asa cum este descris aici sau cuprinzand o moleculd himericd asa cum este
definitd aici, in care anticorpul sau fragmentul de legare la antigen a acestuia este expus ca
ectodomeniu la suprafata celulei. Celula poate fi, in mod avantajos, o celuld T, cum ar fi o celuld T
autologd a unui pacient sau o celuld T alogena.

Domeniul de semnalizare cuprins in molecula himerica poate fi derivat in mod avantajos
din CD3z sau din lantul Y al receptorului Fc.

Inventia se referd, de asemenea, la utilizarea acestor molecule himerice, cum ar fi
moleculele de CAR, pentru a {inti celulele T CD127+, in special celulele T CD127+ tumorale.

Inventia se referd de asemenea la 0 metodd sau preparare a receptorului antigenic himeric
(CAR) care cuprinde etapele de:
a. furnizarea unei polinucleotide care codificd un anticorp sau un fragment de legare la antigen a
acestuia, in particular un fragment scFv,
b. recombinarea numitei polinucleotide de la punctul a) la capdtul sdu C-terminal cu polinucleotide
care codificd un domeniu transmembranar de la capdtul N- la C-terminal si cel putin unul, in
special doud domenii de semnalizare intracelulare adecvate pentru a furniza semnal(e) de stimulare
la o celuld, in particular 1a o celuld T, mai precis 1a o celuld T umani.
c. exprimarea moleculei recombinante obfinutd in b) intr-o celuld, in special intr-o celuld T, mai
particular intr-o celuld T uman,
d. selectarea receptorului de antigen himeric produs pentru proprietitile sale dupd contactarea
acestuia cu o celuld care exprimd CD127 uman.

Inventia se referd, de asemenea, la o metodd de fabricare a unui anticorp al inventiei
cuprinzand etapele de imunizare a unui animal non-uman, in special a unui mamifer non-uman,
impotriva unei polipeptide avand secventa din SECV ID NR.: 55 si in special colectarea serului
rezultat din respectivul animal non-uman imunizat pentru a obtine anticorpi indreptati impotriva
numitei polipeptide.

Intr-o realizare particulard a metodei de fabricare a unui anticorp conform inventiei, pot
fi efectuate etape suplimentare pentru a evalua proprietitile anticorpilor preparati. Etapele pot
cuprinde, 1n special, urmitoarele aspecte de realizare independent una de cealalta:

a. testarea (de exemplu, conform unei metode descrise in exemplele din secfiunile intitulate
"Testul de legare IL7R prin citofluorometrie” si "recunoasterea rCD127 a mAb anti-h-CD127
evaluat prin ELISA") capacitatea unui anticorp sau a unui fragment de-anticorp de legare la
antigen care se leagi la domeniul extracelular al CD127, in special la polipeptida care cuprinde sau
constd din epitop cu secventa SECV ID Nr.: 55,

b. testarea (de exemplu, conform unei metode descrise in exemplele din sectiunea intitulatd "Testul
de activitate Phospho Stat5") efectul unui anticorp sau al unui fragment de legare la antigen a unui
astfel de anticorp asupra cdii de semnalizare a IL-7,

c. testarea (de exemplu, conform unei metode descrise in exemplele din sectiunea intitulatd "Test
de secretie TARC"), efectul unui anticorp sau al unui fragment de legare la antigen a unui astfel de
anticorp pe calea de semnalizare TSLP,
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d. testarea (de exemplu, conform unei metode descrise in exemplele din sectiunea intitulati
"Cytotoxicitatea celulard dependentd de anticorp") activititii citotoxice, in special activitatea
ADCC a unui anticorp sau a unui fragment de legare la antigen a unui astfel de anticorp;

Metoda de fabricare a unui anticorp sau a fragmentului sdu de legare la antigen conform inventiei
poate cuprinde suplimentar etapa urméitoare, care selecteazad un anticorp sau un fragment de legare
la antigen a unui astfel de anticorp care se leagd in mod specific 1a domeniul extracelular al CD127
care prezintd cel putin una dintre urmitoarele proprietifi:

. nu este un antagonist al CD127 si nu inhibd fosforilarea indusd de IL-7 a STATS in
celulele care exprimd IL7-R si/sau,

J nu inhibd secrefia stimulatd de TSLP de TARC in celulele care exprimd TSLP-R si/sau,

. nu este un agonist al CD127 si/sau,

J nu creste fosforilarea indusa de IL-7 a STATS in celulele care exprima IL7-R si/sau,

J nu creste secrefia stimulatd de TSLP a TARC in celulele care exprima TSLP-R.

O realizare particulard a metodei oferad un anticorp sau un fragment de legare la antigen a acestuia
care se leagd in mod specific 1a domeniul extracelular al CD127 si nu este un antagonist al CD127
si nu inhibd fosforilarea indusd de IL-7 a STATS5 in celulele care exprimd IL7-R si nu inhibd
secretia stimulatd de TSLP a TARC in celulele care exprimd TSLP-R si nu este un agonist al
CD127 si/sau nu creste fosforilarea indusa de IL-7 a STATS in celulele care exprima IL7-R si nu
mdreste stimularea secretiei de TSLP de citre TARC in celulele care exprimd TSLP-R.

Un alt obiect al inventiei este 0 compozitie farmaceutica care cuprinde un anticorp sau un fragment
de legare la antigen al acestuia sau o moleculd himerici, conform inventiei, cu un vehicul
farmaceutic, in care respectiva compozitie farmaceuticd cuprinde in mod optional un ingredient
activ diferit.

Inventia se referd, de asemenea, la o compozifie cuprinzind ca ingredient activ un anticorp sau un
fragment de legare la antigen al acestuia sau o moleculd himerica sau o celuld sau o polinucleotida
conform definifiilor furnizate aici sau o compozitie farmaceutica intr-o formulare adecvata pentru
supravietuirea i expansiunca celulelor pozitive CG127 umane de control, in special celulele
efectoare CD127 pozitive umane, in special supraviefuirea sau expansiunea celulelor T de
memorie CD127+, in special celulele T de memorie care sunt ambele celule CD127 + si CD8 +
sau care sunt ambele celule CD127+ si CD4+, atunci cand sunt administrate unui pacient uman.

O compozitie conform inventiei poate cuprinde suplimentar un compus suplimentar avand un efect
imunomodulator terapeutic, in special asupra celulelor implicate in alergie sau autoimunitate.
Pentru scopuri ilustrative, imunomodulatoarele de interes sunt alti anticorpi monoclonali care
vizeazd celule T, cum ar fi anticorpi anti-CD3, anti-ICOS sau anti-CD28 sau proteine
recombinante sau anticorpi care vizeaza celule accesorii cum ar fi anticorpi CTLA4Ig sau anti-
CD40.

Conform unei alte variante de realizare, o compozifie conform inventiei poate cuprinde

in plus agenti imunoterapeutici utili in contextul inventiei, sunt selectati din grupul constind din
vaccinuri terapeutice (vaccinuri ADN, ARN sau peptide), agenti de blocare sau activatori ai
punctelor de verificare imund sau imunoconjugati cum ar fi conjugati anticorp-medicament.
Agentii imuno-terapeutici care pot lua vaccinuri impotriva cancerului de la fenomene biologice
interesante la agenti terapeutici eficienti includ: factorii de crestere ai celulelor T pentru a creste
numdrul si repertoriul celulelor T naive, factorii de crestere pentru a creste numarul celulelor
dendritice (DCs), antagonisti si activatori de DC-uri si alte celule care prezintd antigen (APC),
adjuvanti pentru a permite si pentru a amplifica vaccinurile impotriva cancerului, agonisti pentru a
activa si stimula celulele T, inhibitori ai blocarii punctului de control al celulelor T, factori de
crestere ai celulelor T pentru a a spori cresterea si supravietuirea celulelor T imune, agenti de
inhibare, de blocare sau de neutralizare a celulelor canceroase si citokine imunosupresoare derivate
din celulele imune.
Sunt cunoscute in domeniu tinte si agenti de blocarea a punctelor de verificare imuni. In contextul
prezentei inventii, exemple de tinte, in special agenti de blocare sau activatori ai punctelor de
control imun care ar putea fi utile sunt anti-PDL1, anti-PD1, anti-CTLA4, anti-CD137, anti-Her2,
anti-EGFR, anti-CD20, anti-CD19, anti-CD52, anti-CD-137, anti-CD2, anti-CD28, anti-CD40,
HVEM, BTLA, CD160, TIGIT, TIM-1/3, LAG-3, 2B4 si 0X40.

Inventia se referd, in consecinti,

. un anticorp sau un fragment de legare la antigen a acestuia, o moleculd himerica, o celuld
sau o polinucleotidd, asa cum s-a definit aici
. cel pufin un alt agent terapeutic selectat din grupul de agenti chimioterapeutici, agenti

radioterapeutici, agenti chirurgicali, agenfi imunoterapeutici, probiotice si antibiotice,
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in care ingredientele active mentionate sunt formulate pentru terapie separatd, simultand sau
combinatd, in special pentru utilizare combinati sau secventiala.

Inventia se referd la un exemplu de realizare a unui produs combinat care este adecvat
pentru administrarea la un pacient uman care are nevoie de acesta si care contine ca ingredienti
activi: (i) un anticorp sau un fragment de legare la antigen a acestuia, o moleculd himericd, o
polinucleotidi definitd aici si (ii) un agent imunoterapeutic suplimentar, in particular un agent
imunoterapeutic care implicd celule T, cum ar fi o celuld T care poartd o moleculd CAR asa cum
este definita aici sau o moleculd CAR care tinteste un receptor de celule sau un antigen cum ar fi
CD19, CD20, CD52 sau Her2. Intr-o realizare particulard, anticorpii utilizati sunt anticorpi IgG1 si
sunt utilizati ca un agent citotoxic.

Inventia se referd, de asemenea, la un anticorp sau la un fragment de legare la antigen al
acestuia sau la o moleculd himerica sau la o celuld sau la o polinucleotidd asa cum este definitd sau
ilustratd aici, pentru utilizare ca ingredient activ intr-o schemi terapeuticd combinati sau
suplimentard la un pacient care are nevoie de aceasta.

Un anticorp sau un fragment de legare la antigen al acestuia sau o moleculd himerica sau o celuld
sau o polinucleotidd conform inventiei, o compozitie farmaceuticd sau o compozitic asa cum s-a
definit aici sunt propuse in special pentru utilizare la un pacient uman pentru tratarea afectiunilor
patologice influentate de rispunsuri imune, in special prin rispunsurile celulelor T de memorie. In
consecintd, inventatorii au propus ca anticorpul sau fragmentul siu de legare la antigen, molecula
himerica conform inventiei, compozitia farmaceutica sau compozitia asa cum s-a definit aici si fie
utilizatd pentru tratamentul bolilor autoimune sau alergice, in particular afectiuni ale pielii
alergice, tulburdri intestinale sau pentru transplant respiratie sau pentru tratamentul leucemiei cum
ar fi leucemia limfoblastica acutd (de exemplu T-ALL) sau limfomul cum ar fi limfomul Hodgkin
sau tratamentul unei boli de cancer cum ar fi cancerul de san asociat celulelor CD127+, cancerul
renal, cancerul vezicii urinare, cancerul pancreatic sau pentru tratamentul unui limfom cutanat de
celuld T, cum ar fi limfomul Sezary sau pentru tratamentul leucemiei limfoblastoide acute cu
mutatie-de sporire a ciii IL7-R/TSLP, mezoteliom.

Avand in vedere activitatea lor particulard in tintirea celulelor pozitive CD127 si activitatea
citotoxicd, anticorpii inventiei sau fragmentele lor de legare la antigen sunt adecvati, in mod
special, pentru utilizarea in tratarea bolilor respiratorii cum ar fi astmul, fibroza chisticd, tusea
eozinofila, bronsita, sarcoidoza, fibroza pulmonara, rinita, sinuzita, infectii cronice virale cum ar fi
infectiile datorate virusului HIV, virusul papilomului, virusul hepatitei, bolile alergice precum
rinosinuzita alergicd astm alergic, conjunctivita alergicd, dermatita atopica, alergiile alimentare,
limfomul sau leucemia ( de exempu, pre-B ALL) si boli autoimune care implica un rispuns de tip
Th2 daundtor, cum ar fi lupusul, psoriazisul, sindromul sjégren, colita ulcerativd, diabetul de tip 1
de poliartrita reumatoida.

Comporzitia sau mijloacele terapeutice combinate conform inventiei sunt, de asemenea, adecvate
pentru utilizare in tratamentul unui pacient care prezintd o boald care implicd celula CD127+, cum
ar fi cele mentionate mai sus. In particular, compozifia sau mijloacele terapeutice combinate
conform inventiei sunt adecvate pentru tratamentul unui pacient care prezintd un cancer cu celule
tumorale pozitive CD127, in particular un cancer in care celula CD127+ constituie un marker al
prognosticului slab, cum ar fi cancerul pulmonar sau mezoteliom.

Prin "tratament” sau "tratament terapeutic”; se infelege cd etapele de administrare
efectuate duc la imbunititirea conditiei clinice a unui animal sau a unui pacient uman care are
nevoie de acesta, care suferd de tulburdri asociate cu cdile IL-7 si TSLP, adicd implicAnd
proliferarea sau acumularea a celulelor pozitive CD127 sau diferentierea/maturarea/proliferarea
celulelor ca rdspuns la TSLP. Un astfel de tratament vizeazd imbunitifirea stdrii clinice a
pacientului uman sau animal prin eliminarea sau ameliorarea simptomelor asociate cu
tulburarea(rile) legate de prezenta acestor celule, adicd; care implici proliferarea si/sau acumularea
celulelor pozitive CD127 sau diferentierea/maturarea/proliferarea celulelor ca raspuns la TSLP
si/sau intr-o formd de realizare preferatd, tratamentul conform inventiei permite restabilirea
sanAtatii.

Inventia se referd, de asemenea, la utilizarea unui anticorp anti-CD127 sau a unui

fragment de legare la antigen al acestuia, asa cum este definit aici, Intr-un test de diagnosticare, in
special intr-un test de diagnosticare pentru medicina personalizati, mai precis intr-un test de
diagnosticare insotitor.
Inventia se referd, de asemenea, la o metodd de diagnosticare in vifro sau ex vivo, in special o
metodd de diagnosticare adecvatd pentru utilizare in medicina personalizatd, in special intr-un
diagnostic insotitor, in care un anticorp anti-CD127 din inventie sau un fragment de legare la
antigen a acestuia este utilizat pentru detectarea celulelor CD127+ intr-o proba obtinuta anterior de
Ia un subiect si op{ional pentru cuantificarea expresiei CD127.
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Intr-o realizare particulard, inventia se referd, de asemenea, la utilizarea unui anticorp anti-CD127
din inventie sau a unui fragment de legare la antigen a acestuia in fabricarea unui medicament
adecvat pentru utilizare intr-un test de diagnostic, in special pentru utilizare in medicina
personalizata sau intr-un test de diagnosticare insofitor.

Intr-un alt aspect al inventiei, un anticorp anti-CD127 din inventie sau un fragment de
legare la antigen a acestuia este utilizat intr-o metodd de determinarea in vitro sau ex vivo a
prezentei celulelor CD127 + intr-o proba obtinutd anterior de la un subiect.
Intr-o realizare particulard, aceastd metoda cuprinde determinarea expresiei in vitro si/sau nivelul
de exprimare a CD127, intr-o probd biologicd a respectivului subiect folosind anticorpul CD127
anti-uman sau fragmentul sdu de legare la antigen conform inventiei.

Intr-o altd forma de realizare, aceastd metodad cuprinde determinarea prezentei CD127 ca
biomarker care este predictivad pentru rispunsul unui subiect la un tratament, in special un rispuns
al unui subiect diagnosticat cu un cancer in care metoda mentionata cuprinde:

. determinarea nivelului de expresie al CD127 intr-o probd tumorald a unui subiect, in
particular cu anticorpul anti-CD127 sau fragmentul sdu de legare la antigen conform inventiei si
. compararea nivelului de expresiei a CD127 cu o valoare reprezentativd pentru un nivel de

expresie al CD127 intr-o populatie de subiecti care nu rdspunde,

in care un nivel de exprimare mai ridicat al CD127 in proba tumorala a subiectului este indicativ
pentru un subiect care va rdspunde la tratament.

Determinarea nivelului de expresie conform metodei poate cuprinde cuantificarea moleculei
CD127 pe celulele probei.

Legenda figurilor:
Scurti descriere a desenelor

Figura 1 Efectul de legare Effi3 la CD127 prin Facs si ELISA. A. Afiseazd procentul de celule
pozitive CD127 peste un raspuns al dozei de colorare Effi3. B. Activitatea de legare Effi3. A.
Analiza activitdtii de legare, anticorpii anti-CD127 au fost testati pe Sandwich ELISA: MD707-3
(linia de start), varianta Effi3 VH3VL3 (linia triunghiului) si varianta Effi3 VH3VL4 (linia
patratd).

Figura 2 Analiza de stabilitate prin ELISA in timp la temperaturd diferitd: figura prezintd
absorbanta anticorpului Effi3 de la DO la 28 si stocatd la RT (linia cu triunghi), 4°C (linia cu
patratd), 37°C (linia incrucisatd), -80°C (linia de stare) sau dezghetatd de 3 ori la -80°C (linia
bard).

Figura 3 Efectul legarii Effi3 pe CD127 dupi stimularea IL7 sau TSLP. A. Inhibarea limfocitelor
T pSTATS + induse de IL-7 in doza de rdspuns la mAb MD707-3 (pitrate negre), fard efect al
mADb Effi3 (pitrate goale) asupra P-STATS5 dependentd de IL7. B. Efectul productiei TARC induse
de TSLP de anticorpi anti-CD127 umani. Cuantificarea prin ELISA a productiei TARC in
supernatantul celulelor dendritice CD1C + din singe uman a fost cultivatd timp de 24 de ore cu 15
ng/ml TSLP si diferite concentratii de anticorpi anti-CD127 anti-umani:anticorpul MD707-3, Effi3
sau anti-TSLP ca un control pozitiv al inhibitiei.

Figura 4 Studiu de citotoxicitate al variantelor Effi3, clone umanizate ale MD707-3, la concentratii
diferite si diferite raporturi intre Effector si celulele fintd. Citotoxicitatea celulard dependenta de
anticorp (ADCC) dupd incubarea cu celule NK umand ca celule efectoare (E) ale Effi3 H3L3 si
Effi3 H3L4 pe linii celulare(T-ALL) de leucemie limfoblasticd acutd de celule T LAL-T DND41
(CD127 +) marcat 51Cr la un raport diferit: (E:T = 30:1; 10:1 si 3:1). Procentul de citotoxicitate
specifici a fost determinat prin eliberarea de 51Cr.

Figura 5 Secvenfa de aminoacizi CD127 umand: aminoacizii innegriti reprezinti secventa de
epitop liniar recunoscutd de anticorpul Effi3.

Figura 6 Secvenfa de aminoacizi (aa) a Iui Effi3 VH3 cu izotip IgGlm: aa in gri: peptidd semnal,
aa cu caractere aldine si italice: CDR1, CDR2 si CDR3; aa subliniate: regiunea constantd IgG1lm;
aa inalte innegrite: aa umanizat.

Figura 7 Aminoacid (secventa aa a Effi3 VL4 cu regiune constantd aa CLkappa: in gri: peptidd
semnal, aa cu caractere aldine si italice: CDR1, CDR2 si CDR3, aa subliniate: regiunea constanta
CLkappa;

Exemple/Materiale si metode/Rezultate
UMANIZARE
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Clona MD707-3 a fost umanizatd prin de-imunizare §i metode in Silicon de
reuniformizare descrise mai sus.
Anticorpul MD707-3 constd din lantul usor (Secventa SECV ID Nr.: 57 din Tabelul 6) si

lantul greu (secvenfa SECV ID Nr.: 56 din Tabelul 6). Analiza con{inutului domeniului MD707-3

5 a ardtat ci este un Fv, probabil dintr-un anticorp [gG1 cu lungime intreagd. Domeniile variabile au

fost izolate si adnotate cu definitiile si numerotarea CDR Kabat. S-au generat alinieri de secvente

care au comparat domeniile variabile MD707-3 cu linii germinale umane. Pe baza identititii

generale de secventei, a pozifiilor de interfatd potrivite si a pozitiilor canonice CDR clasificate in

mod similar, a fost identificati o familie de germeni pentru fiecare lant. MD707-3 a fost gasit a fi

10 similar cu linia germinativa a lantului usor KK2-A3 si greu VH3-3-73. Au fost construite modelele
structurale ale secventelor parentale si de-imunizate.

Tabelul 1 Resturi de reuniformizare

Lant Regiune Substitutie Descriere

L FR1 ATS Substitutia conservativd a Alaninei cu Serind determind pozitia in linie
cu cea mai apropiatd linic geminald umand.

L FR1 L9S Reuniformizarea proeminentelor Leucind la Serind. Cu toate cd Leucina
se gaseste la aceastd pozitie, aceasta este un rest hidrofobic complet
expus care poate fi substituit

L FR1 VI1L Substitutia Valinei cu Leucind la pozitue 11 este partea unei
reuniformizari si remodeldri mai mari a FR1, care include pozitiile 12 si
18. Cele trei substitutii vor modifica suprafata la compararea acesteia cu
cea mai apropiatd linie germinald umani. Reuniformizarea Valinei la
Leucind in legiturd cu Serina la Prolind la pozitia 12.

L FR1 S12P Reuniformizarea Serinei la Prolind in legiturd cu Valina la Leucini la
pozitia 11.

L FR1 S18P Reuniformizarea Serinei la Prolind

L L2 L59R Atat Leucina cit si Arginina este mentinutd la pozitie.

Oricum, cea mai asemindtoare linic germinald umand are Arginind.
Deoarece pozitia se afld in CDR L2 si chiar in cazul in care acesta nu
este implicat in legarea Leucinei, a fost retinut in primul lant de
reuniformizare. Arginina a fost e¢valuatd in al doilea lant de
reuniformizare.

L FR3 R68S Reuniformizarea proeminentelor striine de Arginind la Serind

L FR3 K82R Substitutia conservative ale Lizinei la Arginind determind pozitia in linia
cu cea mai apropiatd linic germinald umani

L FR3 T85A Substitutia conservative ale Treoninei la Alanind determind pozitia in
linia cu cea mai apropiati linic germinald umani

H FR1 H3Q Histidina este rest striin, reuniformizarea Glutaminei.

H FR1 K15G Reuniformizarea proeminentelor striine de Acid glutamic la Glicind.
Substituire in legiturd cu Lizina la pozitia 16 pentru incdrcarca
neutralititii

H FR1 E16G Reuniformizarea proeminentelor striine de Acid glutamic la Glicind.
Substituire in legiturd cu Lizina la pozitia 15 pentru incdrcarca
neutralititii

H H2 E64D Substitutia consevativd a Acidului Glutamic la Aspartic determinind
pozitia in linia cu cea mai apropiatd linic germinativd umani

H FR3 MSOT Reuniformizarea a expus hidrofob Metionina la Treonind

H FR3 N87S Reuniformizare Asparagind la Serind+

H FR3 DO1E Substitutia consevativi a Acidului Aspartic la Glutamic determinind
pozitia in linia cu cea mai apropiatd linic germinativd umani

H FR3 MI5V Reuniformizarea suprafetei a expus Metionina la Treonind. Treonina
este, de asemenea, gisitd frecvent la pozitie. Oricum, cea mai apropiati
linie germinativd umani contine Valini.

H FR4 MI1L Reuniformizarea a expus hidrofob Metionina la Leucind. Pozitia trebuie
fic Leucind sau Metionind si Leucina nu poate fi oxidati.

Reuniformizarea substitutiilor au fost modelate pe baza acestui context specific si poate avea efecte diferite dacd se
realizeazi in alte contexte de secventa.

15 Tabelul 2 Substitutii de de-imunizare
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Lant

Regiune

Substitutie

Descriere

L1

528D

Subtitutia 1la Acid Aspartic indepirteazd complet doi
epitopi eterogeni. Aceastd subtitutie CDR este realizatd
datoritd eficientei sale in reducerea imunogenititii
presupuse. Pozitia este exteriorul interfetei de legare.
Introducerea unei incircdri aici va inlocui pierderca
incicdrii spatiale cele mai apropiate la pozitia 73,
L.E73G.

FR2

K47Q

Substitutia de de-imunizarea a Lizinei la glutamind care
indeparteazi legitura pentru alotopii 8 HLA-DRBI.
Substitutia asigurd mentinerea neutralititii incircarii
cand este realizati subtitutia Q50K.

FR2

Q50K

Subtitutia de de-imunizare a Glutaminei la Lizind nu
este cea eficientdi iIn reducerea imunogenicititii
presupuse dar aduce domeniul in linie cu setul de
reziduuri asteptat in grupul de incdrcare in jumitatea
domeniului inferior VK. Introducerea de incécare este
compensatd printr-o subtitutic de reuniformizare la
pozitia 47.

L2

A60D

Pozitia 60 este partea inferioard a buclei, departe de
interfata de legare. Acidul aspartic este acceptat la
pozitie si este eficientd la reducerea imunogenitaii.

FR3

E73G

Pozitia 73 este, In mod uzual, glicini, la anticorpii
umani si este aproape de CDRuri. Acidul glutamic
trecbuic sd fie indepdrtat atit din motive de
reuniformizare cit si din motive de de-imunizare.
Oricum, datoritd apropierii de CDR-uri, subtitutia este
realizati numai impreund cu re-introducerea unei
incircdri la pozitia 28 cea mai apropiatd spatial.
Substitutia indepdrteaza 4 epitopi eterogeni.

FR3

VooT

Substitutia de de-imunizare a solventului la Valini
pentru Treonind. Substitutiile indepdrteazd legitura la
alotopii 7THLA-DRB1

FR3

S21T

Substitutia de de-imunizare in FR1 care indepirteazi
legdtura la alotopii 9 HLA-DRBI.

FR!

S30T

Pozitia este aproape de interfata de legare. Oricum,
dandu-se locatia si directia trebuic sd fie cvaluatd
orientarea substitutici de de-imunizare conservativd a
Serinei la Treonind. Substitutia indeparteaza legitura la
alotipii 4HLA-DRBI1 care includ alotipii DRB1*03:01
obisnuiti.

FR3

M95T

Substitutia Metioninei la Treonind este mult mai eficinta
in reducerea imunogenititii in comparatic cu Valina,
indepartind legitura la un alotip 19 HLA-DRB1.

H3

VIOIT

Substitutia la pozitia 101 si 102 sunt menite pentru
indepartarea unui grup de epitopi din care fac parte FR3
si H3. Substitutiile sunt eficeinte la reducerea
imunogenicititii presupuse, impreund cu indepartarca
legiturii pentru alotipurile 26 HLA-DRBI1. Analiza
structurald cu atentie a indicat ca subtitutia 1la Treonini
cu lantul sdu similar secundar ramificat, poate fi tolerat.

H

H3

VI102T

Substitutia de de-imunizare eficientd care poate fi
toleratd

Substitutiile de de-imunizare au fost desemnate pe baza secventei de reuniformizare §i pot avea un
efect diferit se realizeazi in alte contexte de secventi.

Au fost propuse patru lanfuri usoare reuniformizate/de-imunizate si patru lanturi grele
reuniformizate/de-imunizate. Au fost proiectate 15 variante si au fost recomandate sa fie exprimate
sl caracterizate in vitro.
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Tabelul 3. Pozitii conservate in interfata VH/VL

Domeniu Pozitii
VL 34, 36, 38, 43, 44, 46, 87, 88, 91, 96, 98
VH 35v*, 37, 39, 45, 47, 91, 93, 95 100-100k**, 101, 103

Toate pozitiile sunt in conformitate cu numerotarea Kabat

*Numerotarea pozitiei la un capdt N-terminal la pozitia 36 este dependentd de lungimea CDR H1
** Numerotarea pozitiei la un capdt N-terminal la pozitia 36 este dependenta de lungimea CDR H1
**Numerotarea pozitiei la un capit N-terminal la pozitia 101 diferd prin lungimea CDR H3

Tabelul 3. Pozitia de determinare a clasei canonice CDR

CDR Resturi cheie

L1 2.25,27b, 27¢, 28, 33,71
L2 34

L3 90, 94, 95, 97

H1 24, 26,29, 35%% 94

H2 54, 55,71

Toate pozitiile sunt in conformitate cu numerotarea Kabat
*Numerotarea pozitiei la un capdt N-terminal la pozitia 36 este dependenti de lungimea CDR H1

Nucleotide si secvente de aminoacizi ale Mabs CD127 anti-umane

Regiunile VH si VL ale clonei Effi3 au fost secventiate folosind tehnologia PCR RACE.
Pe scurt, ARN-ul total a fost extras, transcris invers si cCADN-ul rezultat a fost poli-adenilat la
capatul 3' al moleculelor folosind dATP si enzima terminald a transferazei. A fost efectuatd o
primi reactie PCR cu ciclu de 35 de cicluri folosind un primer de ancorare oligodT si enzima
Herculease (Stratagene). A doua secventd PCR de 35 de cicluri a fost realizata utilizind primeri de
ancorare PCR in serie. Produsul PCR rezultat a fost ulterior clonat cu TA E coli si dupa selectarea
pe ampicilind, coloniile rezultate au fost analizate prin profilare cu enzime de restrictie si CADN
inserate secventializate.

Variantele Effi3 umanizate au fost clonate in plasmide pFuse-CHiG sau pFuse-CLIg

Clonarea secventelor de mutatie umanizatd de VH Effi3 in plasmida de expresie pFuseCHIg-
hGled

Plasmida de expresie pFuseCHIg-hGle4 (Invivogen) contine un domeniu constant CH1
+ balama + CH2 + CH3 a IgG1 uman, care a fost modificati pentru a imbunatiti efectul citotoxic
ADCC si CDC. Pentru inceput, s-au sintetizat numai secvente Genscript ale varietitilor MD707
umanizate MD707 WT, VH3 si VH4 (cele mai umanizate), introduse in vectorul de clonare
(pUC57) cu extremitifile EcoRV 5' si 3' si addugarea secventei Kozak (GCCACC) inainte de
ATG, trimise la noi (4 pg liofilizat) si resuspendate in 20 pl H20. Fiecare plasmidi a fost digeratd
cu enzima de restrictie EcoRV pentru a extrage insertia VH (400 bp).

O insertie purificatd a fost ligatd in plasmida de expresie, plasmidd de expresie
pFuseCHIg-hGle4 deschisa in EcoRV si defosforilatd. Clonele pozitive, care au inserat fragmente
de VH in orientarea corecta inainte de domeniile constante umane, au fost amplificate si purificate
prin Midiprep-fard endotoxine (Macherey-Nagel) pentru etapa de transfectie.

Clonarea secventelor de mutatie umanizatd a EffI3 VL in plasmida de expresie pFuseCLIg-hk

Plasmida de expresie pFuseCLIg-hk (Invivogen) contine domeniul constant CLkappa al
IgG1 umane. Pentru inceput, numai secvenfele de variate VLwt, VL3 si VL4 umanizate s-au
sintetizat prin Genscript, inserate in vectorul de clonare (pUC57) cu extremitd{i BsiWI 5' si 3' si
addugarea secventei Kozak (GCCACC) inainte de ATG, trimis noud (4ug liofilizat) si
resuspendate in 20 pl H20. Fiecare plasmida a fost digerati cu enzima de restrictiec BsiWI pentru a
extrage insertia VL (400 bp). O insertie purificati a fost ligatd in plasmida de expresie, plasmida
de expresie pFuse CLIg-hk deschisd in BsiWI si defosforilatd. Clonele pozitive, care au inserat
fragmente VL in orientarea corectd inainte de domeniile constante umane, au fost amplificate si
purificate prin Midiprep-fird endotoxine (Macherey-Nagel) pentru etapa de transfectie.

Co-transfectia variantelor umanizate Effi3 (VH3 sau VH4 si VL3 sau VL4) in celulele de
mamifere
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Cu o zi inainte de transfectie: COS au fost insdmantate la 100 000 celule/godeu in placa
P12 cu mediu completat (DMEM SVF10% (Hyclone) + PS 1% + Glu 1%) si incubate la 37°C, 5%
CO2.
In ziua transfectiei: celulele COS trebuie sd aibd o confluentd de 50-90%. Acestea au fost spalate
cu PBS si tinute cu 500 pl in mediu finalizat. 0,8 pg varianta VH + 0.4 pg varianta VL a fost
amestecatd in 200 pul mediu OptiMEM si s-a adaugat 1 pl de Plus Reagent (Invitrogen) (incubare
15 min la temperatura camerei). S-au addugat 3,5 pl de lipofectamind LTX (Invitrogen) + 100 pl
in amestec si s-au incubat 25 de minute la temperatura camerei. Intregul amestec a fost depus
picdtura cu picaturd pe celule COS si incubat 48h la 37%, 5% CO2. Dupa 48 ore, supernatantii au
fost recoltati si centrifugati (1500 rpm 10 min 4°C). Pentru ELISA sandwich, anticorpul IgG anti-
uman IgG (specific Fc) a fost acoperit la 1,2 pg/ml pe placa P96 si s-au adiugat dilutii de
supernatant pentru a mdsura concentratia in functie de intervalul standard. Dupd incubare si
spdlare, s-au addugat si s-au descoperit prin metode conventionale lanfuri usoare anti-umane de
soarece (specific kappa) plus anticorp anti-soarece marcat cu peroxidaza. Pentru analiza ELISA de
activitate, recombinantul hCD127 (Sino Biologicals, Beijing, China, referinta 10975-HO8H) a fost
imobilizat pe plastic la 1 pg/ml si s-au addugat dilutii de supernatant pentru a mdasura legarea.
Dupa incubare si spalare, s-au addugat si s-au descoperit prin metode conventionale lanturi usoare
anti-umane de soarece (specific kappa) plus anticorp anti-soarece marcat cu peroxidazi. Ca un
control pozitiv pentru transfectie, un godeu a fost transfectat cu GFP-pcDNA3.1 (1 pg/ul) cu 1 pg
ADN. Inainte de recoltarea tuturor supernatantilor, a fost efectuat un control vizual cu microscop
fluorescent al acestui godeu GFP pentru a verifica pozitivitatea. In mod clasic, am obfinut
aproximativ intre 10% dintre celulele transfectate cu celule COS si 25% cu celule CHO.
Au fost efectuate doud experimente pe celule COS, iar ultima pe celule CHO (fard Reactivul Plus).

Caracterizarea variantelor Effi3 secretate in supernatantul transfectiei cu variante umanizate

In fiecare supernatant de co-transfectie, concentratia de MD707-3 secretat (VH + VL) a
fost masurata prin testul ELISA sandwich (anticorp anti-hFc/anticorp anti-hkappa), in functie de
standardul uman IvIgG. Legarea pe CD127 a MD707-3 in fiecare co-transfectie a fost determinata
prin analiza ELISA de activitate (anticorp recombinant CD127Fc/anti-kappa) in comparatie cu
activitatea standardului himeric MD707-3 purificat. Controlul negativ cu plasmidele VH sau VL
singur nu a avut activitate anti-CD127.

Rezultatele au ardtat (datele nu sunt prezentate), pentru lanturile usoare, VLvar3 si
VLvar4 mu au determinat modificarea activitifii de legare in comparatie cu VLwt. Cu toate
acestea, pentru lanturile grele, VHvar4 (cel mai umanizat) a modificat legarea Effi7h de proteina
CD127, deoarece activitatea ED50 a fost foarte putin bund cu acest lant decat cu celilalt lant
VHvar3 sau VHwt. VHvar3 nu modifica legarea la receptor.

In cele din urmi, combinatia celor mai umanizate (VHvar4 + VLvar4) si-a pierdut
complet activitatea de legare. Cu toate acestea, secventa cea mai umanizatd care si-a mentinut
activitatea de legare este VHvar3 + VLvar3.

Cele doud variante retinute Effi3, cu cele mai umanizate secvenfe care si-au mentinut
activitatea de legare, au fost:

. Secventa VHvar3 + VLvar3 din SECV ID NR.: 2 si secventa din SECV ID NR.: 4 (sau,
cu secventele semnal, secventele din SECV ID NR. Nr. 8 si 10). Acest anticorp este desemnat aici
ca VH3VL3

. Secventa VHvar3 + VLvar4 a SECV. ID. Nr.: 2 si secventa din SECV ID NR.: 6 (sau, cu
secvenfele semnal, secventele din SECV. ID. Nr.: 8 si 12). Acest anticorp este desemnat aici ca
VH3VL4

Testul de legare IL7R prin citofluorometrie

Pentru a mdsura legarea anti-IL7R la PBMC uman, anticorpul a fost incubat cu PBMC
uman timp de 30 de minute la 4°C si spdlat inainte de colorarea timp de 30 de minute la 4°C cu
anti-CD3 marcat cu APC (clona HIT3a, BD Bioscience, ref 555342) plus anti-CD127 marcat cu
PE (clona hIL7R-M21, BD Bioscience, ref 557938), care nu reactioneaza incrucisat cu anticorpul
Effi7. Probele au fost analizate si realizate pe celule CD3 + pe citofluorometrul BD LSRIIL

Recunoasterea rCD127 a mAb anti-h-CD127 evaluata prin ELISA
Activitatea de legare a anticorpului antiHCD127 a fost evaluatd prin ELISA (analizi

imunosorbantd legatd de enzimi). Pentru testul ELISA, hCD127 recombinant (Sino Biologicals,
Beijing, China, referinta 10975-HO8H) a fost imobilizat pe plastic la 1 pg/ml si s-au addugat
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anticorpi purificati pentru masurarea legdrii. Dupd incubare si spalare, s-a addugat un lant kappa
anti-sobolan cu sobolan (AbdSerotec) marcat cu peroxidazd si s-a ardtat prin metode
conventionale.

Dupd cum se aratd in Figura 1B, activitatea de legare misuratd prin ELISA a anticorpului
Effi3 este ridicatd, cu un ED50 = 4ng/mL pentru anticorpii Effi3 H3L4 si Effi3 H3L3 anti-hCD127
st un ED50 de 3,4 ng/ml pentru anticorpul himeric MD707-3.

Analiza de stabilitate

Anticorpul Effi3 umanizat (clona VH3VL4) a fost incubat la 4°C, 37°C, la -80°C sau la
temperatura camerei timp de 28 zile. Activitatea de legare a fost testatd prin testul ELISA, hCD127
recombinant (Sino Biologicals, Beijing, China, referinta 10975-HO8H) a fost imobilizat pe plastic
la 1 pg/ml si s-au addugat dilutii de supernatant pentru masurarea legarii. Dupd incubare si spalare,
s-au addugat si s-au prezentat prin metode conventionale lanfuri usoare anti-umane de soarece
(specificd kappa) plus anticorpi de migar anti-soarece marcat cu peroxidaza. S-a crescut doza de
Mab adiugati pentru masurarea legdrii. Dupd incubare si spalare, s-a addugat un lant kappa anti-
sobolan de soarece (AbdSerotec) marcat cu peroxidaza si s-a prezentat prin metode conventionale.

Rezultatele din Figura 1 B. aratd ci Effi3 purificat este stabil in timp si dupd temperaturi
diferite de depozitare.

Evaluarea activitatii Phospho Stat5

Celulele monocitare din sange periferic (PBMC) recoltate prin gradient Ficoll de la
voluntari sindtosi au fost incubati in medii fard ser cu diferite concentratii de anticorpi de interes
timp de 15 minute la temperatura camerei, inainte de incubarea cu 0,1 sau 5 ng/ml de IL-7 (rhIL-7;
AbD Serotec ref PHP046) timp de 15 minute la 37°C. PBMC netratate cu thlL-7 au fost analizate
ca semnal de fond, in timp ce celulele tratate cu IL-7 fird anticorp au fost stabilite drept control
negativ. PBMC au fost apoi ricite rapid si spélate cu tampon FACS pentru a opri reactia. Celulele
au fost apoi incubate timp de 15 minute cu solutie rece Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience, ref
554722), spalate de doud ori cu tampon Perm/Wash (Bd Bioscience) si colorati cu un anticorp
FITC anti-uman CD3 (Bd Bioscience ref 557694) pentru 30 de minute pe gheatd. PBMC au fost
apoi spalate de doud ori cu tampon Perm/Wash si permeabilizate in BD Perm Buffer III (Bd
Bioscience, ref 558050) timp de 30 de minute. Celulele au fost apoi spalate de doud ori in tampon
FACS (si/sau PBS cu BSA 1% si azidd 0,1%) si incubate timp de 30 minute la temperatura
camerei cu anticorp anti-uman pSTATS Alexa 647 (BD Bioscience, ref 612599). Probele au fost
analizate pe instrumentul BD CANTO II FACS. Asa cum este prezentat in Figura 3 A, anticorpul
Effi3 (varianta VH3VL4) derivat din anticorpul MD707-3, nu mai are activitatea inhibitoare a
fosforilarii STATS5 in comparatie cu anticorpul mama MD707-3.

Analiza secretiei de TARC

Celulele dendritice mieloide (DC) au fost izolate cu kitul de izolare a celulelor dendritice
CDlc (BDCA-1) + (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germania) din sangele voluntarilor
sandtosi (Etablissement Francais du Sang, Nantes, Franta). Celulele dendritice mieloide au fost
cultivate in RPMI contindnd 10% ser fetal de vitel, 1% piruvat, 1% Hepes, 1% L-glutamina si 1%
penicilind-streptomicind. Celulele au fost insdmantate la 5.104 celule/godeu in pléci plate cu 96 de
godeuri, in prezenta TSLP (15 ng/ml), LPS (1 pg/ml) sau a mediului de culturd singur si adjugarea
de diferiti anticorpi CD127 umani (MD707-3, Effi3-VH3VL4) sau anticorp anti-TSLP la diferite
concentrafii. La 24 de ore de culturd, supernatantii au fost colectati si analizati pentru producerea
de TARC prin analiza ELISA (sisteme de cercetare si dezvoltare, Minneapolis, USA).

Inhibarea productiei induse de TSLP de TARC a fost evaluat prin masurarea productiei
mentionate, asa cum s-a descris mai sus, in absen{a anticorpului sau in prezenfa MD707-3 sau
Effi3 sau a anticorpului anti-TSLPR comercial (R & Dsystems ref. AF981) la 0,2, 1, 5 sau 25
pg/ml. Asa cum s-a ardtat in 3 B, Effi3 nu mai inhibd productia TARC indusid de TSLP in
comparatie cu anticorpul siu initial MD707-3 si anticorpul anti-TSLP de control pozitiv.

Citotoxicitatea celulari dependenta de anticorp (ADCC)

ADCC a MAD CD177 anti-uman ADCC se referd la legarea unui anticorp la un epitop
exprimat pe celule {intd si la recrutarea ulterioard dependentd de Fc a celulelor imunitare efectoare
care exprimd receptori Fc (in esenta celule NK si limfocite activate), rezultind omorarea de celule
fintd, In principal prin mecanisme bazate pe granmiom/perforina.
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Pentru utilizarea anticorpului in forma sa inifiald (sobolan), celulele efectoare au fost
celulele Limfochine Killer Activate (LAK) generate de celulele splenice cultivate cu 1000 Ul/ml
de IL-2 (Roche, Basel, Elvetia) (Corning Glass Works, Corning, NY).

Atunci cand anticorpul a fost umanizat, celulele efectoare au fost celule NK umane
primare proaspete izolate din celule mononucleare din sangele periferic prin selectie negativa
folosind bile magnetice (kit de izolare NK, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germania)
utilizand un instrument de sortare a celulelor AutoMACS. Celulele NK au fost incubate peste
noapte l1a 37°C, 5% CO», in mediu RPMI 1640 Medium (Life Technologies, Carlsbad, California),
completat cu 10% FBS (Life Technologies), 100 Ul/ml penicilind (Life Technologies), 0,1 mg/ml
streptomicind (Life Technologies), 2 mm L-glutamind, (Life Technologies) si 150 Ul/ml de IL-2
uman (Roche, Basel, Elvetia).

Celulele finta au fost marcate cu 100 pCi (3,7 MBq) de 51Cr (PerkinElmer) timp de 1 ord
la 37°C si spilat de trei ori cu mediu de culturd. Celulele tintd au fost incubate cu anticorpi diluati
sau cu excipient (mediu de culturd) timp de 15 minute la temperatura camerei si 10 000 de celule
au fost plasate intr-o placd cu fund U cu 96 de godeuri. Celulele T efectoare s-au adiugat la
raportul E:T (efectoare:tintd) indicat (volum final: 200 pl) timp de 4 ore de incubare la 37°C. Un
total de 25 pl din supernatant a fost apoi recoltat si numadrat intr-un contor gamma (Packard
Instrument). Procentul de citotoxicitate specifici a fost determinat prin eliberarea de 51Cr.

Rezultatele prezentate in Figura 4 aratd ca anticorpii Effi3 H3L4 si H3L3 au indus
ADCC, in mod dependent de doza.

Profilarea anticorpiloe utilizand microserii de peptide

Peptida Technologies PepStarTM, microseriile de peptide cuprind peptide sintetice
purificate derivate din antigene sau alte surse care sunt imobilizate chemoselectiv si covalent pe o
suprafatd de sticld. O portiune optimizata a linkerului hidrofil este inseratd intre suprafata sticlei si
secventa de peptidd derivatd din antigen pentru a evita falsul negativ cauzat de obstacole sterice.
Din motive tehnice, toate peptidele contin o glicind C-terminald. Experimentele de profilare a
probelor au fost realizate pe o bibliotecd de peptide compusa din 52 de peptide. Lista completd a
peptidelor este prezentatd mai jos:

Tabelul 5. Lista peptidelor utilizate in testele cu microserii peptidice

‘Nb i Secventd Nb | Secventa {Nb Secventa

58 {ESGYAQNGDLEDAEL {76 FIETKKFLLIGKSNI 194 {HDVAYRQEKDENKWT
59 {AQNGDLEDAELDDYS {77 KKFLLIGKSNICVKV 195 {YRQEKDENKWTHVNL
160 DLEDAELDDYSFSCY §78 éLIGKSNICVKVGEKS 196 KDENKWTHVNLSSTK
§61 | AELDDYSFSCYSQLE §79 §SNICVKVGEKSLTCK 197 KWTHVNLSSTKLTLL
62 {DYSFSCYSQLEVNGS 80 |VKVGEKSLTCKKIDL 98 {VNLSSTKLTLLQRKL
63 iSCYSQLEVNGSQHSL {81 EKSLTCKKIDLTTIV 99 {STKLTLLQRKLQPAA
164 {QLEVNGSQHSLTCAF 82 TCKKIDLTTIVKPEA 100 TLLQRKLQPAAMYEI
165 NGSQHSLTCAFEDPD {83 IDLTTIVKPEAPFDL 101 RKLQPAAMYEIKVRS
166 {HSLTCAFEDPDVNTT 84 TIVKPEAPFDLSVIY 102 PAAMYEIKVRSIPDH
67 iCAFEDPDVNTTNLEF (85 PEAPFDLSVIYREGA 103 {YEIKVRSIPDHYFKG
68 iDPDVNTTNLEFEICG 86 FDLSVIYREGANDFV 104 VRSIPDHYFKGFWSE
169 NTTNLEFEICGALVE §87 éVIYREGANDFVVTFN 1105 :PDHYFKGFWSEWSPS
70 \ LEFEICGALVEVKCL §88 éEGANDFVVTFNTSHL 1106 :FKGFWSEWSPSYYFR
71 ICGALVEVKCINFRK 189 \DFVVTENTSHLOKKY 107 \WSEWSPSYYFRTPEI
172 {LVEVKCLNFRKLQEI {90 TFNTSHLQKKYVKVL 108 :SPSYYFRTPEINNSS
73 {KCLNFRKLQEIYFIE 191 SHLQKKYVKVLMHDV {109 | YFRTPEINNSSGEMD
74 éFRKLQEIYFIETKKF 192 KKYVKVLMHDVAYRQ | :
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‘Nb  {Secventd {ND | Secventi Nb {Secventi

75

QEIYFIETKKFLLIG 93 {KVLMHDVAYRQEKDE

Un total de 9 probe au fost incubate pe sectiuni de microserii folosind un format
Multigodeu. Pentru anticorpul N13B2 si celelalte probe s-au aplicat 4 concentratii diferite (10, 1,
0,1 st 0,01 pg/ml). O incubare de control negativ (numai anticorp secundar) a fost efectuata in
paralel. Proteinele IgG umand si de soarece au fost co-imobilizate aldturi de fiecare set de peptide
pentru a servi drept controale de testare. Toate incubadrile au fost efectuate in paralel folosind doua
diapozitive. Doud peptide-mini-serii pe fiecare diapozitiv au fost folosite ca o incubare de control
prin aplicarea anticorpului de detectie marcat cu fluorescentd singur pentru a evalua legarea fals
pozitiva la peptide. Dupa spilarea si uscarea diapozitivelor au fost scanate cu un laser scaner de
inaltd rezolutie la 635 nm pentru a obtine imagini de intensita{i fluorescente. Imaginile au fost
cuantificate pentru a obtine o valoare medie a pixelilor pentru fiecare peptidd. Anticorp secundar
anti-sobolan IgG (JIR 212-175-082) marcat cu Cy5 la 1 pg/ml. Tampoane si solutii de tampon
utilizat a fost TBS-tampon care include 0,05% Tween20 (JPT) si tampon de testare T20 (Pierce,
SuperBlock TBS T20, # 37536). Achizitia si analiza au fost efectuate utilizdAnd microseriile
peptidice (JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin, Germania, lot # 2668, camera de incubatie
Multi-godeu, Axon Genepix Scanner 4200AL, software de recunoastere spot GenePix si Microsoft
Excel.

Rezultatul prezentat in Figura 5 prezintd secventa epitopului liniar care este recunoscut
de anticorpul Effi3 pe CD127.

Urmatorul tabel (Tabelul 6) prezintd secventa descrisd aici. "Nb" reprezintd SECV ID
Nr.: din fiecare secventd; "Tip" dezviluie natura secventei, fie ADN sau secventa de aminoacizi
(PRT) si "len" reprezintd lungimea secventei.
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Nb

{Nume

{
{
{
{
{

Tip

Secventi

Len

Effi3 VHvar3

DNA

GCTGTGCAGCTGGTCGAATCTGGEGGGGGGGCTGGTCCAGCCCGGCGGGTCTCTGAAAATCACTTGCGCCGCTAGTGGGTT
CACCTTTACAAACGCAGCCATGTACTGGGTCCGACAGGCTCCTGGAAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCACGGATCAGAACA
AAGGCTAACAACTACGCAACTTACTATGCCGACTCAGTGAAGGGCAGGTTCACCATTAGCCGCGACGATAGCAAATCCA
CAGTCTACCTGCAGATGGACTCTGTGAAGACAGAAGATACTGCCACCTACTATTGTATTGTGGTCGTGCTGACTACTACAC
GGGATTACTTTGACTATTGGGGACAGGGAGTGCTGGTGACAGTGAGTTCA

369

Effi3 VHvar3_aa

PRT

AVQLVESGGGLYQPGGSLKITCAASGFTFTNAAMYWVRQAPGKGLEWVARIRTKANNYATYYADSVKGRFTISRDDSKSTV
YLOMDSVKTEDTATYYCIV VVLTTTRDYFDYWGQGVYLV TVSS

123

Effi3 VLvar3

DNA

GACATCGTCCTGACTCAGTCCCCCTCTTCCCTGCCAGTGACACCTGGAGAGCCAGCATCTATCAGTTGCCGAAGCTCCCAG
TCACTGCTGACTGTCAAGGGAATTACCAGCCTGTACTGGTTCCTGCAGAAGCCCGGCCAGTCCCCTAAACTGCTGATCTAT
CGGATGTCTAACAGAGACAGTGGGGTGCCCGATAGGTTCTCAGGCAGCGGGTCCGAAACCGACTTTACACTGAAAATTT
CTCGCGTGGAGGCTGAAGATGTCGGAACCTACTATTGCGCACAGTTTCTGGAATACCCTCACACTTTCGGGGCAGGCACT
AAGCTGGAGCTGAAGCGT

339

Effi3 VLvar3_aa

PRT

DIVLTQSPSSLPVTPGEPASISCRSSQSLLTVKGITSLYWFLQKPGQSPKLLIYRMSNRDSGVPDRFSGSGSETDFTLKISRVEAED
VGTYYCAQFLEYPHTFGAGTKLELKR

113

Effi3-VLvar4

DNA

GACATCGTGCTGACACAGAGTCCCTCCTCCCTGCCAGTGACACCTGGAGAGCCAGCATCTATCAGTTGCCGAAGCTCCCA
GGACCTGCTGACTGTCAAGGGCATTACCTCACTGTACTGGTTCCTGCAGAAGCCCGGGCAGAGCCCTAAACTGCTGATCT
ATCGGATGTCTAACAGAGACAGTGGAGTGCCCGATAGGTTCTCAGGCAGCGGGTCCGGAACCGACTTTACACTGAAAAT
TTCTCGCGTGGAGGCTGAAGATGTCGGCACCTACTATTGCGCACAGTTTCTGGAGTATCCCCACACCTTTGGAGCAGGCAC
TAAGCTGGAGCTGAAGCGT

339

Effi3-VLvar4_aa

PRT

DIVLTQSPSSLPVTPGEPASISCRSSODLLTVKGITSLYWFLOKPGQSPKLLIYRMSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAE
DVGTYYCAQFLEYPHTFGAGTKLELKR

113

Effi3 VHvar3 (+ peptidi semnal)

DNA

ATGCTGGTCCTGCAGTGGGTCCTGGTCACCGCTCTGTTTCAGGGGGTCCATTGTGCTGTGCAGCTGGTCGAATCTGGGGGG
GGGCTGGTCCAGCCCGGCGGGTCTCTGAAAATCACTTGCGCCGCTAGTGGGTTCACCTTTACAAACGCAGCCATGTACTG
GGTCCGACAGGCTCCTGGAAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCACGGATCAGAACAAAGGCTAACAACTACGCAACTTACTAT
GCCGACTCAGTGAAGGGCAGGTTCACCATTAGCCGCGACGATAGCAAATCCACAGTCTACCTGCAGATGGACTCTGTGA
AGACAGAAGATACTGCCACCTACTATTGTATTGTGGTCGTGCTGACTACTACACGGGATTACTTTGACTATTIGGGGACAG
GGAGTGCTGGTGACAGTGAGTTCA

423

Effh3 VHvar3 aa (+ peptidd semnal)

PRT

MLVLOWVLVTALFQGVHCAVQLVESGGGLVQOPGGSLKITCAASGFTFTNAAMYWVRQAPGKGLEWVARIRTKANNYATYY
ADSYKGRFTISRDDSKSTVYLQMDSVKTEDTATYYCIVVVLTTTRDYFDYWGQGVLVTVSS

141

Effi3 VLvar3 (+ peptidd semnal)

DNA

ATGAAGTTTCCTGCTCAGTTTCTGGGCCTGATTGTGCTGTGTATTCCTGGCGCTACCGGAGACATCGTCCTGACTCAGTCCC
CCTCTTCCCTGCCAGTGACACCTGGAGAGCCAGCATCTATCAGTTGCCGAAGCTCCCAGTCACTGCTGACTGTCAAGGGA
ATTACCAGCCTGTACTGGTTCCTGCAGAAGCCCGGCCAGTCCCCTAAACTGCTGATCTATCGGATGTCTAACAGAGACAG
TGGGGTGCCCGATAGGTTCTCAGGCAGCGGGTCCGAAACCGACTTTACACTGAAAATTTCTCGCGTGGAGGCTGAAGATG
TCGGAACCTACTATTGCGCACAGTTTCTGGAATACCCTCACACTTTCGGGGCAGGCACTAAGCTGGAGCTGAAGCGT

399

10

Effi3 VLvar3_aa (+ peptidi semnal)

PRT

MKFPAQFLGLIVLCIPGATGDIVLTQSPSSLPVTPGEPASISCRSSQSLLTVKGITSLYWFLQKPGQSPKLLIYRMSNRDSGVPDR
FSGSGSETDFTLKISRVEAEDVGTYYCAQFLEYPHTFGAGTKLELKR

133

11

Effi3-VLvar4 (+ peptidd semnal)

DNA

ATGAAGTTCCCTGCTCAGTTCCTGGGGCTGATTGTCCTGTGCATTCCTGGGGCAACCGGCGACATCGTGCTGACACAGAGT
CCCTCCTCCCTGCCAGTGACACCTGGAGAGCCAGCATCTATCAGTTGCCGAAGCTCCCAGGACCTGCTGACTGTCAAGGG
CATTACCTCACTGTACTGGTTCCTGCAGAAGCCCGGGCAGAGCCCTAAACTGCTGATCTATCGGATGTCTAACAGAGACA
GTGGAGTGCCCGATAGGTTCTCAGGCAGCGGGTCCGGAACCGACTTTACACTGAAAATTTCTCGCGTGGAGGCTGAAGAT
GTCGGCACCTACTATTGCGCACAGTTTCTGGAGTATCCCCACACCTTTGGAGCAGGCACTAAGCTGGAGCTGAAGCGT

399
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Nb Nume Tip Secventa
§ < 1% § MKFPAQFLGLIVLCIPGATGDIVLTQSPSSLP\/TPGEPASISCRSSQDLLT\/KGITSLYWF.
§ 12 ;Efﬁ3_VLV3r4—aa (+ peptlda semnal) EPRT FSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGTYYCAQFLEYPHTFGAGTKLELKR
|13 {Effi3 VHvar3_CDR1 \DNA ' TTCACCTTTACAAACGCAGCCATGTAC
|14 Effi3VHvar3_CDR1-aa \PRT FIFTNAAMY
CGGATCAGAACAAAGGCTAACAACTACG
15 Effi3VHvar3_CDR2 DNA ACTGAAGGGC
16 Effi3 VHvar3_CDR2-aa PRT 'RIRTKANNYATYYADSVKG
17 \Effi3 VHvar3_CDR3 'DNA . GTCGTGCTGACTACTACACGGGATTACTT
118 {Effi3 VHvar3_CDR3-aa \PRT 'VVLTTTRDYFDY
19 Effi3 VLvar3_CDRI \DNA . CGAAGCTCCCAGTCACTGCTGACTGTCAA
20 Effi3 VLvar3-CDR1_aa \PRT 'RSSQSLLTVKGITSLY
21 Effi3 VLvar3/4_CDR2 \DNA . CGGATGTCTAACAGAGACAGT
122 Effi3VLvar3/4 _CDR2aa \PRT 'RMSNRDS
123 {Effi3 VLvar3/4_CDR3 \DNA GCACAGTTTCTGGAATACCCTCACACT
24 Effi3 VLvar3/4_CDR3aa PRT AQFLEYPHT
25 Effi3-VLvar4_CDRI DNA . CGAAGCTCCCAGGACCTGCTGACTGTCA
126 Effi3-VLvar4_CDR1_aa \PRT 'RSSQDLLTVKGITSLY
GCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCT
CCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCC
CGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCOTGCCC
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTG,
CACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCT
TCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGA/
27 IgG1lm (E333A) DNA TACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGLGGGAGGAGCAG

AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCA
CCCCCATCGCGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGG GCAGCCCCGAGAACCACAGGT
GGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCC!
AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCG
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTG
TACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
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Nb

iNume

Tip

iSecventa

28

IgGlm (E333A) _aa

PRT

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIAKTISKAKG(
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTYDKSRWQQGNVF

29

IgG4m (S228P)

DNA

GCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTC
CCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCC
CGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTT!
CACCATGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCA
CCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCG/
TGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAG
ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCA
AGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCC
CCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACAT(
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCC
TGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGH
GAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

30

IgG4m (S228P) _aa

PRT

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYV!
AKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPR
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCS

31

IgG2b

DNA

GCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTC
CCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCT(
CAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
ACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTG/
ACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAAC
GACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTC
GTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACG
TTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACA!
AACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC
GAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCC
CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTT
CAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCT
AGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

32

IgG2b_aa

PRT

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
VDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCWA
AKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPF
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTYDKSRWQQGN VFSC!

33

CLkappa

DNA

ACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCT
TGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCT
TGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAG CCTCAGCAGCACCCTGACK
ACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAY
TAG

34

CLkappa_aa

PRT

TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTE
YACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC
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35

CLlambda

DNA

GGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAGGAGCT
GTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGAT,
GAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTATC
AAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAG
TCATAG

36

CLlambda_aa

PRT

GQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTF
SYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

37

HumanFc_IgG1 (UniprotP01857)

PRT

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLC
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS

38

HumanFc_IgG4 (UniprotP01861)

PRT

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYW
AKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPR
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCS

39

CD127 umana aa

PRT

LEGYAT LEDAELDDYSFSCYSQLEVNGSIIHSL TS
MICVIYGESLTCRKIDUI TIVIPEAPFDLSVIYREGANDEY

OSPNCPSEDVVITPESFGRDSSITCLAGN
y (LTSLGSNOEE AYWTIMISSEYQINGQ

40

uman CD127_21-239 aa

PRT

ESGYAONGDLEDAELDDYSFSCYSQLEVNGSQHSLTCAFEDPDVNTTNLEFEICGALY
KCLNFRKLQEIYFIETKKFLLIGKSNICVKVGEKSLTCKKIDLTTIVKPEAPFDLSVIYR
EGANDFVVTFNTSHLOKKYVKVLMHDVAYRQEKDENKWTHYNLSSTKLTLLORKLQ
YEIKVRSIPDHYFKGFWSEWSPSYYFRTPEINNSSGEMD

41

Effi3_VH3_IgG1lm (E333A)

DNA

ATGCTGGTCCTGCAGTGGGTCCTGGTCACCGCTCTGTTTCAGGGGGTCCATTGTGCT
GGGCTGGTCCAGCCCGGCGGGTCTCTGAAAATCACTTGCGCCGCTAGTGGGTTCA
GGTCCGACAGGCTCCTGGAAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCACGGATCAGAACAAA
GCCGACTCAGTGAAGGGCAGGTTCACCATTAGCCGCGACGATAGCAAATCCACAG
AGACAGAAGATACTGCCACCTACTATTGTATTGTGGTCGTGCTGACTACTACACGG
GGAGTGCTGGTGACAGTGAGTTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCC
TGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTG.
CTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
TCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCA
AGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATG
AGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCC
GTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGG
AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGCGAAAACCATCTCCAAAGCCA,
GTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
CAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAA
CGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGC
TGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCG
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42

Effi3_VH3_IgG1lm (E333A) _aa

PRT

MLYLQWVLVTALFQGVYHCAVQLVESGGGLYQPGGSLKITCAASGFTFTNAAMY WY
ADSVKGRFTISRDDSKSTVYLQMDSVKTEDTATYYCIVVVLTTTRDYFDYWGQGVLVT
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVYPSSSLGTQTY!
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVIX
LTVLHODWLNGKEYKCKY SNKALPAPRIAKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ!
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

43

Effi 3_VH3_IgG4 (5228P)

DNA

ATGCTGGTCCTGCAGTGGGTCCTGGTCACCGCTCTGTTTCAGGGGGTCCATTGTGCT
GGGCTGGTCCAGCCCGGCGGGTCTCTGAAAATCACTTGCGCCGCTAGTGGGTTCA
GGTCCGACAGGCTCCTGGAAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCACGGATCAGAACAAA
GCCGACTCAGTGAAGGGCAGGTTCACCATTAGCCGCGACGATAGCAAATCCACAG
AGACAGAAGATACTGCCACCTACTATTGTATTGTGGTCGTGCTGACTACTACACGG
GGAGTGCTGGTGACAGTGAGTTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCT
CGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTG)
CTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCX
TCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCA
GAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCATGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGC
AAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGT
AGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAA
GCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGG!
CAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAG
CTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGG
TCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGC
CTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAAT
AGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATG!

44

Effi3_VH3_IgG4 (S228P) _aa

PRT

MLYLQWVLVTALFQGVYHCAVQLVESGGGLVQPGGSLKITCAASGFTFTNAAMY WY
ADSVKGRFTISRDDSKSTVYLQMDSVKTEDTATYYCIVVVLTTTRDYFDYWGQGVLY]
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYT
PPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVE
LHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSOQEEMTKNQVSLT
YKTTPPYLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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45

Effi3_VH3_IgG2b

DNA

ATGCTGGTCCTGCAGTGGGTCCTGGTCACCGCTCTGTTTCAGGGGGTCCATTGTGCT
GGGCTGGTCCAGCCCGGCGGGTCTCTGAAAATCACTTGCGCCGCTAGTGGGTTCA
GGTCCGACAGGCTCCTGGAAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCACGGATCAGAACAAA
GCCGACTCAGTGAAGGGCAGGTTCACCATTAGCCGCGACGATAGCAAATCCACAG
AGACAGAAGATACTGCCACCTACTATTGTATTGTGGTCGTGCTGACTACTACACGG
GGAGTGCTGGTGACAGTGAGTTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCT
CGAGAGCACAGCGGCCCTGGGLTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTG.
CTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTC(
TCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCA,
AGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACC
CCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGAS
CCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCC/
GTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGH
AAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCCE
CCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAA
GTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
TCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

46

Effi3_VH3_IgG2b_aa

PRT

MLVLOQWVLVTALFOGVHCAVQLVESGGGLYQPGGSLKITCAASGFTFTNAAMYWY
ADSVKGRFTISRDDSKSTVYLQMDSYKTEDTATYYCIVVVLTTTRDYFDYWGQGVLVT
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTY
PPCPAPPYAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEY
VHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
YKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTY DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

47

Effi3_VL4_CLkappa

DNA

ATGAAGTTCCCTGCTCAGTTCCTGGGGCTGATTGTCCTGTGCATTCCTGGGGCAACC
CCCTCCTCCCTGCCAGTGACACCTGGAGAGCCAGCATCTATCAGTTGCCGAAGETC
CATTACCTCACTGTACTGGTTCCTGCAGAAGCCCGGGCAGAGCCCTAAACTGCTGA
GTGGAGTGCCCGATAGGTTCTCAGGCAGCGGGTCCGGAACCGACTTTACACTGAA,
GTCGGCACCTACTATTGUGCACAGTTTCTGGAGTATCCCCACACCTTTGGAGCAGG
GGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGLAGTTGAAATCTGG
AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCC
TCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGT
ACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAC
G

48

Effi3_VL4_CLkappa_aa

PRT

MKFPAQFLGLIVLCIPGATGDIVLTQSPSSLPVTPGEPASISCRSSODLLTVKGITSLYWF
FSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGTYYCAQFLEYPHTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPS
QWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSH

49

Effi3_VL3_Clkappa

DNA

ATGAAGTTTCCTGCTCAGTTTCTGGGCCTGATTGTGCTGTGTATTCCTGGCGCTACKY
CCTCTTCCCTGCCAGTGACACCTGGAGAGCCAGCATCTATCAGTTGCCGAAGCTCCL
ATTACCAGCCTGTACTGGTTCCTGCAGAAGCCCGGCCAGTCCCCTAAACTGCTGAT!
TGGGGTGCCCGATAGGTTCTCAGGCAGCGGGTCCGAAACCGACTTTACACTGAAA/
TCGGAACCTACTATTGCGCACAGTTTCTGGAATACCCTCACACTTTCGGGGCAGGC
GTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGA
ATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCA,
CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGLTY
ACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAC
G
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MKFPAQFLGLIVLCIPGATGDIVLTQSPSSLPVTPGEPASISCRSSQSLLTVKGITSLYWFI
50 Effi3 VL3 CLkappa aa PRT FSGSGSETDFTLKISRVEAEDVGTYYCAQFLEYPHTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSE
QWKVDNALQSGNSQESYTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKYYACEVTHQGLSSF

ATGAAGTTCCCTGCTCAGTTCCTGGGGCTGATTGTCCTGTGCATTCCTGGGGCAACC
CCCTCCTCCCTGCCAGTGACACCTGGAGAGCCAGCATCTATCAGTTGCCGAAGCTCH
CATTACCTCACTGTACTGGTTCCTGCAGAAGCCCGGGCAGAGCCCTAAACTGCTGA
GTGGAGTGCCCGATAGGTTCTCAGGCAGCGGGTCCGGAACCGACTTTACACTGAA

GTCGGCACCTACTATTGCGCACAGTTTCTGGAGTATCCCCACACCTTTGGAGCAGG
5 1 Effi3—VL4—Cllambda DNA TCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAGGAGCTTCA
TCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGT
ACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTATCTGA
CCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGA!
AG

MKFPAQFLGLIVLCIPGATGDIVLTQSPSSLPVTPGEPASISCRSSQDLLTVKGITSLYWF

52 Effi3_VL4_CLlambda_aa PRT FSGSGSGTDFTLKISRYEAEDVGTYYCAQFLEYPHTFGAGTKLELKRGQPKAAPSVTLF!
VAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSL TPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTY

ATGAAGTTTCCTGCTCAGTTTCTGGGCCTGATTGTGCTGTGTATTCCTGGCGCTACKY
CCTCTTCCCTGCCAGTGACACCTGGAGAGCCAGCATCTATCAGTTGCCGAAGCTCCL
ATTACCAGCCTGTACTGGTTCCTGCAGAAGCCCGGCCAGTCCCCTAAACTGCTGAT!
TGGGGTGCCCGATAGGTTCTCAGGCAGCGGGTCCGAAACCGACTTTACACTGAAA/

TCGGAACCTACTATTGCGCACAGTTTCTGGAATACCCTCACACTTTCGGGGCAGGT
5 3 Effi3—VL3—Cllambda DNA CAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAGGAGCTTCAL
CTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCA!
ACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTATCTGA
CCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGA!

AG
MKFPAQFLGLIVLCIPGATGDIVLTOSPSSLPYTPGEPASISCRSSQSLLTVKGITSLYWF
54 Effi3_VL3_CLlambda_aa PRT FSGSGSETDFTLKISRVEAEDVGTYYCAQFLEYPHTFGAGTKLELKRGQPKAAPSVTLF!
VAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCOVTHEGSTY
155 iPeptida CD127 {PRT ESGYAQNGDLEDAELDDYSEFSCYSQLE
AVHLVESGGGLVQPKESLKISCAASGFTFSNAAMYWVRQAPGKGLEWVARIRTKAN
56 MD707-3 VH PRT LQMDNVKTDDTAMYYCIVVYLTTTRDYFDYWGQGY MVTVSS
DIVLTOAPLSYSVTPGESASISCRSSQSLLTVKGITSLYWFLOKPGKSPOLLIYRMSNLAS
57 MD707-3 VL PRT

VGVYYCAQFLEYPHTFGAGTKLELKR
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<211> 369

<212> ADN

<213> Secventa artificiala



<220>
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<223> Effi3 VHvar3

<400> 1

gctgtgecage
acttgegeeg
cotggaaagg
tactatgeccg
gtctacctge
gtecgtgetga

gtgagttca
<210> 2

<211>123

tggtcgaatc
ctagtgggtt
gcctggagtg
actcagtgaa
agatggactc

ctactacacg

<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

tgggggagay
cacctttaca
ggtggcacgg
gggcaggttc
tgtgaagaca

ggattacttt

<223> Effi3 VHvar3_aa

<400> 2

Ala Val Gln

1

Ser Leu

Ala Met
35

Ala Arg

Ser Val

65

Val Tyr

Tyr

Cys

Trp

Lys

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ile

Gly Gln

val Gl
5

Leu

Ile
20

Thr

Trp Val

Arg Thr

Gly Arg

70

Gln Met

85

As

val
100

val

Gly val

115

<210> 3
<211> 339

<212> ADN
<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Effi3 VLvar3

Cys

Arg

Lys

Phe

val

Leu

u Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Ala Asn

55

Thr Ile

P Ser Val

Leu Thr

val Thr

120

34

ctggtccage
aacgcagcca
atcagaacaa
accattagcce
gaagatactg

gactattggg

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Asn Tyr Ala

Ser Arg Asp

75

Thr
90

Lys Glu

Thr
105

Thr Arg

Val Ser Ser

ccggegggte
tgtactgggt
aggctaacaa
gcgacgatag
ccacctacta

gacagggagt

Val Gln

Thr Phe

Leu

45
Tyr

Gly

Thr
Asp Ser
Thr

Asp

Asp Tyr

Pro

Thr

Glu

Tyr

Lys

Ala

Phe

tctgaaaatc
ccgacaggcet
ctacgcaact
caaatccaca
ttgtattgtg

gctggtgaca

Gly
15

Gly

Asn Ala

Trp Val

Ala Asp

Thr
80

Ser

Thr
95

Tyr

Asp Tyr

110

60

120

180

240

300

360

369



<400> 3

gacatcgtcce
atcagttgece
ttectgecaga
agtggggtge
totegegtgg

cacactttcg

<210>4

<211> 113
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tgactcagtc
gaagctceca
agcccggeca
ccgataggtt
aggctgaaga

gggcaggcac

<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

ccectettee
gtcactgetg
gtcccctaaa
ctcaggcage
tgtcggaacce

taagctggag

<223> Effi3 VLvar3_aa

<400> 4

Asp Ile Val

1

Glu Pro

Lys Gly

35

Pro Lys

50

Asp
65

Arg

Ser Arg

Leu Glu

Arg

<210>5
<211> 339

Ala

Ile

Leu

Phe

val

Tyr

Thr
5

Leu

Ser Ile

20

Thr Ser

Leu Ile

Ser Gly

70

Glu Ala

85

Pro His

100

<212> ADN
<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Effi3-VLvar4

<400> 5

gacatcgtge
atcagttgcc
ttecctgecaga
agtggagtgce
tcotegegtgg

cacacctttg

<210>6
<211> 113

tgacacagag
gaagctccca
agcccgggcea
ccgataggtt
aggctgaaga

gagcaggcac

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Ser Pro

Cys Arg

Tyr Trp

Arg Met

55

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

tcectectee
ggacctgcetg
gagccctaaa
ctcaggcage
tgtcggecace

taagctggag

35

ctgccagtga
actgtcaagg
ctgctgatet
gggtccgaaa
tactattgeg

ctgaagegt

Ser Leu

10

Ser

Ser Ser Gln

25

Phe Leu Gln

Ser Asn Arg

Glu Thr Asp

75

Thr
90

Gly Tyr

Ala
105

Gly Thr

ctgccagtga
actgtcaagg
ctgctgatct
gggtccggaa
tactattgeg

ctgaagecgt

cacctggaga
gaattaccag
atcggatgte
ccgactttac

cacagtttct

Pro Val

Ser Leu

30

Pro

45
Ser

Lys

Asp
60

Phe Thr

Tyr

Cys

Lys Leu

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu

gccagcatct
cctgtactgg
taacagagac
actgaaaatt

ggaataccct

Pro
15

Gly

Thr Val

Gln Ser

Val Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Phe

Leu Lys

110

cacctggaga
gcattacctce
atcggatgte
ccgactttac

cacagtttct

gccagcatcet
actgtactgg
taacagagac
actgaaaatt

ggagtatccce

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

339
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<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Effi3-V0Lvar4_aa

<400> 6

Asp Ile Val Leu

1

Glu Pro

Lys Gly

35

Pro Lys

50

Asp
65

Arg
Ser Arg
Glu

Leu

Arg

<210>7

<211> 423

Ala

Ile

Leu

Phe

val

Tyr

Thr Gl
5

Ser Ile

20

Thr Ser

Leu Ile

Ser Gly

70

Glu Ala

85

Gl

Pro His

100

<212> ADN
<213> Secventa artificiala

<220>

Ser

Leu

Tyr

Ser

Thr

n Ser Pro

Cys Arg

Tyr Trp

Arg Met

55

Gly Ser

val

u Asp

Phe Gly

36

Ser Leu

10

Ser

Ser Ser Gln

25

Phe Leu Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp

75

Thr
90

Gly Tyr

Ala
105

Gly Thr

<223> Effh3 VHvar3 (+ peptida semnal)

<400> 7

atgetggtece
cagctggtcg
gccgetagtg
aagggcctgg
gccgactcag
ctgcagatgg
ctgactacta

tca

<210> 8

<211> 141

tgcagtgggt
aatctggggg
ggttcacctt
agtgggtgge
tgaagggcag
actctgtgaa

cacgggatta

<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

cctggtcace
ggggctggte
tacaaacgca
acggatcaga
gttcaccatt
gacagaagat

ctttgactat

gctetgttte
cagcccggeg
gcecatgtact
acaaaggcta
agccgcgacg
actgccacct

tggggacagg

Pro val

Asp Leu

30

Pro

45
Ser

Lys

Asp
60

Phe Thr

Tyr

Cys

Lys Leu

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu

Pro
15

Gly

Thr Val

Gln Ser

Val Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Phe

Leu Lys

110

agggggtcca
ggtctctgaa
gggtccgaca
acaactacge
atagcaaatc
actattgtat

gagtgctggt

<223> Effh3 VHvar3_aa (+ peptida semnal)

ttgtgcectgtg
aatcacttgc
ggctcctgga
aacttactat
cacagtctac
tgtggtcgtg

gacagtgagt

60

120

180

240

300

360

420

423
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<400> 8
Met Leu Val Leu Gln Trp Val Leu Val Thr Ala
1 5 10
His Cys Ala Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
20 25
Gly Gly Ser Leu Lys Ile Thr Cys Ala Ala Ser
35 40
Asn Ala Ala Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro
50 55
Trp Val Ala Arg Ile Arg Thr Lys Ala Asn Asn
65 70 75
Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
85 90
Ser Thr Val Tyr Leu Gln Met Asp Ser Val Lys
100 105
Thr Tyr Tyr Cys Ile Val Val Val Leu Thr Thr
115 120
Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Val Leu Val Thr Vval
130 135
<210>9
<211> 399
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> EffI3 VLvar3 (+ peptida semnal)
<400> 9
atgaagtttc ctgctcagtt tctgggecectg attgtgetgt
gacatcgtcece tgactcagte cccetettee ctgecagtga
atcagttgce gaagctccca gtcactgetg actgtcaagg
ttcctgecaga agecccggceca gtcccctaaa ctgctgatct
agtggggtgce ccgataggtt ctcaggcage gggtccgaaa
tctegegtgg aggectgaaga tgtcecggaacce tactattgeg
cacactttcg gggcaggcac taagctggag ctgaagegt
<210> 10
<211> 133
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Effi3 VLvar3_aa (+ peptida semnal)

Leu Phe

Gly Leu

30

Gly Phe

45

Gly
60

Lys
Tyr Ala
Arg

Asp

Thr Glu

Gln

vVal

Thr

Gly

Thr

Asp

Asp

Gly val

15

Gln Pro

Phe Thr

Leu Glu

Tyr Tyr

80

Ser
95

Lys

Thr Ala

110

Thr Arg

125

Ser Ser

140

gtattcctgg
cacctggaga
gaattaccag
atcggatgtce
ccgactttac

cacagtttct

Asp

Tyr Phe

cgctacegga
gccagcatcet
cctgtactgg
taacagagac
actgaaaatt

ggaataccct

60

120

180

240

300

360

399
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38
<400> 10
Met Lys Phe Pro Ala Gln Phe Leu Gly Leu Ile
1 5 10

Gly Ala Thr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser
20 25

Val Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys
35 40

Leu Leu Thr Val Lys Gly Ile Thr Ser Leu Tyr
50 55

Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg
65 70 75

Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly

Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp
100 105

Cys Ala Gln Phe Leu Glu Tyr Pro His Thr Phe
115 120

Leu Glu Leu Lys Arg
130

<210> 11

<211> 399

<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Effi3-VLvar4 (+ peptida semnal)
<400> 11

atgaagttcc ctgctcagtt cctggggctg attgtcctgt
gacatcgtge tgacacagag tccctectec ctgecagtga
atcagttgcc gaagctccca ggacctgectg actgtcaagg
ttcctgecaga agecccgggca gagceccctaaa ctgctgatcet

agtggagtge cegataggtt ctecaggcage gggtecggaa
tcoctegegtgg aggctgaaga tgtcggcacc tactattgeg

cacacctttg gagcaggcac taagctggag ctgaagegt

<210> 12

<211> 133

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Effi3-VLvar4_aa (+ peptida semnal)
<400> 12

Val Leu Cys Ile Pro

15

Pro Ser Ser Leu Pro

30

Arg Ser Ser Gln Ser

45

Trp Phe Leu Gln Lys

60

Met Ser Asn Arg Asp

Ser Glu Thr Asp Phe

Val Gly Thr Tyr Tyr
110

Gly Ala Gly Thr Lys

125

gcattcctgg
cacctggaga
gcattacctc
atcggatgtce
ccgactttac

cacagtttct

ggcaaccggc
gccagcatcet
actgtactgg
taacagagac
actgaaaatt

ggagtatccc

60

120

180

240

300

360

399
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39

Met Lys Phe Pro Ala Gln Phe Leu Gly Leu Ile Val Leu Cys Ile Pro

Gly Ala Thr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Pro
20 25 30

Val Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Asp
Leu Leu Thr Val Lys Gly Ile Thr Ser Leu Tyr Trp Phe Leu Gln Lys

Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Met Ser Asn Arg Asp
65 70 75 80

Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 20 95

Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Thr Tyr Tyr
100 105 110

Cys Ala Gln Phe Leu Glu Tyr Pro His Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys
115 120 125

Leu Glu Leu Lys Arg
130

<210> 13

<211> 27

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3 VHvar3_CDR1
<400> 13

ttcaccttta caaacgcagc catgtac 27
<210> 14

<211>9

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3 VHvar3_CDR1-aa
<400> 14

Phe Thr Phe Thr Asn Ala Ala Met Tyr

1 5

<210> 15

<211> 57

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3 VHvar3_CDR2
<400> 15

cggatcagaa caaaggctaa caactacgca acttactatg ccgactcagt gaaggge 57
<210> 16

<211>19
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40

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3 VHvar3_CDR2-aa
<400> 16

Arg Ile Arg Thr Lys Ala Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly
<210> 17

<211> 36

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3 VHvar3_CDRS3
<400> 17

gtcgtgctga ctactacacg ggattacttt gactat 36
<210> 18

<211> 12

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3 VHvar3_CDRS-aa
<400> 18

Val val Leu Thr Thr Thr Arg Asp Tyr Phe Asp Tyr

1 5 10
<210> 19

<211> 48

<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Effi3 VLvar3_CDR1

<400> 19

cgaagctccc agtcactgct gactgtcaag ggaattacca gectgtac 48
<210> 20

<211> 16

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Effi3 VLvar3-CDR1_aa

<400> 20

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Thr Val Lys Gly Ile Thr Ser Leu Tyr
1 5 10 15
<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3 VLvar3/4_CDR2
<400> 21

cggatgtcta acagagacagt 21
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41

<210> 22

<211>7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3 VLvar3/4_CDR2aa

<400> 22
Arg Met Ser Asn Arg Asp Ser

1 5

<210> 23

<211> 27

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3 VLvar3/4_CDR3
<400> 23

gcacagtttc tggaataccc tcacact 27
<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3 VLvar3/4_CDR3aa
<400> 24

Ala Gln Phe Leu Glu Tyr Pro His Thr

1 5

<210> 25

<211> 48

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3-VLvar4_CDR1
<400> 25

cgaagctccc aggacctgct gactgtcaag ggcattacct cactgtac 48
<210> 26

<211> 16

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3-VLvar4_CDR1_aa
<400> 26

Arg Ser Ser Gln Asp Leu Leu Thr Val Lys Gly Ile Thr Ser Leu Tyr

1 5 10 15
<210> 27

<211>993

<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> 1gG1m (E333A)



<400> 27

gctagcacca
ggcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgeca

aaatcttgtg
cegtecagtet

gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gcecgtggagt
ctggactceg
cagcagggga

cagaagagcc

<210> 28
<211> 330

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

agggcccatce
ccctgggetg
gegecctgac
ccctcageag
acgtgaatca

acaaaactca
tectettece

gegtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagcccceg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctccectt
acgtcttete

toteocecctgte

<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

ggtecttcece
cctggtcaag
cagcggcegtg
cgtggtgacce
caagcccage

cacatgccca
cccaaaacce

ggacgtgage
gcataatgcc
cgtectcace
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctge
tgggcagccyg
ctteetctac
atgctcegtg

tccgggtaaa

<223> IgG1m (E333A) _aa

<400> 28

42

ctggcaccct
gactacttce
cacaccttce
gtgcccteca
aacaccaagg

ccgtgeccag
aaggacaccc

cacgaagacc
aagacaaagc
gtecctgeace
ctececcagece
gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg

tga

cctccaagag
ccgaaccggt
cggcetgteoct
gcagcttggg
tggacaagaa

cacctgaact
tcatgatete

ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggct
ccatcgecgaa
tgcceccate
gcttctatcece
acaagaccac
ccgtggacaa

ctetgcacaa

cacctetggg
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagace
agttgagcce

cctgggggga
ccggaccect

gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
gcctecegtyg
gagcaggtygg

ccactacacg

60

120

180

240

300

360
420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

993



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Thr

Ser

Glu

His

Ser

Cys

Glu

Pro
115

Lys

Gly

20

Pro

Thr

vVal

Asn

Pro

100

Glu
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Gly

Gly

val

Phe

val

val

Lys

Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Ser

Ala

Val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

val

Ala

Ser

40

vVal

Pro

Lys

Asp

Gly
120

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

43

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Vval

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
125

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro



Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

vVal

305

Gln

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

<210> 29
<211> 984

<212> ADN

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu
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Thr

Val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Met

135

His

VvVal

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

<213> Secventa artificiala
<220>
<223> 1gG4m (S228P)
<400> 29

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Ala

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

44

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Pro

140

Val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp

300

His

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



gctagecacca
agcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatatggtc
ttcectgttce
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagcecce
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aatgtcttct

ctctcectgt

<210> 30
<211> 327

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

agggcccate
ccctgggetg
gcegecctgac
ccctcagecag
acgtagatca
ccccatgece
ccccaaaacce
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtcctcac
ccaacaaagg
gagagccaca
gcctgaccetg
atgggcagcc
tcttecteta
catgctcecgt

ctcecgggtaa

<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

ggtettcece
cctggtcaag
cagcggcegtyg
cgtggtgace
caagcccagce
accatgccca
caaggacact
ccaggaagac
caagacaaag
cgtecectgeac
ccteecgtec
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaggcta
gatgcatgag

atga

<223> IgG4m (S228P) _aa

<400> 30

Ala Ser Thr Lys Gly Pro

1

Ser Thr

Phe Pro
35

Gly Vval

Leu Ser
65

Ser Glu Ser

Glu Pro Val

His Thr Phe

Ser Val val

5

20

Thr

Thr

Pro

Thr
70

Ser Val

Ala Ala

Val Ser
40

Ala Vval
55

Val Pro

45

ctggcgeect
gactacttcc
cacaccttece
gtgccctceca
aacaccaagg
gcacctgagt
ctcatgatct
cccgaggtcc
ccgcgggagyg
caggactggce
tccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctace
tacaagacca

accgtggaca

gctctgcaca

Phe Pro Leu

10

Leu
25

Gly Cys

Trp Asn Ser

Leu Gln Ser

Ser
75

Ser Ser

gctccaggag
ccgaaccggt
cggctgtect
gcagcttggyg
tggacaagag
tcctgggggy
cccggacccece
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
cccaggagga
ccagcgacat
cgccteecegt
agagcaggtg

accactacac

Ala Pro Cys

Leu Val Lys

30

Ala
45

Gly
Ser

Gly

Leu Gly

Leu

Leu

Thr

caccteccgag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacgaagacc
agttgagtcc
accatcagtce
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgecgtggag
gctggactce

gcaggagggyg

acagaagagc

Ser
15

Arg
Asp Tyr
Thr Ser
Ser

Tyr

Thr
80

Lys

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

984
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46

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys

Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
100 105 110

Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
115 120 125

Asp Thr Leu Met Tle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
130 135 140

Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
145 150 155 160

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe
165 170 175

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
180 185 130

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu
195 200 205

Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala lLys Gly Gln Pro Arg
210 215 220

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys
225 230 235 240

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
245 250 255

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
260 265 270

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
275 280 285

Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser
290 295 300

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
305 310 315 320

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

325
<210> 31
<211> 981
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> 1gG2b



<400> 31

gctagcacca
agcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatgttgtg
ctcttececce
gtggtggtgg
gtggaggtge
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctecttcet
gtcttctcat

toceceoctgtete

<210> 32
<211> 326

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

agggcccatce
ccctgggetg
gegetetgac
ccctcagecag
acgtagatca
tcgagtgcece
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcacegt
acaaaggcct
aaccacaggt
tgacctgect
ggcagccgga
tcctctacag
gctccgtgat

cgggtaaatg

<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

<223> 1gG2b_aa

<400> 32

ggtecttcece
cctggtcaag
cageggegtg
cgtggtgacce
caagcccagce
accgtgcecca
ggacacccte
cgaagaccce
gacaaagcca
tgtgcaccag
cccagecece
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacce
gcatgaggct

a

47

ctggcgeect
gactacttcc
cacaccttce
gtgccctceca
aacaccaagg
gcaccacctg
atgatctcce
gaggtccagt
cgggaggage
gactggctga
atcgagaaaa
ccecccatece
ttctaccecca
aagaccacgc
gtggacaaga

ctgcacaacc

gctccaggag
ccgaaccggt
cagcetgteoct
gcaacttcgg
tggacaagac
tggcaggacc
ggacccctga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctccaa
gggaggagat
gcgacatecge
ctccecatget
gcaggtggea

actacacgca

cacctceccgag
gacggtgteg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagcge
gtcagtctte
ggtcacgtgce
cgtggacgge
cacgttcecgt
gtacaagtgce
aaccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtygg
ggactccgac

gcaggggaac

gaagagcctc

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg

1

5

10

15

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

20

25

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

981
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48

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys

Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
100 105 110

Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro lLys Pro Lys Asp
115 120 125

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
130 135 140

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
145 150 155 160

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn
165 170 175

Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp
180 185 190

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys lLys Val Ser Asn lLys Gly Leu Pro
135 200 205

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu
210 215 220

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn
225 230 235 240

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
245 250 255

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
260 265 270

Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
275 280 285

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
290 295 300

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
305 310 315 320

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325
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49
<210> 33
<211> 321
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> ClLkappa
<400> 33
acggtggcetg caccatctgt cttecatctte ccgecatetg
actgecctetg ttgtgtgect getgaataac ttetatceca
aaggtggata acgccetceca atcgggtaac tceccaggaga
aaggacagca cctacagcct cagcagcacc ctgacgcectga
cacaaagtct acgcctgega agtcacccat cagggcctga
ttcaacaggg gagagtgtta g
<210> 34
<211> 106
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> ClLkappa_aa
<400> 34
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
1 5 10
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
20 25
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
35 40

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp

50 55
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
65 70 75
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln

85 90
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210> 35
<211> 321
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> CLlambda

atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctegeccgt

Pro Ser Asp

Asn
30

Leu Asn

Ala
45

Asn Leu

Ser

60
Ala

Lys Asp

Asp Tyr

Gly Leu Ser

gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagce
ctacgagaaa

cacaaagagc

Glu
15

Gln

Phe Tyr

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys

80

Ser Pro

95

60

120

180

240

300

321
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50
<400> 35
ggtcagcecca aggctgccce cteggtcact ctgttecege
gccaacaagg ccacactggt gtgtctcata agtgacttct
gectggaagg cagatagecag cccegtcaag gegggagtgg
caaagcaaca acaagtacge ggccagcage tatctgagec
teccacagaa gcectacagetg ccaggtcacg catgaaggga
gocccctacag aatgttcata g
<210> 36
<211> 106
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> ClLlambda_aa
<400> 36
Gly Gln Pro Lys Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu
1 5 10
Glu Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val

20 25
Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr val Ala Trp Lys
35 40
Val Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser
50 55
Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr
65 70 75
Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His
85 90
Glu Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
100 105

<210> 37
<211> 330
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> HumanFc_lgG1 (UniprotP01857)

<400> 37

cctectetga
acccgggage
agaccaccac
tgacgectga

gcaccgtgga

Phe Pro

Cys Leu

Ala Asp
45

Lys Gln

60

Pro Glu

Glu

Pro

Ile

Ser

Ser

Gln

ggagcttcaa

cgtgacagtg

accctcecaaa
gcagtggaag

gaagacagtg

Ser Ser

15

Ser Asp

Ser Pro

Asn Asn

Trp Lys
80

Gly Ser Thr Vval

95

60

120

180

240

300

321



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

Val

vVal

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly
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Gly

Gly

Val

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val
165

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

vVal

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

51

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala
170

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg
175

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu



Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

<210> 38
<211> 327

<212> PRT

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu
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Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Fc_IgG4 uman (UniprotP01861)

<400> 38

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu

1

5

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

52

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

10

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys

20

25

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser

35

40

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser

val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp

300

His

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

val

Ala

45

Gly

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Cys

Lys

30

Leu

Leu

val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Arg

Tyr

Ser

Ser
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53

50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr
65 70 75 80

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys

Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro
100 105 110

Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
115 120 125

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Vval Vval
130 135 140

Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
145 150 155 160

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe
165 170 175

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
180 185 1390

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu
195 200 205

Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
210 215 220

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys
225 230 235 240

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
245 250 255

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
260 265 270

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
275 280 285

Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser

290 295 300
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

305 310 315 320

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

325
<210> 39

<211> 459

<212> PRT

<213> Secventa artificiala



<220>

<223> aa CD127 uman

<400> 39

Met Thr Ile Leu

1

val

Ala

Asn

Asn

65

Lys

Lys

Glu

Pro

Asp

145

Lys

Lys

val

Glu

Gly

Thr

Cys

Lys

Lys

Glu

130

Phe

vVal

Trp

Ser

Leu

35

Ser

Thr

Leu

Phe

Ser

115

Ala

Val

Leu

Thr

Gly

20

Asp

Gln

Asn

Asn

Leu

100

Leu

Pro

val

Met

His
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Gly

5

Glu

Asp

His

Leu

Phe

85

Leu

Thr

Phe

Thr

His

165

val

Thr

Ser

Tyr

Ser

Glu

70

Arg

Ile

Cys

Asp

Phe

150

Asp

Asn

Thr

Gly

Ser

Leu

55

Phe

Lys

Gly

Lys

Leu

135

Asn

vVal

Leu

Phe

Tyr

Phe

40

Thr

Glu

Leu

Lys

Lys

120

Ser

Thr

Ala

Ser

Gly

Ala

25

Ser

Cys

Ile

Gln

Ser

105

Ile

val

Ser

Tyr

Ser

54

Met

10

Gln

Cys

Ala

Cys

Glu

90

Asn

Asp

Ile

His

Arg

170

Thr

val

Asn

Tyr

Phe

Gly

75

Ile

Ile

Leu

Tyr

Leu

155

Gln

Lys

Phe

Gly

Ser

Glu

60

Ala

Tyr

Cys

Thr

Arg

140

Gln

Glu

Leu

Ser

Asp

Gln

45

Asp

Leu

Phe

Val

Thr

125

Glu

Lys

Lys

Thr

Leu

Leu

30

Leu

Pro

val

Ile

Lys

110

Ile

Gly

Lys

Asp

Leu

Leu

15

Glu

Glu

Asp

Glu

Glu

95

val

vVal

Ala

Tyr

Glu

175

Leu

Gln

Asp

val

vVal

val

80

Thr

Gly

Lys

Asn

Val

160

Asn

Gln
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55

180 185 1%0

Arg Lys Leu Gln Pro Ala Ala Met Tyr Glu Ile Lys Val Arg Ser Ile
195 200 205

Pro Asp His Tyr Phe Lys Gly Phe Trp Ser Glu Trp Ser Pro Ser Tyr
210 215 220

Tyr Phe Arg Thr Pro Glu Ile Asn Asn Ser Ser Gly Glu Met Asp Pro
225 230 235 240

Tle Leu Leu Thr Ile Ser TIle Leu Ser Phe Phe Ser Val Ala Leu Leu
245 250 255

Val Ile Leu Ala Cys Val Leu Trp Lys Lys Arg Ile Lys Pro Ile Val
260 265 270

Trp Pro Ser Leu Pro Asp His Lys Lys Thr Leu Glu His Leu Cys Lys
275 280 285

Lys Pro Arg Lys Asn Leu Asn Val Ser Phe Asn Pro Glu Ser Phe Leu
230 295 300

Asp Cys Gln Ile His Arg Val Asp Asp Ile Gln Ala Arg Asp Glu Val
305 310 315 320

Glu Gly Phe Leu Gln Asp Thr Phe Pro Gln Gln Leu Glu Glu Ser Glu
325 330 335

Lys Gln Arg Leu Gly Gly Asp Val Gln Ser Pro Asn Cys Pro Ser Glu
340 345 350

Asp Val Val Ile Thr Pro Glu Ser Phe Gly Arg Asp Ser Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Ala Gly Asn Val Ser Ala Cys Asp Ala Pro Ile Leu Ser Ser
370 375 380

Ser Arg Ser Leu Asp Cys Arg Glu Ser Gly Lys Asn Gly Pro His Val
385 390 395 400

Tyr Gln Asp Leu Leu Leu Ser Leu Gly Thr Thr Asn Ser Thr Leu Pro
405 410 415

Pro Pro Phe Ser Leu Gln Ser Gly Ile Leu Thr Leu Asn Pro Val Ala

420 425 430
Gln Gly Gln Pro Ile Leu Thr Ser Leu Gly Ser Asn Gln Glu Glu Ala

435 440 445

Tyr Val Thr Met Ser Ser Phe Tyr Gln Asn Gln
450 455

<210> 40

<211> 219

<212> PRT

<213> Secventa artificiala



<220>

<223>aa CD127_21-239 uman

<400> 40

Glu Ser Gly

1

Asp

His

Leu

Phe

65

Leu

Thr

Phe

Thr

His

145

val

Pro

Phe

Pro

Tyr

Ser

Glu

50

Arg

Ile

Cys

Asp

Phe

130

Asp

Asn

Ala

Lys

Glu
210

Ser

Leu

35

Phe

Lys

Gly

Lys

Leu

115

Asn

Val

Leu

Ala

Gly

195

Ile

<210> 41

<211> 1416
<212> ADN

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

Tyr Ala Gln Asn Gly Asp

Phe

20

Thr

Glu

Leu

Lys

Lys

100

Ser

Thr

Ala

Ser

Met

180

Phe

Asn

5

Ser

Cys

Ile

Gln

Ser

85

Ile

vVal

Ser

Tyr

Ser

165

Tyr

Trp

Asn

Cys

Ala

Cys

Glu

70

Asn

Asp

Ile

His

Arg

150

Thr

Glu

Ser

Ser

Tyr

Phe

Gly

55

Ile

Ile

Leu

Tyr

Leu

135

Gln

Lys

Ile

Glu

Ser
215

<213> Secventa artificiala
<220>
<223> Effi3_VH3_lgG1m (E333A)

Ser

Glu

40

Ala

Tyr

Cys

Thr

Arg

120

Gln

Glu

Leu

Lys

Trp

200

Gly

Gln

25

Asp

Leu

Phe

val

Thr

105

Glu

Lys

Lys

Thr

vVal

185

Ser

Glu

56

Leu

10

Leu

Pro

val

Ile

Lys

90

Ile

Gly

Lys

Asp

Leu

170

Arg

Pro

Met

Glu

Glu

Asp

Glu

Glu

75

val

val

Ala

Tyr

Glu

155

Leu

Ser

Ser

Asp

Asp

val

val

vVal

60

Thr

Gly

Lys

Asn

vVal

140

Asn

Gln

Ile

Tyr

Ala

Asn

Asn

45

Lys

Lys

Glu

Pro

Asp

125

Lys

Lys

Pro

Tyr
205

Glu

Gly

30

Thr

Cys

Lys

Lys

Glu

110

Phe

val

Trp

Lys

Asp

130

Phe

Leu

15

Ser

Thr

Leu

Phe

Ser

95

Ala

vVal

Leu

Thr

Leu

175

His

Arg

Asp

Gln

Asn

Asn

Leu

80

Leu

Pro

Val

Met

His

160

Gln

Tyr

Thr



<400> 41

atgetggtcec
cagctggteg
gcegetagtyg
aagggcctgg
gccgacteag
ctgcagatgg
ctgactacta
tcagetagea
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtcea
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagatgacca
atcgccgtgg

gtgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

<210> 42

<211> 471

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

tgcagtgggt
aatctggggg
ggttcacctt
agtgggtggce
tgaagggcag
actctgtgaa
cacgggatta
ccaagggece
cggcecetggg
caggcgcecct
actccctcag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tettectett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag

ccgacggcete
ggaacgtctt

gcctctceect

<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

cctggtcace
ggggctggte
tacaaacgca
acggatcaga
gttcaccatt
gacagaagat
ctttgactat
atcggtette
ctgecetggte
gaccagcggce
cagcgtggtg
tcacaagecce
tcacacatgce
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctc
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgace
caatgggcag

cttecttecte
ctcatgctce

gtctcegggt

57

gctetgttte
cagcceggeg
gccatgtact
acaaaggcta
agccgcgacg
actgccacct
tggggacagg
cccctggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccct
agcaacacca
ccaccgtgee
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gccctcccag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca

tacagcaagce
gtgatgcatg

aaatga

<223> Effi3_VH3_lgG1m (E333A) _aa

agggggtcca
ggtctctgaa
gggtccgaca
acaactacgc
atagcaaatc
actattgtat
gagtgctggt
cctactcecaa
tcceocecgaace
tceceggetgt
ccagcagctt
aggtggacaa
cagcacctga
ccctecatgat
accctgaggt
agccgeggga
accaggactg
ccceccatcge
ccctgecece
aaggcttcta
actacaagac

tcacecgtgga
aggctctgca

ttgtgetgtyg
aatcacttge
ggctecctgga
aacttactat
cacagtctac
tgtggtegtyg
gacagtgagt
gagcacctcet
ggtgacggtyg
cctacagtce
gggcacccag
gaaagttgag
actcctgggg
ctceeggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggc
gaaaaccatc
atcccgggag
tcccagegac
cacgcctcce

caagagcagg
caaccactac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
1380

1416



<400> 42

Met Leu Val

1

His

Gly

Asn

Trp

Ala

Ser

Thr

Asp

Lys

145

Gly

Pro

Cys

Gly

Ala

50

Val

Asp

Thr

Tyr

Tyr

130

Gly

Gly

vVal

Ala

Ser

35

Ala

Ala

Ser

val

Tyr

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Leu

vVal

20

Leu

Met

Arg

vVal

Tyr

100

Cys

Gly

Ser

Ala

val
180

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

Gln

Gln

Lys

Tyr

Ile

Lys

85

Leu

Ile

Gln

val

Ala

165

Ser

Trp

Leu

Ile

Trp

Arg

70

Gly

Gln

val

Gly

Phe

150

Leu

Trp

val

val

Thr

Val

55

Thr

Arg

Met

val

Val

135

Pro

Gly

Asn

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Lys

Phe

Asp

val

120

Leu

Leu

Cys

Ser

vVal

Ser

25

Ala

Gln

Ala

Thr

Ser

105

Leu

vVal

Ala

Leu

Gly
185

58

Thr

10

Gly

Ala

Ala

Asn

Ile

90

val

Thr

Thr

Pro

Val

170

Ala

Ala

Gly

Ser

Pro

Asn

75

Ser

Lys

Thr

Val

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Gly

Gly

Gly

60

Tyr

Arg

Thr

Thr

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Phe

Leu

Phe

45

Lys

Ala

Asp

Glu

Arg

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Gln

val

30

Thr

Gly

Thr

Asp

Asp

110

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly
190

Gly

15

Gln

Phe

Leu

Tyr

Ser

95

Thr

Tyr

Ser

Thr

Pro

175

val

val

Pro

Thr

Glu

Tyr

80

Lys

Ala

Phe

Thr

Ser

160

Glu

His



MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

59

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
195 200 205

Val val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
210 215 220

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu
225 230 235 240

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
245 250 255

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
260 265 270

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Vval Val
275 280 285

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
290 295 300

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
305 310 315 320

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
325 330 335

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
340 345 350

Pro Ala Pro Ile Ala Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
355 360 365

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys
370 375 380

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
385 390 395 400

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
405 410 415

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
420 425 430

Lys Leu Thr vVal Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser

435 440 445
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

450 455 460

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 43

<211> 1407

<212> ADN

<213> Secventa artificiala



<220>

<223> Effi3_VH3_lgG4 (S228P)

<400> 43

atgetggtcec
cagctggteg
gcecgetagtg
aagggcctgg
gccgacteag
ctgcagatgg
ctgactacta
tcagetagea
gagagcacag
tegtggaact
tcaggactct
acctacacct
tccaaatatg
gtcttectgt
acgtgegtgg
gatggegtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga

tccgacgget
gggaatgtct

agcctctcce

<210> 44

<211> 468

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

tgcagtgggt
aatctggggg
ggttcacctt
agtgggtggce
tgaagggcag
actctgtgaa
cacgggatta
ccaagggece
ccgeccetggg
caggcgcecct
actccctcag
gcaacgtaga
gtcecccatg
tcecccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagecgtcect
tctccaacaa
ccecgagagece
tcagcctgac
gcaatgggca

ccttettect
tctcatgcete

tgtcteccggg

<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

cctggtcace
ggggctggte
tacaaacgca
acggatcaga
gttcaccatt
gacagaagat
ctttgactat
atcggtette
ctgectggte
gaccagcggce
cagcgtggtg
tcacaagcce
cccaccatge
acccaaggac
gagccaggaa
tgccaagaca
caccgtcectg
aggcctcceeg
acaggtgtac
ctgecetggte
gocggagaac

ctacagcagg
cgtgatgcat

taaatga

60

gctetgttte
cagcceggeg
gccatgtact
acaaaggcta
agccgcgacg
actgccacct
tggggacagg
cccctggege
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccct
agcaacacca
ccagcacctg
actctcatga
gaccccgagg
aagcecgeggg
caccaggact
tcctecateg
accctgecee
aaaggcttct
aactacaaga

ctaaccgtgg
gaggctctge

<223> Effi3_VH3_IgG4 (S228P) _aa

agggggtcca
ggtctctgaa
gggtccgaca
acaactacgc
atagcaaatc
actattgtat
gagtgctggt
cctgetecag
tcececgaace
tceceggetgt
ccagcagctt
aggtggacaa
agttcectggg
tctecceggac
tccagttcaa
aggagcagtt
ggctgaacgg
agaaaaccat
catcccagga
accccagcga
ccacgcectee

acaagagcag
acaaccacta

ttgtgetgtyg
aatcacttge
ggctecctgga
aacttactat
cacagtctac
tgtggtcgtyg
gacagtgagt
gagcacctce
ggtgacggtyg
cctacagtce
gggcacgaag
gagagttgag
gggaccatca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagece
ggagatgacc
catcgecegtyg
cgtgctggac

gtggcaggag
cacacagaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
1380

1407



<400> 44

Met Leu Val

1

His

Gly

Asn

Trp

Ala

Ser

Thr

Asp

Lys

145

Glu

Pro

Cys

Gly

Ala

50

Val

Asp

Thr

Tyr

Tyr

130

Gly

Ser

Val

Ala

Ser

35

Ala

Ala

Ser

val

Tyr

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Leu

vVal

20

Leu

Met

Arg

val

Tyr

100

Cys

Gly

Ser

Ala

val
180

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

Gln

Gln

Lys

Tyr

Ile

Lys

85

Leu

Ile

Gln

val

Ala

165

Ser

Trp

Leu

Ile

Trp

Arg

70

Gly

Gln

val

Gly

Phe

150

Leu

Trp

val

val

Thr

Val

55

Thr

Arg

Met

val

val

135

Pro

Gly

Asn

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Lys

Phe

Asp

val

120

Leu

Leu

Cys

Ser

vVal

Ser

25

Ala

Gln

Ala

Thr

Ser

105

Leu

val

Ala

Leu

Gly
185

61

Thr

10

Gly

Ala

Ala

Asn

Ile

90

val

Thr

Thr

Pro

Val

170

Ala

Ala

Gly

Ser

Pro

Asn

75

Ser

Lys

Thr

val

Cys

155

Lys

Leu

Leu

Gly

Gly

Gly

60

Tyr

Arg

Thr

Thr

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Phe

Leu

Phe

45

Lys

Ala

Asp

Glu

Arg

125

Ser

Arg

Tyr

Ser

Gln

val

30

Thr

Gly

Thr

Asp

Asp

110

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly
190

Gly

15

Gln

Phe

Leu

Tyr

Ser

95

Thr

Tyr

Ser

Thr

Pro

175

vVal

val

Pro

Thr

Glu

Tyr

80

Lys

Ala

Phe

Thr

Ser

160

Glu

His



MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

62

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
195 200 205

Val val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys
210 215 220

Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu
225 230 235 240

Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu
245 250 255

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
260 265 270

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
275 280 285

Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
290 295 300

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr
305 310 315 320

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
325 330 335

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser
340 345 350

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
355 360 365

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val
370 375 380

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp TIle Ala Val
385 390 395 400

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
405 410 415

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr
420 425 430

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Vval

435 440 445
Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu

450 455 460

Ser Pro Gly Lys
465

<210> 45

<211> 1404

<212> ADN

<213> Secventa artificiala



<220>

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

<223> Effi3_VH3_lgG2b

<400> 45

atgetggtece
cagctggteg
gccgetagtyg
aagggcctgg
gccgactcag
ctgecagatgg
ctgactacta
tcagctagea
gagagcacag
tegtggaact
tcaggactct
acctacacct
cgcaaatgtt
ttectettee
tgegtggtgg
ggcgtggagyg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagccce
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcect

aacgtcttet
ctetecetgt

<210> 46

tgcagtgggt
aatctggggg
ggttcacctt
agtgggtgge
tgaagggcag
actetgtgaa
cacgggatta
ccaagggcce
cggccectggg
caggcgetet
actccctcag
gcaacgtaga
gtgtcgagtg
ccccaaaace
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgteoctcac
ccaacaaagqg
gagaaccaca
gcctgaccetg
atgggcagcc
tcttecteta

catgcteegt
cteccgggtaa

<211> 467
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

cctggteace
ggggctggte
tacaaacgca
acggatcaga
gttcaccatt
gacagaagat
ctttgactat
atcggtctte
ctgeetggte
gaccagegge
cagcgtggtg
tcacaagcec
cccaccgtge
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgttgtgecac
ccteccagee
ggtgtacace
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctc

gatgcatgag
atga

<223> Effi3_VH3_lgG2b_aa

<400> 46

63

gctetgttte
cagcecggeyg
gccatgtact
acaaaggcta
agccgegacyg
actgeccacct
tggggacagg
ccectggege
aaggactact
gtgcacacct
accgtgeccct
agcaacacca
ccagcaccac
ctcatgatct
cccgaggtee
ccacgggagg
caggactgge
cccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctace
tacaagacca
accgtggaca

gctctgeaca

agggggtcca
ggtctctgaa
gggtccgaca
acaactacgce
atagcaaatc
actattgtat
gagtgctggt
cctgetecag
tccececgaace
tcccagetgt
ccagcaactt
aggtggacaa
ctgtggecagg
cccggacceee
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
cecgggagga
ccagcgacat
cgcctcccat
agagcaggtg

accactacac

ttgtgetgtg
aatcacttge
ggctcctgga
aacttactat
cacagtctac
tgtggtegtg
gacagtgagt
gagcacctcce
ggtgacggtg
cctacagtee
cggcacccag
gacagttgag
accgtcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggac
cagcacgttc
ggagtacaag
caaaaccaaa
gatgaccaag
cgecgtggag
gctggactcc
gcagcagggg

gcagaagagc

60

120

240
300
360

420

540
600
660

720

840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380
1404



Met

His

Gly

Asn

Trp

65

Ala

Ser

Thr

Asp

Lys

145

Glu

Pro

Thr

Leu

Cys

Gly

Ala

50

Val

Asp

Thr

Tyr

Tyr

130

Gly

Ser

val

Phe

vVal

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

vVal

Tyr

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

Leu

val

20

Leu

Met

Arg

val

Tyr

100

Cys

Gly

Ser

Ala

val

180

Ala

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

Gln

Gln

Lys

Tyr

Ile

Lys

85

Leu

Ile

Gln

val

Ala

165

Ser

val

Trp

Leu

Ile

Trp

Arg

70

Gly

Gln

Val

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

val

val

Thr

Val

55

Thr

Arg

Met

Val

Val

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Leu

Glu

Cys

40

Arg

Lys

Phe

Asp

vVal

120

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

val

Ser

25

Ala

Gln

Ala

Thr

Ser

105

Leu

val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

64

Thr

10

Gly

Ala

Ala

Asn

Ile

90

val

Thr

Thr

Pro

Val

170

Ala

Gly

Ala

Gly

Ser

Pro

Asn

75

Ser

Lys

Thr

val

Cys

155

Lys

Leu

Leu

Leu

Gly

Gly

Gly

60

Tyr

Arg

Thr

Thr

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Phe

Leu

Phe

45

Lys

Ala

Asp

Glu

Arg

125

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

Gln

val

30

Thr

Gly

Thr

Asp

Asp

110

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly

190

Leu

Gly

15

Gln

Phe

Leu

Tyr

Ser

95

Thr

Tyr

Ser

Thr

Pro

175

val

Ser

val

Pro

Thr

Glu

Tyr

80

Lys

Ala

Phe

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser



Val

Asn

225

Arg

Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

385

Trp

Met

Asp

His

Pro
465

Val

210

Val

Lys

Pro

Ser

Asp

290

Asn

val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
450

Gly

195

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

275

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

435
Ala

Lys

<210> 47
<211> 720

<212> ADN

Val

His

Cys

Val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

420

Arg

Leu

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

Pro

Lys

Val

245

Phe

Pro

Val

Thr

val

325

Cys

Ser

Pro

val

Gly

405

Asp

Trp

His

Ser

Pro

230

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

390

Gln

Gly

Gln

Asn

Ser

215

Ser

Cys

Phe

val

Phe

295

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

375

Gly

Pro

Ser

Gln

His
455

<213> Secventa artificiala

200

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

280

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly
440
Tyr

Phe

Thr

Pro

Pro

265

Cys

Trp

Glu

val

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

Thr

65

Gly

Lys

Cys

250

Lys

val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

410

Leu

val

Gln

Thr

val

235

Pro

Pro

val

Val

Gln

315

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

395

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Gln

220

Asp

Ala

Lys

val

Asp

300

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
460

205

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
445
Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

270

Val

Val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Thr

Vval

Val

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

Val

Val

Pro

415

Thr

Val

Leu

Cys

Glu

240

Ala

Met

His

Val

Phe

320

Gly

Ile

val

Ser

Glu

400

Pro

VvVal

Met

Ser



<220>

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

<223> Effi3_VL4_Clkappa

<400> 47

atgaagttcc
gacatecgtge
atcagttgec
ttcectgcaga
agtggagtgc
tectegegtgg
cacacctttg
ttcatcttce
ctgaataact
tegggtaact
agcagcaccc

gtcacccatce

<210> 48
<211> 239

ctgctcagtt
tgacacagag
gaagctceca
agcccgggca
ccgataggtt
aggctgaaga
gagcaggcac
cgccatctga
tctatccecag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

cctggggetg

tcectectee
ggacctgetg
gagccctaaa
ctcaggcagce
tgteggeace
taagctggag
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctcgecegte

<223> Effi3_VL4_ClLkappa_aa

<400> 48

60

attgtcctgt
ctgeccagtga
actgtcaagg
ctgctgatct
gggtceggaa
tactattgeg
ctgaagcgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

gcattectgg
cacctggaga
gcattaccte
atcggatgtce
ccgactttac
cacagtttct
cggtggctge
ctgectetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggyg

ggcaaccggce
gccagecatcet
actgtactgg
taacagagac
actgaaaatt
ggagtatccce
accatctgte
tgtgtgectg
cgccectcecaa
ctacagecte
cgcctgegaa

agagtgttag

Met Lys Phe Pro Ala Gln Phe Leu Gly Leu Ile Val Leu Cys Ile Pro
1 5 10 15

Gly Ala Thr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Pro
20 25 30

Val Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Asp
35 40 45

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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Leu Leu Thr Val Lys Gly Ile Thr Ser Leu Tyr Trp Phe Leu Gln Lys
50 55 60

Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Met Ser Asn Arg Asp

Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 920 95

Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Thr Tyr Tyr
100 105 110

Cys Ala Gln Phe Leu Glu Tyr Pro His Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys
115 120 125

Leu Glu Leu Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
130 135 140

Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
145 150 155 160

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
165 170 175

Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp
180 185 190

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
195 200 205

Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
210 215 220

Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225 230 235

<210> 49

<211> 720

<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Effi3_VL3_Clkappa

<400> 49

atgaagtttc ctgctcagtt tctgggcctg attgtgctgt gtattcctgg cgctaccgga 60
gacatcgtcc tgactcagtc cccctcttcecc ctgeccagtga cacctggaga gccagcatct 120

atcagttgcc gaagctccca gtcactgetg actgtcaagg gaattaccag cctgtactgg 180
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68
tteetgecaga agecccggeca gtceecctaaa ctgetgatcet
agtggggtgc ccgataggtt ctcaggcagc gggtccgaaa
tetegegtgg aggetgaaga tgteggaacce tactattgeg
cacactttecg gggcaggcac taagetggag ctgaagcgta
ttcatcttce cgccatctga tgagcagttg aaatctggaa
ctgaataact tctatcccag agaggccaaa gtacagtgga
tegggtaact cccaggagag tgtcacagag caggacagca
agcagcaccce tgacgctgag caaagcagac tacgagaaac
gtcacccatc agggcctgag ctcgecccgtc acaaagaget
<210> 50
<211> 239
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> Effi3_VL3_ClLkappa_aa
<400> 50
Met Lys Phe Pro Ala Gln Phe Leu Gly Leu Ile
1 5 10
Gly Ala Thr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser

20 25
Val Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys
35 40
Leu Leu Thr Val Lys Gly Ile Thr Ser Leu Tyr
50 55
Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg
65 70 75
Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
85 90
Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp
100 105
Cys Ala Gln Phe Leu Glu Tyr Pro His Thr Phe
115 120
Leu Glu Leu Lys Arg Thr Vval Ala Ala Pro Ser

atcggatgte
ccgactttac
cacagtttct
cggtggctge
ctgcctetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggyg

Val Leu Cys

Ser
30

Pro Ser

Ser Ser

45

Arg

Trp Phe Leu

60

Met Ser Asn

Ser Glu Thr

Thr
110

val Gly

Gly Ala

125

Gly

Val Phe Ile

taacagagac
actgaaaatt
ggaatacecct
accatctgte
tgtgtgectg
cgccctccaa
ctacagccte
cgcectgegaa

agagtgttag

Ile
15

Pro

Leu Pro

Gln Ser

Gln Lys

Arg Asp

Asp Phe

95

Tyr Tyr

Thr

Lys

Phe Pro

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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130 135
Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala
145 150 155
Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val

165 170
Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser
180 185
Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr
195 200

Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys

210 215
Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn
225 230 235
<210> 51
<211> 720
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> Effi3_VL4_Cllambda
<400> 51
atgaagttce ctgctcagtt cctggggetg attgtectgt
gacatcegtge tgacacagag tcccteoctece ctgecagtga
atcagttgcc gaagctccca ggacctgetg actgtcaagg
ttcectgcaga agcccgggca gagcecctaaa ctgcectgatcet
agtggagtge ccgataggtt ctcaggcage gggtccggaa
tectegegtgg aggetgaaga tgteggecacce tactattgeg
cacacctttg gagcaggcac taagctggag ctgaagegtg
teggtcacte tgttcececgee ctectectgag gagettcaag
tgtctcataa gtgacttcta ccecgggagcec gtgacagtgg
cccgtcaagg cgggagtgga gaccaccaca ccctceccaaac
gccagcaget atctgagect gacgecctgag cagtggaagt
caggtcacgc atgaagggag caccgtggag aagacagtgg
<210> 52
<211> 239
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Effi3_VL4 ClLlambda_aa

<400> 52

140

Ser Val Val

Gln Trp Lys

Val Thr

190

Thr
205

Leu

Glu
220

Val

Arg Gly

gcattcctgg
cacctggaga
gcattacctc
atcggatgtce
ccgactttac
cacagtttct
gtcagcccaa
ccaacaaggc
cctggaagge
aaagcaacaa
cccacagaag

ccectacaga

Glu

Leu

Thr

Glu

Leu
160

Cys

val
175

Asp

Gln Asp

Ser Lys

His Gln

Cys

ggcaaccggce
gccagcatct
actgtactgg
taacagagac
actgaaaatt
ggagtatccce
ggctgeoceece
cacactggtg
agatagcagc
caagtacgeg
ctacagectge

atgttcatag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



Met

Gly

val

Leu

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Phe

145

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
225

Lys

Ala

Thr

Leu

50

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu

130

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu
210

Phe

Thr

Pro

35

Thr

Gln

vVal

Lys

Gln

115

Leu

Pro

Ile

Ser

Ser
195

Pro

Gly

20

Gly

vVal

Ser

Pro

Ile

100

Phe

Lys

Ser

Ser

Ser

180

Asn
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Ala

Asp

Glu

Lys

Pro

Asp

Ser

Leu

Arg

Ser

Asp

165

Pro

Asn

Gln

Ile

Pro

Gly

Lys

70

Arg

Arg

Glu

Gly

Glu

150

Phe

Val

Lys

Gln Trp Lys Ser

Phe

Val

Ala

Ile

55

Leu

Phe

Val

Tyr

Gln

135

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His
215

Leu

Leu

Ser

40

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala
200

Gly

Thr

25

Ile

Ser

Ile

Gly

Ala

105

His

Lys

Gln

Gly

Gly

185

Ala

70

Leu

10

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Ala

Ala

Ala

170

Val

Ser

Ile

Ser

Cys

Tyr

Arg

75

Gly

Asp

Phe

Ala

Asn

155

vVal

Glu

Ser

Arg Ser Tyr Ser

val

Pro

Arg

Trp

60

Met

Ser

Val

Gly

Pro

140

Lys

Thr

Thr

Tyr

Leu

Ser

Ser

45

Phe

Ser

Gly

Gly

Ala

125

Ser

Ala

val

Thr

Leu
205

Cys

Ser

30

Ser

Leu

Asn

Thr

Thr

110

Gly

Val

Thr

Ala

Thr

190

Ser

Ile

15

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

95

Tyr

Thr

Thr

Leu

Trp
175

Pro

Leu

Pro

Pro

Asp

Lys

Asp

Phe

Tyr

Lys

Leu

val

160

Lys

Ser

Thr

Cys Gln Val Thr His

220

Gly Ser Thr val Glu Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
230

<210> 53
<211> 720

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Effi3_VL3_Cllambda

<400> 53

235



atgaagtttc
gacatcgtcc
atcagttgcc
ttcectgecaga
agtggggtge
tetegegtgg
cacacttteg
teggtcacte
tgtetcataa
cccgtcaagg
gccagcaget

caggtcacge
<210> 54
<211> 239

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

ctgctcagtt
tgactcagtc
gaagctccca
agcccggeca
ccgataggtt
aggctgaaga
gggcaggeac
tgttceccgece
gtgacttcta
cgggagtgga
atctgagect

atgaagggag

<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

tctgggectyg
ccectettec
gtcactgctg
gtceccctaaa
ctcaggcage
tgteggaace
taagctggag
ctcectetgag
cccgggagec
gaccaccaca
gacgcctgag

caccgtggag

71

attgtgetgt
ctgccagtga
actgtcaagg
ctgctgatct
gggtccgaaa
tactattgeg
ctgaagcgtg
gagcttcaag
gtgacagtgg
cccteccaaac
cagtggaagt

aagacagtgg

<223> Effi3_VL3 _ClLlambda_aa

<400> 54

Met Lys Phe

1

Gly Ala Thr

Val Thr Pro

35

Leu Leu Thr

50

Pro Ala
5

Gly Asp
20

Gly Glu

Val Lys

Gln Phe Leu Gly

Ile val Leu Thr

Pro Ala Ser Ile

40

Gly Ile Thr Ser

55

Leu Ile
10

Gln Ser
25

Ser Cys

Leu Tyr

gtattcctgyg
cacctggaga
gaattaccag
atcggatgtce
ccgactttac
cacagtttct
gtcagcccaa
ccaacaaggc
cctggaagge
aaagcaacaa
cccacagaag

ccectacaga

Val Leu Cys

Ser Ser
30

Pro

Ser Ser
45

Arg

Trp Phe Leu

60

cgctaccgga
gccagcatct
cctgtactgg
taacagagac
actgaaaatt
ggaataccct
ggctgecece
cacactggtg
agatagcage
caagtacgeg
ctacagetge

atgttcatag

Ile Pro

15

Leu Pro

Gln Ser

Gln Lys

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Phe

145

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
225

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu

130

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu

210

Gly

Gln

Val

Lys

Gln

115

Leu

Pro

Ile

Ser

Ser

135

Gln

Ser

<210> 55
<211> 27

<212> PRT

Ser

Pro

Ile

100

Phe

Lys

Ser

Ser

Ser

180

Asn

Trp

Thr
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Pro

Asp

85

Ser

Leu

Arg

Ser

Asp

165

Pro

Asn

Lys

val

Lys

70

Arg

Arg

Glu

Gly

Glu

150

Phe

val

Lys

Ser

Glu
230

Leu

Phe

Val

Tyr

Gln

135

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

215

Lys

<213> Secventa artificiala
<220>
<223> peptida CD127
<400> 55

Glu Ser Gly Tyr Ala Gln Asn Gly Asp Leu Glu Asp Ala Glu Leu Asp

1

5

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

200

Arg

Thr

Ile

Gly

Ala

105

His

Lys

Gln

Gly

Gly

185

Ala

Ser

val

72

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Ala

Ala

Ala

170

val

Ser

Tyr

Ala

10

Arg

75

Gly

Asp

Phe

Ala

Asn

155

val

Glu

Ser

Ser

Pro
235

Asp Tyr Ser Phe Ser Cys Tyr Ser Gln Leu Glu

<210> 56
<211>123

<212> PRT

20

<213> Secventa artificiala
<220>
<223> MD707-3 VH

25

Met Ser

Ser Glu

Val Gly

Gly Ala
125

Pro Ser
140

Lys Ala

Thr Vval

Thr Thr

Tyr Leu
205

Cys Gln
220

Thr Glu

Asn

Thr

Thr

110

Gly

Val

Thr

Ala

Thr

190

Ser

Val

Cys

Arg

Asp

95

Tyr

Thr

Thr

Leu

Trp

175

Pro

Leu

Thr

Ser

15

Asp

80

Phe

Tyr

Lys

Leu

val

160

Lys

Ser

Thr

His



<400> 56

Ala Val His

1

Ser

Ala

Ala

Ser

65

val

Tyr

Trp

Leu

Met

Arg

50

val

Tyr

Cys

Gly

Lys

Tyr

35

Ile

Lys

Leu

Ile

Gln
115

<210> 57
<211>113

<212> PRT

Leu

Ile

20

Trp

Arg

Gly

Gln

val

100

Gly

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

val

Ser

val

Thr

Arg

Met

val

val

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asp

Vval

Met

Ser

Ala

Gln

Ala

55

Thr

Asn

Leu

Val

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> MD707-3 VL

<400> 57

Asp Ile Val Leu

1

Glu

Lys

Pro

Asp

65

Ser

Leu

Arg

Ser

Gly

Gln

50

Arg

Lys

Glu

Ala

Ile

35
Leu

Phe

val

Tyr

<210> 58
<211> 15

Ser
20

Thr

Leu

Arg

Glu

Pro
100

Thr
5

Ile

Ser

Ile

Gly

Thr

85

His

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ala

Cys

Tyr

Arg

55

Gly

Asp

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

val

Thr

Thr
120

Pro

Arg

Trp

Met

Ser

val

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Thr

105

val

Leu

Ser
25

Phe

Ser

Glu

Gly

Ala
105

73

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

90

Thr

Ser

Ser
10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Asp

Arg

Ser

val

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Asp

Ser

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Tyr

Ser

Thr

Tyr

val

Leu

Pro

45
Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Ser

Glu

Tyr

Lys

Ala

Phe
110

Thr

Leu
30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu
110

Lys

15

Asn

Trp

Ala

Ser

Met

Asp

Pro
15

Thr

Lys

Val

Lys

Gln

95

Leu

Glu

Ala

Val

Glu

Met

80

Tyr

Tyr

Gly

Val

Ser

Pro

Ile

80

Phe

Lys



<212> PRT
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74

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT1
<400> 58

Glu Ser Gly Tyr Ala Gln Asn Gly Asp Leu

1
<210> 59

<211> 15
<212> PRT

5

10

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT2
<400> 59

Ala Gln Asn Gly Asp Leu Glu Asp Ala Glu

1

<210> 60
<211> 15
<212> PRT

5

10

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT3
<400> 60

Asp Leu Glu Asp Ala Glu Leu Asp Asp Tyr

1
<210> 61

<211> 15
<212> PRT

5

10

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT4
<400> 61

Ala Glu Leu Asp Asp Tyr Ser Phe Ser Cys

1

<210> 62
<211> 15
<212> PRT

5

10

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT5
<400> 62

Asp Tyr Ser Phe Ser Cys Tyr Ser Gln Leu

1
<210> 63

<211> 15
<212> PRT

5

10

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT6
<400> 63

Ser Cys Tyr Ser Gln Leu Glu Val Asn Gly

1
<210> 64
<211> 15

5

10

Glu Asp Ala

Leu Asp Asp

Ser Phe Ser

Tyr Ser Gln

Glu Val Asn

Ser Gln His

Glu

Tyr

Cys

Leu

Gly

Ser

Leu
15

Ser
15

Tyr
15

Glu
15

Ser
15

Leu
15



<212> PRT
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<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT7Y
<400> 64

Gln Leu Glu Val Asn Gly Ser Gln His Ser Leu Thr Cys Ala

1
<210> 65

<211> 15
<212> PRT

5

10

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPTS8
<400> 65

Asn Gly Ser Gln His Ser Leu Thr Cys Ala Phe Glu Asp Pro

1

<210> 66
<211> 15
<212> PRT

5

10

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT9
<400> 66

His Ser Leu Thr Cys Ala Phe Glu Asp Pro Asp Val Asn Thr

1
<210> 67

<211> 15
<212> PRT

5

10

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT10
<400> 67

Cys Ala Phe Glu Asp Pro Asp Val Asn Thr Thr Asn Leu Glu

1

<210> 68
<211> 15
<212> PRT

5

10

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT11
<400> 68

Asp Pro Asp Val Asn Thr Thr Asn Leu Glu Phe Glu Ile Cys

1
<210> 69

<211> 15
<212> PRT

5

10

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT12
<400> 69

Asn Thr Thr Asn Leu Glu Phe Glu Ile Cys Gly Ala Leu Val

1
<210> 70
<211> 15

5

10

Phe
15

Asp
15

Thr
15

Phe
15

Gly
15

Glu
15
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<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT13

<400> 70

Leu Glu Phe Glu Ile Cys Gly Ala Leu Val Glu Val Lys Cys Leu
1 5 10 15
<210> 71

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT14

<400> 71
Ile Cys Gly Ala Leu Val Glu Val Lys Cys Leu Asn Phe Arg Lys

1 5 10 15
<210> 72

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> PEPT15

<400> 72
Leu Val Glu vVal Lys Cys Leu Asn Phe Arg Lys Leu Gln Glu Ile
1 5 10 15
<210> 73

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT16

<400> 73

Lys Cys Leu Asn Phe Arg Lys Leu Gln Glu Ile Tyr Phe Ile Glu

1 5 10 15
<210> 74

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> PEPT17

<400> 74
Phe Arg Lys Leu Gln Glu Ile Tyr Phe Ile Glu Thr Lys Lys Phe
1 5 10 15
<210> 75

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT18

<400> 75
Gln Glu Ile Tyr Phe Ile Glu Thr Lys Lys Phe Leu Leu Ile Gly

1 5 10 15
<210> 76
<211> 15
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<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT19

<400> 76

Phe Ile Glu Thr Lys Lys Phe Leu Leu
1 5
<210> 77

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT20

<400> 77
Lys Lys Phe Leu Leu Ile Gly Lys Ser

1 5

<210> 78

<211> 15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT21

<400> 78

Leu Ile Gly Lys Ser Asn Ile Cys Val
1 5
<210> 79

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT22

<400> 79

Ser Asn Ile Cys Val Lys Val Gly Glu

1 5

<210> 80

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT23

<400> 80

Val Lys Vval Gly Glu Lys Ser Leu Thr
1 5
<210> 81

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT24

<400> 81

Glu Lys Ser Leu Thr Cys Lys Lys Ile

1 5
<210> 82
<211> 15

77

Ile
10

Asn
10

Lys
10

Lys
10

Cys
10

Asp
10

Gly Lys

Ile Cys

val Gly

Ser Leu

Lys Lys

Leu Thr

Ser

val

Glu

Thr

Ile

Thr

Asn

Lys

Lys

Cys

Asp

Ile

Ile
15

val
15

Ser
15

Lys
15

Leu
15

val
15



<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT25
<400> 82

Thr Cys Lys Lys Ile Asp Leu Thr Thr

1
<210> 83

<211> 15
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT26
<400> 83

Ile Asp Leu Thr Thr Ile Val Lys Pro

1

<210> 84
<211> 15
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT27
<400> 84

Thr Ile Val Lys Pro Glu Ala Pro Phe

1
<210> 85

<211> 15
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT28
<400> 85

Pro Glu Ala Pro Phe Asp Leu Ser Val

1

<210> 86
<211> 15
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT29
<400> 86

Phe Asp Leu Ser Val Ile Tyr Arg Glu

1
<210> 87

<211> 15
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> PEPT30
<400> 87

Val Ile Tyr Arg Glu Gly Ala Asn Asp

1
<210> 88
<211> 15

5

5

5

5

5

MD/EP 3423496 T2 2020.01.31

78

Ile val Lys Pro Glu Ala
10 15

Glu Ala Pro Phe Asp Leu
10 15

Asp Leu Ser Val Ile Tyr
10 15

Ile Tyr Arg Glu Gly Ala
10 15

Gly Ala Asn Asp Phe Vval
10 15

Phe Val Val Thr Phe Asn
10 15



<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> PEPT31

<400> 88

Glu Gly Ala Asn Asp Phe Vval val Thr

1
<210> 89

<211> 15
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> PEPT32

<400> 89

Asp Phe val val Thr Phe Asn Thr Ser

1

<210> 90
<211> 15
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> PEPT33

<400> 90

Thr Phe Asn Thr Ser His Leu Gln Lys

1
<210> 91

<211> 15
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> PEPT34

<400> 91

Ser His Leu Gln Lys Lys Tyr Val Lys

1

<210> 92
<211> 15
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> PEPT35

<400> 92

Lys Lys Tyr Val Lys Val Leu Met His

1
<210> 93

<211> 15
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> PEPT36

<400> 93

Lys Val Leu Met His Asp Val Ala Tyr

1
<210> 94
<211> 15

5

5

5

5

5

5

79

Phe Asn Thr
10

His Leu Gln
10

Lys Tyr Val
10

Val Leu Met
10

Asp Val Ala
10

Arg Gln Glu
10

Ser

Lys

Lys

Hig

Tyr

Lys

His

Lys

val

Asp

Arg

Asp
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Leu
15

Tyr
15

Leu
15

Val
15

Gln
15

Glu
15
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<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT37

<400> 94

His Asp Val Ala Tyr Arg Gln Glu Lys
1 5
<210> 95

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT38

<400> 95

Tyr Arg Gln Glu Lys Asp Glu Asn Lys

1 5
<210> 96

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT39

<400> 96

Lys Asp Glu Asn Lys Trp Thr His Val
1 5
<210> 97

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT40

<400> 97

Lys Trp Thr His Val Asn Leu Ser Ser

1 5

<210> 98

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT41

<400> 98

Val Asn Leu Ser Ser Thr Lys Leu Thr
1 5
<210> 99

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT42

<400> 99

Ser Thr Lys Leu Thr Leu Leu Gln Arg

1 5
<210> 100
<211> 15

80

Asp
10

Trp
10

Asn
10

Thr
10

Leu
10

Lys
10

Glu Asn Lys Trp Thr
15

Thr His Val Asn Leu
15

Leu Ser Ser Thr Lys
15

Lys Leu Thr Leu Leu
15

Leu Gln Arg Lys Leu
15

Leu Gln Pro Ala Ala
15
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<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT43

<400> 100

Thr Leu Leu Gln Arg Lys Leu Gln Pro
1 5
<210> 101

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT44

<400> 101

Arg Lys Leu Gln Pro Ala Ala Met Tyr

1 5
<210> 102

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT45

<400> 102

Pro Ala Ala Met Tyr Glu Ile Lys Val
1 5
<210> 103

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT46

<400> 103

Tyr Glu Ile Lys Val Arg Ser Ile Pro

1 5

<210> 104

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT47

<400> 104

Val Arg Ser Ile Pro Asp His Tyr Phe
1 5
<210> 105

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT48

<400> 105

Pro Asp His Tyr Phe Lys Gly Phe Trp

1 5
<210> 106
<211> 15

81

Ala Ala Met
10

Glu Ile Lys
10

Arg Ser Ile
10

Asp His Tyr
10

Lys Gly Phe
10

Ser Glu Trp
10

Tyr

val

Pro

Phe

Trp

Ser

Glu

Arg

Asp

Lys

Ser

Pro

Ile
15

Ser
15

His
15

Gly
15

Glu
15

Ser
15
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<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT49

<400> 106

Phe Lys Gly Phe Trp Ser Glu Trp Ser Pro Ser Tyr Tyr Phe Arg
1 5 10 15
<210> 107

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT50

<400> 107

Trp Ser Glu Trp Ser Pro Ser Tyr Tyr Phe Arg Thr Pro Glu Ile

1 5 10 15
<210> 108

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> PEPT51

<400> 108

Ser Pro Ser Tyr Tyr Phe Arg Thr Pro Glu Ile Asn Asn Ser Ser
1 5 10 15
<210> 109

<211>15

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> PEPT52

<400> 109

Tyr Phe Arg Thr Pro Glu Ile Asn Asn Ser Ser Gly Glu Met Asp
1 5 10 15
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(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

= WO-A1-2013/056984

(57) Revendiciri:

1. Anticorp sau un fragment de legare la antigen al acestuia, care cuprinde urmaitoarele
CDR-uri:

- VH-CDRI1 a cirui secventd de aminoacizi este Effi3-VH3-CDR1 din SECV ID NR.: 14;

- VH-CDR?2 a cirui secventd de aminoacizi este Effi3-VH3-CDR?2 din SECV ID NR.: 16;

- VH-CDR3 a cdrui secventd de aminoacizi este Efft3-VH3-CDR3 din SECV ID NR.: 18;

- VL-CDR?2 a cdrui secventd de aminoacizi este Effi3-VL3-CDR2 din SECV ID Nr.: 22;

- VL-CDR3 a cdrui secventd de aminoacizi este Effi3-VL3-CDR3 din SECV ID NR.: 24; si

- VL-CDRI1 a cdrui secventd de aminoacizi este Effi3-VL3-CDR1 din SECV ID NR.: 20
sau a carei secventd de aminoacizi este Effi3-VL4-CDRI1 din SECV ID NR.: 26,

in care anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia se leagd in mod specific la
domeniul extracelular al CD127 uman si nu este un antagonist al CD127.

2. Anticorp sau fragment conform revendicirii 1, care are una sau mai multe dintre
urmatoarele caracteristici:

- respectivul anticorp sau fragment nu inhiba fosforilarea indusd de IL-7 umani a STATS in
celulele care exprimd IL7-R;

- respectivul anticorp sau fragment nu inhibd secretia stimulatd de TSLP umana a TARC in
celulele care exprimd TSLP-R;

- respectivul anticorp sau fragment nu este un agonist al CD127 uman;

- respectivul anticorp sau fragment nu creste fosforilarea indusa de IL-7 umani a STATS in
celulele care exprimd IL7-R;

- respectivul anticorp sau fragment nu creste secretia stimulatd de TSLP umani a TARC in
celulele care exprimd TSLP-R.

3. Anticorp sau un fragment de legare la antigen al acestuia conform revendicarii 1 sau 2, in
care respectivul anticorp sau fragment de legare la antigen a acestuia cuprinde un lan{ greu si un
lant usor in care:

- lantul greu cuprinde VH-CDR1 din secventa SECV ID Nr.: 14, VH-CDR2 din secventa
SECV ID Nr.: 16, VH-CDR3 din secventa SECV ID Nr.: 18 si

- lantul usor cuprinde VL-CDRI1 din secventa SECV ID Nr.: 20 sau 26, VL-CDR2 din
secvenfa SECV ID Nr.: 22, VL-CDR3 din secventa SECV ID NR.: 24.

4. Anticorp sau fragment de legare la antigen a acestuia conform revendicdrii 3, in care
lantul greu si/sau lantul usor cuprind in fragmentele lor cadru unul sau mai multe din urmétoarele
resturi de aminoacizi si in special toate resturile de aminoacizi care urmeazi in pozitiile
identificate cu referire la numerotarea Kabat:

- in secventa VH: in pozitia 3 un rest Q, in pozitia 15 un rest G, in pozitia 16 un rest G, in
pozitia 21 un rest T, in pozitia 80 un rest T, in pozitia 87 un rest S, in pozitia 91 un rest E, in
pozifia 95 un rest T, in pozifia 118 un rest L, si/sau

- in secventa VL: iIn pozifia 7 un rest S, in pozifia 9 un rest S, in pozifia 11 un rest L, in
pozitia 12 un rest P, in pozitia 18 un rest P, in pozitia 47 un rest Q, in pozitia 50 un rest K, in
pozitia 68 un rest S, in pozitia 73 un rest G sau un rest E, de preferintd un rest E, in pozifia 82 un
rest R, in pozitia 85 unrest A, in pozitia 90 unrest T.

5. Anticorp sau fragment de legare la antigen a acestuia conform revendicirii 3 sau 4 care
cuprinde:

(1) un lant greu si un lant usor in care lantul usor cuprinde VL4-CDR1 din SECV ID NR.:
26 si are un rest de aminoacid in pozitia 73 care este un rest G sau

(ii) un lant greu si un lant usor in care lantul usor cuprinde VL3-CDR1 din SECV ID NR.:
20 si are un rest de aminoacid in pozitia 73 care este un rest E.

6. Anticorp sau fragment de legare la antigen a acestuia conform revendicdrii 4 in care
lantul greu si/sau lantul usor cuprind in fragmentele lor cadru toate urmdtoarele resturi de
aminoacizi:
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- in secventa VH: in pozitia 3 un rest Q, in pozitia 15 un rest G, in pozitia 16 un rest G, in
pozifia 21 un rest T, in pozitia 80 un rest T, in pozitia 87 un rest S, in pozitia 91 un rest E, in
pozitia 95 un rest T, in pozitia 118 un rest L, si/sau

- in secventa VL: In pozifia 7 un rest S, in pozifia 9 un rest S, in pozifia 11 un rest L, in
pozifia 12 un rest P, in pozitia 18 un rest P, in pozitia 47 un rest Q, in pozifia 50 un rest K, in
pozifia 68 un rest S, in pozitia 73 un rest E, in pozitia 82 un rest R, in pozitia 85 un rest A, in
pozifia 90 un rest T.

7. Anticorp sau fragment de legare la antigen a acestuia conform oricireia dintre
revendicarile 1 1a 4, care cuprinde sau consta din:

- un lanf greu care cuprinde sau constd din secventa de Effi3-VH3 a cdrei secventd de
aminoacizi este secvenfa SECV ID Nr.: 2; si

- un lant usor cuprinzdnd sau constind din secventa Effi3-VL3 a cdrei secventd de
aminoacizi este secventa SECV ID Nr.: 4 sau secventa Effi3-VL4 a cirei secventd de aminoacizi
este secvenfa SECV ID Nr.: 6.

8. Anticorp sau fragment de legare la antigen acestuia conform oricireia dintre
revendicarile 1 pand la 7, care are activitate citotoxicd, in special activitate ADCC, pe celule
CDI127-pozitive, in special pe celule CD127-pozitive umane si optional ulterior la legarea
respectivului anticorp sau fragment de legare la antigen a acestuia la CD127 recruteazi celule
imune efectoare care exprimd receptori Fc, respectiva recrutare fiind dependenta de Fc.

9. Fragment de legare la antigen al unui anticorp conform oricdreia dintre revendicdrile 1 la
8 care este unul din urmatoarele fragmente:

- fragmentul Fv constd din lanturile VL si VH asociate impreund prin interactiuni
hidrofobe;

- fragmentul dsFv in care heterodimerul VH: VL este stabilizat printr-o legiturd disulfuricj;

- fragmentul scFv in care lanturile VL si VH sunt conectate unul cu celalalt printr-un linker
peptidic flexibil, formind astfel o proteind cu lant unic;

- fragmentul Fab care este un fragment monomer cuprinzand intregul lant L si un fragment
VH-CH]I al lantului H legat impreund printr-o legaturd disulfidics;

-fragment Fab’;

- fragmentul F(ab')2 care cuprinde doud fragmente Fab' si, suplimentar, o portiune a
regiunii balama a unui anticorp.

10. Anticorp sau un fragment de legare la antigen a acestuia conform oricireia dintre
revendicdrile 1 1a 9 care recunoaste o polipeptidd constind din sau cuprinzand epitopul cu secventa
SECV ID Nr.: 55 si optional este crescuta fati de respectiva polipeptida.

11. Anticorp conform oricdreia dintre revendicirile de la 1 la 10, in care respectivul
anticorp este un anticorp monoclonal umanizat, care cuprinde sau consta din:

- un lant greu cuprinzind regiunea constantd a IgGlm-E333A a cdrei secventi de
aminoacizi este secventa din SECV ID NR.: 28, in particular un lant greu de Effi3-VH3-1gGlm-
E333A, secventa de aminoacid care este secventa din SECV ID Nr.: 42 si

- un lant usor cuprinzand regiunea constantd a CLkappa a cirei secventd de aminoacizi este
secventa din SECV ID NR.: 34, in particular un lant usor de Effi3-VL3-CLkappa, a cirui secventd
de aminoacizi este secventa SECV ID Nr.: 50 sau a Effi3-VL4-CLkappa a carei secventd de
aminoacizi este secvenfa din SECV ID NR.: 48.

12. Anticorp conform oricireia dintre revendicdrile 1 pana la 11, In care respectivul
anticorp este un anticorp monoclonal umanizat, care cuprinde sau consta din:

- un lant greu cuprinzind regiunea constantd a IgG4m-S228P a cirei secventd de
aminoacizi este secventa din SECV ID NR.: 30 sau regiunea constanta a IgG2b a cdrei secventd de
aminoacizi este secven{a SECV ID Nr.: 32 si

- un lant usor cuprinzand regiunea constantd a CLkappa a cirei secventd de aminoacizi este
secventa din SECV ID NR.: 34 sau secventa constantd a CLlambda a cdrei secventd de aminoacizi
este secvenfa SECV ID Nr.: 36.

13. Moleculd himericd cuprinzind un anticorp sau un fragment al acestuia conform
oricdreia dintre revendicirile 1 pand la 12, care este o moleculd complexd avand o multitudine de
domenii functionale care, in mod colectiv, asigurd functii de recunoastere, legare, ancorare,
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semnalizare la respectiva moleculd, molecula complexd fiind un receptor de antigen himeric
(CAR) cuprinzand:

(i) un ectodomeniu care este un fragment scFv al respectivului anticorp sau fragment de
legare la antigen conform oricireia dintre revendicdrile dela 1 1a 12,

(i1) un domeniu transmembranar pentru ancorarea intr-o membrand celulard;

(iii) un endodomeniu care cuprinde cel pufin un domeniu de semnalizare intracelular,

(1), (i) si (iii) fiind una sau mai multe molecule recombinante asociate, in particular una sau
mai multe proteine de fuziune.

14. Receptor antigen himeric conform revendicdrii 13, care cuprinde cel putin 2, in mod
avantajos cel putin 3 domenii de semnalizare in care domeniile de semnalizare permit in mod
colectiv cel putin una dintre urmitoarele proprietifi:

- inifierea activdrii celulelor T, asa cum este furnizatd de domeniul citoplasmatic CD3(

- citotoxicitatea mediati de celula T,

- amplificarea semnalului de activare a celulei T sau costimularea semnalului men{ionat,
cum ar fi furnizat de elemente costimulatorii derivate de la receptori cum ar fi 4-1BB, CD28 sau
ICOS sau OX40.

15. Polinucleotidd, in particular polinucleotidd izolatd, care codificd un anticorp sau un
fragment de legare la antigen conform oricireia dintre revendicdrile 1 pand la 12, in particular un
vector cuprinzand ca insertie o polinucleotidd care codificd un anticorp sau un fragment de legare
la antigen conform oricdreia dintre revendicarile 1 pani la 12.

16. Polinucleotidd conform revendicdrii 15, cuprinzand secventele din SECV ID NR.: 13,
15, 17, 19, 21 si 23 sau secventele din SECV ID NR.: 13, 15, 17, 25, 21 si 23, in special
cuprinzand secventele de SECV ID NR.: 1 si 3 sau secventele din SECV ID NR.: 1 si 5, in special
cuprinzand secventele din SECV ID NR.: 41 si 47 sau secventele din SECV ID NR.: 41 si 49.

17. Celula cuprinzind un anticorp sau un fragment de legare la antigen conform oricireia
dintre revendicarile 1 pand la 12 sau o moleculd himericd conform revendicarii 13 sau un receptor
antigen himeric conform revendicdrii 14 sau o polinucleotidd conform revendicarii 15 sau 16, in
special o celuld T.

18. Metoda de preparare a receptorului antigenic himeric (CAR) care cuprinde etapele de:

a. furnizarea unei polinucleotide care codificd un anticorp sau un fragment de legare la
antigen a acestuia conform oricdreia dintre revendicdrile 1 pand la 12, in particular un fragment
scFv,

b. recombinarca numitei polinucleotide de la punctul a) la capitul sdu C-terminal cu
polinucleotide care codificd un domeniu transmembranar de la capdtul N- la C-terminal si cel putin
unul, in special doud domenii de semnalizare intracelulare adecvate pentru a furniza semnalul(ele)
de stimulare 1a o celuld, in particular 1a o celuld T, mai particular o celuld T umana,

c. exprimarea moleculei recombinante obtinuta in b) intr-o celuld, in special intr-o celuld T,
mai precis o celuld T umand,

d. selectarea receptorului de antigen himeric produs pentru proprictitile sale dupd
contactarea acestuia cu o celuld care exprimd CD127 uman.

19. Compozitie farmaceutici care cuprinde ca ingredient activ un anticorp sau un fragment
de legare la antigen al acestuia conform oricdreia dintre revendicdrile 1 pand la 12, o moleculd
himerica conform revendicdrii 13, un receptor antigen himeric conform revendicdrii 14, o celula
conform revendicdrii 17 sau o polinucleotidd conform revendicarii 15 sau 16.

20. Metoda terapeuticA combinatd, in particular un produs combinat, cuprinzind ca
ingredienti activi:

- un anticorp sau un fragment de legare la antigen a acestuia conform oricireia dintre
revendicirile 1 pand la 12, o moleculd himericd conform revendicdrii 13, un receptor antigen
himeric conform revendicdrii 14, o celuld conform revendicirii 17 sau o polinucleotidd conform
revendicdrii 15 sau 16 si,

- cel putin un alt agent terapeutic selectat din grupul de agentfi chimioterapeutici, agenti
radioterapeutici, agenti chirurgicali, agenfi imunoterapeutici, probiotice si antibiotice,

in care ingredientele active mentionate sunt formulate pentru terapie separatd, simultani sau
combinatd, in special pentru utilizare combinati sau secventiala.
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21. Mijloace terapeutice combinate conform revendicirii 20 care sunt adecvate pentru
administrarea la un pacient uman care are nevoie de aceasta si care confine ca ingredienti activi:
(I) anticorp sau un fragment de legare la antigen a acestuia conform oricéreia dintre revendicarile 1
pand la 12, o moleculd himericd conform revendicdrii 13, un receptor antigen himeric conform
revendicarii 14, o celuld conform revendicarii 17 sau o polinucleotidd conform revendicarii 15 sau
16 si (i) un agent imunoterapeutic suplimentar, in particular un agent imunoterapeutic care
implica celule T, cum ar fi o celuld T care poartd o moleculd CAR definitd in revendicarea 13 sau
14 sau o moleculd CAR care {inteste un receptor celular sau un antigen cum ar fi CD19, CD20
CD52 sau Her2.

22. Anticorp sau un fragment de legare la antigen al acestuia conform oricireia dintre
revendicdrile 1 pana la 12, o moleculd himerica conform revendicdrii 13, un receptor de antigen
himeric conform revendicdrii 14, o celuld conform revendicirii 17 sau o polinucleotidd conform
revendicarii 15 sau 16, pentru utilizare ca medicament.

23. Anticorp sau un fragment de legare la antigen al acestuia conform oricdreia dintre
revendicarile 1 pand la 12, o moleculd himericd conform revendicarii 13, un receptor antigen
himeric conform revendicdrii 14, o polinucleotidd conform revendicirii 15 sau 16, o celuld
conform revendicdrii 17, o compozitie farmaceuticd conform revendicirii 19 sau mijloace
terapeutice combinate conform revendicarii 20 sau 21, pentru utilizare in tratamentul cancerului, in
special a cancerului asociat cu celula CD127+, in particular a cancerului asociat cu proliferarea
celulelor CD127 pozitive si/sau cu o infiltrare a celulelor pozitive CD127.

24. Anticorp sau un fragment de legare la antigen a acestuia conform oricireia dintre
revendicirile 1 pand la 12, o moleculd himericd conform revendicdrii 13, un receptor antigen
himeric conform revendicarii 14, o polinucleotidd conform revendicirii 15 sau 16 sau o celuld
conform revendicarii 17 pentru utilizare conform revendicarii 23 in tratamentul cancerului selectat
in grupul de cancer mamar, cancer renal, cancer de vezicd, cancer pulmonar, cancer pancreatic sau
pentru tratamentul unui limfom cutanat de tip T, cum ar fi limfomul Sezary sau pentru tratamentul
leucemiei acute limfoblastoide cu mutatie de crestere a cdii IL7-R/TSLP si mezoteliom.

25. Metoda de producere a unui anticorp conform oricareia dintre revendicarile dela 1 1a 12
cuprinzand imunizarea unui animal non-uman, in special un mamifer non-uman, impotriva unei
polipeptide constand din epitopul cu secventa din SECV ID NR.: 55 si in special colectarea serului
rezultat din animalul non-uman imunizat mentionat pentru a obtine anticorpi indreptati impotriva
respectivei polipeptide,

in care metoda cuprinde suplimentar etapa de selectare a unui anticorp care se leaga in mod
specific la domeniul extracelular al CD127 si care prezintd cel putin una dintre urmdtoarele
proprietati:

- nu este un antagonist al CD127 si nu inhibd fosforilarea indusd de IL-7 a STATS in
celulele care exprimd IL7-R si/sau,

- nu inhiba secretia stimulatd de TSLP de TARC in celulele care exprimd TSLP-R si/sau,

- nu creste fosforilarea indusa de IL-7 a STATS in celulele care exprimd IL7-R si/sau,

- nu creste secretia stimulatd de TSLP a TARC in celulele care exprimd TSLP-R.

26. Metoda conform revendicarii 25, in care anticorpul are urmatoarele proprietati:
- se leagd in mod specific la domeniul extracelular al CD127 si

- nu este un antagonist al CD127 si

- nu inhiba fosforilarea indusd de IL-7 a STATS in celulele care exprimd IL7-R si

- nu inhibd secretia stimulatd de TSLP a TARC in celulele care exprima TSLP-R si
- nu este un agonist al CD127 si,

- nu creste fosforilarea indusa de IL-7 a STATS in celulele care exprimd IL7-R si

- nu creste secretia stimulatd de TSLP a TARC in celulele care exprimd TSLP-R.

27. Metodd de diagnosticare in vitro sau ex vivo, 1n special o metodd de diagnosticare
adecvati pentru utilizare in medicina personalizatd, in special intr-un diagnostic insotitor, in care
un anticorp anti-CD127 sau un fragment de legare la antigen a acestuia conform oricdreia dintre
revendicirile 1 pand la 12 sau o moleculd himericd conform revendicirii 13 sau un receptor
antigen himeric conform revendicirii 14, este utilizat pentru detectarea celulelor CD127+ intr-o
proba obtinuti anterior de la un subiect si optional pentru cuantificarea expresiei CD127.
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28. Utilizarea unui anticorp anti-CD127 sau a unui fragment de legare la antigen acestuia
conform oricdreia dintre revendicdrile 1-12 sau a unei molecule himerice conform revendicdrii 13
sau a unui receptor antigen himeric conform revendicdrii 14, pentru fabricarea unui medicament
adecvat pentru utilizare intr-un test de diagnosticare, in particular pentru utilizarea in medicina
personalizata sau Intr-un test de diagnostic insotitor.

29. Metodd de determinarea in vitro sau ex vivo a prezentei celulelor CD127 + intr-o proba
obfinutd anterior de la un subiect care cuprinde determinarea prezenfei CD127 ca biomarker care
este predictivd pentru raspunsul unui subiect la un tratament, in particular un raspuns al unui
subiect diagnosticat cu un cancer in care metoda mentionati cuprinde:

- determinarea nivelului de exprimare a CD127 intr-o probd tumorald a unui subiect
folosind anticorp anti-CD127 sau fragment de legare la antigen a acestuia conform oricareia dintre
revendicdrile 1 pana la 12 sau moleculd himerd conform revendicirii 13 sau un receptor antigen
himeric conform revendicdrii 14, si

- compararea nivelului de expresie al CD127 cu o valoare reprezentativad pentru un nivel de
expresie al CD127 intr-o populatie de subiecti care nu rdspunde,

in care un nivel de exprimare mai ridicat al CD127 in proba tumorald a subiectului este
indicativ pentru un subiect care va rispunde la tratament.

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