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(57) Rezumat:
1

Prezenta inventic se referd la un
construct de anticorp bispecific care cuprinde
un prim domeniu de legare care se leaga de
DLL3 uman pe suprafata unei celule tintd si un
al doilea domeniu de legare care se leagd de
CD3 uman pe suprafata unui Tcell. Mai mult,
inven{ia oferd o polinucleotidd care codificd
constructul anticorpului, un vector cuprinzand
polinucleotida mentionatd si o celuld gazda
transformatd sau transfectati cu polinucleotida

2
sau vectorul menfionat. Mai mult, invenfia
oferd un procedeu pentru  producerca
constructului anticorpului conform inventiei, o
utilizare medicald a constructului anticorp
mentionat si un kit care cuprinde acest
construct de anticorp.

Secvente: 554
Revendicari: 23
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(54) Bispecific antibody constructs binding dlI3 and c¢d3

(57) Abstract:

1

The present invention relates to a
bispecific antibody construct comprising a first
binding domain which binds to human DLL3
on the surface of a target cell and a second
binding domain which binds to human CD3 on
the surface of a Tcell. Moreover, the invention
provides a polynucleotide encoding the
antibody construct, a vector comprising said
polynucleotide and a host cell transformed or

2

transfected with said polynucleotide or vector.
Furthermore, the invention provides a process
for the production of the antibody construct of
the invention, a medical use of said antibody
construct and a kit comprising said antibody
construct.
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

Prezenta inventie se referd la un construct de anticorp bispecific care cuprinde un prim
domeniu de legare care se leagd de DLL3 uman pe suprafata unei celule tintd si un al doilea
domeniu de legare care se leagd de CD3 uman pe suprafata unei celule T asa cum este definit in
revendicari. Mai mult, inventia furnizeazi o polinucleotidd care codificd constructul anticorpului,
un vector cuprinzand polinucleotida mentionatd si o celuld gazda transformata sau transfectatd cu
polinucleotida sau vectorul mentionat asa cum este definit in revendicéri. Mai mult, inventia oferd
un procedeu pentru producerea constructului de anticorp din inventie, o utilizare medicala a
constructului de anticorp mentionat si un kit care cuprinde constructul de anticorp mentionat asa
cum este definit in revendicari.

Cancerul pulmonar cu celule mici (SCLC) este o forma agresivd de cancer pulmonar cu
un prognostic slab si optiuni terapeutice limitate, reprezentand aproximativ 15% din toate cazurile
de cancer pulmonar nou diagnosticat si egal cu aproximativ 25.000 de cazuri noi in US si 180.000
de cazuri noi la nivel mondial pe an. Ratele de supravietuire au rdmas scizute timp de citeva
decenii, doar 5% dintre pacientii cu SCLC supravietuind cinci ani, in mare parte din cauza lipsei
de noi terapii pentru combaterea acestei forme de cancer pulmonar. Majoritatea pacienfilor
prezintd boald in stadiu extensiv, In timp ce aproximativ o treime dintre pacienti prezintd boald in
stadiu limitat, definitd de prezenta tumorilor in doar o parte a pieptului si care se incadreaza intr-un
singur camp de radiatii. Aceste etape au impact asupra regimentelor terapeutice disponibile, cu
boald in stadiu limitat tratatd cu chimioterapie si radiatii si boala in stadiu extins tratatd numai cu
chimioterapie. Tumorile diseminate, metastatice cu caracteristici asemanatoare limfomului sunt un
semn distinctiv al SCLC. Primul diagnostic cunoscut al pacientilor cu SCLC a descris-o ca pe o
boald a sistemului limfatic, nefiind recunoscutd de cancer pulmonar pand in 1926, ceea ce
evidentiaza o parte din natura unica a tumorilor SCLC in comparatie cu alte tumori solide.

Pacientii rdspund de obicei bine la terapia curentd de prima linie, care include etopozida
si cisplatind, dar recidiveazd repede invariabil cu boald chimiorezistentd, pentru care nu sunt
disponibile in prezent optiuni terapeutice. Prognosticul in regimul refractar recidivant este extrem
de slab, cu progresie rapida a bolii si supravietuire mediand scurtid de mai putin de sase luni. Mai
mult, pacientii cu SCLC au rate ridicate de comorbidititi, inclusiv hipertensiune arteriala, boli
cardiace, diabet si sindroame parancoplazice. Acestea, impreund cu varsta de obicei avansati a
pacientilor cu SCLC, au un impact asupra capacititii pacientilor de a suporta regimuri chimio
dure, limitand in continuare optiunile de tratament.

O modalitate de anticorp bispecific, cuprinzand un scFv care recunoaste CD3 exprimat pe
celulele T si un alt scFv care recunoaste un antigen asociat tumorii, a demonstrat o eficacitate
promitatoare in clinicd, cu rate ridicate de raspuns in tumorile hematologice maligne, cum ar fi B-
ALL refractar (Topp, MS si colab. Blood, 2012. 120 (26): p.5185-5187), rezultand in aprobarea
Blincyto. In timp ce eficacitatea terapiilor cu implicarea celulelor T nu a fost inci demonstrati
intr-o indicatie tumorald solidi, SCLC poate reprezenta o indicatie tumorald solidd promititoare
pentru modalitatea anticorpului bispecific tintd al tumorii CD3 x, dati fiind natura diseminatd a
bolii. Prin urmare, o angajare de celule T bispecifice care directioneaza celulele T impotriva unui
antigen tumoral specific prezintd o noud oportunitate ca o noud optiune terapeutica in tratamentul
SCLC.

DLL3 a fost identificat in prezent ca un antigen tumoral specific SCLC prin secventierea
generatiei urmdtoare, comparand prevalenfa ARNm DLL3 intr-un grup de tumori primare ale
pacientului si o colectie mare de tesuturi normale. Nivelul expresiei DLL3 in tumorile SCLC a fost
moderat, dar foarte rispandit, cu aproximativ 90% dintre tumorile analizate prezentand dovezi ale
expresiei DLL3 prin ARN-secv. Spre deosebire de tumorile SCLC, fesuturile normale au prezentat
o expresie foarte scdzutd a transcriptului DLL3, cu niveluri mici detectate in testicul, nervul optic
si cerebel. Compararea liniilor celulare SCLC si tumorilor prin ARN-secv a ardtat niveluri de
expresie similare, in timp ce cuantificarea suprafetei celulare a expresiei DLL3 pe liniile celulare
SCLC a indicat niveluri de expresie sub 5000 DLL3 per celuld, cu niveluri de expresie tipice sub
2000 DLL3/celuld. Expresia proteinei DLL3 a fost confirmatd de IHC, unde 86% din tumorile
SCLC au prezentat colorare pozitivd pentru DLL3, cu un model de colorare omogen si
membranos. in afard de colorarea foarte slabi a cerebelului, toate celelalte tesuturi normale au fost
negative pentru colorarea DLL3.

DLL3 este un ligand Notch non-canonic, functionind intr-o manierd celulard autonoma
pentru a inhiba semnalizarea Notch, legandu-se de Notch in cis, blocand astfel interactiunile celula
la celuld si internalizarea Notch in celula {intd, un semn distinctiv al semnalizdrii Notch canonice.
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Rolul principal pentru DLL3 este in somitogeneza in timpul dezvoltirii embrionare. Soarecii cu
elimindri DLL3 prezintd defecte segmentare ale scheletului axial si ale dezvoltdrii craniene si
neuronale. Defecte ale modelirii somitice sunt, de asemenca, observate la oameni cu anumite
mutatii ale liniei germinale DLL3, rezultind o afectiune numita dizostoza spondilocostala.

DLL3 a fost propus anterior in metode pentru diagnosticarea si tratarea gliomului, pe
langa SCLC, utilizind un conjugat anticorp-medicament (ADC) (WO 2013/126746). Utilizarea
unei aborddri bazate pe ADC pentru DLL3 poate avea limitdri, avind in vedere nivelurile scizute
de expresie ale proteinei pe suprafata celulei si performanta redusd a ADC impotriva tintelor cu
expresic scizutd. Mai mult, moleculele ADC demonstreazd adesea toxicitatea legatd de capul
exploziv liber, probabil un rezultat al degraddrii linkerului, rezultAnd limitiri maxime tolerate ale
dozei si impacturi potenfiale asupra eficacitafii fird legiturd cu tinta aleasd pentru anticorp.
Aceasta este mai pufin probabil si fie o problemd pentru o moleculd bispecifici care se angajeaza
cu celule DLL3 si DL3 simultan, avand in vedere sensibilitatea necesard a celulelor T pentru
fintele lor si s-a demonstrat citotoxicitatea in vitro foarte puternicd pe liniile celulare care exprima
mai multe sute de proteine tintd per celuld. In plus, dimensiunca de obicei mai mici a unui
construct de anticorpi bispecifici T care se angajeazi in raport cu un anticorp normal (IgG de
lungime intreagd) poate imbundtafi penetrarea tesuturilor si creste potenta datoritd angajdrii mai
eficiente a tintelor DLL3 si CD3, rezultind o formare imbunatititd a sinapselor intre celula T si
celula tumorii tinta.

SCLC ramane o nevoie medicald semnificativa nesatisfacuta si sunt necesare noi optiuni
terapeutice pentru a imbunititi perspectivele pentru aceasti populatie considerabild de pacienti.
Modalitatea de anticorp bispecific discutatd mai sus este validata clinic si, ca atare, un construct de
anticorp care vizeazd DLL3 si CD3 reprezintd o noud posibilitate promititoare pentru tratamentul
SCLC si o oportunitate de a imbunatiti supravietuirea pacientilor care suferd de aceasta indicatie.
WO02014/125273 descrie reactivi de legare DLL3 pentru tratamentul si/sau diagnosticarea
cancerului. In special, WO2014/125273 descrie liza celulari a celulelor care exprimi DMS79
DLL3 prin activarea celulelor T de anticorpi policlonali bispecifici anti-DLL3-anti-CD3. Deoarece
este incd nevoie sd avem disponibile alte optiuni pentru tratamentul bolilor tumorale sau
canceroase legate de supraexprimarea DLL3, sunt furnizate aici mijloace si metode pentru
solutionarea acestei probleme sub forma unui construct de anticorp bispecific cu un domeniu de
legare directionat cdtre DLL3 si un al doilea domeniu de legare directionat citre CD3 pe celulele
T.

Astfel, intr-un prim aspect, prezenta inventie oferd un construct de anticorp bispecific
care cuprinde un prim domeniu de legare care se leagd de DLL3 uman pe suprafata unei celule
fintd si un al doilea domeniu de legare care se leagd de CD3 uman pe suprafata unei celule T, in
care primul domeniu de legare se leagd de un epitop al DLL3 care este cuprins in regiune asa cum
este descris in SECV ID NR. 260 si in care primul domeniu de legare se leagd de un epitop al
DLL3 care este cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR. 258 conform definitiilor
din revendicari. Intr-un al doilea aspect, prezenta inventie furnizeazi un construct de anticorp
bispecific care cuprinde un prim domeniu de legare care se leagd de DLL3 uman pe suprafata unei
celule tinta si un al doilea domeniu de legare care se leagd de CD3 uman pe suprafata unei celule
T, in care primul domeniu de legare se leagd de un epitop al DLL3 care este cuprins in regiune asa
cum este descris in SECV ID NR. 260 si in care primul domeniu de legare se leagd de un epitop al
DLL3 care este cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR. 259 conform definitiilor
din revendicdri.

Trebuie remarcat faptul ci, asa cum sunt utilizate aici, formele de singular ,,u”, ,un” si
,ul” includ referinte la plural, cu exceptia cazului in care contextul indica in mod clar contrariul.
Astfel, de exemplu, referinta la ,,un reactiv” include unul sau mai multi dintre acesti reactivi
diferiti, si referinta la ,,metoda” include referin{a la etape echivalente si metode cunoscute celor cu
calificare obisnuitd in domeniu care ar putea fi modificate sau substituite pentru metodele descrise
aicl.

Cu exceptia cazului in care se indica altfel, termenul ,,cel pufin” care precede o serie de
elemente trebuie infeles ca se referd la fiecare element din serie. Cei cu calificare in domeniu vor
recunoaste sau vor putea constata folosind nu mai mult decit experimentarea de rutind, multe
echivalente la exemplele de realizare specifice ale inventiei descrise aici. Astfel de echivalente
sunt intentionate sa fie cuprinse de prezenta inventie.

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

Termenul "aproximativ" sau "aproximativ' asa cum este utilizat aici inseamnd in
intervalul + 20%, preferabil in intervalul + 15%, mai preferabil in intervalul + 10% si cel mai
preferabil in intervalul + 5% dintr-o anumita valoare sau interval.

sau" si "toate sau orice
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De-a lungul acestei descrieri si a revendicdrilor care urmeaza, cu excepfia cazului in care
contextul impune altfel, cuvantul ,,cuprinde” si variatii precum ,,cuprinzand”, vor fi intelese ca
implicand includerea unui numir intreg sau a unei etape sau a unui grup de numere intregi sau
pasi, dar nu excluderea oricarui alt numadr intreg sau pas sau grup de numadr intreg sau pas. Cand
este utilizat aici, termenul "cuprinzand" poate fi substituit cu termenul "contindnd" sau "incluzand"
sau uneori cand este utilizat aici cu termenul "avand".

Atunci cand este utilizat aici, ,,constand din” exclude orice element, ctapd sau ingredient
nespecificat in elementul revendicarii. Atunci cand este utilizat aici, ,,constdnd in esentd din” nu
exclude materialele sau etapele care nu afecteazd material caracteristicile de bazd si noi ale
revendicarii.

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

Termenul "construct de anticorp” se referd la o moleculd in care structura si/sau functia se
bazeaza pe structura si/sau functia unui anticorp, de ex., a unei molecule de imunoglobulina de
lungime completd sau intreagd. Un construct de anticorp este, prin urmare, capabil si se lege de
finta sau antigenul sdu specific. Mai mult, un construct de anticorp conform inventiei cuprinde
cerintele structurale minime ale unui anticorp care permit legarea tintei. Aceastd cerintd minima
este definitd de prezenta a cel putin celor trei CDR-uri de lant usor (adicd CDR1, CDR2 si CDR3
din regiunea VL) si a celor trei CDR-uri de lant greu (adicd CDR1, CDR2 si CDR3 din regiunea
VH), adicd a tuturor sase CDR-uri. Anticorpii pe care se bazeaza constructele conform inventiei
includ, de exemplu, anticorpi monoclonali, recombinati, himerici, dezimunizati, umanizafi si
umani.

In definitia ,,constructelor de anticorpi” conform inventiei sunt anticorpi cu lungime
completd sau intregi, incluzand, de asemenea, anticorpi de camelide si alti anticorpi
imunoglobulinici generati prin metode sau procedee de inginerie biotehnologicd sau proteica.
Acesti anticorpi de lungime completd pot fi, de exemplu, anticorpi monoclonali, recombinati,
himerici, dezimunizati, umanizafi si umani. De asemenea, in definifia ,,constructe de anticorpi” se
afla fragmente de anticorpi de lungime completd, cum ar fi VH, VHH, VL, (s)dAb, Fv, Fd, Fab,
Fab', F(ab")2 sau ,,r IgG” (,,jumitate de anticorp”). Constructele de anticorp conform inventiei pot
fi, de asemenea, fragmente modificate de anticorpi, numite si variante de anticorpi, cum ar fi scFv,
di-scFv sau bi(s)-scFv, scFv-Fc, scFv-fermoar, scFab, Fab2, Fab3, diacorpi, diacorpi cu lant unic,
diacorpi tandem (Tandab), di-scFv tandem, tri-scFv tandem, ,,minicorpi” exemplificafi printr-o
structurd care este dupd cum urmeazd: (VH-VL-CH3),, (scFv-CH3),, ((scFv),-CH3 + CH3),
((scFv),-CH3) sau (scFv-CH3-scFv),, multicorpi cum ar fi triacorpi sau tetracorpi si anticorpi cu
un singur domeniu cum ar fi nanocorpi sau anticorpi cu un singur domeniu variabil cuprinzand
doar un domeniu variabil, care ar putea fi VHH, VH sau VL, care leagd specific un antigen sau
epitop independent de alte regiuni V sau domenii. Alte formate preferate ale constructelor
anticorpului conform inventiei sunt corpii incrucisati, maxi corpii, constructele hetero Fc si
constructele mono Fc. Exemple pentru aceste formate vor fi descrise aici mai jos.

Un domeniu de legare poate cuprinde in mod tipic o regiune variabild a lantului usor al
anticorpului (VL) si o regiune variabild a lanfului greu al anticorpului (VH); cu toate acestea, nu
trebuie sd cuprindi ambele. Fragmentele Fd, de exemplu, au doud regiuni VH si adesea pdstreazi o
anumitd functic de legare la antigen a domeniului intact de legare la antigen. Exemple
suplimentare pentru formatul de fragmente de anticorpi, variante de anticorpi sau domenii de
legare includ (1) un fragment Fab, un fragment monovalent avand domeniile VL, VH, CL si CHI;
(2) un fragment F(ab')2, un fragment bivalent avand doud fragmente Fab legate printr-o punte
disulfurd la regiunea balamalei; (3) un fragment Fd avand cele doud domenii VH si CHI; (4) un
fragment Fv avand domeniile VL si VH ale unui singur brat al unui anticorp, (5) un fragment dAb
(Ward si colab., (1989) Nature 341: 544-546), care are un domeniu VH; (6) o regiune izolata de
determinare a complementarititii (CDR) si (7) un singur lant Fv (scFv), acesta din urma fiind
preferat (de exemplu, derivat dintr-o bibliotecd scFv). Exemple de realizari ale constructelor de
anticorpi conform inventiei sunt de ex. descrise in WO 00/006605, WO 2005/040220, WO
2008/119567, WO 2010/037838, WO 2013/026837, WO 2013/026833, US 2014/0308285, US
2014/0302037, W0O2014/144722, WO 2014/151910, si WO 2015/048272.

Mai mult, definitia termenului ,,construct de anticorp” include constructe monovalente,
bivalente si polivalente/multivalente si, prin urmare, constructe monospecifice, care se leagd
specific de o singurd structurd antigenicd, precum si constructe bispecifice si
polispecifice/multispecifice, care leagd specific mai mult decat o structurd antigenica, de ex doud,
trei sau mai multe, prin domenii de legare distincte. Mai mult, definitia termenului ,,construct de
anticorp” include molecule care constau dintr-un singur lant polipeptidic, precum si molecule
constand din mai multe lanturi polipeptidice, care lanturi pot fi identice (homodimeri, homotrimeri
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sau homo oligomeri) sau diferite (heterodimeri, heterotrimeri sau heterooligomeri). Exemple de
anticorpi identificafi mai sus si variante sau derivati ai acestora sunt descrise, inter alia, inHarlow
and Lane, Antibodies a laboratory manual, CSHL Press (1988) and Using Antibodies: a laboratory
manual, CSHL Press (1999), Kontermann and Dubel, Antibody Engineering, Springer, 2nd ed.
2010 and Little, Recombinant Antibodies for Immunotherapy, Cambridge University Press 2009.

Constructele de anticorp conform prezentei inventii sunt, de preferintd, ,,constructe de
anticorp generate in vitro”. Acest termen se referd la un construct de anticorp conform definitiei de
mai sus, in care toatd sau o parte a regiunii variabile (de ex., cel putin un CDR) este generatd intr-o
selectie de celule neimune, de ex., un afisaj de fagi in vitro, cip proteic sau orice alt altd metoda in
care secventele candidate pot fi testate pentru capacitatea lor de a se lega de un antigen. Astfel,
acest termen exclude, de preferintd, secvenfele generate exclusiv de rearanjarea genomicd intr-o
celuld imund la un animal. Un ,anticorp recombinant” este un anticorp produs prin utilizarea
tehnologiei de ADN recombinant sau a ingineriei genetice.

Termenul ,,anticorp monoclonal” (mAb) sau construct de anticorp monoclonal asa cum
este utilizat aici se referd la un anticorp obtinut dintr-o populatie de anticorpi substantial omogeni,
adicd, anticorpii individuali care cuprind populatia sunt identici, cu exceptia posibilelor mutafii
care apar in mod natural si/sau post- modificdri ale translatiei (de ex., izomerizdri, amidari) care
pot fi prezente in cantititi minore. Anticorpii monoclonali sunt foarte specifici, fiind directionati
impotriva unui singur situs antigenic sau determinant asupra antigenului, spre deosebire de
preparatele conventionale (policlonale) de anticorpi care includ de obicei diferiti anticorpi
directionati impotriva diferitilor determinanti (sau epitopi). in plus fata de specificul lor, anticorpii
monoclonali sunt avantajosi prin faptul cd sunt sintetizati prin cultura hibridomului, deci
necontaminat de alte imunoglobuline. Modificatorul ,,monoclonal” indicd caracterul anticorpului
ca fiind obtinut dintr-o populatie substantial omogend de anticorpi si nu trebuie interpretat ca
necesitand producerea anticorpului prin nici o metod3 particulara.

Pentru prepararea anticorpilor monoclonali, poate fi utilizatd orice tehnica care furnizeazi
anticorpi produsi de culturi de linie celulard continud. De exemplu, anticorpii monoclonali care
trebuie utilizati pot fi produsi prin metoda hibridoma descrisd mai intdi de Koehler si colab.,
Nature, 256: 495 (1975), sau poate fi realizat prin metode de ADN recombinant (vezi, de ex.,
brevetul US nr. 4.816.567). Exemple de alte tehnici de producere a anticorpilor monoclonali umani
includ tehnica triomului, tehnica hibridomului cu celule B umane (Kozbor, Immunology Today 4
(1983), 72) si tehnica EBV-hibridoma (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Alan R. Liss, Inc. (1985), 77-96).

Hibridomele pot fi apoi testate folosind metode standard, cum ar fi testul imunosorbent
legat de enzime (ELISA) si analiza rezonantei plasmonului de suprafatd (BIACORE™), pentru a
identifica unul sau mai mulfi hibridomi care produc un anticorp care se leagd specific cu un
antigen specificat. Orice forma a antigenului relevant poate fi utilizatd ca imunogen, de ex.,
antigen recombinant, forme naturale, orice variante sau fragmente ale acestuia, precum si o peptida
antigenicd a acestuia. Rezonanta plasmonului de suprafatd, utilizatd in sistemul BIAcore, poate fi
utilizatd pentru a creste eficienta anticorpilor fagi care se leagd de un epitop al unui antigen {int3,
cum ar fi DLL3 sau CD3 epsilon (Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105;
Malmborg, J. Immunol. Metode 183 (1995), 7-13).

O altd metodi exemplificativi de fabricare a anticorpilor monoclonali include screening-
ul bibliotecilor de expresie a proteinelor, de ex., bibliotecile de afisarea fagilor sau afisare a
ribozomilor. Afisarea de fagi este descrisd, de exemplu, in Ladner si colab., brevet U.S. Nr.
5,223,409; Smith (1985) Science 228:1315-1317, Clackson si colab., Nature, 352: 624-628 (1991)
si Marks si colab., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991).

In plus fata de utilizarea bibliotecilor de afisare, antigenul relevant poate fi utilizat pentru
imunizarea unui animal neuman, de ex., un rozitor (cum ar fi un soarece, hamster, iepure sau
sobolan). Intr-o varianti de realizare, animalul non-uman include cel putin o parte a unei gene a
imunoglobulinei umane. De exemplu, este posibil sd se proiecteze tulpini de soarece deficiente in
productia de anticorpi de soarece cu fragmente mari de locusuri de Ig (imunoglobulind) umana.
Folosind tehnologia hibridomului, pot fi produsi si selectati anticorpi monoclonali specifici
antigenului derivafi din gene cu specificitatea doritd. Vezi, de ex., XENOMOUSE™, Green si
colab. (1994) Nature Genetics 7:13-21, US 2003-0070185, WO 96/34096, si WO 96/33735.

Un anticorp monoclonal poate fi, de asemenea, obtinut de la un animal neuman si apoi
modificat, de ex., umanizat, dezimunizat, ficut himeric etc., utilizand tehnici de ADN recombinant
cunoscute in domeniu. Exemplele de constructe de anticorpi modificati includ variante umanizate
de anticorpi neumani, anticorpi ,,cu afinitate maturatd” (vezi, de ex., Hawkins si colab. J. Mol.
Biol. 254, 889-896 (1992) si Lowman si colab., Biochemistry 30, 10832- 10837 (1991)) si mutanti
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de anticorpi cu functii efectoare modificate (vezi, de ex., brevetul US 5.648.260, Kontermann si
Dubel (2010), loc. cit. si Little (2009), loc. cit.).

In imunologie, maturarea afinititii este procesul prin care celulele B produc anticorpi cu
afinitate crescutd pentru antigen in cursul unui rdspuns imun. Cu expuneri repetate la acelasi
antigen, o gazdi va produce anticorpi cu afinititi succesiv mai mari. La fel ca prototipul natural,
maturizarea afinitdfii in vitro se bazeaza pe principiile mutatiei si selectiei. Maturarea afinitétii in
vitro a fost utilizatd cu succes pentru a optimiza anticorpii, constructele de anticorpi si fragmentele
de anticorpi. Mutatiile aleatorii din interiorul CDR-urilor sunt introduse folosind radiatii, mutageni
chimici sau PCR predispuse la erori. In plus, diversitatea genetici poate fi miriti prin amestecarea
lantului. Doud sau trei runde de mutatie si selectie folosind metode de afisare, cum ar fi afisarea
fagilor, duc de obicei la fragmente de anticorpi cu afinitdti in domeniul nanomolar scazut.

Un tip preferat de variatie substitufionald a aminoacizilor constructelor de anticorpi
implicd substituirea unuia sau mai multor reziduuri de regiune hipervariabild ale unui anticorp
parinte (de ex., un anticorp umanizat sau uman). In general, variantele rezultate selectate pentru
dezvoltarea ulterioard vor avea proprietifi biologice imbundtatite in raport cu anticorpul parinte
din care sunt generati. O modalitate convenabild de a genera astfel de variante de substitutie
implicd maturarea afinitifii folosind afisarea fagilor. Pe scurt, mai multe situsuri ale regiunii
hipervariabile (de ex., 6-7 situsuri) sunt mutate pentru a genera toate substitutiile posibile de
aminoacizi la fiecare situs. Variantele de anticorpi astfel generate sunt afisate intr-un mod
monovalent din particule de fagi filamentoase ca fuziuni cu produsul genei III din M13 ambalat in
fiecare particuld. Variantele afisate pe fagi sunt apoi selectate pentru activitatea lor biologici (de
ex., afinitate de legare) asa cum este dezviluit aici. Pentru a identifica situsurile regiunii
hipervariabile candidate pentru modificare, se poate efectua mutagenezi de scanare a alaninei
pentru a identifica reziduurile regiunii hipervariabile contribuind semnificativ la legarea
antigenului. Alternativ sau suplimentar, poate fi benefic sd se analizeze o structurd cristalind a
complexului antigen-anticorp pentru a identifica punctele de contact dintre domeniul de legare si,
de exemplu, DLL3 uman. Astfel de reziduuri de contact si reziduuri invecinate sunt candidati la
substitufie in conformitate cu tehnicile elaborate aici. Odatd ce astfel de variante sunt generate,
panoul de variante este supus screeningului asa cum este descris aici §i anticorpii cu proprietati
superioare intr-una sau mai multe teste relevante pot fi selectati pentru dezvoltare ulterioara.

Anticorpii monoclonali si constructele de anticorpi conform prezentei inventii includ in
mod specific anticorpi "himerici” (imunoglobuline) in care o portiune a lantului greu si/sau usor
este identicd sau omologd cu secventele corespunzitoare din anticorpi derivati dintr-o anumiti
specie sau apartinAnd unei anumite clase sau subclase de anticorpi, in timp ce restul lantului
(lanturilor) este/sunt identice sau omoloage cu secventele corespunzitoare din anticorpii derivati
de la o alta specie sau aparfinind altei clase de anticorpi sau subclase, precum si fragmente ale
acestor anticorpi, atat de mult cat prezintd activitatea biologicd doritd (brevetul US nr. 4.816.567,
Morrison si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. SUA, 81: 6851-6855 (1984)). Anticorpii himerici de
interes din prezenta includ anticorpi ,primitivi” care cuprind secvente de legare a antigenului
domeniului variabil derivat de la un primat neuman (de ex., Old World Monkey, Ape etc.) si
secvente de regiune constantd umand. Au fost descrise o varietate de aborddri pentru producerea
anticorpilor himerici. Vezi de ex., Morrison si colab., Proc. Natl. Acad. ScL. S.U.A. 81:6851,
1985; Takeda si colab., Nature 314:452, 1985, Cabilly si colab., brevet U.S. Nr. 4.816.567; Boss si
colab., brevet U.S. Nr. 4.816.397; Tanaguchi si colab., EP 0171496; EP 0173494; si GB 2177096.

Un anticorp, un construct de anticorp, un fragment de anticorp sau o varianta de anticorp
pot fi, de asemenea, modificate prin stergerea specifici a epitopilor de celule T umane (o metoda
numitd "dezimunizare") prin metodele dezviluite, de exemplu, in WO 98/52976 sau WO
00/34317. Pe scurt, domeniile variabile ale lantului greu si usor ale unui anticorp pot fi analizate
pentru peptide care se leagd de MHC clasa II; aceste peptide reprezintd potentiali epitopi ai
celulelor T (asa cum sunt definiti in WO 98/52976 si WO 00/34317). Pentru detectarea
potentialilor epitopi de celule T, se poate aplica o abordare de modelare computerizatd denumita
Hfiletare peptidica” si, in plus, o baza de date cu peptide de legare MHC clasa II umani poate fi
ciutatd pentru motive prezente in secventele VH si VL, asa cum este descris in WO 98/52976 si
WO 00/34317. Aceste motive se leagd de oricare dintre cele 18 alotipuri majore MHC clasa II DR
si astfel constituie epitopi potentiali ai celulelor T. Epitopii potentiali de celule T detectati pot fi
eliminafi prin substituirea unui numdr mic de reziduuri de aminoacizi in domeniile variabile sau,
de preferintd, prin substitufii de aminoacizi unici. De obicei, se fac substitufii conservatoare.
Adesea, dar nu exclusiv, poate fi utilizat un aminoacid comun unei pozitii in secvenfele de
anticorpi ai liniei germinale umane. Se dezviluie secvente ale liniei germinale umane de ex. in
Tomlinson si colab. (1992) J. Mol. Biol. 227: 776-798; Cook, G.P. si colab. (1995) Immunol.
Today Vol. 16 (5): 237-242; si Tomlinson si colab. (1995) EMBO J. 14: 14: 4628-4638. Directorul
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V BASE ofera un director cuprinzitor de secvente de regiuni variabile ale imunoglobulinei umane
(compilat de Tomlinson, LA. si colab. MRC Center for Protein Engineering, Cambridge, Marea
Britanie). Aceste secvente pot fi utilizate ca sursd de secventd umand, de ex., pentru regiunile
cadru si CDR-uri. Pot fi de asemenea utilizate regiuni cadru umane de consens, de exemplu asa
cum este descris in brevetul US nr. 6.300.064.

Anticorpii ,,umanizati”, constructele de anticorpi, variantele sau fragmentele acestora
(cum ar fi Fv, Fab, Fab', F(ab')2 sau alte subsecvente de anticorpi de legare la antigen) sunt
anticorpi sau imunoglobuline cu secvente majoritar umane, care contin (0) secventd(e) minimi(e)
derivati(e) din imunoglobulini neumani. In cea mai mare parte, anticorpii umanizafi sunt
imunoglobuline umane (anticorp receptor) in care reziduurile dintr-o regiune hipervariabild (de
asemenea, CDR) a receptorului sunt inlocuite cu reziduuri dintr-o regiune hipervariabild a unei
specii neumane (de ex., rozatoare) (anticorp donator) cum ar fi soarecele, sobolanul, hamsterul sau
iepurele avand specificitatea, afinitatea si capacitatea dorite. In unele cazuri, reziduurile regiunii
cadru Fv (FR) ale imunoglobulinei umane sunt inlocuite cu reziduuri neumane corespunzitoare.
Mai mult, "anticorpii umanizafi", asa cum se utilizeaza aici, pot cuprinde, de asemenea, reziduuri
care nu se gisesc nici in anticorpul receptor, nici In anticorpul donator. Aceste modificiri sunt
facute pentru a rafina si optimiza in continuare performanta anticorpilor. Anticorpul umanizat
poate cuprinde, de asemenea, cel putin o portiune dintr-o regiune constantd a imunoglobulinei
(Fc), in mod tipic aceea a unei imunoglobuline umane. Pentru mai multe detalii, a se vedea Jones
si colab., Nature, 321: 522-525 (1986); Reichmann si colab., Nature, 332: 323-329 (1988); si
Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992).

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

Anticorpii umanizati pot fi, de asemenea, produsi folosind animale transgenice, cum ar fi
soareci care exprima gene ale lantului greu si usor uman, dar sunt incapabili sd exprime genele
lantului greu si usor ale imunoglobulinei endogene de soarece. Winter descrie o metodad exemplara
de grefarea CDR care poate fi utilizati pentru a prepara anticorpii umanizafi descrisi aici (brevetul
US nr.5.225.539). Toate CDR-urile unui anumit anticorp uman pot fi inlocuite cu cel putin o
portiune dintr-un CDR non-uman sau doar unele dintre CDR-uri pot fi inlocuite cu CDR-uri
necumane. Este necesar doar sd se inlocuiascd numirul de CDR necesare pentru legarea
anticorpului umanizat la un antigen predeterminat.

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

Termenul "anticorp uman", "construct de anticorp uman" si "domeniu de legare umana"
include anticorpi, constructe de anticorpi si domenii de legare avand regiuni de anticorpi cum ar fi
regiuni variabile si constante sau domenii care corespund in mod substanfial secventelor de
imunoglobulind a liniei germinale umane cunoscute in domeniu, inclusiv, de exemplu, cele
descrise de Kabat si colab. (1991) (loc. cit.). Anticorpii umani, constructele de anticorpi sau
domeniile de legare ale inventiei pot include reziduuri de aminoacizi necodificate de secvente de
imunoglobulind ale liniei germinale umane (de ex., mutatii introduse prin mutageneza aleatorie sau
situs-specific in vifro sau prin mutatie somatica in vivo), de exemplu in CDR-uri si, in special, in
CDR3. Anticorpii umani, constructele de anticorpi sau domeniile de legare pot avea cel pufin una,
douad, trei, patru, cinci sau mai multe pozitii inlocuite cu un reziduu de aminoacizi care nu este
codificat de secventa de imunoglobulind a liniei germinale umane. Definitia anticorpilor umani, a
constructelor de anticorpi si a domeniilor de legare, asa cum este utilizatd aici, are in vedere si
anticorpii complet umani, care includ doar secvente umane de anticorpi modificate non-artificial
si/sau genetic, deoarece acestia pot fi derivafi folosind tehnologii sau sisteme, cum ar fi
Xenomouse.
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In unele variante de realizare, constructele anticorpului conform inventiei sunt construct
de anticorpi "izolate" sau "substantial pure". "Izolat" sau "substantial pur", atunci cand este utilizat
pentru a descrie constructele anticorpului dezvaluite aici, inseamnd un construct de anticorp care a
fost identificat, separat si/sau recuperat dintr-o componentd a mediului sdu de productie. De
preferintd, constructul anticorpului este liber sau substantial lipsit de asociere cu toate celelalte
componente din mediul siu de productie. Componentele contaminante ale mediului sidu de
productie, cum ar fi cel care rezultd din celulele transfectate recombinante, sunt materiale care ar
interfera in mod obisnuit cu utilizarile diagnostice sau terapeutice pentru polipeptida si pot include
enzime, hormoni si alte substante dizolvate proteice sau neproteice. Constructele anticorpului pot
constitui, de ex., cel putin aproximativ 5% sau cel putin aproximativ 50% din greutatea proteinei
totale dintr-o probd datd. Se infelege ci proteina izolatd poate constitui de la 5% la 99,9% din
greutatea continutului total de proteine, in functie de circumstante. Polipeptida poate fi realizata la
o concentrafie semnificativ mai mare prin utilizarea unui promotor inductibil sau promotor cu
expresie ridicatd, astfel incit si fie produs la niveluri crescute de concentratie. Definitia include
producerea unui construct de anticorp intr-o mare varietate de organisme si/sau celule gazdi care
sunt cunoscute in domeniu. in realiziri preferate, constructul anticorpului va fi purificat (1) intr-un
grad suficient pentru a obtine cel pufin 15 reziduuri de secventd de aminoacizi cu N-terminal sau
intern prin utilizarea unei cupe de secventiere de filare sau (2) la omogenitate prin SDS-PAGE in
conditii nereducdtoare sau reducdtoare utilizand pete de albastru Coomassie sau, de preferin{d, de
argint. In mod obisnuit, totusi, un construct de anticorp izolat va fi preparat prin cel putin o etapd
de purificare.

Termenul "domeniu de legare" caracterizeaza in legdtura cu prezenta inventie un domeniu
care (in mod specific) se leagd de/interactioneazd cu/recunoaste un epitop tintd dat sau un situs
fintd dat pe moleculele fintd (antigeni), aici: DLL3 si CD3, respectiv. Structura si functia primului
domeniu de legare (recunoscand DLL3) si, de preferintd, si structura si/sau functia celui de-al
doilea domeniu de legare (recunoscand CD3), se bazeazi pe structura si/sau functia unui anticorp,
de ex. a unei molecule de imunoglobulind de lungime intreagd sau intreagd. Conform inventiei,
primul domeniu de legare este caracterizat prin prezenta a trei CDR de lanf usor (adicd CDRI,
CDR2 si CDR3 din regiunea VL) si trei CDR de lanf greu (adicd CDR1, CDR2 si CDR3 din
regiunea VH). Al doilea domeniu de legare cuprinde, de asemenea, de asemenea, cerintele
structurale minime ale unui anticorp care permit legarea tintei. Mai preferabil, al doilea domeniu
de legare cuprinde cel putin trei CDR-uri cu lant usor (adici CDR1, CDR2 si CDR3 din regiunea
VL) si/sau trei CDR-uri cu lant greu (adicdA CDR1, CDR2 si CDR3 din regiunea VH). Se
preconizeaza cd primul si/sau al doilea domeniu de legare este produs prin sau poate fi obtinut prin
afisarea fagilor sau prin metode de screening de bibliotecd, mai degrabd decit prin grefarea
secvenfelor CDR dintr-un anticorp preexistent (monoclonal) intr-un esafod cadru.

Conform prezentei inventii, domeniile de legare sunt sub forma uneia sau mai multor
polipeptide. Astfel de polipeptide pot include parti proteice si parti neproteinice (de ex., linkeri
chimici sau agenfi chimici de reticulare, cum ar fi glutaraldehida). Proteinele (inclusiv fragmente
ale acestora, de preferintd fragmente biologic active si peptide, avind de obicei mai putin de 30 de
aminoacizi) cuprind doi sau mai multi aminoacizi cuplafi intre ei printr-o legiturd peptidici
covalentd (rezultind un lant de aminoacizi). Termenul "polipeptidd" asa cum este utilizat aici
descrie un grup de molecule, care constau de obicei din mai mult de 30 de aminoacizi.
Polipeptidele pot forma in continuare multimeri, cum ar fi dimerii, trimerii si oligomerii superiori,
adicd constand din mai multe molecule de polipeptidid. Moleculele polipeptidice care formeazi
astfel de dimeri, trimeri etc. pot fi identice sau neidentice. Structurile corespunzitoare de ordin
superior ale acestor multimeri sunt, in consecintd, denumite homo- sau heterodimeri, homo- sau
heterotrimeri etc. Un exemplu pentru un hereteromultimer este 0o moleculd de anticorp, care, in
forma sa naturald, consti din doud lanturi polipeptidice usoare identice si doud lanturi
polipeptidice grele identice. Termenii "peptidd", "polipeptidd" si "proteind" se referd, de asemenea,
la peptide/polipeptide/proteine modificate in mod natural in care modificarea este efectuatd de ex.
prin modificari post-translationale precum glicozilarea, acetilarea, fosforilarea si altele asemenea.
O "peptida", "polipeptidd" sau "proteind", la care se face referire aici, poate fi, de asemenea,
modificatd chimic, cum ar fi pegilati. Astfel de modificdri sunt bine cunoscute in domeniu si
descrise aici mai jos.

De preferintd, domeniul de legare care se leagd de DLL3 si/sau domeniul de legare care
se leagd de CD3 este/sunt domenii de legare umane. Anticorpii si constructele de anticorpi
cuprinzand cel putin un domeniu de legare uman evitd unele dintre problemele asociate cu
anticorpii sau constructele de anticorpi care poseda regiuni non-umane, cum ar fi de rozitoare (de
ex. murin, sobolan, hamster sau iepure) regiuni variabile si/sau constante. Prezenta unor astfel de
proteine derivate din rozitoare poate duce la eliminarea rapidd a anticorpilor sau a constructelor de
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anticorpi sau poate duce la generarea unui rdspuns imun impotriva anticorpului sau a constructului
de anticorp de citre un pacient. Pentru a evita utilizarea anticorpilor derivati de rozitoare sau a
constructelor de anticorpi, anticorpii/constructele umane sau anticorpi umani completi pot fi
generafi prin introducerea functiei anticorpului uman intr-un rozitor, astfel incit rozitoarele sa
produci anticorpi complet umani.

Abilitatea de a clona si de a reconstrui locusuri umane de dimensiunea megabazei in
YAC si de a le introduce in linia germinativd a soarecilor oferd o abordare puternicd pentru
elucidarea componentelor functionale ale locusurilor foarte mari sau mapate grosier, precum si
generarea de modele utile de boald umani. In plus, utilizarea unei astfel de tehnologii pentru
inlocuirea locusurilor de soarece cu echivalentii lor umani ar putea oferi informatii unice asupra
expresiei si reglarii produselor genetice umane in timpul dezvoltarii, comunicirii lor cu alte
sisteme si implicdrii lor in inducerea si progresia bolii.

O aplicatie practicd importantd a unei astfel de strategii este ,,umanizarea” sistemului
imunitar umoral al soarecelui. Introducerea locusurilor imunoglobulinei umane (Ig) in soareci la
care genele Ig endogene au fost inactivate oferd posibilitatea de a studia mecanismele care stau la
baza expresiei si asambldrii programate a anticorpilor, precum si rolul lor in dezvoltarea celulelor
B. Mai mult, o astfel de strategie ar putea oferi o sursd ideald pentru producerea de anticorpi
monoclonali complet umani (mAb) - o etapd importanta pentru indeplinirea promisiunii terapiei cu
anticorpi in bolile umane. Se asteapti ca anticorpii sau constructele de anticorpi complet umani sd
minimizeze rdspunsurile imunogene si alergice intrinseci la mAb-urile de soareci sau derivate de la
soareci si astfel sd creascd eficacitatea si siguranta anticorpilor/constructelor de anticorpi
administrati. Se poate astepta ca utilizarea anticorpilor complet umani sau a constructelor de
anticorpi si ofere un avantaj substantial in tratamentul bolilor umane cronice si recurente, cum ar
fi inflamatia, autoimunitatea si cancerul, care necesitd administrari repetate de compusi.

O abordare a acestui obiectiv a fost de a proiecta tulpini de soarece deficiente in productia
de anticorpi de soarece cu fragmente mari de locusuri Ig umane in anticiparea faptului ci astfel de
soareci ar produce un repertoriu larg de anticorpi umani in absenta anticorpilor de soarece.
Fragmente mari de Ig umand ar pastra marea diversitate de gene variabile, precum si reglarea
adecvati a productiei si exprimdrii anticorpilor. Prin exploatarea masindriilor de soarece pentru
diversificarea si selectia anticorpilor si lipsa tolerantei imunologice la proteinele umane,
repertoriul de anticorpi umani reprodus in aceste tulpini de soarece ar trebui s producd anticorpi
cu afinitate ridicatd mpotriva oricirui antigen de interes, inclusiv antigeni umani. Folosind
tehnologia hibridomului, mAb-urile umane specifice antigenului cu specificitatea dorita ar putea fi
produse si selectate cu usurintd. Aceastd strategic generald a fost demonstratd in legdturd cu
generarea primelor tulpini de soarece XenoMouse (vezi Green si colab. Nature Genetics 7: 13-21
(1994)). Tulpinile XenoMouse au fost proiectate cu cromozomi artificiali de drojdie (YAC) care
confin fragmente de configuratie a liniei germinale de 245 kb si 190 kb fragmente de configuratie
a liniei germinale dimensionate ale locusului lanfului greu uman si, respectiv, al locusului lantului
usor kappa, care confinea secvente variabile de bazi si regiuni constante. Y AC-urile care contin Ig
umand s-au dovedit a fi compatibile cu sistemul soarecelui atit pentru rearanjare, cat si pentru
exprimarea anticorpilor si au fost capabile sd inlocuiascd genele Ig de soarece inactivate. Acest
lucru a fost demonstrat de capacitatea lor de a induce dezvoltarea celulelor B, de a produce un
repertoriu uman aseminator adultilor cu anticorpi complet umani si de a genera mAb umani
specifici antigenului. Aceste rezultate au sugerat, de asemenea, ci introducerea unor portiuni mai
mari ale locusurilor Ig umane care confin un numir mai mare de gene V, elemente de reglare
suplimentare si regiuni constante de Ig umane ar putea recapitula substantial repertoriul complet
care este caracteristic raspunsului umoral uman la infectie si imunizare. Lucrarea lui Green si
colab. a fost extinsa recent la introducerea a mai mult de aproximativ 80% din repertoriul de
anticorpi umani prin introducerea fragmentelor YAC de configuratie a liniei germinale de
dimensiunea megabazei, locusuri ale lanfului greu uman si, respectiv, locusuri ale lantului usor
kappa. Vezi Mendez si colab. Nature Genetics 15: 146-156 (1997).

Productia de XenoMouse de soarece este discutatd in continuare si delimitatd in brevetul
U.S. Nr. 6.673.986, brevetele U.S. Nr. 6.162.963; 6.150.584; 6.114.598; 6.075.181, si 5.939.598
precum si cererile de brevet US si brevetele japoneze nr. 3 068 180 B2, 3 068 506 B2, si 3 068 507
B2. Vezi de asemenea Mendez si colab. Nature Genetics 15:146-156 (1997) si Green si Jakobovits
J. Exp. Med. 188:483-495 (1998), EP 0 463 151 B1, WO 94/02602, WO 96/34096, WO 98/24893,
WO 00/76310, si WO 03/47336.

Intr-o abordare alternativd, alfii, inclusiv GenPharm International, Inc., au folosit o
abordare ,,minilocus”. In abordarea minilocusului, un locus de Ig exogeni este mimat prin
includerea de piese (gene individuale) din locusul Ig. Astfel, una sau mai multe gene VH, una sau
mai multe gene DH, una sau mai multe gene JH, o regiune constantd mu si o a doua regiune
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constant (de preferintd o regiune constantd gamma) sunt formate Intr-un construct pentru inserare
intr-un animal. Aceastd abordare este descrisd in brevetul US nr. 5.545.807 de cdtre Surani si
colab. si brevetele US Nr. 5.545.8006; 5.625.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016; 5.770.429;
5.789.650; 5.814.318; 5.877.397; 5.874.299; si 6.255.458 fiecare la Lonberg si Kay, brevetele U.S.
Nr. 5.591.669 si 6.023.010 la Krimpenfort si Berns, brevetele U.S. Nr. 5.612.205; 5.721.367; si
5.789.215 la Berns si colab., si brevetul U.S. Nr. 5.643.763 la Choi si Dunn. Aceasti abordare este
descrisd in GenPharm International brevetele U.S. Nr. 5.569.825, 5.789.650, 5.545.8006, 5.661.016,
5.814.318, si 5.364.079, precum si cererile de brevet de baza. Vezi de asemenea EP 0 546 073 B1,
WO 92/03918, WO 92/22645, WO 92/22647, WO 92/22670, WO 93/12227, WO 94/00569, WO
94/25585, WO 96/14436, WO 97/13852, si WO 98/24884 si brevetul U.S. Nr. 5.981.175. Vezi in
continuare Taylor si colab. (1992), Chen si colab. (1993), Tuaillon si colab. (1993), Choi si colab.
(1993), Lonberg si colab. (1994), Taylor si colab. (1994), si Tuaillon si colab. (1995), Fishwild si
colab. (1996).

Kirin a demonstrat, de asemenea, generarea de anticorpi umani de la soareci in care, prin
fuziunea microcelulard, au fost introduse bucdti mari de cromozomi sau cromozomi intregi. A se
vedea cererile de brevet european nr. 773 288 si 843 961. Xenerex Biosciences dezvoltd o
tehnologie pentru generarea potentiald de anticorpi umani. In aceastd tehnologie, soarecii SCID
sunt reconstituiti cu celule limfatice umane, de ex., celule B si/sau T. Soarecii sunt apoi imunizati
cu un antigen si pot genera un rispuns imun Impotriva antigenului. Vezi brevetele U.S. Nr.
5.476.996; 5.698.767; s1 5.958.765.

Réspunsurile la anticorpi umani anti-soarece (HAMA) au condus industria sd prepare
anticorpi himerici sau altfel umanizati. Cu toate acestea, este de asteptat ca anumite rispunsuri la
anticorpi anti-himerici umani (HACA) si fie observate, in special in utilizdrile cronice sau cu doze
multiple ale anticorpului. Astfel, ar fi de dorit s se furnizeze constructe de anticorpi cuprinzind un
domeniu de legare uman impotriva DLL3 si/sau un domeniu de legare uman impotriva CD3 pentru
a vicia preocupdrile si/sau efectele raspunsului HAMA sau HACA.

Termenii "(in mod specific) se leagd de", (specific) recunoaste","este (specific)
directionat cdtre "si" (specific) reactioneaza cu "inseamnd in conformitate cu aceastd inventie cd un
domeniu de legare interactioneaza sau interactioneaz specific cu un anumit epitop sau un situs
fintd dat pe moleculele tinta (antigeni), aici: DLL3 si CD3, respectiv.

Termenul "epitop" se referd la un situs de pe un antigen de care se leagd specific un
domeniu de legare, un anticorp sau imunoglobulind, sau un derivat, fragment sau variantd de
anticorp sau imunoglobulind. Un "epitop" este antigenic si, prin urmare, termenul de epitop este
uneori denumit si aici ca "structurd antigenicd" sau "determinant antigenic”. Astfel, domeniul de
legare este un ,,situs de interactiune cu antigenul”. Aceastd legare/interactiune este, de asemenea,
inteleasd de a defini o ,,recunoastere specifici”.

"Epitopii” pot fi formati atdt din aminoacizi contigui, cit si din aminoacizi necontigui
Juxtapusi prin pliere tertiard a unei proteine. Un "epitop liniar" este un epitop in care o secventi
primara de aminoacizi cuprinde epitopul recunoscut. Un epitop liniar include in mod tipic cel putfin
3 sau cel putin 4 si, de obicei, cel pufin 5 sau cel putin 6 sau cel putin 7, de exemplu, aproximativ 8
pana la aproximativ 10 aminoacizi intr-o secventd unica.

Un "epitop conformational", spre deosebire de un epitop liniar, este un epitop in care
secventa primard a aminoacizilor care cuprind epitopul nu este singura componentd definitorie a
epitopului recunoscut (de ex., un epitop in care secventa primard de aminoacizi este nu neaparat
recunoscut de domeniul de legare). De obicei, un epitop conformational cuprinde un numéir crescut
de aminoacizi fati de un epitop liniar. In ceea ce priveste recunoasterea epitopilor conformationali,
domeniul de legare recunoaste o structurd tridimensionald a antigenului, de preferintd o peptidi
sau proteind sau fragment al acestuia (in contextul prezentei inventii, structura antigenicd pentru
primul domeniu de legare este cuprinsd in proteina DLL3). De exemplu, atunci cind o moleculd de
proteind se pliazd pentru a forma o structurd tridimensionald, anumiti aminoacizi si/sau scheletul
polipeptidic care formeazd epitopul conformational devin juxtapuse permitind anticorpului sa
recunoasca epitopul. Metodele de determinare a conformatiei epitopilor includ, dar nu sunt limitate
la, cristalografie cu raze X, spectroscopie de rezonantd magneticd nucleard bidimensionald (2D-
RMN) si etichetare de spin directionatd citre situs si spectroscopie de rezonantd paramagnetica de
electron (EPR)

O metodi pentru maparea epitopului este descrisd in urmitoarele: Atunci cand o regiune
(o intindere de aminoacid contiguu) din proteina DLL3 umand este schimbatd/inlocuitd cu
regiunea corespunzitoare a unui antigen DLL3 neuman si non-primat (de ex., DLL3 de soarece,
dar altele precum pui, sobolan, hamster, iepure etc. ar putea fi, de asemenea, de conceput), este de
asteptat sd se producd o sciddere a legdrii domeniului de legare, cu exceptia cazului in care
domeniul de legare este reactiv incrucisat pentru DLL3 non-uman, non-primat utilizat. Respectiva
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scidere este de preferintd de cel putin 10%, 20%, 30%, 40% sau 50%; mai preferabil cel putin
60%, 70% sau 80%, si cel mai preferabil 90%, 95% sau chiar 100% in comparatie cu legarea la
regiunea respectivid in proteina DLL3 umand, prin care se leagd la regiunea respectivd la om
proteina DLL3 este sctatd si fie 100%. Se preconizeazad ¢i himerele DLL3 umane/DLL3 non-
umane mentionate mai sus sunt exprimate in celule CHO. De asemenea, se preconizeazd ca
himerele DLL3 umane/DLL3 neumane sunt fuzionate cu un domeniu transmembranar si/sau un
domeniu citoplasmatic al unei proteine diferite legate de membrand, cum ar fi EpCAM.

Intr-o metoda alternativd sau suplimentard pentru maparea epitopului, pot fi generate mai
multe versiuni trunchiate ale domeniului extracelular DLL3 uman pentru a determina o regiune
specifica care este recunoscuti de un domeniu de legare. In aceste versiuni trunchiate, diferitele
domenii/subdomenii extracelulare DLL3 sau regiuni sunt sterse treptat, incepand de la capatul N-
terminal. Versiunile trunchiate DLL3 care au fost generate si utilizate in contextul prezentei
inventii sunt prezentate in Figura 1. Se are in vedere ca versiunile DLL3 trunchiate sa fie
exprimate in celule CHO. De asemenca, este prevazut ca versiunile trunchiate DLL3 si fie
fuzionate cu un domeniu transmembranar si/sau un domeniu citoplasmatic al unei proteine diferite
legate de membrani, cum ar fi EpCAM. De asemenea, s¢ preconizeazi c¢d versiunile DLL3
trunchiate cuprind un domeniu peptidic de semnal la capatul N-terminal, de exemplu o peptida
semnal derivatd din peptida semnal cu lan{ greu IgG de soarece. Mai mult, este previzut ca
versiunile trunchiate DLL3 sid cuprindi un domeniu v5 la capidtul N-terminal (dupd peptida
semnalului) care permite verificarea exprimadrii corecte a acestora pe suprafata celulei. Se asteaptd
o scddere sau o pierdere a legdrii cu acele versiuni DLL3 trunchiate care nu mai cuprind regiunea
DLL3 care este recunoscuti de domeniul de legare. Sciderea legirii este de preferinta de cel pufin
10%, 20%, 30%, 40%, 50%; mai preferabil cel putin 60%, 70%, 80% si cel mai preferabil 90%,
95% sau chiar 100%, prin care legarea la intreaga proteind DLL3 umand (sau regiunca sau
domeniul siu extracelular) este setatd sd fie 100%. O metoda de testare a acestei pierderi de legare
este descrisa in Exemplul 2.

O altd metod3 pentru a determina contributia unui reziduu specific al unui antigen {intd la
recunoasterea de cdtre un construct de anticorp sau un domeniu de legare este scanarea alaninei
(vezi de ex. Morrison KL & Weiss GA. Cur Opin Chem Biol. 2001 Jun;5(3):302-7), unde fiecare
reziduu de analizat este inlocuit cu alanind, de ex. prin mutageneza directionatd citre situs. Alanina
este utilizatd datoritd grupului sdu functional metil nevoluminos, inert chimic, care totusi imitd
referintele structurii secundare pe care o posedd mulfi dintre ceilalti aminoacizi. Uneori,
aminoacizii voluminosi, cum ar fi valina sau leucina, pot fi utilizati in cazurile in care se doreste
conservarea dimensiunii reziduurilor mutante. Scanarea cu alanind este o tehnologie maturd care a
fost utilizatd pentru o perioadi lungd de timp.

Interactiunea dintre domeniul de legare si epitopul sau regiunea care cuprinde epitopul
implicd faptul cid un domeniu de legare prezintd o afinitate apreciabild pentru epitopul/regiunca
care cuprinde epitopul pe o anumitd proteind sau antigen (aici: DLL3 si respectiv CD3) si, in
general, nu prezinta o reactivitate semnificativa cu alte proteine sau antigeni decat DLL3 sau CD3.
,Afinitate apreciabila” include legarea cu o afinitate de aproximativ 10® M (KD) sau mai
puternicd. De preferintd, legarea este considerata specificd atunci cind afinitatea de legare este de
aproximativ 1072 pand la 10 M, 102 pani la 10° M, 102 pand la 101° M, 10! pani la 108 M,
preferabil de aproximativ 10!! pani la 10° M. Daci un domeniu de legare reactioneazi in mod
specific cu sau se leagd de o tintd poate fi testat cu usurintd, printre altele, comparand reactia
domeniului de legare mentionat cu o proteind sau antigen tinti cu reactia domeniului de legare
mentionat cu proteine sau antigeni, altele decat DLL3 sau CD3. De preferintd, un domeniu de
legare al inventiei nu se leagd in mod esential sau substantial de alte proteine sau antigeni decat
DLL3 sau CD3 (adicd, primul domeniu de legare nu este capabil si se lege de alte proteine decat
DLL3 si al doilea domeniu de legare nu este capabil de legare la alte proteine decat CD3).

Termenul ,,nu se leagd in mod esential/substantial” sau ,nu este capabil de legare”
inseamna ci un domeniu de legare conform prezentei inventii nu leagd o altd proteind sau antigen
decat DLL3 sau CD3, adicd nu prezintd reactivitate mai mare de 30 %, preferabil nu mai mult de
20%, mai preferabil nu mai mult de 10%, in special preferabil nu mai mult de 9%, 8%, 7%, 6%
sau 5% cu alte proteine sau antigeni decat DLL3 sau CD3, prin care se leagd la DLL3 sau CD3,
respectiv, este setat si fie 100%.

De asemenea, se preconizeaza ci constructele de anticorpi conform prezentei inventii se
leaga la o izoformd DLL3 umand avind una sau ambele dintre urmitoarele mutatii punctuale
DLL3: F172C si L218P. Vezi Exemplul 5.

Se considerd ci legarea specificd se realizeazd prin motive specifice in secventa de
aminoacizi a domeniului de legare si a antigenului. Astfel, legarea se realizeazd ca urmare a
structurii lor primare, secundare si/sau tertiare, precum si a rezultatului modificirilor secundare ale
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structurilor mentionate. Interactiunea specificd a situsului de interactiune antigen cu antigenul sdu
specific poate duce la o legare simpld a situsului mentionat la antigen. Mai mult, interactiunea
specifica a situsului de interactiune antigen cu antigenul sdu specific poate duce alternativ sau
suplimentar la inifierea unui semnal, de ex. datoritd inducerii unei modificiri a conformatiei
antigenului, a unei oligomeriziri a antigenului etc.

Constructele anticorpului conform inventiei se leagd de un epitop al DLL3 care este
cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.: 260, corespunzitor unei intinderi de
aminoacizi care cuprinde regiunile EGF-3 si EGF-4 asa cum sunt definite in revendicéri. Au fost
generate si alte grupuri de lianti anti-DLL3 si specificitdtile lor de legare a DLL3 au fost
identificate in timpul maparii epitopului (vezi Exemplul 2).

Cel mai mare grup de lianti generati a recunoscut un epitop in domeniul DSL. Cu toate
acestea, niciuna dintre aceste constructe de anticorpi nu a indeplinit criteriile pentru o activitate
citotoxica suficientd intr-un test inifial de citotoxicitate bazat pe 3'Cr de 18 ore cu celule T CD8+
umane stimulate ca celule efectoare si celule CHO transfectate cu DLL3 hu ca celule tinta.

Intr-un test initial de citotoxicitate bazat pe FACS de 48 de ore (folosind PBMC uman
nestimulat ca celule efectoare si celule CHO transfectate cu hu DLL3 ca celule tintd), acesti lianti
care au recunoscut un epitop DLL3 in capitul N-terminal al proteinei au avut valori EC50 intre
1455 si 1580 pM. In contextul actual, aceste valori nu sunt considerate adecvate pentru anticorpii
bispecifici care sunt furnizati pentru o utilizare terapeutici in directionarea sistemului imunitar al
unui pacient, mai exact a activitaii citotoxice a celulelor T, impotriva celulelor canceroase.

in cele din urmi, un alt grup de lianti a fost generat si caracterizat pentru activitatea sa
citotoxicd intr-o varietate de teste. Maparea epitopului acestor lianfi a dezviluit o specificitate
pentru un epitop DLL3 cuprins in regiunea EGF-5 si, intr-o oarecare masurd, si in regiunea EGF-6
(pentru detalii, vezi Exemplul 2). O vedere de ansamblu a datelor generate in diferite teste de
citotoxicitate (vezi exemplele 8.3, 8.5, 8.6 si 8.7) pentru acesti lianti denumifi DLL3-18, DLL3-19,
DLL3-20 si DLL3-21 au dezviluit urmdatoarele: Desi nu toti liantii esueaza in toate testele in ceea
ce priveste valorile EC50 favorabile, intregul grup este in mod clar subeficient in comparatie cu
constructele anticorpilor conform inventiei. Aceastd observatie este evidentfiatd printr-o umbrire
mai intunecatd a rezultatelor prezentate in Tabelele 6-9.

Pe scurt, se poate afirma clar ci constructele de anticorp conform inventiei (care se leagd
de un epitop al DLL3 cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.: 260) aratd de
departe cea mai bund performanti a activititii in comparatie cu o varietate de alte grupuri de lianti
DLL3 avand diferite specificitdti de epitopi. Cu alte cuvinte, constructele de anticorpi conform
inventiei prezintd o relafie favorabild epitop-activitate, sustinind astfel activitatea citotoxici
mediata de un anticorp bispecific puternic.

Intr-un aspect, prezenta inventie oferd un construct de anticorp bispecific care cuprinde
un prim domeniu de legare care se leagd de DLL3 uman pe suprafata unei celule tintd si un al
doilea domeniu de legare care se leagd de CD3 uman pe suprafata unei celule T si CD3 de macac,
in care primul domeniu de legare se leagd de un epitop al DLL3 care este cuprins in regiune asa
cum este descris in SECV ID NR.: 260, in care primul domeniu de legare se leagd de un epitop al
DLL3 care este cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.: 258, in care primul
domeniu de legare a constructului de anticorp bispecific al inventiei cuprinde o regiune VH
cuprinzand CDR-H1, CDR-H2 si CDR-H3 si o regiune VL cuprinzind CDR-L1, CDR-L2 si
CDR-L3 selectate din grupul constand din:

a) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 31, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 32,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 33, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 34,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 35 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 36;
b) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 41, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 42,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 43, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 44,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 45 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 46;
¢) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 51, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 52,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 53, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 54,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 55 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 56;
d) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 61, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 62,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 63, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 64,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 65 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 66;
¢) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 71, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 72,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 73, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 74,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 75 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 76;
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f) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 81, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 82,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 83, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 84,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 85 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 86;

g) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 91, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 92,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 93, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 94,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 95 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 96;

h) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 101, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 102,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 103, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 104,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 105 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 106;
si

1) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 111, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 112,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 113, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 114,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 115 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 116.

Termenul ,,variabil” se referd la portiunile de anticorpi sau domenii de imunoglobulind
care prezintd variabilitate in secventa lor si care sunt implicate in determinarea specificitatii si
afinititii de legare a unui anticorp particular (adica ,,domeniul(e) variabil(e)”). fmperecherea unui
lant greu variabil (VH) si a unui lan{ usor variabil (VL) formeaz3 impreund un singur situs de
legare a antigenului.

Variabilitatea nu este distribuitd uniform In domeniile variabile ale anticorpilor; este
concentrati in subdomenii ale fiecirei regiuni variabile ale lanfului greu si usor. Aceste
subdomenii sunt numite ,,regiuni hipervariabile” sau ,,regiuni care determini complementaritatea”
(CDR). Portiunile mai conservate (adicd, nehipervariabile) ale domeniilor variabile sunt numite
regiuni "cadru” (FRM sau FR) si oferd un esafod pentru cele sase CDR-uri in spatiu tridimensional
pentru a forma o suprafatd care leagd antigenul. Domeniile variabile ale lanfurilor grele si usoare
care apar in mod natural cuprind fiecare patru regiuni FRM (FR1, FR2, FR3 si FR4), adoptand in
mare masurd o configuratie de foaie B, conectati prin trei regiuni hipervariabile, care formeazi
bucle de conectare si, In unele cazuri, formeaz parte a structurii foii 8. Regiunile hipervariabile
din fiecare lant sunt tinute impreund in apropiere de FRM si, impreund cu regiunile hipervariabile
din celilalt lant, contribuie la formarea situsului de legare a antigenului (vezi Kabat si colab., loc.
cit.).

Termenii "CDR" si pluralul sdu "CDR" se referd la regiunca de determinare a
complementaritatii din care trei alcituiesc caracterul de legare al unei regiuni variabile cu lanf usor
(CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3) si trei alcdtuiesc caracterul de legare al unei regiuni variabile cu
lant greu (CDR-HI1, CDR-H2 si CDR-H3). CDR-urile contin majoritatea reziduurilor responsabile
de interactiunile specifice ale anticorpului cu antigenul si, prin urmare, contribuie la activitatea
functionald a unei molecule de anticorp: sunt principalii factori determinanti ai specificittii
antigenului.

Limitele CDR definitive exacte si lungimile sunt supuse unor sisteme diferite de
clasificare si numerotare. Prin urmare, CDR-urile pot fi mentionate de Kabat, Chothia, contact sau
orice alti definitic a limitelor, inclusiv sistemul de numerotare descris aici. in ciuda limitelor
diferite, fiecare dintre aceste sisteme are un anumit grad de suprapunere in ceea ce constituie asa-
numitele ,regiuni hipervariabile” in cadrul secventelor variabile. Definitiile CDR conform acestor
sisteme pot, prin urmare, si difere in lungime si zone de graniti in raport cu regiunea cadru
adiacentd. Vezi de exemplu Kabat (o abordare bazatd pe variabilitatea secventei intre specii),
Chothia (o abordare bazati pe studii cristalografice a complecsilor antigen-anticorp) si/sau
MacCallum (Kabat si colab., loc. cit.; Chothia si colab., J. Mol. Biol, 1987, 196: 901-917; si
MacCallum si colab., J. Mol. Biol, 1996, 262: 732). Un alt standard pentru caracterizarea situsului
de legare a antigenului este definifia AbM utilizata de software-ul de modelare a anticorpilor AbM
de la Oxford Molecular. Vezi, de ex., secventa de proteine si analiza structurii domeniilor variabile
ale anticorpilor. In: Antibody Engineering Lab Manual (Ed.: Duebel, S. and Kontermann, R.,
Springer-Verlag, Heidelberg). In misura in care doui tehnici de identificare a reziduurilor definesc
regiuni care se suprapun, dar nu regiuni identice, ele pot fi combinate pentru a defini un CDR
hibrid. Totusi, este preferatd numerotarea in conformitate cu asa-numitul sistem Kabat.

De obicei, CDR-urile formeazi o structurd de bucla care poate fi clasificata ca o structurd
canonicd. Termenul ,structurd canonicd” se referd la conformatia lantului principal care este
adoptat de buclele de legare a antigenului (CDR). Din studii structurale comparative, s-a constatat
ca cinci dintre cele sase bucle de legare a antigenului au doar un repertoriu limitat de conformatii
disponibile. Fiecare structurd canonicd poate fi caracterizati prin unghiurile de torsiune ale
scheletului polipeptidic. Prin urmare, buclele corespondente dintre anticorpi pot avea structuri
tridimensionale foarte asemdndtoare, in ciuda variabilitifii ridicate a secvenfei de aminoacizi in
majoritatea partilor buclelor. (Chothia si Lesk, J. Mol. Biol., 1987, 196: 901; Chothia si colab.,
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Nature, 1989, 342: 877; Martin si Thornton, J. Mol. Biol, 1996, 263: 800). Mai mult, existd o
relatie intre structura de bucld adoptati si secventele de aminoacizi care o inconjoard. Conformatia
unei anumite clase canonice este determinatd de lungimea buclei si de resturile de aminoacizi care
se afla in pozitii cheie in bucld, precum si in cadrul conservat (adicd, in afara buclei). Atribuirea la
o anumitd clasd canonici se poate face, prin urmare, pe baza prezentei acestor resturi cheie de
aminoacizi.

Termenul "structurd canonicid" poate include, de asemenea, consideratii cu privire la
secventa liniard a anticorpului, de exemplu, asa cum este catalogat de Kabat (Kabat si colab., loc.
cit.). Schema (sistemul) de numerotare Kabat este un standard adoptat pe scard largd pentru
numerotarea reziduurilor de aminoacizi dintr-un domeniu variabil de anticorp intr-o manierd
consistentd si este schema preferatd aplicatd in prezenta inventie, asa cum este mentionat si in altd
parte aici. Consideratii structurale suplimentare pot fi, de asemenea, utilizate pentru a determina
structura canonicd a unui anticorp. De exemplu, acele diferente care nu sunt reflectate pe deplin
de numerotarea Kabat pot fi descrise de sistemul de numerotare al lui Chothia §i colab. si/sau
dezvaluite prin alte tehnici, de exemplu, cristalografia si modelarea computationala bidimensionald
sau tridimensionald. In consecintd, o anumitd secventd de anticorpi poate fi plasatd intr-o clasad
canonicd care permite, printre altele, identificarea secventelor de schelet adecvate (de ex., pe baza
dorinfei de a include o varietate de structuri canonice intr-o bibliotecd). Numerotarea Kabat a
secventelor de aminoacizi a anticorpilor si consideratiile structurale descrise de Chothia si colab.,
loc. cit. st implicatiile lor pentru aspectele canonice de construire ale structurii anticorpilor sunt
descrise in literatura de specialitate. Structurile subunitafii si configuratiile tridimensionale ale
diferitelor clase de imunoglobuline sunt bine cunoscute in domeniu. Pentru o revizuire a structurii
anticorpilor, vezi Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, eds. Harlow
si colab., 1988.

CDR3 al lantului usor si, in special, CDR3 al lanfului greu pot constitui cei mai
importanti factori determinanti in legarea antigenului in regiunile variabile ale lanfului usor si
greu. In unele constructe de anticorpi, lantul greu CDR3 pare si constituie zona principald de
contact dintre antigen si anticorp. Schemele de selectie i vitro in care CDR3 singur este variat pot
fi utilizate pentru a varia proprietitile de legare ale unui anticorp sau pentru a determina ce
reziduuri contribuie la legarea unui antigen. Prin urmare, CDR3 este de obicei cea mai mare sursi
de diversitate moleculard in cadrul situsului de legare a anticorpului. H3, de exemplu, poate fi la
fel de scurt ca doud resturi de aminoacizi sau mai mare de 26 de aminoacizi.

Intr-un anticorp clasic de lungime completd sau imunoglobulind, fiecare lant usor (L) este
legat de un lant greu (H) printr-o legitura disulfurd covalentd, in timp ce cele doud lanturi H sunt
legate intre ele prin una sau mai multe legituri disulfurice in functie de izotipul lantului H.
Domeniul CH cel mai apropiat de VH este de obicei desemnat ca CH1. Domeniile constante ("C™)
nu sunt direct implicate in legarea antigenului, dar prezintd diferite functii efectoare, cum ar fi
citotoxicitatea dependentd de anticorp, mediatd de celule si activarea complementului. Regiunea
Fc a unui anticorp este cuprinsd in domeniile constante ale lanfului greu si este, de exemplu,
capabild si interactioneze cu receptorii Fc situafi la suprafata celulei.

Secventa genelor de anticorpi dupd asamblare si mutatie somatica este foarte variata si se
estimeazi ¢ aceste gene variate codifici 10'° molecule diferite de anticorpi (Immunoglobulin
Genes, editia a II-a, ed. Jonio si colab., Academic Press, San Diego, CA, 1995). in consecint,
sistemul imunitar oferd un repertoriu de imunoglobuline. Termenul "repertoriu” se referd la cel
putin o secventd de nucleotide derivatd in totalitate sau partial din cel putin o secventd care
codificd cel putin o imunoglobulind. Secventele pot fi generate prin rearanjarea in vivo a
segmentelor V, D si J ale lanturilor grele si ale segmentelor V si J ale lanturilor usoare. Alternativ,
secventele pot fi generate dintr-o celuld ca rdspuns la rearanjarea care are loc, de ex., stimularea in
vitro. Alternativ, o parte sau toate secventele pot fi obtinute prin imbinarea ADN-ului, sinteza
nucleotidelor, mutageneza si alte metode, vezi, de ex., brevetul US 5.565.332. Un repertoriu poate
include o singurd secventd sau poate include o multitudine de secvente, inclusiv cele dintr-o
colectie genetica diversa.

Un construct de anticorp conform prezentei dezvaluiri poate fi definit si ca un construct
de anticorp bispecific care cuprinde un prim domeniu de legare (de preferintd uman) care se leagd
de DLL3 uman pe suprafata unei celule tintd si un al doilea domeniu de legare care se leaga de
CD3 uman pe suprafata unei celule T, in care primul domeniu de legare se leagd de acelasi epitop
al DLL3 ca un anticorp selectat din grupul constand din DLL3-4, DLL3-5, DLL3-6, DLL3-7,
DLL3-8, DLL3-9, si DLL3-10, adicd, un anticorp care cuprinde o regiune VH cuprinzand CDR-
H1, CDR-H2 si CDR-H3 si o regiune VL cuprinzind CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectate din
grupul constand din:
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a) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 31, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 32,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 33, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 34,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 35 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 36;

b) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 41, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 42,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 43, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 44,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 45 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 46;

¢) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 51, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 52,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 53, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 54,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 55 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 56;

d) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 61, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 62,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 63, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 64,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 65 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 66;

¢) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 71, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 72,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 73, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 74,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 75 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 76;

f) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 81, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 82,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 83, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 84,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 85 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 86; si
g) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 91, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 92,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 93, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 94,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 95 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 96.

Indiferent dacad un construct de anticorp se leagd sau nu de acelasi epitop al DLL3 ca un
alt construct de anticorp dat poate fi misurat de ex. prin maparea epitopului cu molecule tintd
himerice sau trunchiate, de ex. asa cum este descris aici mai sus si in Exemplul 2.

Un construct de anticorp conform prezentei dezvaluiri poate fi definit si ca un construct
de anticorp bispecific care cuprinde un prim domeniu de legare (de preferintd uman) care se leagd
de DLL3 uman pe suprafata unei celule tintd si un al doilea domeniu de legare care se leaga de
CD3 uman pe suprafata unei celule T, in care primul domeniu de legare concureaza pentru legarea
cu un anticorp selectat din grupul constand din DLL3-4, DLL3-5, DLL3-6, DLL3-7, DLL3-8,
DLL3-9 si DLL3- 10, adicd, un anticorp care cuprinde o regiune VH cuprinzand CDR-H1, CDR-
H2 si CDR-H3 si o regiune VL cuprinzind CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectate din grupul
constand din cele descrise mai sus.

Indiferent dacd un construct de anticorp concureazd sau nu pentru legarea cu un alt
construct de anticorp dat poate fi masurat intr-un test de concurenti, cum ar fi un ELISA
competitiv sau un test de concurentd pe baza de celule. Pot fi utilizate si microparticule cuplate cu
avidind (margele). Similar unei plici ELISA acoperite cu avidind, atunci cand reactioneazd cu o
proteind biotinilatd, fiecare dintre aceste margele poate fi utilizatd ca substrat pe care se¢ poate
efectua un test. Antigenul este acoperit pe o margea si apoi pre-acoperit cu primul anticorp. Se
adaugi al doilea anticorp si se determind orice legare suplimentard. Citirea are loc prin citometrie
de flux.

Intr-o formd de realizare a inventiei, primul domeniu de legare a constructului
anticorpului conform inventiei cuprinde o regiune VH selectatd din grupul constind din cele
descrise in SECV ID NR: 37, SECV ID NR: 47, SECV ID NR: 57, SECV ID NR: 67, SECV ID
NR: 77, SECV ID NR: 87, SECV ID NR: 97, SECV ID NR: 107, SECV ID NR: 117, SECV ID
NR: 435, si SECV ID NR: 529.

Intr-o altd variantd de realizare, primul domeniu de legare a constructului de anticorp din
inventie cuprinde o regiune VL selectatd din grupul constind din cele descrise in SECV ID NR:
38, SECV ID NR: 48, SECV ID NR: 58, SECV ID NR: 68, SECV ID NR: 78, SECV ID NR: 88,
SECV ID NR: 98, SECV ID NR: 108, SECV ID NR: 118, SECV ID NR: 436, si SECV ID NR:
530.

Intr-o altd varianta de realizare, primul domeniu de legare al constructului de anticorp din
inventie cuprinde o regiune VH si o regiune VL selectatd din grupul constand din perechi de
regiune VH si regiune VL asa cum este descris in SECV ID NR: 37+38; SECV ID NR: 47+48;
SECV ID NR: 57458; SECV ID NR: 67+68; SECV ID NR: 77+78; SECV ID NR: 87+88; SECV
ID NR: 97+98; SECV ID NR: 107+108; SECV ID NR: 117+118; SECV ID NR: 435+436; si
SECV ID NR: 529+530.

Intr-o altd variantd de realizare, primul domeniu de legare a constructului de anticorp din
inventie cuprinde o polipeptida selectatd din grupul constind din cele descrise in SECV ID NR.:
39, SECV ID NR: 49, SECV ID NR: 59, SECV ID NR: 69, SECV ID NR: 79, SECV ID NR: 89,
SECV ID NR: 99, SECV ID NR: 109, SECV ID NR: 119, SECV ID NR: 437, si SECV ID NR:
531.
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Primele domenii de legare de mai sus (care sunt specificate prin CDR-urile lor, regiunea
VH si regiunea VL si combinatiile acestora) se caracterizeaza ca domenii de legare care se leagi la
un epitop DLL3 cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.: 258.

Termenul "bispecific" asa cum este utilizat aici se referd la un construct de anticorp care
este "cel pufin bispecific", adicd cuprinde cel putin un prim domeniu de legare si un al doilea
domeniu de legare, in care primul domeniu de legare se leagd de un antigen sau tinta (aici: DLL3),
si al doilea domeniu de legare se leagd de un alt antigen sau tintd (aici: CD3). In consecinti,
constructele de anticorpi conform inventiei cuprind specificititi pentru cel putin doi antigeni sau
finte diferite. Termenul ,.construct de anticorp bispecific” al inventiei cuprinde, de asemenea,
constructe de anticorpi multispecifici, cum ar fi constructe de anticorpi trispecifici, acestea din
urmd incluzand trei domenii de legare, sau constructe avand mai mult de trei (de ex., patru, cinci
...) specificitafi.

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

Cel cel putin doud domenii de legare si domeniile variabile ale constructului anticorpului
din prezenta inventie pot cuprinde sau nu linkeri peptidici (peptide distantier). Termenul "linker
peptidic” cuprinde in conformitate cu prezenta inventic o secventd de aminoacizi prin care
secventele de aminoacizi ale unui domeniu (variabil si/sau de legare) si un alt domeniu (variabil
si/sau de legare) al constructului anticorpului conform inventiei sunt legate intre ele. O
caracteristica tehnicd esentiald a unui astfel de linker peptidic este cd acesta nu cuprinde nici o
activitate de polimerizare. Printre linkerii peptidici adecvati sunt cei descrisi in brevetele US
4.751.180 si 4.935.233 sau WO 88/09344. Linkerii peptidici pot fi, de asemenea, utilizati pentru a
atasa alte domenii sau module sau regiuni (cum ar fi domeniile care se extind cu timpul de
injumatatire) la constructul anticorpului conform inventiei.

In cazul in care se utilizeaza un linker, acest linker are, de preferintd, o lungime si o
secventd suficiente pentru a se asigura ci fiecare dintre primul si al doilea domeniu isi pot pdstra,
independent unul de celalalt, specificititile de legare diferentiale. Pentru linkeri peptidici care
conecteazd cel pufin doud domenii de legare (sau doud domenii variabile) in constructul
anticorpului conform inventiei, sunt preferati acei linkeri peptidici care cuprind doar un numar de
resturi de aminoacizi, de ex. 12 reziduuri de aminoacizi sau mai pufin. Astfel, sunt preferati linkeri
peptidici de 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6 sau 5 resturi de aminoacizi. Un linker peptidic prevdzut cu mai
putin de 5 aminoacizi cuprinde 4, 3, 2 sau un aminoacid(i), in care sunt preferati linkeri bogati in
Gly. Un aminoacid ,unic” preferat in special in contextul ,linkerului peptidic” este Gly. In
consecintd, linkerul peptidic menfionat poate consta din aminoacidul unic Gly. O alta realizare
preferatid a unui linker peptidic este caracterizatd prin secventa de aminoacizi Gly-Gly-Gly-Gly-
Ser, adicd GlysSer (SECV ID NR.: 286), sau polimeri ai acestuia, adicd (GlysSer)x, in care X este
un intreg de 1 sau mai mare (de ex. 2 sau 3). Linkeri preferafi sunt descrisi in SECV ID NR: 285-
293. Caracteristicile linkerului peptidic mentionat, care cuprind absenta promovdrii structurilor
secundare, sunt cunoscute in domeniu si sunt descrise de ex. in Dall'Acqua si colab. (Biochem.
(1998) 37, 9266-9273), Cheadle si colab. (Mol Immunol (1992) 29, 21-30) si Raag si Whitlow
(FASEB (1995) 9(1), 73-80). Sunt de preferat linkeri peptidici care, in plus, nu promoveaza nici o
structurd secundard. Legitura dintre domeniile mentionate intre ele poate fi asiguratd, de ex., prin
inginerie geneticd, asa cum este descris in exemple. Metodele de preparare a constructelor de lant
unic bispecifice fuzionate si legate functional si de a le exprima in celule de mamifere sau bacterii
sunt bine cunoscute in domeniu (de ex., WO 99/54440 sau Sambrook si colab., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York,
2001).

Asa cum este descris aici mai sus, inventia furnizeazd un exemplu de realizare preferat in
care constructul anticorpului este intr-un format selectat din grupul constand din (scFv),, mAb cu
domeniu unic scFv, diacorpi si oligomeri ai oricdruia dintre formatele anterior mentionate.
Termenul ,este intr-un format™ nu exclude faptul ci constructul poate fi modificat in continuare,
de ex. prin atasare sau fuziune la alte fragmente, asa cum este descris aici.

Conform unui exemplu de realizare preferat in mod particular, si asa cum este
documentat in exemplele anexate, constructul anticorpului conform inventiei este un "construct de
anticorp bispecific cu un singur lant", mai preferabil un "Fv cu un singur lant" bispecific (scFv).
Desi cele doud domenii ale fragmentului Fv, VL si VH, sunt codificate de gene separate, ele pot fi
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unite, folosind metode recombinante, printr-un linker sintetic - asa cum este descris mai sus - care
le permite si fie realizate ca un singur lant proteic in care regiunile VL si VH le imperecheazi
pentru a forma o moleculd monovalentd; vezi, de ex., Huston si colab. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci
SUA 85: 5879-5883). Aceste fragmente de anticorpi sunt obtinute folosind tehnici conventionale
cunoscute de specialistii in domeniu, iar fragmentele sunt evaluate pentru funcfionare in acelasi
mod ca si anticorpii completi sau de lungime completd. Un fragment variabil cu un singur lant
(scFv) este, prin urmare, o proteind de fuziune a regiunii variabile a lanfului greu (VH) si a lantului
usor (VL) de imunoglobuline, de obicei conectatd cu o peptidd scurtd de legiturd de aproximativ
zece pand la aproximativ 25 aminoacizi, preferabil aproximativ 15 pani la 20 de aminoacizi.
Linkerul este de obicei bogat in glicind pentru flexibilitate, precum si serind sau treonind pentru
solubilitate si poate conecta capdtul N-terminal al VH cu capatul C-terminal al VL, sau invers.
Aceasti proteind pastreazd specificitatea imunoglobulinei originale, in ciuda Indepartdrii regiunilor
constante si a introducerii linkerului.

Moleculele bispecifice cu lant unic sunt cunoscute in domeniu si sunt descrise in WO
99/54440, Mack, J. Immunol. (1997), 158, 3965-3970, Mack, PNAS, (1995), 92, 7021-7025,
Kufer, Cancer Immunol. Immunother., (1997), 45, 193-197, Loffler, Blood, (2000), 95, 6, 2098-
2103, Bruhl, Immunol., (2001), 166, 2420-2426, Kipriyanov, J. Mol. Biol., (1999), 293, 41-56.
Tehnici descrise pentru producerea de anticorpi cu lant unic (vezi, intre altele, brevetul US
4.946.778, Kontermann and Dubel (2010), loc. cit. si Little (2009), loc. cit.) poate fi adaptat pentru
a produce constructe de anticorpi cu lant unic care recunosc in mod specific (o) tintd (finte) aleasa.

Fragmentele variabile bivalente (denumite si divalente) sau bispecifice cu un singur lant
(bi-scFvs sau di-scFvs avand formatul (scFv), pot fi proiectate prin legarea a doud molecule scFv
(de ex., cu linkeri asa cum este descris mai sus). Dacd aceste doud molecule scFv au aceeasi
specificitate de legare, molecula rezultatd (scFv), va fi de preferintd numiti bivalentd (adicd are
doud valente pentru acelasi epitop tintd). Daca cele doud molecule scFv au specificititi de legare
diferite, molecula rezultatd (scFv), va fi de preferintd numitd bispecificid. Legitura se poate face
prin producerea unui singur lant peptidic cu doud regiuni VH si doud regiuni VL, producind scFv
in tandem (vezi de ex. Kufer P. si colab., (2004) Trends in Biotechnology 22(5):238-244). O alti
posibilitate este crearea de molecule scFv cu peptide linker care sunt prea scurte pentru ca cele
doud regiuni variabile sd se plieze impreund (de ex., aproximativ cinci aminoacizi), fortind scFv-
urile sa dimerizeze. Acest tip este cunoscut sub numele de diacorpi (vezi, de ex., Hollinger, Philipp
si colab., (Tulie 1993) Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 90 (14): 6444-8.).

Conform unui alt exemplu preferat de realizare a anticorpului conform inventiei, lantul
greu (VH) si lanful usor (VL) al unui domeniu de legare (care se leagi fie la antigenul tintd DLL3,
fie la CD3) nu sunt conectate direct printr-un linker peptidic asa cum este descris mai sus, dar
domeniile de legare sunt formate asa cum este descris pentru diacorp. Astfel, VH al domeniului de
legare CD3 poate fi fuzionat cu VL al domeniului de legare DLL3 printr-un linker peptidic si VH
al domeniului de legare DLL3 este fuzionat cu VL al domeniului de legare CD3 prin intermediul
unui astfel de linker peptidic.

Anticorpii cu un singur domeniu cuprind doar un domeniu variabil de anticorpi
(monomeric) care este capabil sd se lege selectiv de un antigen specific, independent de alte
regiuni sau domenii V. Primii anticorpi cu un singur domeniu au fost proiectati din anticorpi cu
lant greu gdsit in camelide si acestia sunt numiti fragmente VyH. Pestii cartilaginosi au, de
asemenea, anticorpi cu lant greu (IgNAR) din care pot fi obfinuti anticorpi cu un singur domeniu
numiti fragmente Vnar. O abordare alternativi este impartirea domeniilor variabile dimerice de
imunoglobuline comune, de ex. de la oameni sau rozitoare in monomeri, obfinand astfel VH sau
VL ca un singur domeniu Ab. Desi majoritatea cercetdrilor privind anticorpii cu un singur
domeniu se bazeazd in prezent pe domenii variabile ale lantului greu, nanocorpii derivati din
lanturile usoare s-au dovedit a se lega in mod specific de epitopii tintd. Exemplele de anticorpi cu
un singur domeniu se numesc sdAb, nanocorpi sau anticorpi cu un singur domeniu variabil.

A (cu un singur domeniu mAb); este, prin urmare, un construct de anticorp monoclonal
compus din (cel putin) doi anticorpi monoclonali cu un singur domeniu, care sunt selectafi
individual din grupul care cuprinde VH, VL, VgH and Vnar. Linkerul este de preferinta sub forma
unui linker peptidic. In mod similar, un "mAb cu domeniu unic scFv" este un construct de
anticorp monoclonal compus din cel putin un anticorp cu un singur domeniu asa cum este descris
mai sus si 0 moleculd scFv asa cum este descris mai sus. Din nou, linkerul este de preferintd sub
forma unui linker peptidic.

De asemenea, este prevazut ca prezenta inventie sd furnizeze un construct de anticorp
bispecific care cuprinde un prim domeniu de legare care se leagd de DLL3 uman pe suprafata unei
celule tintd si un al doilea domeniu de legare care se leagd de CD3 uman pe suprafata unei celule T
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si CD3 de macac, in care primul domeniu de legare se leagd de un epitop al DLL3 care este
cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.: 260, in care primul domeniu de legare se
leaga de un epitop al DLL3 care este cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.:
259, in care primul domeniu de legare al constructului de constructului de anticorp bispecific
cuprinde o regiune VH cuprinzand CDR-H1, CDR-H2 si CDR-H3 si o regiune VL cuprinzand
CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectate din grupul constand din:

a) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 121, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 122,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 123, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 124,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 125 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 126;
b) CDR-HI cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 132,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 134,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;
¢) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 141, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 142,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 143, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 144,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 145 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 146;
d) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 151, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 152,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 153, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 154,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 155 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 156;
si

¢) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 161, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 162,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 163, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 164,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 165 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 166;
f) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 439,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 134,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;
g) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 440,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 134,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;
h) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 132,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 441,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;
1) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 132,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 442,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;
j) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 132,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 443,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;
k) CDR-HI cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 132,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 444,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;
I) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 439,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 441,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;
si

m) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
440, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR:
442, CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR:
136.

Intr-o variantd de realizare, primul domeniu de legare al constructului de anticorp
conform inventiei cuprinde o regiune VH selectatd din grupul constand din cele descrise in SECV
ID NR.: 127, SECV ID NR: 137, SECV ID NR: 147, SECV ID NR: 157, SECV ID NR: 167,
SECV ID NR: 445, SECV ID NR: 446, SECV ID NR: 447, SECV ID NR: 448, SECV ID NR:
449, SECV ID NR: 450, SECV ID NR: 451, SECV ID NR: 452, SECV ID NR: 453, SECV ID
NR: 454, si SECV ID NR: 455.

Intr-o altd variantd de realizare, primul domeniu de legare a constructului de anticorp din
inventie cuprinde o regiune VL selectatd din grupul constind din cele descrise in SECV ID NR:
128, SECV ID NR: 138, SECV ID NR: 148, SECV ID NR: 158, SECV ID NR: 168, SECV ID
NR: 456, SECV ID NR: 457, SECV ID NR: 458, SECV ID NR: 459, SECV ID NR: 460, SECV
ID NR: 461, SECV ID NR: 462, SECV ID NR: 463, SECV ID NR: 464, SECV ID NR: 465,
SECV ID NR: 466, SECV ID NR: 467, SECV ID NR: 468, SECV ID NR: 469, si SECV ID NR:
470.
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Intr-o altd varianta de realizare, primul domeniu de legare al constructului de anticorp din
inventie cuprinde o regiune VH si o regiune VL selectatd din grupul constind din perechi de
regiune VH si regiune VL asa cum este descris in SECV ID NR: 127+128; SECV ID NR:
137+138; SECV ID NR: 147+148; SECV ID NR: 157+158; SECV ID NR: 167+168; SECV ID
NR 137+456; SECV ID NR 137+457; SECV ID NR 137+458; SECV ID NR 137+459; SECV ID
NR 137+460; SECV ID NR 445+138; SECV ID NR 446+138; SECV ID NR 447+138; SECV ID
NR 445+460; SECV ID NR 448+461; SECV ID NR 449+462; SECV ID NR 450+463; SECV ID
NR 450+464; SECV ID NR 450+465; SECV ID NR 450+466; SECV ID NR 450+467; SECV ID
NR 450+468; SECV ID NR 451+463; SECV ID NR 452+463; SECV ID NR 453+463; SECV ID
NR 451+468; SECV ID NR 454+469; si SECV ID NR 455+470.

Intr-o altd variantid de realizare, primul domeniu de legare a constructului de anticorp
conform inventiei cuprinde o polipeptida selectatd din grupul constind din cele descrise in SECV
ID NR.: 129, SECV ID NR: 139, SECV ID NR: 149, SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 169,
SECV ID NR: 471, SECV ID NR: 472, SECV ID NR: 473, SECV ID NR: 474, SECV ID NR:
475, SECV ID NR: 476, SECV ID NR: 477, SECV ID NR: 478, SECV ID NR: 479, SECV ID
NR: 480, SECV ID NR: 481, SECV ID NR: 482, SECV ID NR: 483, SECV ID NR: 484, SECV
ID NR: 485, SECV ID NR: 486, SECV ID NR: 487, SECV ID NR: 488, SECV ID NR: 489,
SECV ID NR: 490, SECV ID NR: 491, SECV ID NR: 492, si SECV ID NR: 493.

Primele domenii de legare de mai sus (care sunt specificate prin CDR-urile lor, regiunea
VH si regiunea VL si combinatiile acestora) se caracterizeaza ca domenii de legare care se leagi la
un epitop DLL3 cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.: 259.

Un construct de anticorp conform prezentei dezvaluiri poate fi de asemenea definit ca un
construct de anticorp bispecific care cuprinde un prim domeniu de legare (de preferintd uman) care
se leagd de DLL3 uman pe suprafata unei celule tintd si un al doilea domeniu de legare care se
leagd de CD3 uman pe suprafata unei celule T, in care primul domeniu de legare se leagd de
acelasi epitop al DLL3 ca un anticorp selectat din grupul constind din DLL3-13, DLL3-14 si
DLL3-15, adicd un anticorp care cuprinde o regiune VH cuprinzand CDR -H1, CDR-H2 si CDR-
H3 si o regiune VL cuprinzind CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectate din grupul constand din:

a) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 121, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 122,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 123, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 124,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 125 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 126;
b) CDR-HI cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 132,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 134,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;
si

¢) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 141, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 142,
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 143, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 144,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 145 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 146.

Un construct de anticorp conform prezentei dezvaluiri poate fi de asemenea definit ca un
construct de anticorp bispecific care cuprinde un prim domeniu de legare (de preferintd uman) care
se leagd de DLL3 uman pe suprafata unei celule tintd si un al doilea domeniu de legare care se
leagd de CD3 uman pe suprafata unei celule T, in care primul domeniu de legare concureazi
pentru legarea cu un anticorp selectat din grupul constand din DLL3-13, DLL3-14 si DLL3-15,
adicd un anticorp care cuprinde o regiune VH cuprinzand CDR-H1, CDR -H2 si CDR-H3 si o
regiune VL cuprinzand CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectate din grupul constand din cele
descrise mai sus.

De asemenea, se preconizeazd cd constructul de anticorp conform inventiei are, pe langd
functia sa de a se lega de moleculele tinti DLL3 si CD3, o functie suplimentari. In acest format,
constructul de anticorp este un construct trifunctional sau multifunctional al anticorpului prin
fintirea celulelor tinta prin legarea la DLL3, medierea activitdtii celulelor T citotoxice prin legarea
CD3 si asigurarea unei functii suplimentare, cum ar fi un domeniu constant Fc complet functional
care mediazd citotoxicitatea celulard dependentd de anticorp prin recrutarea celulelor efectoare,
precum celulele NK, o etichetd (fluorescentd etc.), un agent terapeutic, cum ar fi o toxind sau un
radionuclid si/sau mijloace de imbunititire a timpului de injumétdatire plasmatici etc.

Exemplele de mijloace de extindere a timpului de injumitatire plasmatica a constructelor
anticorpului conform inventiei includ peptide, proteine sau domenii ale proteinelor, care sunt
fuzionate sau atasate in alt mod la constructele anticorpului. Grupul de peptide, proteine sau
domenii de proteine include peptide care se leagd de alte proteine cu profil farmacocinetic preferat
in corpul uman, cum ar fi albumina serici (vezi WO 2009/127691). Un concept alternativ al unor
astfel de peptide care se prelungesc cu timpul de injumdtitire include peptidele care se leaga la
receptorul neonatal Fc (FcRn, vezi WO 2007/098420), care poate fi, de asemenea, utilizat in
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constructele prezentei inventii. Conceptul de atasare a unor domenii mai mari de proteine sau
proteine complete include de ex. fuziunea albuminei serice umane, variante sau mutanti ai
albuminei serice umane (vezi WO 2011/051489, WO 2012/059486, WO 2012/150319, WO
20137135896, WO 2014/072481, WO 2013/075066) sau domenii ale acestora precum si fuziunea
regiunii constante a imunoglobulinelor (domenii Fc) si a variantelor acestora. Astfel de variante
ale domeniilor Fc pot fi optimizate/modificate pentru a permite asocierea doritd de dimeri sau
multimeri, pentru a elimina legarea receptorului Fc (de ex., receptorul Fcy) sau din alte motive. Un
alt concept cunoscut in domeniu pentru a prelungi timpul de injumatitire al compusilor proteici
mici din corpul uman este pegilarea acelor compusi, cum ar fi constructul anticorpului din prezenta
inventie.

Intr-o variantd preferatd, constructele anticorpului bispecific conform inventiei pot fi
legate (de ex., prin legitura peptidicd) cu un partener de fuziune (cum ar fi o proteind sau
polipeptidd sau peptidd), de ex. in scopul extinderii timpului de injumititire plasmaticd al
constructului. Acesti parteneri de fuziune pot fi selectati dintre albumina sericd umand ("HSA" sau
"HALB"), precum godeuri ca variante de secventd ale acestora, peptide care se leagd de HSA,
peptide care se leagd de FcRn ("FcRn BP") sau constructe care contin o (derivat din anticorp)
regiune Fc. Secvente exemplare ale acestor parteneri de fuziune sunt descrise in SECV ID NR:
295-341. In general, partenerii de fuziune pot fi legati la capdtul N-terminal sau la capitul C-
terminal al anticorpilor bispecifici conform inventiei, fie direct (de ex., prin legitura peptidicd), fie
printr-un linker peptidic, cum ar fi (GGGGS), (in care "n" este un numdr intreg ca 2 sau mai mare,
de ex. 2 sau 3 sau 4). Linkerii peptidici adecvati sunt descrisi in SECV ID NR: 285-293.

Prin urmare, un construct de anticorp preferat conform prezentei inventii cuprinde:

(a) o polipeptida cuprinzind in urméitoarea ordine incepand de 1a capitul N-terminal:

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatid din grupul constind din SECV ID NR:
39, SECV ID NR: 49, SECV ID NR: 59, SECV ID NR: 69, SECV ID NR: 79, SECV ID NR: 89,
SECV ID NR: 99, SECV ID NR: 109, SECV ID NR: 119, SECV ID NR: 129, SECV ID NR: 139,
SECV ID NR: 149, SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 437, SECV ID NR:
471, SECV ID NR: 472, SECV ID NR: 473, SECV ID NR: 474, SECV ID NR: 475, SECV ID
NR: 476, SECV ID NR: 477, SECV ID NR: 478, SECV ID NR: 479, SECV ID NR: 480, SECV
ID NR: 481, SECV ID NR: 482, SECV ID NR: 483, SECV ID NR: 484, SECV ID NR: 485,
SECV ID NR: 486, SECV ID NR: 487, SECV ID NR: 488, SECV ID NR: 489, SECV ID NR:
490, SECV ID NR: 491, SECV ID NR: 492, SECV ID NR: 493, si SECV ID NR: 531;

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectati din grupul constind din SECV ID NR:
285-293; si

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatid din grupul constind din SECV ID NR:
350, SECV ID NR: 359, SECV ID NR: 368, SECV ID NR: 377, SECV ID NR: 386, SECV ID
NR: 395, SECV ID NR: 404, SECV ID NR: 413, SECV ID NR: 422, SECV ID NR: 431, si SECV
ID NR: 434; si

o optional o etichetd His, cum ar fi cea descrisd in SECV ID NR.: 294;

(b) o polipeptida cuprinzind in urmitoarea ordine incepand de la capdtul N-terminal:

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatid din grupul constind din SECV ID NR:
39, SECV ID NR: 49, SECV ID NR: 59, SECV ID NR: 69, SECV ID NR: 79, SECV ID NR: 89,
SECV ID NR: 99, SECV ID NR: 109, SECV ID NR: 119, SECV ID NR: 129, SECV ID NR: 139,
SECV ID NR: 149, SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 437, SECV ID NR:
471, SECV ID NR: 472, SECV ID NR: 473, SECV ID NR: 474, SECV ID NR: 475, SECV ID
NR: 476, SECV ID NR: 477, SECV ID NR: 478, SECV ID NR: 479, SECV ID NR: 480, SECV
ID NR: 481, SECV ID NR: 482, SECV ID NR: 483, SECV ID NR: 484, SECV ID NR: 485,
SECV ID NR: 486, SECV ID NR: 487, SECV ID NR: 488, SECV ID NR: 489, SECV ID NR:
490, SECV ID NR: 491, SECV ID NR: 492, SECV ID NR: 493, si SECV ID NR: 531;

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectati din grupul constind din SECV ID NR:
285-293;

o o polipeptidd avand o secventad de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID NR:
350, SECV ID NR: 359, SECV ID NR: 368, SECV ID NR: 377, SECV ID NR: 386, SECV ID
NR: 395, SECV ID NR: 404, SECV ID NR: 413, SECV ID NR: 422, SECV ID NR: 431, si SECV
ID NR: 434;

o0 o polipeptida linker avind o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID
NR: 285-293;

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatid din grupul constind din SECV ID NR:
295 i 301-330; si

o optional o etichetd His, cum ar fi cea descrisd in SECV ID NR.: 294;

(c) o polipeptida cuprinzind in urméitoarea ordine incepand de 1a capitul N-terminal:
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0 o polipeptidd avand secventa de aminoacizi QRFVTGHFGGLX/,PANG (SECV
ID NR: 296) in care X; este Y sau H; si

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectati din grupul constand din SECV ID NR:
39, SECV ID NR: 49, SECV ID NR: 59, SECV ID NR: 69, SECV ID NR: 79, SECV ID NR: 89,
SECV ID NR: 99, SECV ID NR: 109, SECV ID NR: 119, SECV ID NR: 129, SECV ID NR: 139,
SECV ID NR: 149, SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 437, SECV ID NR:
471, SECV ID NR: 472, SECV ID NR: 473, SECV ID NR: 474, SECV ID NR: 475, SECV ID
NR: 476, SECV ID NR: 477, SECV ID NR: 478, SECV ID NR: 479, SECV ID NR: 480, SECV
ID NR: 481, SECV ID NR: 482, SECV ID NR: 483, SECV ID NR: 484, SECV ID NR: 485,
SECV ID NR: 486, SECV ID NR: 487, SECV ID NR: 488, SECV ID NR: 489, SECV ID NR:
490, SECV ID NR: 491, SECV ID NR: 492, SECV ID NR: 493, si SECV ID NR: 531;

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatid din grupul constind din SECV ID NR:
285-293;

o o polipeptidd avand o secventad de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID NR:
350, SECV ID NR: 359, SECV ID NR: 368, SECV ID NR: 377, SECV ID NR: 386, SECV ID
NR: 395, SECV ID NR: 404, SECV ID NR: 413, SECV ID NR: 422, SECV ID NR: 431, si SECV
ID NR: 434;

0 o polipeptida avind secventa de aminoacizi QRFVTGHFGGLHPANG (SECV
ID NR: 298) sau QRFCTGHFGGLHPCNG (SECV ID NR: 300); si

o optional o etichetd His, cum ar fi cea descrisd in SECV ID NR.: 294;

(d) o polipeptida cuprinzind in urmatoarea ordine incepand de la capdtul N-terminal:

o o polipeptidd avand o secventad de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID NR:
348, SECV ID NR: 357, SECV ID NR: 366, SECV ID NR: 375, SECV ID NR: 384, SECV ID
NR: 393, SECV ID NR: 402, SECV ID NR: 411, SECV ID NR: 420, SECV ID NR: 429, si SECV
ID NR: 432;

0 o polipeptidd linker avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR:
292;
0 o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constand din

SECV ID NR: 38, SECV ID NR: 48, SECV ID NR: 58, SECV ID NR: 68, SECV ID NR: 78,
SECV ID NR: 88, SECV ID NR: 98, SECV ID NR: 108, SECV ID NR: 118, SECV ID NR: 128,
SECV ID NR: 138, SECV ID NR: 148, SECV ID NR: 158, SECV ID NR: 168, SECV ID NR:
436, SECV ID NR: 456, SECV ID NR: 457, SECV ID NR: 458, SECV ID NR: 459, SECV ID
NR: 460, SECV ID NR: 461, SECV ID NR: 462, SECV ID NR: 463, SECV ID NR: 464, SECV
ID NR: 465, SECV ID NR: 466, SECV ID NR: 467, SECV ID NR: 468, SECV ID NR: 469,
SECV ID NR: 470, si SECV ID NR: 530, urmat de un reziduu de serind la captul C-terminal;

0 o polipeptidd avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR: 331; si

o polipeptidd cuprinzind in urmitoarea ordine incepand de la capatul N-terminal:

o o polipeptidd avand o secventad de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID NR:
37, SECV ID NR: 47, SECV ID NR: 57, SECV ID NR: 67, SECV ID NR: 77, SECV ID NR: 87,
SECV ID NR: 97, SECV ID NR: 107, SECV ID NR: 117, SECV ID NR: 127, SECV ID NR: 137,
SECV ID NR: 147, SECV ID NR: 157, SECV ID NR: 167, SECV ID NR: 435, SECV ID NR:
445, SECV ID NR: 446, SECV ID NR: 447, SECV ID NR: 448, SECV ID NR: 449, SECV ID
NR: 450, SECV ID NR: 451, SECV ID NR: 452, SECV ID NR: 453, SECV ID NR: 454, si SECV
ID NR: 455, si SECV ID NR: 529;

0 o polipeptidd linker avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR:
292,
0 o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constand din

SECV ID NR: 349, SECV ID NR: 358, SECV ID NR: 367, SECV ID NR: 376, SECV ID NR:
385, SECV ID NR: 394, SECV ID NR: 403, SECV ID NR: 412, SECV ID NR: 421, SECV ID
NR: 430, si SECV ID NR: 433 urmat de un reziduu de serind la capatul C-terminal; si

0 o polipeptidd avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR: 332;

(e) o polipeptida cuprinzind in urméitoarea ordine incepand de 1a capitul N-terminal:

o o polipeptidd avand o secventad de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID NR:
348, SECV ID NR: 357, SECV ID NR: 366, SECV ID NR: 375, SECV ID NR: 384, SECV ID
NR: 393, SECV ID NR: 402, SECV ID NR: 411, SECV ID NR: 420, SECV ID NR: 429, si SECV
ID NR: 432;

0 o polipeptidd linker avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR:
292;

o o polipeptidd avand o secventad de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID NR:
38, SECV ID NR: 48, SECV ID NR: 58, SECV ID NR: 68, SECV ID NR: 78, SECV ID NR: 88,
SECV ID NR: 98, SECV ID NR: 108, SECV ID NR: 118, SECV ID NR: 128, SECV ID NR: 138,
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SECV ID NR: 148, SECV ID NR: 158, SECV ID NR: 168, SECV ID NR: 436, SECV ID NR:
456, SECV ID NR: 457, SECV ID NR: 458, SECV ID NR: 459, SECV ID NR: 460, SECV ID
NR: 461, SECV ID NR: 462, SECV ID NR: 463, SECV ID NR: 464, SECV ID NR: 465, SECV
ID NR: 466, SECV ID NR: 467, SECV ID NR: 468, SECV ID NR: 469, SECV ID NR: 470, si
SECV ID NR: 530; si

0 o polipeptidd avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR: 333; si

o polipeptidd cuprinzind in urmitoarea ordine incepand de la capatul N-terminal:

o o polipeptidd avand o secventad de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID NR:
37, SECV ID NR: 47, SECV ID NR: 57, SECV ID NR: 67, SECV ID NR: 77, SECV ID NR: 87,
SECV ID NR: 97, SECV ID NR: 107, SECV ID NR: 117, SECV ID NR: 127, SECV ID NR: 137,
SECV ID NR: 147, SECV ID NR: 157, si SECV ID NR: 167, SECV ID NR: 435, SECV ID NR:
445, SECV ID NR: 446, SECV ID NR: 447, SECV ID NR: 448, SECV ID NR: 449, SECV ID
NR: 450, SECV ID NR: 451, SECV ID NR: 452, SECV ID NR: 453, SECV ID NR: 454, SECV
ID NR: 455, si SECV ID NR: 529;

0 o polipeptidd linker avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR:
292,
0 o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constand din

SECV ID NR: 349, SECV ID NR: 358, SECV ID NR: 367, SECV ID NR: 376, SECV ID NR:
385, SECV ID NR: 394, SECV ID NR: 403, SECV ID NR: 412, SECV ID NR: 421, SECV ID
NR: 430, si SECV ID NR: 433 urmat de un reziduu de serind la capatul C-terminal; si

0 o polipeptidd avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR: 334;

(f) o polipeptida cuprinzand in urmétoarea ordine incepand de la capitul N-terminal:

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatid din grupul constind din SECV ID NR:
39, SECV ID NR: 49, SECV ID NR: 59, SECV ID NR: 69, SECV ID NR: 79, SECV ID NR: 89,
SECV ID NR: 99, SECV ID NR: 109, SECV ID NR: 119, SECV ID NR: 129, SECV ID NR: 139,
SECV ID NR: 149, SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 437, SECV ID NR:
471, SECV ID NR: 472, SECV ID NR: 473, SECV ID NR: 474, SECV ID NR: 475, SECV ID
NR: 476, SECV ID NR: 477, SECV ID NR: 478, SECV ID NR: 479, SECV ID NR: 480, SECV
ID NR: 481, SECV ID NR: 482, SECV ID NR: 483, SECV ID NR: 484, SECV ID NR: 485,
SECV ID NR: 486, SECV ID NR: 487, SECV ID NR: 488, SECV ID NR: 489, SECV ID NR:
490, SECV ID NR: 491, SECV ID NR: 492, SECV ID NR: 493, si SECV ID NR: 531;

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectati din grupul constind din SECV ID NR:
285-293;

o o polipeptidd avand o secventad de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID NR:
350, SECV ID NR: 359, SECV ID NR: 368, SECV ID NR: 377, SECV ID NR: 386, SECV ID
NR: 395, SECV ID NR: 404, SECV ID NR: 413, SECV ID NR: 422, SECV ID NR: 431, si SECV
ID NR: 434;

0 o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisi in SECV ID NR: 335; sio
polipeptidi avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR: 336;

(g) o polipeptida cuprinzind in urmatoarea ordine incepand de la capdtul N-terminal:

o0 o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectati din grupul constind din : 39, SECV ID
NR: 49, SECV ID NR: 59, SECV ID NR: 69, SECV ID NR: 79, SECV ID NR: 89, SECV ID NR:
99, SECV ID NR: 109, SECV ID NR: 119, SECV ID NR: 129, SECV ID NR: 139, SECV ID NR:
149, SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 437, SECV ID NR: 471, SECV ID
NR: 472, SECV ID NR: 473, SECV ID NR: 474, SECV ID NR: 475, SECV ID NR: 476, SECV
ID NR: 477, SECV ID NR: 478, SECV ID NR: 479, SECV ID NR: 480, SECV ID NR: 481,
SECV ID NR: 482, SECV ID NR: 483, SECV ID NR: 484, SECV ID NR: 485, SECV ID NR:
486, SECV ID NR: 487, SECV ID NR: 488, SECV ID NR: 489, SECV ID NR: 490, SECV ID
NR: 491, SECV ID NR: 492, SECV ID NR: 493, si SECV ID NR: 531; si

0 o polipeptidd avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR: 337; si

o polipeptidd cuprinzind in urmitoarea ordine incepand de la capatul N-terminal:

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatid din grupul constind din SECV ID NR:
350, SECV ID NR: 359, SECV ID NR: 368, SECV ID NR: 377, SECV ID NR: 386, SECV ID
NR: 395, SECV ID NR: 404, SECV ID NR: 413, SECV ID NR: 422, SECV ID NR: 431, si SECV
ID NR: 434; si

0 o polipeptidd avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR: 338;

(h) o polipeptida cuprinzind in urmatoarea ordine incepand de la capdtul N-terminal:

o0 o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectati din grupul constind din : 39, SECV ID
NR: 49, SECV ID NR: 59, SECV ID NR: 69, SECV ID NR: 79, SECV ID NR: 89, SECV ID NR:
99, SECV ID NR: 109, SECV ID NR: 119, SECV ID NR: 129, SECV ID NR: 139, SECV ID NR:
149, SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 437, SECV ID NR: 471, SECV ID
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NR: 472, SECV ID NR: 473, SECV ID NR: 474, SECV ID NR: 475, SECV ID NR: 476, SECV
ID NR: 477, SECV ID NR: 478, SECV ID NR: 479, SECV ID NR: 480, SECV ID NR: 481,
SECV ID NR: 482, SECV ID NR: 483, SECV ID NR: 484, SECV ID NR: 485, SECV ID NR:
486, SECV ID NR: 487, SECV ID NR: 488, SECV ID NR: 489, SECV ID NR: 490, SECV ID
NR: 491, SECV ID NR: 492, SECV ID NR: 493, si SECV ID NR: 531; si

0 o polipeptidd avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR: 339; si
o polipeptidd cuprinzind in urmitoarea ordine incepand de la capatul N-terminal:
0 0 o polipeptidd avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind din

SECV ID NR: 350, SECV ID NR: 359, SECV ID NR: 368, SECV ID NR: 377, SECV ID NR:
386, SECV ID NR: 395, SECV ID NR: 404, SECV ID NR: 413, SECV ID NR: 422, SECV ID
NR: 431, si SECV ID NR: 434; si

0 o polipeptidd avind secventa de aminoacizi descrisi in SECV ID NR: 340; sau
(1) o polipeptidd cuprinzind in urmitoarea ordine incepand de 1a capitul N-terminal:

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatid din grupul constind din SECV ID NR:
39, SECV ID NR: 49, SECV ID NR: 59, SECV ID NR: 69, SECV ID NR: 79, SECV ID NR: 89,
SECV ID NR: 99, SECV ID NR: 109, SECV ID NR: 119, SECV ID NR: 129, SECV ID NR: 139,
SECV ID NR: 149, SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 437, SECV ID NR:
471, SECV ID NR: 472, SECV ID NR: 473, SECV ID NR: 474, SECV ID NR: 475, SECV ID
NR: 476, SECV ID NR: 477, SECV ID NR: 478, SECV ID NR: 479, SECV ID NR: 480, SECV
ID NR: 481, SECV ID NR: 482, SECV ID NR: 483, SECV ID NR: 484, SECV ID NR: 485,
SECV ID NR: 486, SECV ID NR: 487, SECV ID NR: 488, SECV ID NR: 489, SECV ID NR:
490, SECV ID NR: 491, SECV ID NR: 492, SECV ID NR: 493, si SECV ID NR: 531;

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectati din grupul constind din SECV ID NR:
285-293;

o o polipeptidd avind o secventd de aminoacizi selectatid din grupul constind din SECV ID NR:
350, SECV ID NR: 359, SECV ID NR: 368, SECV ID NR: 377, SECV ID NR: 386, SECV ID
NR: 395, SECV ID NR: 404, SECV ID NR: 413, SECV ID NR: 422, SECV ID NR: 431, si SECV
ID NR: 434; si

0 o polipeptidd avand secventa de aminoacizi descrisd in SECV ID NR: 341.

De exemplu, un construct preferat de anticorp bispecific conform prezentei inventii

cuprinde sau constd dintr-o polipeptida selectatd din grupul constind din cei descrisi in:
SECV ID NR: 224, SECV ID NR: 225, SECV ID NR: 226, SECV ID NR: 227, SECV ID NR:
228, SECV ID NR: 229, SECV ID NR: 230, SECV ID NR: 231, SECV ID NR: 232, SECV ID
NR: 233, SECV ID NR: 234, SECV ID NR: 235, SECV ID NR: 236, SECV ID NR: 237; SECV
ID NR: 242, SECV ID NR: 243, SECV ID NR: 244, SECV ID NR: 245, SECV ID NR: 246,
SECV ID NR: 247, SECV ID NR: 248, SECV ID NR: 249, SECV ID NR: 250, si SECV ID NR:
251.

Asa cum s-a descris mai sus, mai multe constructe preferate de anticorpi conform
inventiel sunt modificate prin fuziune cu un alt fragment, cum ar fi albumina sau variante de
albumind. Daci aceste constructe de fuziune sunt caracterizate pentru proprietitile lor, cum ar fi in
special afinitatea lor la tintd sau activitatea citotoxicd, persoana calificatd va fi constientd cd se
poate astepta ca constructe de fuziune similare sau constructe de anticorpi bispecifici nemodificati
sa aibd proprietati similare (sau posibil chiar mai bune). De exemplu, daca un construct de anticorp
bispecific fuzionat cu albumina are o activitate citotoxica apreciabild sau doritd sau afinitate tint,
se poate astepta ca aceeasi/similard sau chiar o activitate citotoxicd/afinitate {intd mai mare sa fie
observatd pentru acelasi construct w/o albumina.

Conform unei alte variante preferate, constructul de anticorp bispecific conform inventiei
cuprinde (pe langi cele doud domenii de legare) un al treilea domeniu care cuprinde doi monomeri
polipeptidici, fiecare cuprinzand o balama, un domeniu CH2 si un domeniu CH3, in care
respectivele doud polipeptide (sau monomeri polipeptidici) sunt fuzionati intre ei printr-un linker
peptidic. De preferintd, al treilea domeniu cuprinde intr-o ordine N- la C-terminal: balama-CH2-
CH3-linker-balama-CH2-CH3. Secventele de aminoacizi preferate pentru al treilea domeniu
mentionat sunt descrise in SECV ID NR: 541-548. Fiecare dintre monomerii polipeptidici
mentionafi are, de preferin{d, o secventd de aminoacizi care este selectatd din grupul constnd din
SECV ID NR: 533-540, sau care este cel putin 90% identic cu acele secvente. Intr-un alt exemplu
de realizare preferat, primul si al doilea domeniu de legare a constructului de anticorp bispecific al
inventiei sunt fuzionate cu al treilea domeniu printr-un linker peptidic care este, de exemplu,
selectat din grupul constand din SECV ID NR.: 285, 286, 288, 289, 290, 292 si 293.

In conformitate cu prezenta inventie, o "balama" este o regiune de balama IgG. Aceasti
regiune poate fi identificata prin analogie folosind numerotarea Kabat, a se vedea pozitiile 223-243
Kabat. In conformitate cu cele de mai sus, cerinta minimd pentru o "balama" sunt reziduurile de
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aminoacizi corespunzitoare sectiunii de secventi IgG; de la D231 la P243 conform numerotarii
Kabat. Termenii CH2 si CH3 se referd la regiunile constante 2 si 3 ale lantului greu al
imunoglobulinei. Aceste regiuni pot fi, de asemenea, identificate prin analogie folosind
numerotarea Kabat, vezi pozitiile Kabat 244-360 pentru CH2 si pozitiile Kabat 361-478 pentru
CH3. Se intelege ci existd unele variatii intre imunoglobuline in ceea ce priveste regiunea lor IgGy
Fc, regiunea IgG, Fc, regiunea IgGs Fc, regiunea IgGy Fc, regiunea IgM Fc, regiunea IgA Fc,
regiunea IgD Fc si regiunea IgE Fc (vezi, de ex., Padlan, Molecular Immunology, 31(3), 169-217
(1993)). Termenul monomer Fc se referd la ultimele doud regiuni constante de lant greu ale IgA,
IgD si IgG si la ultimele trei regiuni constante de lant greu ale IgE si IgM. Monomerul Fc poate
include, de asemeneca, balama flexibild N-terminald la aceste domenii. Pentru IgA si IgM,
monomerul Fc poate include lantul J. Pentru IgG, portiunea Fc cuprinde domeniile de
imunoglobulind CH2 si CH3 si balama intre primele doud domenii si CH2. Desi limitele portiunii
Fc ale unei imunoglobuline pot varia, poate fi definit un exemplu pentru o portiune Fc cu lant greu
IgG umana care cuprinde o balama functionald, domeniul CH2 si CH3, de ex. pentru a cuprinde
reziduuri D231 (ale domeniului balama) la P476 (a capatului C-terminal al domeniului CH3), sau
D231 la L476, respectiv, pentru IgGa, in care numerotarea este conform Kabat.

Constructul de anticorp conform inventiei poate cuprinde deci intr-o ordine N- la C-
terminal:
(a) primul domeniu de legare;
(b) un linker peptidic avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind din SECV ID
NR: 286, 292 si 293;
(c) al doilea domeniu de legare;
(d) un linker peptidic avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind din SECV ID
NR: 285, 286, 288, 289, 290, 292 si 293;
(e) primul monomer polipeptidic din al treilea domeniu (cuprinzand o balama, un domeniu CH2 si
un domeniu CH3);
(f) un linker peptidic avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID
NR: 550, 551, 552 51 553; si
(e) al doilea monomer polipeptidic din al treilea domeniu (cuprinzand o balama, un domeniu CH2
si un domeniu CH3);

De asemenea, este de preferat ca constructul anticorpului conform inventiei si cuprindi in
ordine N- la C-terminal:
 primul domeniu de legare avand o secvent{d de aminoacizi selectatd din grupul constind din
SECV ID NR: 39, SECV ID NR: 49, SECV ID NR: 59, SECV ID NR: 69, SECV ID NR: 79,
SECV ID NR: 89, SECV ID NR: 99, SECV ID NR: 109, SECV ID NR: 119, SECV ID NR: 129,
SECV ID NR: 139, SECV ID NR: 149, SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 169, SECV ID NR:
437, SECV ID NR: 471, SECV ID NR: 472, SECV ID NR: 473, SECV ID NR: 474, SECV ID
NR: 475, SECV ID NR: 476, SECV ID NR: 477, SECV ID NR: 478, SECV ID NR: 479, SECV
ID NR: 480, SECV ID NR: 481, SECV ID NR: 482, SECV ID NR: 483, SECV ID NR: 484,
SECV ID NR: 485, SECV ID NR: 486, SECV ID NR: 487, SECV ID NR: 488, SECV ID NR:
489, SECV ID NR: 490, SECV ID NR: 491, SECV ID NR: 492, SECV ID NR: 493, si SECV ID
NR: 531;
* 0 peptida linker avind o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind din SECV ID
NRs: 286, 292 si 293;
. al doilea domeniu de legare avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind
din SECV ID NR: 350, SECV ID NR: 359, SECV ID NR: 368, SECV ID NR: 377, SECV ID NR:
386, SECV ID NR: 395, SECV ID NR: 404, SECV ID NR: 413, SECV ID NR: 422, SECV ID
NR: 431, si SECV ID NR: 434;

. o peptida linker avind o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind din SECV
ID NRs: 285, 286, 288, 289, 290, 292 si 293; si
. al treilea domeniu avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind din

SECV ID NRs: 541-548.

Prin urmare, intr-un exemplu de realizare preferat, constructul anticorpului conform
prezentei inventii cuprinde sau constd dintr-o polipeptidd selectatd din cele descrise in SECV 1D
NR: 517, SECV ID NR: 518, SECV ID NR: 519, SECV ID NR: 520, SECV ID NR: 521, SECV
ID NR: 522, SECV ID NR: 523, SECV ID NR: 524, SECV ID NR: 525, SECV ID NR: 526,
SECV ID NR: 527, si SECV ID NR: 528.

Tabelul de secvente (Tabelul 18) oferd, de asemenea, variatii de secventd ale liantilor
denumiti DLL3-4 si DLL3-14. Mutatiile punctuale care au fost inserate in aceste variante de
secven{d sunt identificate in functie de pozitia acestei mutatii in cadrul moleculei scFv respective.
Se intelege ca este posibild si o modalitate alternativa de identificare a acestor pozitii, in functie de
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polipeptida de referintd, care ar putea fi la fel de bine regiunea CDR sau regiuneca VH/VL. De
exemplu, varianta denumitd DLL3-4-001 are o dubld mutatie G44C-G243C in molecula sa scFv
(SECV ID NR.: 437). Aceasta se traduce printr-o mutatic G44C in lantul VH corespunzitor
(SECV ID NR.: 435) si o mutatie G101C in lantul VL corespunzitor (SECV ID NR.: 436).

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

Reziduurile de cisteinil reactioneazd cel mai frecvent cu o-haloacetati (si aminele
corespunzdtoare), cum ar fi acidul cloracetic sau cloracetamida, pentru a da derivati carboximetil
sau carboxiamidometil. Reziduurile de cisteinil sunt, de asemenea, derivate prin reactie cu
bromotrifluoroacetond, acid o-bromo-p- (5-imidozoil) propionic, fosfat de cloracetil, N-
alchilmaleimide, 3-nitro-2-piridil disulfurd, 2-piridil disulfurd de metil, p-cloromercuribenzoat, 2-
cloromercuri-4-nitrofenol sau cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol.

Reziduurile de histidil sunt derivatizate prin reactie cu dietilpirocarbonat la pH 5,5-7,0
deoarece acest agent este relativ specific pentru lantul lateral al histidilului. Bromura de para-
bromfenacil este de asemenea utild; reactia se efectueaza de preferintd in cacodilat de sodiu 0,1 M
la pH 6,0. Reziduurile de lizinil si amino terminale reactioneaza cu anhidridele acidului succinic
sau cu alti carboxilici. Derivatizarea cu acesti agenti are ca efect inversarea sarcinii reziduurilor de
lizinil. Alfi reactivi adecvafi pentru derivatizarea reziduurilor care confin alfa-amino includ
imidoesteri precum metil picolinimidat; fosfat de piridoxal; piridoxal; cloroborohidrurd; acid
trinitrobenzensulfonic; O-metilizourea; 2,4-pentandiond; si reactie catalizatd de transaminazd cu
glioxilat.

Reziduurile de arginil sunt modificate prin reactia cu unul sau mai multi reactivi
conventionali, printre care fenilglioxal, 2,3-butandiond, 1,2-ciclohexandiond si ninhidrina.
Derivatizarea reziduurilor de arginind necesitd ca reactia sd fie efectuatd in conditii alcaline din
cauza pKa ridicat al grupdrii functionale a guanidinei. Mai mult, acesti reactivi pot reactiona cu
grupdrile de lizind, precum si cu grupa epsilon-amino a argininei.

Modificarea specificd a reziduurilor de tirozil poate fi ficutd, cu un interes deosebit in
introducerea etichetelor spectrale in reziduurile de tirozil prin reactie cu compusi aromatici de
diazoniu sau tetranitrometan. Cel mai frecvent, N-acetilimidizolul si tetranitrometanul sunt
utilizate pentru a forma specii de, respectiv, derivati 3-nitro. Reziduurile de tirozil sunt iodate
folosind %I sau *!I pentru a prepara proteine marcate pentru utilizare in radioimunoteste, metoda
T cu cloramind descrisd mai sus fiind adecvata.

Grupdrile laterale carboxil (aspartil sau glutamil) sunt modificate selectiv prin reactia cu
carbodiimide (R'-N=C=N--R’), in care R si R' sunt optional grupari alchil diferite, cum ar fi 1-
ciclohexil-3- (2-morfolinil-4-¢til) carbodiimidd sau 1-etil-3- (4-azonia-4,4-dimetilpentil)
carbodiimidd. Mai mult, resturile de aspartil si glutamil sunt transformate in resturi de asparaginil
si glutaminil prin reactie cu ioni de amoniu.

Derivatizarea cu agenfi bifunctionali este utild pentru reticularea constructelor de
anticorpi conform prezentei inventii la o matrice de suport sau suprafatd insolubild in apd pentru
utilizare intr-o varietate de metode. Agentii de reticulare utilizati in mod obisnuit includ, de ex.,
1,1-bis (diazoacetil)-2-feniletan, glutaraldehidd, esteri N-hidroxisuccinimidici, de exemplu, esteri
cu acid 4-azidosalicilic, imidoesteri homobifunctionali, inclusiv esteri disuccinimidilici precum
3,3'-ditiobis (succinimidilpropionat) si maleimide bifunctionale precum bis-N-maleimido-1,8-
octan. Agenti de derivare cum ar fi metil-3 -[(p-azidofenil) ditio] propioimidat produc intermediari
fotoactivabili care sunt capabili sd formeze legituri incrucisate in prezenta luminii. Alternativ,
matrici reactive insolubile in apd, cum ar fi carbohidrati activati cu bromurd de cianogen si
substraturi reactive, asa cum este descris in brevetul US nr. Nr. 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128;
4.247.642; 4.229.537; si 4.330.440 sunt utilizati pentru imobilizarea proteinelor.

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

Alte modificari includ hidroxilarea prolinei si lizinei, fosforilarea gruparilor hidroxil ale
reziduurilor seril sau treonil, metilarea grupdrilor o-amino ale lizinei, argininei si histidinei
lanturilor laterale (T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman
& Co., San Francisco, 1983, pp. 79-86), acetilarea aminei N-terminale si amidarea oricirei grupari
carboxil C-terminale.
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Un alt tip de modificare covalentd a constructelor anticorpului inclus in scopul acestei
inventii cuprinde modificarea modelului de glicozilare a proteinei. Dupd cum se stie in domeniu,
modelele de glicozilare pot depinde atat de secventa proteinei (de ex., de prezenta sau absenta unor
resturi de aminoacizi de glicozilare particulare, discutate mai jos), fie de celula gazdd sau
organismul in care este produsd proteina. Sistemele de expresie particulare sunt discutate mai jos.

Glicozilarea polipeptidelor este de obicei fie N-legatd, fie O-legatd. N-legat se referd la
atasarea fragmentului carbohidrat la lantul lateral al unui reziduu de asparagind. Secventele tri-
peptidice asparagind-X-serind si asparagind- X-treonind, in care X este orice aminoacid cu exceptia
prolinei, sunt secventele de recunoastere pentru atasarea enzimatici a fragmentului carbohidrat la
lantul lateral al asparaginei. Astfel, prezenta oricdreia dintre aceste secvente tri-peptidice intr-o
polipeptidi creeazd un potential situs de glicozilare. Glicozilarea O-legatd se referd la atasarea
unuia dintre zaharurile N-acetilgalactozamind, galactoza sau xilozd, la un hidroxiaminoacid, cel
mai frecvent serind sau treonind, desi pot fi utilizate si 5-hidroxiprolind sau 5-hidroxilizina.

Adiugarea situsurilor de glicozilare la constructul anticorpului se realizeazd in mod
convenabil prin modificarea secventei de aminoacizi astfel incat si contind una sau mai multe
dintre secventele tri-peptidice descrise mai sus (pentru situsurile de glicozilare N-legate).
Modificarea poate fi ficutd, de asemenea, prin addugarea sau substituirea cu unul sau mai multe
reziduuri de serind sau treonind la secventa de pornire (pentru locurile de glicozilare legate de O).
Pentru usurintd, secventa de aminoacizi a unui construct de anticorpi este modificatd, de preferinia,
prin modificdri la nivelul ADN-ului, in special prin mutarea ADN-ului care codificd polipeptida la
baze preselectionate astfel incit sd se genereze codoni care se vor translata in aminoacizii doriti.

Un alt mijloc de crestere a numirului de fragmente de carbohidrati pe structura
anticorpului este prin cuplarea chimica sau enzimatici a glicozidelor cu proteina. Aceste proceduri
sunt avantajoase prin faptul ci nu necesitd producerea de proteine intr-o celuld gazdd care are
capacititi de glicozilare pentru glicozilare legatd de N- si O-. In functie de modul de cuplare
utilizat, zaharul (zaharuri) poate fi atasat la (a) arginind si histidind, (b) grupari carboxil libere, (c)
grupdri sulfhidril libere precum cele ale cisteinei, (d) grupdri hidroxil libere precum cele ale
serinei, treoninei sau hidroxiprolinei, (e) reziduuri aromatice precum cele ale fenilalaninei,
tirozinei sau triptofanului sau (f) grupului amidic al glutaminei. Aceste metode sunt descrise in
WO 87/05330 si in Aplin si Wriston, 1981, CRC Crit. Rev. Biochem., Pp. 259-306.

Indepirtarea fractiunilor de carbohidrati prezente pe constructul anticorpului initial poate
fi realizatd chimic sau enzimatic. Deglicozilarea chimici necesitd expunerea proteinei la compusul
acid trifluormetansulfonic sau la un compus echivalent. Acest tratament are ca rezultat scindarea
majoritdtii sau a tuturor zaharurilor, cu exceptia zaharului care leagd (N-acetilglucozamina sau N-
acctilgalactozamina), 13sand polipeptida intactd. Deglicozilarea chimicd este descrisi de
Hakimuddin si colab., 1987, Arch. Biochem. Biophys. 259:52 si de Edge si colab., 1981, Anal.
Biochem. 118:131. Scindarea enzimaticd a fragmentelor de carbohidrati pe polipeptide poate fi
realizati prin utilizarea unei varietiti de endo- si exo-glicozidaze, asa cum este descris de
Thotakura si colab., 1987, Meth. Enzymol. 138:350. Glicozilarea la potentialele locuri de
glicozilare poate fi prevenitd prin utilizarea compusului tunicamicind asa cum este descris de
Duskin si colab., 1982, J. Biol. Chem. 257:3105. Tunicamicina blocheazd formarea legiturilor
proteini-N-glicozida.

Alte modificiri ale constructului anticorpului sunt, de asemenea, avute in vedere aici. De
exemplu, un alt tip de modificare covalenti a constructului anticorpului cuprinde legarca
constructului anticorpului la diferifi polimeri neproteici, incluzand, dar fard a se limita la, diferifi
polioli precum polietilenglicol, polipropilenglicol, polioxialchileni sau copolimeri de
polietilenglicol si polipropilenglicol, in modul stabilit in brevetele US nr. 4.640.835; 4.496.689;
4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 sau 4.179.337. In plus, asa cum se stie in domeniu, substitutiile
de aminoacizi pot fi ficute in diferite pozifii in cadrul constructului anticorpului, de ex. pentru a
facilita addugarea de polimeri precum PEG.

In unele variante de realizare, modificarea covalenti a constructelor anticorpului conform
inventiei cuprinde addugarea uneia sau mai multor etichete. Grupul de marcare poate fi cuplat la
constructul anticorpului prin intermediul bratelor distantatoare de diferite lungimi pentru a reduce
potentialul obstacol steric. Diferite metode pentru marcarea proteinelor sunt cunoscute in domeniu
si pot fi utilizate In realizarea prezentei inventii. Termenul ,.etichetd” sau ,.grup de etichetare” se
referi la orice etichetd detectabili. In general, etichetele se incadreazd intr-o varietate de clase, in
functie de testul in care urmeaza sa fie detectate - urmdtoarele exemple includ, dar nu se limiteaza
la:

a) etichete izotopice, care pot fi izotopi radioactivi sau grei, precum radioizotopi sau radionuclizi
(de ex., 3H, 14C, 15N, 355, 8921', 9OY’ 99TC, 1111n’ 125L 1311)
b) etichete magnetice (de ex., particule magnetice)
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¢) fragmente active redox

d) coloranti optici (incluzand, dar nelimitindu-se la, cromofori, fosfor si fluorofori), cum ar fi
grupdri fluorescente (de ex., FITC, rodamind, fosfor lantanid), grupuri chemioluminescente si
fluorofori care pot fi fie fluoruri cu ,,moleculd mica”, fie fluoruri proteinacee

¢) grupdri enzimatice (de ex., peroxidaza de hrean, B-galactozidazi, luciferaza, fosfataza alcalini)
f) grupari biotinilate

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

Prin "etichetd fluorescentd" se infelege orice moleculd care poate fi detectatd prin
proprietdtile sale fluorescente inerente. Etichetele fluorescente adecvate includ, dar nu se limiteaza
la, fluoresceind, rodamind, tetrametilrodamind, eozind, eritrozind, cumarind, metil-cumarine, piren,
verde malachit, stilben, galben licurici, Cascade Bluel, Texas Red, IAEDANS, EDANS, BODIPY
FL, LC Red 640, Cy 5, Cy 5.5, LC Red 705, verde Oregon, coloranti Alexa-Fluor (Alexa Fluor
350, Alexa Fluor 430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa
Fluor 633,

Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680), Cascade Blue, Cascade Yellow si R-ficoeritrina (PE)
(Molecular Probes, Eugene, OR), FITC, Rhodamine, si Texas Red (Pierce, Rockford, IL), Cy5,
Cy5.5, Cy7 (Amersham Life Science, Pittsburgh, PA). Colorantii optici adecvati, inclusiv
fluoroforii, sunt descrisi in Molecular Probes Handbook by Richard P. Haugland.

Etichetele fluorescente proteice adecvate includ, de asemenea, dar nu sunt limitate la,
proteine fluorescente verzi, inclusiv Renilla, Ptilosarcus, sau specii Aequorea ale GFP (Chalfie et
al., 1994, Science 263:802-805), EGFP (Clontech Laboratories, Inc., Genbank Accession Number
U55762), proteina albastru fluorescent (BFP, Quantum Biotechnologies, Inc. 1801 de
Maisonneuve Blvd. West, 8th Floor, Montreal, Quebec, Canada H3H 1J9; Stauber, 1998,
Biotechniques 24:462-471; Heim si colab., 1996, Curr. Biol. 6:178-182), proteind fluorescentd
galbend imbunitititd (EYFP, Clontech Laboratories, Inc.), luciferazd (Ichiki et al., 1993, J.
Immunol. 150:5408-5417), B galactozidazd (Nolan et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. S.U.A.
85:2603-2607) si  Renilla (WO092/15673, WQ095/07463, WQ98/14605, WO098/26277,
W099/49019, brevete U.S. Nr. 5.292.658; 5.418.155; 5.683.888; 5.741.668; 5.777.079; 5.804.387;
5.874.304; 5.876.995; 5.925.558).

Domeniile fermoarului de leucini sunt peptide care promoveazd oligomerizarea
proteinelor in care se gisesc. Fermoarele de leucind au fost identificate initial In mai multe
proteine care leagd ADN-ul (Landschulz si colab., 1988, Science 240: 1759) si de atunci au fost
gasite Intr-o varietate de proteine diferite. Printre fermoarele de leucind cunoscute se numdird
peptidele naturale si derivatii acestora care dimerizeazi sau trimerizeazd. Exemple de domenii cu
fermoar de leucind adecvate pentru producerea de proteine oligomerice solubile sunt descrise in
cererea PCT WO 94/10308 si fermoarul de leucind derivat din proteina surfactant pulmonar D
(SPD) descris in Hoppe si colab., 1994, FEBS Letters 344: 191. Utilizarea unui fermoar de leucind
modificat care permite trimerizarea stabild a unei proteine heteroloage fuzionate la aceasta este
descrisa in Fanslow si colab., 1994, Semin. Immunol. 6:267-78. Intr-o abordare, proteinele de
fuziune recombinante care cuprind un fragment de anticorp DLL3 sau un derivat fuzionat la o
peptida cu fermoar de leucind sunt exprimate in celule gazdd adecvate, iar fragmentele sau
derivatii oligomerici de anticorp DLL3 sau derivatii care se formeazd sunt recuperati din
supernatantul de culturd.

Constructul anticorpului conform inventiei poate cuprinde, de asemenea, domenii
suplimentare, care sunt de ex. utile la izolarea moleculei sau se referd la un profil farmacocinetic
adaptat al moleculei. Domeniile utile pentru izolarea unui construct de anticorp pot fi selectate
dintre motivele peptidice sau fragmentele introduse secundar, care pot fi capturate intr-o metoda
de izolare, de ex. o coloand de izolare. Exemplele nelimitative ale unor astfel de domenii
suplimentare cuprind motive peptidice cunoscute sub numele de Myc-tag, HAT-tag, HA-tag, TAP-
tag, GST-tag, domeniul de legare a chitinei (eticheta CBD), proteina de legare a maltozei (eticheta
MBP), eticheta Flag, eticheta Strep si variantele acestora (de exemplu, eticheta Strepll) si eticheta
His. Toate constructele de anticorp descrise aici caracterizate prin CDR-urile identificate sunt
preferate sd cuprindd un domeniu cu etichetd His, care este in general cunoscut ca o repetare a
reziduurilor His consecutive in secven{a de aminoacizi a unei molecule, de preferin{d de cinci, si
mai preferabil de sase reziduuri His (hexa-histidind). Eticheta His poate fi localizatd de ex. la
capatul N- sau C-terminal al constructului anticorpului, de preferintd este situat la capatul C-
terminal. Cel mai preferabil, o ctichetd hexa-histidinA (HHHHHH) este legata printr-o legitura
peptidica la capdtul C-terminal al constructului anticorpului conform inventiei.
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Primul domeniu de legare al constructului anticorpului conform prezentei inventii se
leagad de DLL3 uman pe suprafata unei celule tintd in regiune asa cum este definitd in revendicdri.
Secventa de aminoacizi preferatd a DLL3 umand este reprezentatd de SECV ID NR: 252. Se
intelege cd termenul "la suprafatd", in contextul prezentei inventii, Inseamna cd domeniul de legare
se leagd specific de un epitop cuprins in domeniul extracelular DLL3 (DLL3 ECD). Primul
domeniu de legare conform inventiei, prin urmare, se leagd de preferinti la DLL3 atunci cind este
exprimat prin exprimarea naturald a celulelor sau liniilor celulare si/sau prin celule sau linii
celulare transformate sau (stabil/tranzitor) transfectate cu DLL3. Intr-o realizare preferatd, primul
domeniu de legare se leagd de asemenca de DLL3 atunci cand DLL3 este utilizat ca moleculd
"tintd" sau "ligand" intr-un test de legare in vitro cum ar fi BIAcore sau Scatchard. "Celula {intd"
poate fi orice celuld procariotd sau eucariotd care exprimd DLL3 pe suprafata sa; de preferint,
celula tintd este o celuld care face parte din corpul uman sau animal, cum ar fi o DLL3 specificd
care exprimd cancer sau celula tumorald.

Termenul "DLL3 ECD" se referd la o formd de DLL3 care este in esentd lipsitd de
domenii transmembranare si citoplasmatice ale DLL3. Se va intelege de citre specialistii in
domeniu cd domeniul transmembranar identificat pentru polipeptida DLL3 din prezenta inventie
este identificat in conformitate cu criteriile utilizate in mod obisnuit in domeniu pentru
identificarea acelui tip de domeniu hidrofob. Limitele exacte ale unui domeniu transmembranar
pot varia, dar cel mai probabil nu mai mult de aproximativ 5 aminoacizi la ambele capete ale
domeniului specificat aici. Un DLL3 ECD uman preferat este ardtat in SECV ID NR: 253,

Afinitatea primului domeniu de legare pentru DLL3 uman este de preferintd <20 nM, mai
preferabil <10 nM, chiar mai preferabil <5 nM, chiar mai preferabil <2 nM, chiar mai preferabil <1
nM, chiar mai preferabil <06 nM, chiar mai preferabil <05 nM si cel mai preferabil <0,4 nM.
Afinitatea poate fi masuratd de exemplu intr-un test BIAcore sau intr-un test Scatchard, de ex. asa
cum este descris in Exemple. Alte metode de determinare a afinititii sunt, de asemenea, bine
cunoscute persoanei calificate.

Celulele T sau limfocitele T sunt un tip de limfocit (el insusi un tip de celule albe din
sange) care joacd un rol central in imunitatea mediatd de celule. Existd mai multe subseturi de
celule T, fiecare cu o functie distinctd. Celulele T se pot distinge de alte limfocite, cum ar fi
celulele B si celulele NK, prin prezenta unui receptor de celule T (TCR) pe suprafata celulei. TCR
este responsabil pentru recunoasterea antigenilor legati de moleculele complexului de
histocompatibilitate majord (MHC) si este compus din doud lanturi de proteine diferite. In 95% din
celulele T, TCR constd dintr-un lant alfa (o) si beta (B). Cand TCR se angajeazd cu peptida
antigenicd si MHC (complexul peptidi/MHC), limfocitul T este activat printr-o serie de
evenimente biochimice mediate de enzime asociate, co-receptori, molecule adaptoare specializate
si factori de transcriptie activati sau eliberati

Complexul receptorului CD3 este un complex proteic si este compus din patru lanturi. La
mamifere, complexul contine un lant CD3y (gamma), un lant CD36 (delta) si doud lanturi CD3¢
(epsilon). Aceste lanturi se asociaza cu receptorul de celule T (TCR) si asa-numitul lant  (zeta)
pentru a forma complexul CD3 al receptorului de celule T si pentru a genera un semnal de activare
in limfocitele T. Lanturile CD3y (gamma), CD36 (delta) si CD3e (epsilon) sunt proteine de
suprafatd celulard foarte inrudite ale superfamiliei imunoglobulinei continind un singur domeniu
de imunoglobulind extracelulard. Cozile intracelulare ale moleculelor CD3 confin un singur motiv
conservat cunoscut sub numele de motiv de activare pe bazi de tirozind imunoreceptoare sau
ITAM pe scurt, care este esential pentru capacitatea de semnalizare a TCR. Molecula epsilon CD3
este o polipeptidd care la om este codificatd de gena CD3E care se afld pe cromozomul 11. Cel mai
preferat epitop al CD3 epsilon este cuprins in resturile de aminoacizi 1-27 din domeniul
extracelular CD3 epsilon uman.

Liza redirectionatd a celulelor {intd prin recrutarea celulelor T de catre un construct
multispecific, cel putin bispecific de anticorp implici formarea sinapselor citolitice si livrarea de
perforind si granzime. Celulele T angajate sunt capabile de 1izd a celulelor tintd seriale si nu sunt
afectate de mecanismele de evacuare imunitard care interferd cu procesarea si prezentarea
antigenului peptidic sau cu diferenfierea clonald a celulelor T; vezi, de exemplu, WO
2007/042261.

Citotoxicitatea mediatd de constructele de anticorpi bispecifici DLL3xCD3 poate fi
masuratd in diferite moduri. Vezi Exemplele 8.1 pand la 8.7. Celulele efectoare pot fi de ex. celule
T CD8 pozitive stimulate imbogatite (umane) sau celule mononucleare (umane) din sange periferic
nestimulat (uman) (PBMC). Daci celulele tintd sunt de origine de macac sau sunt expres sau sunt
transfectate cu DLL3 de macac, celulele efectoare ar trebui si fie, de asemenea, de origine de
macac, cum ar fi o linie de celule T de macac, de ex. 4119LnPx. Celulele tinta trebuie si exprime
(cel putin domeniul extracelular al) DLL3, de ex. DLL3 uman sau macac. Celulele tintd pot fi o
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linie celulard (cum ar fi CHO) care este transfectatd stabil sau tranzitor cu DLL3, de ex. DLL3
uman sau de macac. Alternativ, celulele tintd pot fi o linie celular expresoare natural pozitiva
DLL3, cum ar fi linia celulard de carcinom pulmonar uman SHP-77. De obicei, valorile EC50 sunt
de asteptat sa fie mai mici cu liniile celulare tintd care exprimd niveluri mai ridicate de DLL3 pe
suprafata celulei. Raportul efector 1a celuld tintd (E:T) este de obicei aproximativ 10:1, dar poate
varia, de asemenea. Activitatea citotoxicd a constructelor de anticorpi bispecifici DLL3xCD3
poate fi masurata intr-un test de eliberare in crom 51 (timp de incubatie de aproximativ 18 ore) sau
intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS (timp de incubatie de aproximativ 48 de ore).
Modificdri ale timpului de incubatie a testului (reactie citotoxicd) sunt, de asemenea, posibile. Alte
metode de masurare a citotoxicitatii sunt bine cunoscute persoanei calificate si cuprind teste MTT
sau MTS, teste bazate pe ATP, inclusiv teste bioluminescente, testul de sulforodaminid B (SRB),
testul WST, testul clonogen si tehnologia ECIS.

Activitatea citotoxicA mediatd de constructele de anticorpi bispecifici DLL3xCD3
conform prezentei inventii este de preferintd mdsuratd intr-un test de citotoxicitate pe baza de
celule. Poate fi, de asemenea, masuratd printr-un test de eliberare a crom 51. Este reprezentatd de
valoarea ECsy, care corespunde concentratiei maxime la jumdtate efective (concentratia
constructului anticorpului care induce un rdspuns citotoxic la jumadtatea distanfei dintre linia de
baz3 si maxim). Preferabil, valoarea ECso a constructelor de anticorp bispecifice DLL3xCD3 este
<5000 pM sau <4000 pM, mai preferabil <3000 pM sau <2000 pM, chiar mai preferabil <1000 pM
sau <500 pM, chiar mult mai preferabil <400 pM sau <300 pM, chiar mai preferabil <200 pM,
chiar mai preferabil <100 pM, chiar mai preferabil <50 pM, chiar mai preferabil <20 pM sau <10
pM, si cel mai preferabil <5 pM.

Valorile ECsp date mai sus pot fi misurate in diferite teste. Persoana calificatd este
constientd cd se poate astepta ca o valoare EC50 si fie mai micd atunci cand celulele T CD8+
stimulate/imbogatite sunt utilizate ca celule efectoare, comparativ cu PBMC nestimulat. De
asemenea, se poate astepta ca valorile EC50 s fie mai mici atunci cind celulele {intd exprimd un
numdr mare de antigen {intd comparativ cu o {intd de sobolan cu expresie scizuti. De exemplu,
atunci cand celulele T CD8+ umane stimulate/imbogdtite sunt utilizate ca celule efectoare (si
celulele SHP-77 cu carcinom pulmonar uman pozitiv DLL3 sunt folosite ca celule tintd), valoarea
ECso a constructului de anticorp bispecific DLL3 xCD3 este preferabil <1000 pM, mai preferabil
<500 pM, chiar mai preferabil <250 pM, chiar mai preferabil <100 pM, chiar mai preferabil <50
pM, chiar mai preferabil <10 pM, si cel mai preferabil <5 pM. Cand PBMC umane sunt utilizate
ca celule efectoare, valoarea ECsyp a DLL3xCD3 a constructului de anticorp bispecific este
preferabil <5000 pM sau <4000 pM (in particular cind celulele tintd sunt o linie de celule SHP-77
de carcinom pulmonar uman pozitive DLL3), mai preferabil <2000 pM (in particular cand celulele
fintd sunt DLL3 transfectate ca celule CHO), mai preferabil <1000 pM sau <500 pM, chiar mai
preferabil <200 pM, chiar mai preferabil <150 pM, chiar mai preferabil <100 pM, si cel mai
preferabil <50 pM, sau mai pufin. Cand o linie de celule T de macac precum LnPx4119 este
utilizatd ca celule efectoare, si o linie de celule transfectate DLL3 de macac ca celule CHO este
utilizatd ca linie de celule tintd, valoarea ECsy a constructului de anticorp bispecific DLL3 xCD3
este preferabil <2000 pM sau <1500 pM, mai preferabil <1000 pM sau <500 pM, chiar mai
preferabil <300 pM sau <250 pM, chiar mai preferabil <100 pM, si cel mai preferabil <50 pM.

De preferintd, constructele anticorpului bispecific DLL3xCD3 conform prezentei inventii
nu induc/mediaza liza sau nu induc in mod esential/mediaza liza celulelor DLL3 negative, cum ar
fi celulele CHO. Termenul "nu induc liza", "nu induc in mod esential liza", "nu mediazi liza" sau
"nu mediazad in mod esential liza" inseamnd ci un construct de anticorp conform prezentei inventii
nu induce sau nu mediazi liza mai mult de 30 %, de preferintd nu mai mult de 20%, mai preferabil
nu mai mult de 10%, in special preferabil nu mai mult de 9%, 8%, 7%, 6% sau 5% din celulele
DLL3 negative, prin care liza unui carcinom uman pulmonar DLL3 pozitiv in linia celulard SHP-
77 (vezi mai sus) este setatd sd fie 100%. Acest lucru se aplici de obicei pentru concentratiile de
anticorp de pand la 500 nM. Persoana calificatd stie cum si masoare liza celulard firad alte
intrebdri. Mai mult, prezenta specificatie da instructiuni specifice cum se misoard liza celulara.

Diferenta de activitate citotoxica intre izoforma monomerica si dimericd a constructelor
individuale de anticorpi bispecifici DLL3xCD3 este denumitd ,,decalaj de potentd”. Acest decalaj
de potentd poate de ex. si fie calculat ca raport intre valorile ECso ale formei monomerice si
dimerice a moleculei, vezi Exemplul 15. Lacunele de potentd ale constructelor anticorpului
bispecific DLL3xCD3 conform prezentei inventii sunt de preferintd < 5, mai preferabil < 4, chiar
mai preferabil < 3, chiar mai preferabil <2 si cel mai preferabil < 1.

Primul domeniu de legare al constructului anticorpului conform inventiei este, de
preferintd, specii incrucisate specifice pentru membrii ordinului mamiferelor primatelor.
Domeniile de legare CD3 specifice speciilor incrucisate sunt, de exemplu, descrise in WO
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2008/119567. Conform unei variante de realizare, primul domeniu de legare, pe langi legarea la
DLL3 uman, se va lega si de DLL3 a primatelor, incluzind (dar fird a se limita la) noi primate in
lume (cum ar fi Callithrix jacchus, Saguinus Oedipus sau Saimiri sciureus), primatele lumii vechi
(cum ar fi babuini si macaci), gibonii, orangutani si homininae neumane. Se preconizeaza ci
primul domeniu de legare al constructului anticorpului conform inventiei care se leagd de DLL3
uman pe suprafata unei celule tintd se leagd, de asemenea, cel pufin de DLL3 de macac. Al doilea
domeniu de legare a constructului anticorpului conform inventiei care se leagd de CD3 uman pe
suprafata unei celule T se leaga si de CD3 de macac. Un macac preferat este Macaca fascicularis.
Macaca mulatta (Rhesus) este, de asemenca, previzutd. Domeniile de legare CD3 specifice
speciilor incrucisate sunt, de exemplu, descrise in WO 2008/119567. De asemenea, orice domeniu
(domenii) de legare suplimentard a constructului anticorpului conform inventiei este/sunt, de
preferintd, specii incrucisate specifice pentru membrii din ordinul mamiferelor primatelor.
Constructul de anticorp bispecific conform inventiei cuprinde un prim domeniu de legare care se
leagad de DLL3 uman pe suprafata unei celule {intd si un al doilea domeniu de legare care se leagd
de CD3 uman pe suprafata unei celule T si CD3 de macac, in care primul domeniu de legare se
leaga 1a un epitop al DLL3 care este cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.: 260
conform definitiilor din revendicéri.

Intr-un aspect al inventiei, primul domeniu de legare se leagd de DLL3 uman si se leaga
in continuare de DLL3 de macac, cum ar fi DLL3 din Macaca fascicularis si, mai preferabil, de
DLL3 ECD de macac. Un DLL3 preferat de Macaca fascicularis este descris in SECV ID NR:
271. Un DLL3 ECD preferat de macac este descris in SECV ID NR: 272. Afinitatea primului
domeniu de legare pentru DLL3 de macac este preferabil <15 nM, mai preferabil <10 nM, even
mai preferabil <5 nM, even mai preferabil <1 nM, even mai preferabil <05 nM, even mai
preferabil <0,1 nM, si cel mai preferably <0,05 nM sau chiar <0,01 nM.

Preferabil golul de afinitate al constructelor de anticorp conform inventiei pentru legarea
DLL3 de macac fatd de DLL3 uman [ma DLL3:hu DLL3] (determinat de ex. prin BiaCore sau prin
analizi Scatchard) este intre 0,1 si 10, mai preferabil intre 0,2 si 5, chiar mai preferabil intre 0,3 si
4, chiar mai preferabil intre 0,5 si 3 sau intre 0,5 si 2.5, si cel mai preferabil intre 0,5 si 2 sau intre
0,6 s1 2. Vezi Exemplele 3 si 4.

Intr-o variantd de realizare a constructului anticorpului conform inventiei, al doilea
domeniu de legare se leagd de epsilon CD3 uman si de epsilon CD3 de Callithrix jacchus,
Saguinus Oedipus sau Saimiri sciureus De preferintd, al doilea domeniu de legare se leaga de un
epitop extracelular al acestor lanturi epsilon CD3. De asemenea, se preconizeazd cd al doilea
domeniu de legare se leagd de un epitop extracelular al lantului epsilon CD3 uman si Macaca. Cel
mai preferat epitop al CD3 epsilon este cuprins in resturile de aminoacizi 1-27 din domeniul
extracelular CD3 epsilon uman. Chiar mai specific, epitopul cuprinde cel pufin secventa de
aminoacizi GIn-Asp-Gly-Asn-Glu. Callithrix jacchus si Saguinus oedipus sunt ambii primate de
lumea noud apartinind familiei Callitrichidae, in timp ce Saimiri sciureus este un primat de lumea
noud apartinand familiei Cebidae.

Este preferat in special pentru constructul anticorpului din prezenta inventie ca al doilea
domeniu de legare care se leagd de CD3 uman si CD3 de macac de pe suprafata unei celule T
cuprinde o regiune VL cuprinzand CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectate dintre:

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

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

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

Intr-o variantd preferatd alternativa a constructului anticorpului din prezenta inventie, al
doilea domeniu de legare care se leagd de CD3 uman pe suprafata unei celule T si CD3 de macac
cuprinde o regiune VH cuprinzand CDR-H 1, CDR-H2 si CDR-H3 selectat dintre:

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

(b) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 30 din WO 2008/119567, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 31 din WO 2008/119567 si CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 32 din
WO 2008/119567;
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(c) CDR-HI cum s-a descris in SECV ID NR: 48 din WO 2008/119567, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 49 din WO 2008/119567 si CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 50 din
WO 2008/119567;

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

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

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

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

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

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

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

De asemenea, este preferat pentru constructul anticorpului prezentei inventii ca al doilea
domeniu de legare care se leagd de CD3 uman de pe suprafata unei celule T si CD3 de macac
cuprinde o regiune VL selectatd din grupul constind dintr-o regiune VL asa cum este descrisa in
SECV ID NR: 35, 39, 125, 129, 161 sau 165 din WO 2008/119567.

Se preferd alternativ ca al doilea domeniu de legare care se leagd de CD3 uman pe
suprafata unei celule T si CD3 de macac cuprinde o regiune VH selectatd din grupul constand
dintr-o regiune VH asa cum este descris in SECV ID NR.: 15, 19, 33, 37, 51, 55, 69, 73, 87, 91,
105, 109, 123, 127, 141, 145, 159, 163, 177 sau 181 din WO 2008/119567.

Mai preferabil, constructul anticorpului din prezenta inventie este caracterizat prin al
doilea domeniu de legare care se leagd de CD3 uman pe suprafata unei celule T si CD3 de macac
cuprinzand o regiune VL si o regiune VH selectatd din grupul constand din:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Conform unui exemplu de realizare preferat al constructului anticorpului din prezenta
inventie, domeniile de legare si in special al doilea domeniu de legare (care se leagd de CD3 uman
pe suprafata unei celule T) au urmdtorul format: Perechile de regiuni VH si regiuni VL sunt in
formatul unui anticorp cu lant unic (scFv). Regiunile VH si VL sunt aranjate in ordinea VH-VL
sau VL-VH. Este de preferat ca regiunca VH s fie pozitionatd N-terminal la o secventd linker, si
regiunea VL si fie pozifionatd C-terminal la o secventa linker.
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O variantd preferatd a constructului de anticorp descrisd mai sus a prezentei inventii este
caracterizatd prin al doilea domeniu de legare care se leagd de CD3 uman pe suprafata unei celule
T si CD3 de macac cuprinzand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind SECV 1D
NRs: 23, 25, 41, 43, 59, 61, 77, 79, 95, 97, 113, 115, 131, 133, 149, 151, 167, 169, 185 sau 187 din
WO 2008/119567.

Prin urmare, intr-un exemplu de realizare preferat, constructul anticorpului conform
inventiei cuprinde o polipeptidd selectatd dintre cele descrise in SECV ID NR: 40, SECV ID NR:
50, SECV ID NR: 60, SECV ID NR: 70, SECV ID NR: 80, SECV ID NR: 90, SECV ID NR: 100,
SECV ID NR: 110, SECV ID NR: 120, SECV ID NR: 211, SECV ID NR: 212, SECV ID NR:
213, SECV ID NR: 214, SECV ID NR: 215, SECV ID NR: 216, SECV ID NR: 217, SECV ID
NR: 438 si SECV ID NR: 532. Aceste constructe de anticorpi au un prim domeniu de legare care
se leaga de un epitop al DLL3 care este cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.:
258.

Intr-o variantd alternativd, constructul anticorpului conform inventiei cuprinde o
polipeptidi selectatd din grupul constind din cei descrisi in SECV ID NR: 130, SECV ID NR:
140, SECV ID NR: 150, SECV ID NR: 160, SECV ID NR: 170; SECV ID NR: 218, SECV ID
NR: 219, SECV ID NR: 220, SECV ID NR: 494, SECV ID NR: 495, SECV ID NR: 496, SECV
ID NR: 497, SECV ID NR: 498, SECV ID NR: 499, SECV ID NR: 500, SECV ID NR: 501,
SECV ID NR: 502, SECV ID NR: 503, SECV ID NR: 504, SECV ID NR: 505, SECV ID NR:
506, SECV ID NR: 507, SECV ID NR: 508, SECV ID NR: 509, SECV ID NR: 510, SECV ID
NR: 511, SECV ID NR: 512, SECV ID NR: 513, SECV ID NR: 514, SECV ID NR: 515, si SECV
ID NR: 516. Aceste constructe de anticorpi au un prim domeniu de legare care se leagd de un
epitop al DLL3 care este cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.: 259.

Sunt de asemenea avute in vedere modificarile secventei de aminoacizi a constructelor de
anticorpi descrise aici. De exemplu, poate fi de dorit si se imbundtifeasci afinitatea de legare
si/sau alte proprietiti biologice ale constructului anticorpului. Variantele secventei de aminoacizi
ale constructelor de anticorpi sunt preparate prin introducerea modificirilor adecvate de nucleotide
in constructele de anticorp ale acidului nucleic sau prin sinteza peptidelor. Toate modificarile
descrise mai jos ale secvenfei de aminoacd ar trebui sd conduci la un construct de anticorp care
incd pastreazd activitatea biologicd doritd (legarea la DLL3 si la CD3) a moleculei parentale
nemodificate.

Termenul "aminoacid" sau "reziduu de aminoacid" se referd in mod tipic la un aminoacid
avand definitia sa recunoscutd in domeniu, cum ar fi un aminoacid selectat din grupul constind
din: alanini (Ala sau A); arginind (Arg sau R); asparagini (Asn sau N); acid aspartic (Asp sau D);
cisteind (Cys sau C); glutamina (Gln sau Q); acid glutamic (Glu sau E); glicind (Gly sau G);
histidind (His sau H); izoleucina (He sau I): leucina (Leu sau L); lizind (Lys sau K); metionind
(Met sau M); fenilalaninad (Phe sau F); pro lind (Pro sau P); serind (Ser sau S); treonind (Thr sau
T); triptofan (Trp sau W); tirozind (Tyr sau Y); si valind (Val sau V), desi modificati, sintetici sau
rari aminoacizii pot fi utilizati dupa cum se doreste. in general, aminoacizii pot fi grupati ca avand
un lant lateral nepolar (de ex., Ala, Cys, He, Leu, Met, Phe, Pro, Val); un lant lateral incarcat
negativ (de ex., Asp, Glu); un lant lateral incarcat pozitiv (de ex., Arg, His, Lys); sau un lant lateral
polar neincdrcat (de ex., Asn, Cys, Gln, Gly, His, Met, Phe, Ser, Thr, Trp si Tyr).

Modificdrile aminoacizilor includ, de exemplu, stergeri din si/sau inserfii in si/sau
substitufii ale reziduurilor din secvenfele de aminoacizi ale constructelor anticorpului. Orice
combinatie de stergere, inserare si substitutie este ficutd pentru a ajunge la constructul final, cu
conditia ca constructul final si posede caracteristicile dorite. Modificarile aminoacizilor pot, de
asemenea, modifica procesele post-translationale ale constructelor anticorpului, cum ar fi
schimbarea numdrului sau pozitiei situsurilor de glicozilare.

De exemplu, 1, 2, 3, 4, 5 sau 6 aminoacizi pot fi inserati sau sterse in fiecare dintre CDR-
uri (desigur, in functie de lungimea lor), in timpce 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20 sau 25 aminoacizi pot fi inserati sau stersi in fiecare dintre FR. De preferintd,
insertiile de secvenf{e de aminoacizi includ fuziuni amino- si/sau carboxil-terminale variind in
lungime de la 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 reziduuri la polipeptide care contin o sutd sau mai
multe reziduuri, precum si insertii intra-secventd ale resturilor de aminoacizi unici sau multipli. O
variantd de insertie a constructului anticorpului conform inventiei include fuziunea la capitul N-
terminal sau la capidtul C-terminal al constructului anticorpului unei enzime sau fuziunea la o
polipeptidi care creste timpul de injumatitire plasmatica al constructului anticorpului.

Situsurile cu cel mai mare interes pentru mutageneza substitufionald includ CDR-urile
lantului greu si/sau usor, in special regiunile hipervariabile, dar sunt avute in vedere si modificari
ale FR in lantul greu si/sau usor. Substitutiile sunt preferabil substitutii conservatoare asa cum este
descris aici. De preferintd, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 aminoacizi pot fi substituiti intr-un CDR,
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intimpcece1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 sau 25 aminoacizi pot fi
substituiti in regiunile cadru (FR), in functie de lungimea CDR sau FR. De exemplu, dacid o
secventd CDR cuprinde 6 aminoacizi, se preconizeazi ca unul, doi sau trei dintre acesti aminoacizi
sunt substituiti. In mod similar, daci o secventd CDR cuprinde 15 aminoacizi, este previzut ca
unul, doi, trei, patru, cinci sau sase dintre acesti aminoacizi si fie substituiti.

O metoda utild pentru identificarea anumitor reziduuri sau regiuni ale constructelor de
anticorpi care sunt locafii preferate pentru mutagenezd se numeste ,,mutageneza cu scanare de
alanind” asa cum este descris de Cunningham si Wells in Science, 244: 1081-1085 (1989). Aici,
este identificat un reziduu sau un grup de reziduuri {intd din constructul anticorpului (de ex.,
reziduuri incdrcate, cum ar fi arg, asp, his, lys si glu) si inlocuit cu un aminoacid neutru sau
incdrcat negativ (cel mai preferabil alanind sau polialanind) s afecteze interactiunea aminoacizilor
cu epitopul.

Acele locatii ale aminoacizilor care demonstreazi sensibilitate functionald la substitutii
sunt apoi rafinate prin introducerea de variante suplimentare sau alte variante la sau pentru,
locurile de substitutie. Astfel, in timp ce locul sau regiunea pentru introducerea unei variatii a
secventei de aminoacizi este predeterminatd, natura mutatiei in sine nu trebuie si fie
predeterminati. De exemplu, pentru a analiza sau optimiza performanta unei mutatii la un anumit
situs, scanarea alaninei sau mutageneza aleatorie pot fi efectuate la un codon sau regiune {intd, iar
variantele de construct exprimate ale anticorpului sunt selectate pentru combinatia optimd a
activitafii dorite. Tehnicile pentru realizarea mutatiilor de substitutie la situsurile predeterminate
din ADN avand o secventd cunoscutd sunt bine cunoscute, de exemplu, mutageneza primerului
M13 si mutageneza PCR. Screeningul mutantilor se face folosind teste ale activitatilor de legare a
antigenului, cum ar fi legarea DLL3 sau CD3.

in general, dac aminoacizii sunt substituiti intr-unul sau mai multe sau toate CDR-urile
lantului greu si/sau usor, este de preferat ca secventa ,,substituitd” obtinutd atunci sd fie de cel
putin 60% sau 65%, mai preferabil 70% sau 75%, chiar mai preferabil 80% sau 85%, si in mod
special preferabil 90% sau 95% identica cu secventa CDR ,.originald”. Aceasta inseamnd cd este
dependentd de lungimea CDR in mdsura in care este identicd cu secventa ,substituiti”. De
exemplu, un CDR avand 5 aminoacizi este de preferintd 80% identic cu secventa sa substituitd
pentru a avea cel putin un aminoacid substituit. In consecinti, CDR-urile constructului
anticorpului pot avea diferite grade de identitate fatd de secventele lor substituite, de exemplu,
CDRLI1 poate avea 80%, in timp ce CDRL3 poate avea 90%.

Substitutiile preferate (sau inlocuirile) sunt substitutii conservatoare. Cu toate acestea,
orice substitutie (inclusiv substitutic neconservativd sau una sau mai multe din ,substitutiile
exemplare” enumerate in Tabelul 1 de mai jos) este avutd in vedere atat timp cat constructul
anticorpului isi pastreazi capacitatea de a se lega la DLL3 prin primul domeniu de legare si la CD3
sau CD3 epsilon prin intermediul celui de-al doilea domeniu de legare si/sau CDR-urile sale au o
identitate cu secventa apoi substituita (cel pufin 60% sau 65%, mai preferabil 70% sau 75%, chiar
mai preferabil 80% sau 85%, si in mod special preferabil 90% sau 95% identic cu secventa CDR
,originald™).

Substitutiile conservatoare sunt prezentate in Tabelul 1 sub titlul ,,substitutii preferate”.
Daci astfel de substitutii duc la o schimbare a activititii biologice, atunci pot fi introduse
modificdri mai substantiale, denumite ,,substitufii exemplare” in Tabelul 1, sau asa cum este
descris mai jos in referintd la clasele de aminoacizi, si produsele selectate pentru o caracteristici
dorita.

Tabelul 1: Substitutii de aminoacizi

:Original Substitutii de exemplu  Substitutii preferate
.Ala (A) gval, leu, ile éval
Arg (R) glys, gln, asn §lys
Asn (N) gln, his, asp, lys, arg gln
gAsp D) glu, asn glu
§Cys (@) éser, ala §ser
gGln «Q asn, glu §asn
gGlu (E) asp, gln §asp
Gly (G) Ala I
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gOriginal §Substitu;ii de exemplu ;Substitu;ii preferate
I‘IlS (H) .asn, gln, lys, arg arg
gIle 1)) leu, val, met, ala, phe §leu
gLeu @L) norleucing, ile, val, met, ala ;ile
gLys X garg, gln, asn arg
éMet M) gleu, phe, ile éleu
Phe (F) gleu, val, ile, ala, tyr tyr
Pro (P) gAla ala
§Ser S) Thr thr
Thr Uy éSer §ser
gTrp (W) .tyr, phe tyr
gTyr Y) trp, phe, thr, ser §phe
gVal V) gile, leu, met, phe, ala leu

Modificdri substantiale ale proprietitilor biologice ale constructului anticorpului conform
prezentei inventii se realizeaza prin selectarea substitutiilor care diferd semnificativ prin efectul lor
asupra mentinerii (a) structurii scheletului polipeptidic in zona substitutiei, de exemplu, ca o foaie
sau conformatie elicoidald, (b) sarcina sau hidrofobicitatea moleculei la locul tintd sau (c) cea mai
mare parte a lantului lateral. Reziduurile naturale sunt impartite in grupuri pe baza proprietafilor
comune ale lantului lateral: (1) hidrofob: norleucina, met, ala, val, leu, ile; (2) hidrofil neutru: cys,
ser, thr; (3) acid: asp, glu; (4) bazic: asn, gin, his, lys, arg; (5) reziduuri care influenteaza orientarea
lantului: gly, pro; si (6) aromatic: trp, tyr, phe.

Inlocuirile neconservative vor presupune schimbul unui membru al uneia dintre aceste
clase cu o alta clasa. Orice rest de cisteind care nu este implicat in mentinerea conformatiei corecte
a constructului anticorpului poate fi substituit, in general cu serind, pentru a imbunatifi stabilitatea
oxidativd a moleculei si pentru a preveni reticularea aberanta. in schimb, se pot adiuga legituri de
cisteind la anticorp pentru a imbunititi stabilitatea acestuia (in special in cazul in care anticorpul
este un fragment de anticorp, cum ar fi un fragment Fv).

Pentru secvente de aminoacizi, identitatea si/sau similitudinea secventei este determinata
prin utilizarea tchnicilor standard cunoscute in domeniu, incluzind, dar fird a se limita la,
algoritmul de identitate a secventei locale al Smith si Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2: 482,
algoritmul de aliniere a identititii secventei lui Needleman si Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443,
cdutarea metodei de similaritate a lui Pearson si Lipman, 1988, Proc. Nat. Acad. Stiintd. SUA. 85:
2444, implementdri computerizate ale acestor algoritmi (GAP, BESTFIT, FASTA si TFASTA in
pachetul software Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison,
Wis.), Programul de secventd Best Fit descris de Devereux si colab., 1984, Nucl. Acid Res. 12:
387-395, preferabil folosind setdrile implicite sau prin inspectie. De preferinti, identitatea
procentuald este calculati de FastDB pe baza urmitorilor parametri: penalizare de nepotrivire de 1;
penalizare gap de 1; penalizare pentru dimensiunea decalajului de 0,33; si penalizarea de aderare
de 30, "Current Methods in Sequence Comparison and Analysis," Macromolecule Sequencing and
Synthesis, Selected Methods and Applications, pp 127-149 (1988), Alan R. Liss, Inc.

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

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

Un algoritm util suplimentar este BLAST decalat ca raportat de Altschul si colab., 1993,
Nucl. Acids Res. 25:3389-3402. BLAST golit foloseste scoruri de substitufiec BLOSUM-62;
parametru prag T setat la 9; metoda cu doud lovituri pentru a declansa extensii fird gol, incarca
lungimi de goluri de k un cost de 10 + k; Xu setat la 16, si Xg setat 1a 40 pentru etapa de ciutare a
bazei de date si la 67 pentru etapa de iesire a algoritmilor. Alinierile golite sunt declansate de un
scor care corespunde la aproximativ 22 de biti.

In general, omologia aminoacizilor, similitudinea sau identitatea dintre variantele CDR
individuale sunt de cel putin 60% fatd de secventele descrise aici si mai tipic cu omologii sau
identitdti de preferinta crescitoare de cel putin 65% sau 70%, mai preferabil de cel putin 75% sau
80%, chiar mai preferabil cel putin 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
si aproape 100%. In mod similar, ,,procent (%) identitate de secventi a acidului nucleic” in raport
cu secventa de acid nucleic a proteinelor de legare identificate aici este definitd ca procentul de
reziduuri de nucleotide dintr-o secventd candidat care sunt identice cu resturile de nucleotide din
codificarea secventei constructului anticorpului. O metodd specificd utilizeazd modulul BLASTN
al WU-BLAST-2 setat la parametrii implicifi, cu intervalul de suprapunere si fractia de
suprapunere setatd la 1 si, respectiv, 0,125.

In general, omologia secventei de acid nucleic, similitudinea sau identitatea dintre
secventele de nucleotide care codificd variantele CDR individuale si secventele de nucleotide
descrise aici sunt de cel pufin 60% si, mai tipic, cu omologii sau identitati de preferinta crescitoare
de cel putin 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, sau 99% si aproape 100%. Astfel, o ,,varianti CDR” este
una cu omologia specificati, asemdnarea sau identitatea cu CDR-ul pdrinte al inventiei si
impartiseste functia biologica, incluzind, dar fird a se limita la, cel putin 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 81 %, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, sau 99% a specificitatii si/sau activitatii CDR parinte.

Intr-o variantd, procentul de identitate fatd de linia germinativd umand a constructelor
anticorpului conform inventiei este > 70% sau > 75%, mai preferabil > 80% sau > 85%, chiar mai
preferabil > 90%, si cel mai preferabil > 91%, > 92%, > 93%, > 94%, > 95% sau chiar > 96%.
Vezi Exemplul 7. Identitatea fatd de produsele genei germinale ale anticorpilor umani este
consideratd a fi o caracteristicA importantd pentru a reduce riscul proteinelor terapeutice de a
provoca un raspuns imun Impotriva medicamentului la pacient in timpul tratamentului. Hwang &
Foote ("Immunogenicity of engineered antibodies"; Methods 36 (2005) 3-10) demonstreazi ca
reducerea porfiunilor neumane de construct de anticorpi medicamentosi duce la o scddere a
riscului de a induce anticorpi anti-medicament la pacienti in timpul tratamentului. Prin compararea
unui numdr exhaustiv de medicamente pentru anticorpi evaluati clinic si datele imunogenitatii
respective, se aratd tendinta ci umanizarea regiunilor V ale anticorpilor face proteina mai putin
imunogend (in medie 5,1% dintre pacienti) decit anticorpii care prezintd regiuni V neumane
nealterate (in medie 23,59% dintre pacienti). Un grad mai mare de identitate a secventelor umane
este, prin urmare, de dorit pentru terapeutica proteicid bazatd pe regiunca V sub formd de
constructe de anticorpi. In acest scop al determinirii identititii liniei germinale, regiunile V ale VL
pot fi aliniate cu secventele de aminoacizi ale segmentelor V ale liniei germinale umane si ale
segmentelor J (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) folosind software-ul Vector NTI si secventa de
aminoacizi calculata prin impartirea resturilor de aminoacizi identici la numadrul total de resturi de
aminoacizi ale VL in procente. Acelasi lucru poate fi valabil si pentru segmentele VH
(http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) cu excepfia faptului cA VH CDR3 poate fi exclus din cauza
diversitatii sale ridicate si a lipsei partenerilor de aliniere existenti ai liniei germinale umane VH
CDR3. Tehnicile recombinate pot fi apoi utilizate pentru a creste identitatea secventei la genele
germinale ale anticorpilor umani.

Intr-o altd variantd de realizare, constructele anticorpilor bispecifici conform prezentei
inventii prezintd randamente ridicate de monomeri in conditii standard de scard de cercetare, de
ex., intr-un proces standard de purificare in doi pasi. De preferintd, randamentul in monomeri al
constructelor de anticorpi conform inventiei este > 0,25 mg/L supernatant, mai preferabil > 0,5
mg/L, chiar mai preferabil > 1 mg/L, si cel mai preferabil > 3 mg/L supernatant.

In mod similar, randamentul izoforme constructelor anticorpilor dimerici si, prin urmare,
procentul de monomer (adicd, monomer: (monomer + dimer)) din constructele anticorpului pot fi
determinate. Productivitatea constructelor de anticorpi monomerici si dimerici si procentul de
monomer calculat pot de ex. si fie obfinut in etapa de purificare SEC a supernatantului de culturd
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din productia standardizati la scari de cercetare in sticle cilindru. Intr-un exemplu de realizare,
procentul de monomer al constructelor anticorpului este > 80%, mai preferabil > 85%, chiar mai
preferabil > 90% si cel mai preferabil > 95%.

Intr-un exemplu de realizare, constructele anticorpului au o stabilitate plasmatici
preferatd (raportul EC50 cu plasmi la EC50 w/o plasma) de <5 sau <4, mai preferabil < 3,5 sau <
3, even mai preferabil < 2,5 sau < 2, si cel mai preferabil < 15 sau < 1. Stabilitatea plasmaticad a
unui construct de anticorp poate fi testati prin incubarea constructului in plasma umand la 37°C
timp de 24 de ore urmatd de determinarea EC50 Intr-un test de citotoxicitate cu eliberare de crom
51. Celulele efectoare din testul de citotoxicitate pot fi stimulate de celule T CD8 pozitive umane
imbogatite. Celulele tintd pot de ex. sd fie celule CHO transfectate cu DLL3 uman. Raportul
efector-celula tintd (E:T) poate fi ales ca 10: 1. Bazinul de plasmad umana utilizat in acest scop este
derivat din singele donatorilor sindtosi colectat de seringile acoperite cu EDTA. Componentele
celulare sunt indepdrtate prin centrifugare si faza plasmatici superioard este colectatd si ulterior
reunitd. Ca martor, constructele de anticorpi sunt diluate imediat inainte de testul de citotoxicitate
in mediu RPMI-1640. Stabilitatea plasmei este calculatd ca raport dintre EC50 (dupd incubarea
plasmei) si EC50 (martor). Vezi Exemplul 11.

De asemenea, este de preferat ca conversia monomerului in dimer a constructelor
anticorpului conform inventiei sd fie redusd. Conversia poate fi misuratd in conditii diferite si
analizatd prin cromatografie de excludere cu dimensiuni ridicate. Vezi Exemplul 9. De exemplu,
incubatia izoformelor monomerice a constructelor anticorpului poate fi efectuati timp de 7 zile la
37°C si concentratii de ex. 100 pg/ml sau 250 pg/ml intr-un incubator. In aceste conditii, este de
preferat ca constructele anticorpului conform inventiei si prezinte un procent de dimeri care este
<5%, mai preferabil <4%, chiar mai preferabil <3%, chiar mai preferabil <2,5%, chiar mai
preferabil <2%, chiar mai preferabil <1,5% si cel mai preferabil <1% sau <0,5% sau chiar 0%.

De asemenea, este de preferat ca constructele de anticorpi bispecifici conform prezentei
inven{ii sd prezinte o conversic de dimeri foarte scizutd dupd un numdr de cicluri de
inghet/dezghet. De exemplu, monomerul de construct de anticorpi este ajustat la o concentratie de
250 pg/ml, de ex. in tampon de formulare generic si supus la trei cicluri de inghet/dezghet (inghet
la -80°C timp de 30 de minute urmat de decongelare timp de 30 de minute la temperatura
camerei), urmat de SEC de inaltd performantd pentru a determina procentul de construct de
anticorp monomeric initial, care au fost transformate in constructe de anticorp dimeric. De
preferintd, procentele dimerice ale constructelor de anticorpi bispecifici sunt <5%, mai preferabil
<4%, chiar mai preferabil <3%, chiar mai preferabil <2,5%, chiar mai preferabil <2%, chiar mai
preferabil <1,5%, si cel mai mult de preferintd <1% sau chiar <0,5%, de exemplu dupi trei cicluri
de inghet/dezghet.

constructele de anticorpi bispecifici conform prezentei inventii prezintd de preferintd o
termostabilitate favorabila cu temperaturi de agregare >45°C sau >50°C, mai preferabil >52°C sau
>54°C, chiar mai preferabil >56°C sau >57°C, si cel mai preferabil >58°C sau >59°C. Parametrul
de termostabilitate poate fi determinat in termeni de temperaturd de agregare a anticorpilor dupa
cum urmeazd: Solutia de anticorp la o concentratie de 250 pg/ml este transferatd intr-o cuva de
unica folosintd si plasatd intr-un dispozitiv Dynamic Light Scattering (DLS). Proba este incalzitd
de la 40°C la 70°C la o ratd de incdlzire de 0,5°C/min, cu achizifie constanti a razei masurate.
Cresterea razei indicind topirea proteinei si agregarea este utilizatd pentru a calcula temperatura de
agregare a anticorpului. Vezi Exemplul 10.

Alternativ, curbele de topire a temperaturii pot fi determinate prin calorimetrie de scanare
diferentiald (DSC) pentru a determina stabilitdfile intrinseci ale proteinelor biofizice ale
constructelor anticorpului. Aceste experimente sunt efectuate folosind un dispozitiv VP-DSC
MicroCal LLC (Northampton, MA, S.U.A.). Absorbfia energeticd a unei probe care confine un
construct de anticorp este inregistratd de la 20°C la 90°C comparativ cu o probd care confine doar
tamponul de formulare. Constructele anticorpului sunt ajustate la o concentratie finald de 250
pg/ml, de ex. in tamponul de rulare SEC. Pentru inregistrarea curbei de topire respective,
temperatura generald a probei este miritd in trepte. La fiecare temperaturd T se capteazi energia
probei si se inregistreazi referinta tamponului de formulare. Diferenta de absorbtie a energiei Cp
(kcal/mol/® C) a esantionului minus referinta este reprezentatd grafic in functie de temperatura
respectivd. Temperatura de topire este definiti ca temperatura la prima maximd de absorbtie a
energiei.

De asemenea, se preconizeaza ca constructul anticorpului bispecific DLL3xCD3 conform
inventiel nu reacfioneazd incrucisat cu (adicd nu se leagd in mod esential) de paralogii DLL3
umani DLL1 si/sau DLL4. Mai mult, se preconizeazd ci constructul anticorpului bispecific
DLL3xCD3 conform inventiei nu reactioneaza incrucisat cu (adicd nu se leagd in mod esential)
DLL3 de paralogii DLL1 si/sau DLL4 de macac/cyno. Vezi Exemplul 6.
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Constructele anticorpului bispecific DLL3 xCD3 conform inventiei sunt, de asemenea,
prevazute sd aiba o turbiditate (misuratd prin OD340 dupd concentratia de anticorp monomeric
purificat la 2,5 mg/ml si incubare peste noapte) de < 0,2, de preferintd de < 0,15, mai preferabil de
<0,12, chiar mai preferabil de < 0,1 si cel mai preferabil de < 0,08. Vezi Exemplul 12.

Constructele anticorpului bispecific DLL3xCD3 conform inventiei sunt, de asemenea,
avute in vedere si nu fie internalizate sau si nu fie supuse internalizdrii semnificative de catre
celula tintd. Rata de internalizare poate fi testatd de ex. asa cum este descris in Exemplul 16. De
preferintd, rata de internalizare (de ex. masuratd ca o scddere a citotoxicitdtii) este < 20% dupd o
(pre) incubare de 2 ore a constructului anticorpului cu celula tintd, mai preferabil < 15%, chiar mai
preferabil < 10% si cel mai preferabil < 5%.

De asemenea, se preconizeazd cd DLL3 revarsat sau solubil nu afecteazd in mod
semnificativ eficacitatea sau activitatea biologicA a constructelor de anticorp bispecific
DLL3xCD3 conform inventiei. Acest lucru poate fi misurat de ex. intr-un test de citotoxicitate in
care se adaugd DLL3 solubil la concentratii crescinde la test, de ex. la 0 nM - 0,3 nM - 0,7 nM - 1
nM - 3 nM - 7 nM - 12 nM. Valoarca EC50 a constructului anticorpului testat nu ar trebui s fie
crescutd semnificativ in prezenta DLL3 solubil. Vezi Exemplul 17.

Intr-o altd variantd de realizare, constructul anticorpului conform inventiei este stabil la
pH acid. Cu cit constructul anticorpului se comportd mai tolerant la pH nefiziologic, cum ar fi pH
5,5 (un pH care este necesar pentru a rula, de ex., o cromatografie cu schimb de cationi), cu atat
este mai mare recuperarea constructului anticorpului eluat dintr-o coloani de schimb ionic fatd de
cantitatea totald de proteine incdrcate. Recuperarea constructului anticorpului dintr-o coloani de
schimb ionic (de ex., cationic) la pH 5,5 este de preferintd > 30%, mai preferabil > 40%, mai
preferabil > 50%, chiar mai preferabil > 60%, chiar mai preferabil > 70%, chiar mai preferabil >
80%, chiar mai preferabil > 90%, chiar mai preferabil > 95% si cel mai preferabil > 99%. Vezi
Exemplul 13.

De asemenea, se preconizeazi ci constructele anticorpilor bispecifici conform prezentei

inventii prezintd eficacitate terapeutica sau activitate antitumorald. Acest lucru poate de ex. si fie
evaluat intr-un studiu, dupd cum este dezviluit in urmitorul exemplu de model de xenogrefd
tumorald umand in stadiu avansat:
In ziua 1 a studiului, 5x10° celule ale unei linii celulare canceroase pozitive DLL3 umane (de ex.,
SHP-77) sunt injectate subcutanat in flancul dorsal drept al soarecilor femele NOD/SCID. Cand
volumul mediu al tumorii atinge aproximativ 100 mm?, celulele T CD3 pozitive umane expandate
in vitro sunt transplantate in soareci prin injectarea a aproximativ 2x107 celule in cavitatea
peritoneald a animalelor. Soarecii din grupul de control 1 al vehiculului nu primesc celule
efectoare si sunt folositi ca martor netransplantat pentru comparatie cu grupul de control 2 al
vehiculului (primind celule efectoare) pentru a monitoriza impactul celulelor T singure asupra
cresterii tumorii. Tratamentul cu anticorpi incepe cand volumul mediu al tumorii ajunge la
aproximativ 200 mm®. Dimensiunea medie a tumorii pentru fiecare grup de tratament in ziua
inceperii tratamentului nu trebuie sd fie statistic diferitd de nici un alt grup (analiza variantei).
Soarecii sunt tratati cu 0,5 mg/kg/zi dintr-un anticorp DLL3xCD3 bispecifc prin injectie
intravenoasd in bolus timp de aproximativ 15 pand la 20 de zile. Tumorile sunt masurate prin etrier
in timpul studiului si progresul evaluat prin compararea intergrupului volumelor tumorale (TV).
Inhibarea cresterii tumorale T/C [%] este determinatd prin calcularea TV ca T/C% = 100 x (TV
median al grupului analizat)/(TV median al grupului de control 2).

Persoanele calificate stiu cum sd modifice sau s adapteze anumiti parametri ai acestui
studiu, cum ar fi numdrul de celule tumorale injectate, locul de injectare, numérul de celule T
umane transplantate, cantitatea de anticorpuri bispecifici care trebuie administrate si momentele de
timp, in timp ce se ajunge incd la un rezultat semnificativ si reproductibil. De preferintd, inhibarea
cresterii tumorii T/C [%] este < 70 sau < 60, mai preferabil < 50 sau < 40, chiar mai preferabil <
30 sau <20 si cel mai preferabil < 10 sau < 5 sau chiar <2,5.

Inventia oferd in plus o polinucleotidi care codifici un construct de anticorp al inventiei.

O polinucleotida este un biopolimer compus din 13 sau mai multi monomeri nucleotidici
legati covalent intr-un lan{. ADN (cum ar fi ADNc) si ARN (cum ar fi ARNm) sunt exemple de
polinucleotide cu functie biologicd distinctd. Nucleotidele sunt molecule organice care servesc
drept monomeri sau subunititi ale moleculelor de acid nucleic precum ADN sau ARN. Molecula
de acid nucleic sau polinucleotida poate fi dublu catenard si monocatenard, liniara si circulard. Este
cuprinsi de preferintd intr-un vector care este preferabil cuprins intr-o celuld gazda. Aceastd celuld
gazdd este, de ex. dupd transformare sau transfectie cu vectorul sau polinucleotida conform
inventiei, capabild sd exprime constructul anticorpului. In acest scop, polinucleotida sau molecula
de acid nucleic este legati operativ de secvente martor.
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Codul genetic este setul de reguli prin care informatiile codificate in materialul genetic
(acizii nucleici) sunt translate in proteine. Decodarea biologica in celulele vii este realizatd de
ribozom care leagd aminoacizii intr-o ordine specificatd de ARNm, folosind molecule de ARNt
pentru a transporta aminoacizii si pentru a citi trei nucleotide ARNm la un moment dat. Codul
defineste modul in care secventele acestor triplete de nucleotide, numite codoni, specificd ce
aminoacid va fi adiugat in timpul sintezei proteinelor. Cu unele exceptii, un codon cu trei
nucleotide intr-o secventd de acid nucleic specificd un singur aminoacid. Deoarece marea
majoritate a genelor sunt codificate cu exact acelasi cod, acest cod particular este adesea denumit
codul genetic canonic sau standard. In timp ce codul genetic determini secventa de proteine pentru
o anumitd regiune de codificare, alte regiuni genomice pot influenta cand si unde sunt produse
aceste proteine.

Mai mult, inventia furnizeaza un vector care cuprinde o polinucleotidd conform inventiei.

Un vector este 0 moleculd de acid nucleic utilizatd ca vehicul pentru a transfera material
genetic (strdin) Intr-o celuld. Termenul ,vector” cuprinde - dar nu se limiteazad la - plasmide,
virusuri, cosmide si cromozomi artificiali. In general, vectorii proiectati cuprind o origine a
replicdrii, un situs de multiclonare si un marker selectabil. Vectorul in sine este, in general, o
secventd nucleotidicd, de obicei o secventd ADN, care cuprinde o insertie (transgend) si o secventd
mai mare care serveste drept ,,coloana vertebrald” a vectorului. Vectorii moderni pot cuprinde
caracteristici suplimentare in afard de insertia transgenicd si o coloand vertebrald: promotor,
marker genetic, rezistentd la antibiotice, gend raportor, secventd de tintire, eticheta de purificare a
proteinelor. Vectorii numiti vectori de expresie (constructe de expresie) sunt in mod specific
pentru expresia transgenului in celula tintd si, In general, au secvente de control.

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

Un acid nucleic este ,,legat operabil” atunci cand este plasat intr-o relatie functionald cu o
altd secventd de acid nucleic. De exemplu, ADN-ul pentru o pre-secventd sau un lider secretor
este legat operabil de ADN-ul pentru o polipeptidd dacd este exprimat ca o preproteind care
participd la secretia polipeptidei; un promotor sau amplificator este legat operabil de o secventa de
codificare daca afecteazd transcrierea secventei; sau un situs de legare a ribozomului este legat in
mod operational de o secventd de codificare daca este pozitionat astfel incat sa faciliteze translatia.
In general, ,legat operabil” inseamni ci secventele ADN care sunt legate sunt adiacente si, in
cazul unui lider secretor, adiacente si in faza de citire. Cu toate acestea, amplificatorii nu trebuie si
fie adiacenti. Legarea se realizeaza prin ligare la situsuri de restrictie convenabile. Daci astfel de
situsuri nu existd, adaptoarcle sau linkerele oligonucleotidice sintetice sunt utilizate in
conformitate cu practica conventionald.

»Iransfectia” este procesul de introducere deliberatd a moleculelor de acid nucleic sau a
polinucleotidelor (inclusiv a vectorilor) in celulele tintd. Termenul este utilizat mai ales pentru
metodele non-virale in celulele eucariote. Transductia este adesea utilizatd pentru a descrie
transferul de molecule de acid nucleic sau polinucleotide mediate de virus. Transfectia celulelor
animale implicad de obicei deschiderea porilor tranzitorii sau ,,gdurii” in membrana celulard, pentru
a permite absorbtia materialului. Transfectia poate fi efectuatd folosind fosfat de calciu, prin
electroporare, prin stoarcere celulard sau prin amestecarea unei lipide cationice cu materialul
pentru a produce lipozomi, care se fuzioneazd cu membrana celulard si isi depun incircitura in
interior.

Termenul "transformare” este utilizat pentru a descrie transferul non-viral al moleculelor
de acid nucleic sau polinucleotidelor (inclusiv vectori) in bacterii si, de asemenea, in celule
eucariote non-animale, inclusiv celule vegetale. Transformarea este, prin urmare, modificarea
geneticd a unei celule eucariote bacteriene sau non-animale, rezultatd din absorbfia directd prin
membrana (celulele) celulard din mediul inconjuritor si incorporarea ulterioard a materialului
genetic exogen (molecule de acid nucleic). Transformarea poate fi efectuatd prin mijloace
artificiale. Pentru ca transformarea si se intAmple, celulele sau bacteriile trebuie sa se afle intr-o
stare de competentd, care ar putea apirea ca raspuns limitat la conditii de mediu, cum ar fi
infometarea si densitatea celulard.

Mai mult, inventia furnizeaza o celuld gazda transformatd sau transfectatd cu molecula de
polinucleotidi/acid nucleic sau cu vectorul inventiei.

Asa cum sunt utilizate aici, termenii ,,celuld gazdi” sau ,,celuld receptor” sunt intentionati
sd includi orice celuld individuala sau culturd celulard care poate fi sau a fost/au fost receptori de
vectori, molecule de acid nucleic exogene si polinucleotide care codifici constructul anticorpului
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din prezenta invenfie, si/sau destinatarii constructului anticorpului in sine. Introducerea
materialului respectiv in celuld se realizeazd prin transformare, transfectie si altele asemeneca.
Termenul "celuld gazdi" este, de asemenea, destinat si includd descendenti sau descendenti
potentiali ai unei singure celule. Deoarece anumite modificiri pot apdrea in generatiile urmdtoare,
fie din cauza mutafiei naturale, accidentale sau deliberate, fie din cauza influentelor mediului,
astfel de descendenti nu pot fi, de fapt, complet identici (in morfologie sau in complement
genomic sau ADN total) cu celula pdrinte, dar este incd inclus in domeniul de aplicare al
termenului asa cum este utilizat aici. Celulele gazdi adecvate includ celule procariote sau
eucariote si includ, dar nu se limiteaza la, bacterii, celule de drojdie, celule fungice, celule vegetale
si celule animale, cum ar fi celule de insecte si celule de mamifere, de exemplu, murine, de
sobolan, de macac sau umane.

Constructul anticorpului conform inventiei poate fi produs in bacterii. Dupa exprimare,
constructul anticorpului conform inventiei este izolat din pasta de celule E. coli intr-o fractiune
solubila si poate fi purificat prin, de ex., cromatografie de afinitate si/sau excludere de marime.
Purificarea finald poate fi efectuatd similar procesului de purificare a anticorpului exprimat, de ex.,
in celule CHO.

In plus fatd de procariote, microbii eucarioti, cum ar fi ciupercile filamentoase sau
drojdia, sunt adecvate clondrii sau gazdele de expresie pentru constructul anticorpului conform
inventiei. Saccharomyces cerevisiae, sau drojdia comund de brutirie, este cea mai frecvent
utilizatd in rindul microorganismelor gazdi eucariote inferioare. Cu toate acestea, o serie de alte
genuri, specii si tulpini sunt in mod obisnuit disponibile si utile aici, cum ar fi gazde
deSchizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces cum ar fi K. lactis, K. fragilis (ATCC 12424), K.
bulgaricus (ATCC 16045), K. wickeramii (ATCC 24178), K. waltii (ATCC 56500), K.
drosophilarum (ATCC 36906), K. thermotolerans, si K. marxianus; yarrowia (EP 402 226);
Pichia pastoris (EP 183 070); Candida; Trichoderma reesia (EP 244 234); Neurospora crassa;
Schwanniomyces cum ar fi Schwanniomyces occidentalis; si ciuperci filamentoase precum
Neurospora, Penicillium, Tolypocladium si Aspergillus gazde precum A. nidulans si A. niger.

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

Culturile de celule vegetale de bumbac, porumb, cartofi, soia, petunie, rosii, arabidopsis
si tutun pot fi folosite si ca gazde. Clonarea si vectorii de expresie utili in productia de proteine in
cultura celulelor vegetale sunt cunoscute de specialistii in domeniu. Vezi de ex. Hiatt si colab.,
Nature (1989) 342: 76-78, Owen si colab., (1992) Bio/Technology 10: 790-794, Artsaenko si
colab., (1995) The Plant J 8: 745-750, si Fecker si colab., (1996) Plant Mol Biol 32: 979-986.

Cu toate acestea, interesul a fost cel mai mare pentru celulele vertebrate, iar propagarea
celulelor vertebrate in culturd (cultura tesuturilor) a devenit o procedurd de rutind. Exemple de linii
de celule gazdd de mamifere utile sunt linia CV1 de rinichi de maimutd transformata prin SV40
(COS-7, ATCC CRL 1651); linia renald embrionard umani (293 sau 293 celule subclonate pentru
crestere in culturd in suspensie, Graham si colab., J. Gen Virol. 36: 59 (1977)); celule de rinichi de
pui de hamster (BHK, ATCC CCL 10); celule ovariene de hamster chinezesc/-DHFR (CHO,
Urlaub si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. SUA 77: 4216 (1980)); celule sertoli de soarece (TM4,
Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)); celule de rinichi de maimutid (CVI ATCC CCL 70);
celule de rinichi de maimutd verde africand (VERO-76, ATCC CRL1587); celule de carcinom
cervical uman (HELA, ATCC CCL 2); celule de rinichi de canine (MDCK, ATCC CCL 34);,
celule de ficat de sobolan buffalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); celule de pldmin uman (W138,
ATCC CCL 75); celule de ficat uman (Hep G2,1413 8065); celule de tumoare mamara de soarece
(MMT 060562, ATCC CCLS5 1); celule TRI (Mather et al., Annals N. Y Acad. Sci. (1982) 383:
44-68); celule MRC 5; celule FS4; si linie de hepatom uman (Hep G2).

Intr-o altd varianti de realizare, inventia furnizeaza un procedeu pentru producerea unui
construct de anticorp conform inventiei, procedeul mentionat cuprinzand cultivarea unei celule
gazdd a inventiei in condifii care permit exprimarea constructului anticorpului inventiei si
recuperarea constructului anticorpului produs din culturd.

Asa cum este utilizat aici, termenul "cultivare" se referd la intrefinerea, diferentierea,
cresterea, proliferarea si/sau propagarea in vitro a celulelor in conditii adecvate intr-un mediu.
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Termenul "expresie" include orice etapd implicatd in producerea unui anticorp construit conform
inventiei incluzind, dar fira a se limita la, transcriere, modificare post-transcriptionald, translatie,
modificare post-translationald si secretie.

Atunci cind se utilizeaza tehnici recombinante, constructul anticorpului poate fi produs
intracelular, in spatiul periplasmatic sau secretat direct in mediu. Daca constructul anticorpului
este produs intracelular, ca prim pas, resturile de particule, fie celule gazd3, fie fragmente lizate,
sunt indepdrtate, de exemplu, prin centrifugare sau ultrafiltrare. Carter si colab., Bio/Technology
10: 163-167 (1992) descriu o procedurd pentru izolarea anticorpilor care sunt secretati in spatiul
periplasmatic al E. coli. Pe scurt, pasta celulara este decongelatd in prezenta acetatului de sodiu
(pH 3,5), EDTA si fenilmetilsulfonilfluorurd (PMSF) timp de aproximativ 30 de minute. Resturile
celulare pot fi indepdrtate prin centrifugare. In cazul in care anticorpul este secretat in mediu,
supernatantii din astfel de sisteme de expresie sunt, in general, mai intii concentrati utilizind un
filru de concentratie de proteine disponibil comercial, de exemplu, o unitate de ultrafiltrare
Amicon sau Millipore Pellicon. Un inhibitor de proteazd, cum ar fi PMSF, poate fi inclus in
oricare dintre etapele anterioare pentru inhibarea proteolizei si pot fi incluse antibiotice pentru a
preveni cresterea contaminantilor accidentali.

Constructul anticorpului conform inventiei preparat din celulele gazda poate fi recuperat
sau purificat folosind, de exemplu, cromatografie cu hidroxilapatitd, electroforeza pe gel, dializ3 si
cromatografie de afinitate. Alte tehnici pentru purificarea proteinelor, cum ar fi fractionarea pe o
coloand cu schimb de ioni, precipitarea etanolului, HPLC cu fazi inversd, cromatografie pe silice,
cromatografie pe heparini SEPHAROSE™, cromatografie pe un anion sau rdsind schimbdtoare de
cationi (cum ar fi o coloand de acid poliaspartic), cromat -focalizarea, SDS-PAGE si precipitatia
cu sulfat de amoniu sunt disponibile, de asemenea, in functie de anticorpul de recuperat. in cazul
in care constructul anticorpului conform inventiei cuprinde un domeniu CH3, rasina Bakerbond
ABX (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ) este utild pentru purificare.

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

Mai mult, inventia furnizeazd o compozitic farmaceuticd cuprinzind un construct de
anticorp conform inventiei sau un construct de anticorp produs in conformitate cu procedeul
inventiei.

Asa cum este utilizat aici, termenul "compozitie farmaceuticd" se referd la o compozitie
care este adecvatd pentru administrare la un pacient, de preferintd un pacient uman. Compozitia
farmaceutici preferatd in mod deosebit a acestei inventii cuprinde unul sau mai multe constructe
de anticorpi conform inventiei, de preferind intr-o cantitate eficientd terapeutic. De preferinta,
compozitia farmaceutici mai cuprinde formuldri adecvate ale unuia sau mai multor purtitori
(eficienti farmaceutic), stabilizatori, excipienti, diluanti, solubilizatori, agenti tensioactivi,
emulgatori, conservanti si/sau adjuvanti. Constituentii acceptabili ai compozitiei sunt de preferin{i
netoxici pentru destinatari la dozele si concentratiile utilizate. Compozitiile farmaceutice conform
inventiei includ, dar nu se limiteaza la, compozitii lichide, congelate si liofilizate.

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

Anumite variante de realizare furnizeazd compozifii farmaceutice care cuprind
constructul anticorpului conform inventiei si in plus unul sau mai multi excipienti, cum ar fi cei
descrisi in mod ilustrativ in aceastd sectiune si in alte parfi din prezenta. Excipientii pot fi utilizafi
in inventie in acest sens pentru o mare varietate de scopuri, cum ar fi ajustarea proprietitilor fizice,
chimice sau biologice ale formuldrilor, cum ar fi ajustarea vascozititii, sau a proceselor inventiei
pentru a imbundtati eficacitatea si sau pentru a stabiliza astfel formuldri si procese impotriva
degraddrii si deteriordrii datorate, de exemplu, stresurilor care apar in timpul fabricatiei,
transportului, depozitirii, pregitirii inainte de utilizare, administrarii si ulterior.

In anumite variante, compozitia farmaceuticd poate contine materiale de formulare in
scopul modificarii, mentinerii sau conservarii, de ex., pH-ului, osmolarititii, vascozititii, claritafii,
culorii, izotonicitdtii, mirosului, sterilititii, stabilitafii, ratei dizolvarii sau eliberarii, adsorbtiei sau
patrunderii compozitiei (vezi, REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, a 18 a Editie,
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(ed.A.R. Genrmo), 1990, Mack Publishing Company). In astfel de exemple, materialele de
formulare adecvate pot include, dar nu se limiteazi la:
+ aminoacizi precum glicind, alanini, glutamind, asparagind, treonind, prolind, 2-fenilalanini,
inclusiv aminoacizi incarcati, preferabil lizind, acetat de lizind, arginind, glutamat si/sau histidina
* antimicrobiene precum agentii antibacterieni si antifungici
» antioxidanti precum acidul ascorbic, metionina, sulfitul de sodiu sau hidrogensulfitul de sodiu;
* tampoane, sisteme de tamponare si agenti de tamponare care sunt utilizati pentru a mentine
compozitia la pH fiziologic sau la un pH usor mai mic, in mod obisnuit intr-un interval de pH de la
aproximativ 5 la aproximativ 8 sau 9; exemple de tampoane sunt boratul, bicarbonatul, Tris-HCI,
citratii, fosfatii sau alti acizi organici, succinat, fosfat, histidin si acetat; de exemplu tampon Tris
de aproximativ pH 7,0-8,5 sau tampon acetat de aproximativ pH 4,0-5,5;
* solventi neaposi, cum ar fi propilenglicol, polietilenglicol, uleiuri vegetale precum uleiul de
misline si esteri organici injectabili, cum ar fi oleatul de etil;
* purtdtori aposi, inclusiv apa, solutii alcoolice/apoase, emulsii sau suspensii, inclusiv solutie salind
si medii tamponate;
» polimeri biodegradabili precum poliesterii;
» agenti de incircare, cum ar fi manitolul sau glicina;
» agenti chelatori precum acidul etilendiamin tetraacetic (EDTA);
= agenti izotonici si de intirziere a absorbtiei;
* agenti de complexare precum cofeina, polivinilpirolidona, beta-ciclodextrina sau hidroxipropil-
beta-ciclodextrina)
* umpluturi;
» monozaharide; dizaharide; si alti carbohidrafi (cum ar fi glucoza, manoza sau dextrinele);
carbohidratii pot fi zaharuri nereducdtoare, de preferintd trehaloza, zaharoza, octasulfat, sorbitol
sau xilitol;
* proteine, polipeptide sau purtdtori proteici (cu greutate moleculard micd), cum ar fi albumina
sericd umand sau bovind, gelatina sau imunoglobulinele, de preferinti de origine umand;
» agenti de colorare si aromatizare;
» agenti reducdtori cu continut de sulf, cum ar fi glutation, acid tioctic, tioglicolat de sodiu,
tioglicerol, [alfa]-monotioglicerol si tiosulfat de sodiu
» agenti de diluare;
* agenfi emulgatori;
* polimeri hidrofili cum ar fi polivinilpirolidona)
* contra-ioni care formeaza sare, cum ar fi sodiu;
» conservanfi precum antimicrobieni, anti-oxidanti, agenti de chelare, gaze inerte si altele
asemenea; exemple sunt: clorurd de benzalconiu, acid benzoic, acid salicilic, timerosal, alcool
fenetilic, metilparaben, propilparaben, clorhexiding, acid sorbic sau peroxid de hidrogen);
» complecsi metalici, cum ar fi complex de proteine Zn;
* solventi si co-solventi (cum ar fi glicerind, propilenglicol sau polietilenglicol);
» zaharuri si alcooli zaharici, cum ar fi trehaloza, zaharoza, octasulfatul, manitolul, sorbitolul sau
xilitol stachioza, manoza, sorboza, xilozd, ribozd, mioinizitoza, galactozd, lactitol, ribitol,
mioinizitol, galactitol, glicerol, ciclitoli (de ex. inozitol), polietilenglicol; si alcooli zaharici
polihidrici;
= agenti de suspendare;
* agenti tensioactivi sau agenti de umectare precum pluronici, PEG, esteri de sorbitan, polisorbati
precum polisorbat 20, polisorbat, triton, trometamind, lecitind, colesterol, tiloxapal; surfactantii pot
fi detergenti, de preferinti cu o greutate moleculard > 1,2 KD si/sau un polieter, de preferintd cu o
greutate moleculard > 3 KD; exemple nelimitative pentru detergentii preferati sunt Tween 20,
Tween 40, Tween 60, Tween 80 si Tween 85; exemple nelimitative pentru polieteri preferati sunt
PEG 3000, PEG 3350, PEG 4000 si PEG 5000;
* agenti de imbunatitire a stabilititii, cam ar fi zaharoza sau sorbitolul;
» agenfi de imbundtitire a tonicitdtii, cum ar fi halogenuri ale metalelor alcaline, de preferintd
clorurd de sodiu sau potasiu, manitol sorbitol;
» vehicule de livrare parenterald, inclusiv solutie de clorurd de sodiu, dextrozd Ringer, dextroza si
clorurd de sodiu, Ringer lactat sau uleiuri fixe;
* vehicule de administrare intravenoasd, inclusiv suplimente de lichide si substante nutritive,
suplimente de electroliti (cum ar fi cele bazate pe dextroza Ringer).

Este evident pentru specialistii in domeniu cd diferitii constituenti ai compozitiei
farmaceutice (de ex., cei enumerati mai sus) pot avea efecte diferite, de exemplu, si aminoacidul
poate actiona ca tampon, stabilizator si/sau antioxidant, manitolul poate actiona ca un agent de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3328889 T2 2021.10.31
43

incdrcare si/sau ca agent de intensificare a tonicitatii; clorura de sodiu poate actiona ca vehicul de
livrare si/sau agent de imbundtatire a tonicitdtii; etc.

Se preconizeazi cd compozitia inventiei ar putea cuprinde, in plus fatd de polipeptida
conform inventiei definitd aici, agenti biologic activi suplimentari, in functie de utilizarea
intentionatd a compozitiei. Astfel de agenti pot fi medicamente care actioneaza asupra sistemului
gastro-intestinal, medicamente care acfioneazd ca citostatice, medicamente care previn
hiperuricemia, medicamente care inhibd imunoreactiile (de ex. corticosteroizi), medicamente care
moduleazi rispunsul inflamator, medicamente care actioneaza asupra sistemului circulator si/sau
agenti precum citokinele cunoscute in domeniu. De asemenea, se preconizeazd cd constructul
anticorpului conform prezentei inventii este aplicat intr-o co-terapie, adicd in combinatie cu un alt
medicament anticancer.

In anumite variante de realizare, compozitia farmaceuticd optimd va fi determinati de
citre un specialist in domeniu, in functie de, de exemplu, calea de administrare intentionatd,
formatul de eliberare si doza doritd. Vezi, de exemplu, REMINGTON'S PHARMACEUTICAL
SCIENCES, supra. In anumite variante de realizare, astfel de compozitii pot influenta starea fizica,
stabilitatea, viteza de eliberare in vivo si viteza de clearance in vivo a constructului anticorpului
conform inventiei. in anumite variante de realizare, vehiculul primar sau purtitorul dintr-o
compozitie farmaceutica poate fi fie apos, fie neapos. De exemplu, un vehicul sau purtitor adecvat
poate fi apd pentru injectie, solutie salind fiziologicd sau lichid cefalorahidian artificial, eventual
suplimentat cu alte materiale comune in compozitii pentru administrare parenterald. Solutia salind
tamponatd neutrd sau solutia salini amestecatd cu albumina sericd sunt in continuare vehicule
exemplare. In anumite variante de realizare, constructul anticorpului din compozitiile inventiei
poate fi preparat pentru depozitare prin amestecarea compozitiei selectate avand gradul de puritate
dorit cu agenti de formulare optionali (REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES,
supra) sub forma unei turte liofilizate sau a unei solufii apoase. Mai mult, in anumite variante de
realizare, constructul anticorpului conform inventiei poate fi formulat ca un liofilizat utilizind
excipienti adecvati, cum ar fi zaharoza.

Cand se are in vedere administrarea parenterald, compozitiile terapeutice pentru utilizare
in aceastd inventic pot fi furnizate sub forma unei solutii apoase fard pirogeni, acceptabile
parenteral, cuprinzand constructul de anticorp dorit conform inventiei intr-un vehicul acceptabil
farmaceutic. Un vehicul deosebit de potrivit pentru injectia parenterala este apa distilata sterild in
care constructul anticorpului conform inventiei este formulat ca o solufie sterild, izotonica,
conservati corespunzitor. In anumite variante de realizare, preparatul poate implica formularea
moleculei dorite cu un agent, cum ar fi microsfere injectabile, particule bio-erodabile, compusi
polimerici (cum ar fi acidul polilactic sau acidul poliglicolic), perle sau lipozomi, care pot furniza
eliberarea controlata sau sustinuti a produsului care poate fi livrat prin injectie depozit. In anumite
variante de realizare, acidul hialuronic poate fi de asemenea utilizat, avand ca efect promovarea
unei durate sustinute in circulatie. In anumite variante de realizare, dispozitivele de eliberare a
medicamentelor implantabile pot fi utilizate pentru a introduce constructul de anticorp dorit.

Comporzitii farmaceutice suplimentare vor fi evidente specialistilor in domeniu, inclusiv
formuldri care implicd constructul anticorpului conform invenfiei in formuldri cu
eliberare/administrare sustinutd sau controlatd. Tehnicile pentru formularea unei varietiti de alte
mijloace de eliberare susfinutd sau controlatd, cum ar fi purtitori de lipozomi, microparticule bio-
erodabile sau perle poroase si injectii de depozit, sunt, de asemenea, cunoscute specialistilor in
domeniu. Vezi, de exemplu, cererea de brevet international WO9315722, care descrie eliberarea
controlatd a microparticulelor polimerice poroase pentru livrarea compozitiilor farmaceutice.
Preparatele cu eliberare sustinutd pot include matrici polimerice semipermeabile sub forma de
articole modelate, de ex., filme sau microcapsule. Matricile cu eliberare susfinutd pot include
poliesteri, hidrogeluri, polilactide (asa cum este dezviluit in brevetul US nr. 3.773.919 si
publicatia cererii de brevet european Nr. EP 058481), copolimeri de L-glutamic acid si gamma
etil-L-glutamat (Sidman et al., 1983, Biopolymers 2:547-556), poli(2-hidroxietil-metacrilat)
(Langer et al., 1981, J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277 si Langer, 1982, Chem. Tech. 12:98-105),
acetat de etilen vinil (Langer et al., 1981, supra) sau acid poli-D(-)-3-hidroxibutiric (publicafia
cererii de brevet european Nr. EP 133.988). Compozitiile cu eliberare sustinutd pot include, de
asemenea, lipozomi care pot fi preparati prin oricare dintre mai multe metode cunoscute in
domeniu. Vezi, de ex., Eppstein si colab., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. S.U.A. 82:3688-3692;
publicatiile cererilor de brevet European Nr. EP 036.676; EP 088.046 si EP 143.949.

Constructul anticorpului poate fi, de asemenea, prins in microcapsule preparate, de
exemplu, prin tchnici de coacervare sau prin polimerizare interfaciald (de exemplu,
hidroximetilcelulozd sau gelatind-microcapsule i, respectiv, microcapsule de poli
(metilmetacilat)), in sisteme de eliberare a medicamentelor coloidale (de exemplu, lipozomi,
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microsfere de albumind, microemulsii, nanoparticule si nanocapsule), sau in macroemulsii. Astfel
de tehnici sunt dezviluite in Remington's Pharmaceutical Sciences, editia a 16-a, Oslo, A., Ed.,
(1980).

Comporzitiile farmaceutice utilizate pentru administrarea iz vivo sunt de obicei furnizate
ca preparate sterile. Sterilizarea poate fi realizatd prin filtrare prin membrane de filtrare sterile.
Cand compozitia este liofilizata, sterilizarea utilizand aceastd metoda poate fi efectuata fie inainte,
fie dupa liofilizare si reconstituire. Compozitiile pentru administrare parenterald pot fi stocate sub
formd liofilizatd sau intr-o solutie. Compozifiile parenterale sunt, in general, plasate intr-un
recipient avind un orificiu de acces steril, de exemplu, o pungd de solutie intravenoasi sau o fiold
avand un dop stripuns de un ac hipodermic de injectie.

Un alt aspect al inventiei include constructul de anticorpi cu auto-tamponare a
formuldrilor inventiei, care pot fi utilizate ca compozifii farmaceutice, asa cum este descris in
cererea de brevet international WO 06138181A2. O varietate de expuneri sunt disponibile cu
privire la materialele si metodele de stabilizare si formulare a proteinelor utile in acest sens, cum ar
fi Arakawa si colab., "Solvent interactions in pharmaceutical formulations," Pharm Res. 8(3): 285-
91 (1991); Kendrick si colab., "Physical stabilization of proteins in aqueous solution” in:
RATIONAL DESIGN OF STABLE PROTEIN FORMULATIONS: THEORY AND PRACTICE,
Carpenter and Manning, ed. Pharmaceutical Biotechnology. 13: 61-84 (2002), si Randolph si
colab., "Surfactant-protein interactions", Pharm Biotechnol. 13: 159-75 (2002), a se vedea in
special pdrtile relevante pentru excipienti si procedeele acestora pentru formuldri de proteine auto-
tamponate in conformitate cu invenfia actuald, In special in ceea ce priveste produsele
farmaceutice proteice si procedeele pentru utilizari medicale veterinare si/sau umane.

Sarurile pot fi utilizate In conformitate cu anumite exemple de realizare ale inventiei
pentru, de exemplu, a regla tiria ionicd si/sau izotonicitatea unei formuldri si/sau pentru a
imbundtifi solubilitatea si/sau stabilitatea fizicd a unei proteine sau a altui ingredient al unei
compozitii, In conformitate cu inventia. Dupd cum se stie, ionii pot stabiliza starea nativd a
proteinelor prin legarea la reziduurile incircate de pe suprafata proteinei si prin protejarea
grupdrilor incircate si polare din proteind si prin reducerea rezistenfei interactiunilor lor
electrostatice, a interactiunilor atractive si respingitoare. Ionii pot stabiliza, de asemenea, starea
denaturati a unei proteine prin legarea, in special, a legdturilor peptidice denaturate (--CONH) ale
proteinei. Mai mult, interactiunea ionicd cu grupdrile incdrcate si polare dintr-o proteind poate
reduce, de asemenea, interactiunile electrostatice intermoleculare si, prin urmare, poate preveni sau
reduce agregarea si insolubilitatea proteinelor.

Speciile ionice diferd semnificativ prin efectele lor asupra proteinelor. Au fost dezvoltate
o serie de clasificari categorice ale ionilor si efectele acestora asupra proteinelor care pot fi
utilizate in formularea compozitfiilor farmaceutice in conformitate cu inventia. Un exemplu este
seria Hofmeister, care clasifica solutii ionice si polare neionice prin efectul lor asupra stabilittii
conformationale a proteinelor in solutie. Solutele stabilizatoare sunt denumite ,kosmotrope”.
Solutele destabilizante sunt denumite ,.haotrope”. Kosmotropele sunt utilizate in mod obisnuit la
concentrafii mari (de ex.,> 1 molar de sulfat de amoniu) pentru a precipita proteinele din solutie
(,,eliminare prin sirare”). Haotropele sunt utilizate in mod obisnuit pentru dentare si/sau pentru a
solubiliza proteinele (,in sdrare”). Eficacitatea relativd a ionilor la ,in sirare” si ,din sdrare”
defineste pozifia lor in seria Hofmeister.

Aminoacizii liberi pot fi utilizati in constructul anticorpului conform formuldrilor
inventiei in conformitate cu diferite variante ale inventiei ca agenti de incdrcare, stabilizatori si
antioxidanti, precum si alte utilizari standard. Lizina, prolina, serina si alanina pot fi utilizate
pentru stabilizarea proteinelor intr-o formulare. Glicina este utild in liofilizare pentru a asigura
structura si propriettile corecte ale turtei. Arginina poate fi utild pentru a inhiba agregarea
proteinelor, atit in formuldri lichide, cit si in formuldri liofilizate. Metionina este utild ca
antioxidant.

Poliolii includ zaharuri, de ex., manitol, zaharoz3 si sorbitol si alcooli polihidrici, cum ar
fi, de exemplu, glicerol si propilenglicol si, in scopuri de discutie aici, polietilenglicol (PEG) si
substan{e inrudite. Poliolii sunt kosmotropici. Sunt agenti stabilizatori utili atdt in formuldri
lichide, cat si in formulari liofilizate pentru a proteja proteinele de procesele de degradare fizic3 si
chimicd. Poliolii sunt, de asemenea, utili pentru ajustarea tonicitatii formuldrilor. Printre polioli
utili in anumite exemple de realizare ale invenfiei se numard manitolul, utilizat in mod obisnuit
pentru a asigura stabilitatea structurald a turtei in formuldrile liofilizate. Asigurd stabilitatea
structurald a turtei. Este utilizat in general cu un lioprotector, de ex., zaharoza. Sorbitolul si
zaharoza sunt printre agentii preferati pentru ajustarea tonicitdtii si ca stabilizatori pentru a proteja
impotriva tensiunilor de inghet-dezghet in timpul transportului sau prepardrii volumelor in timpul
procesului de fabricatie. Zaharurile reducitoare (care contin grupari de aldehida sau cetond libere),
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cum ar fi glucoza si lactoza, pot glica reziduuri de lizin si arginind de suprafatd. Prin urmare, in
general nu se numird printre poliolii preferati pentru utilizare in conformitate cu inventia. In plus,
zaharurile care formeazd astfel de specii reactive, cum ar fi zaharoza, care este hidrolizati in
fructozd si glucozd in conditii acide si, in consecintd, genereaza glicare, nu sunt, de asemenea,
printre poliolii preferati ai inventiei in acest sens. PEG este util pentru stabilizarea proteinelor si ca
crioprotector si poate fi utilizat in inventie in acest sens.

Variantele constructului anticorpului conform formularilor inventiei cuprind in plus
agenti tensioactivi. Moleculele de proteine pot fi susceptibile la adsorbtic pe suprafete si la
denaturare si agregare consecventd la interfetele aer-lichid, solid-lichid si lichid-lichid. Aceste
efecte se amplificd in general invers cu concentratia de proteine. Aceste interactiuni diundtoare
cresc in general invers cu concentratia de proteine si de obicei sunt exacerbate de agitatia fizica,
cum ar fi cea generatd in timpul transportului si manipuldrii unui produs. Surfactantii sunt utilizati
in mod obisnuit pentru a preveni, minimiza sau reduce adsorbfia la suprafati. Surfactantii utili din
inventie In aceastd privintd includ polisorbat 20, polisorbat 80, alti esteri ai acizilor grasi ai
polietoxilatilor de sorbitan si poloxamer 188. Surfactantii sunt, de asemenea, utilizafi in mod
obisnuit pentru a controla stabilitatea conformationald a proteinelor. Utilizarea agentilor
tensioactivi in acest sens este specifici proteinelor, deoarece orice agent tensioactiv dat va stabiliza
de obicei unele proteine si le va destabiliza pe altele.

Polisorbatii sunt susceptibili la degradarea oxidativi si adesea, dupd cum se furnizeaza,
confin cantitafi suficiente de peroxizi pentru a provoca oxidarea lanturilor laterale ale reziduurilor
de proteine, in special a metioninei. In consecintd, polisorbatii trebuie utilizati cu atentie si, atunci
cand sunt folositi, trebuie utilizati la cea mai mici concentratie efectivi. In acest sens, polisorbatii
exemplificd regula generald conform cdreia excipientii trebuie utilizati in concentratiile lor
eficiente cele mai scazute.

Variante ale constructului anticorpului conform formuldrilor inventiei cuprind in
continuare unul sau mai multi antioxidanti. Intr-o oarecare misuri oxidarea diunitoare a
proteinelor poate fi prevenitd in formuldrile farmaceutice prin mentinerea nivelurilor adecvate de
oxigen sl temperaturd ambientald si evitarea expunerii la lumind. Excipientii antioxidanti pot fi
folositi si pentru a preveni degradarea oxidativa a proteinelor. Printre antioxidantii utili in aceasti
privintd se numdrd agentii reducdtori, eliminatorii de oxigen/radicali liberi si agentii de chelare.
Antioxidantii pentru utilizare in formuldri de proteine terapeutice in conformitate cu inventia sunt
de preferin{d solubili in apd si isi mentin activitatea pe toatd durata de valabilitate a unui produs.
EDTA este un antioxidant preferat in conformitate cu inventia In acest sens. Antioxidantii pot
deteriora proteinele. De exemplu, agentii reducdtori, cum ar fi glutationul in special, pot perturba
legaturile disulfurd intramoleculare. Astfel, antioxidantii pentru utilizare in inventie sunt selectati
pentru, printre altele, si elimine sau si reduca suficient posibilitatea de a se deteriora proteinele in
formulare.

Formuldrile in conformitate cu inven{ia pot include ioni metalici care sunt co-factori
proteici si care sunt necesari pentru a forma complecsi de coordonare a proteinelor, cum ar fi
zincul necesar pentru a forma anumite suspensii de insulind. Ionii metalici pot, de asemenea,
inhiba unele procese care degradeazi proteinele. Cu toate acestea, ionii metalici catalizeazi si
procesele fizice si chimice care degradeazd proteinele. Ionii de magneziu (10-120 mM) pot fi
folositi pentru a inhiba izomerizarea acidului aspartic in acid izoaspartic. Tonii Ca™ (pani la 100
mM) pot creste stabilitatea dezoxiribonucleazei umane. Mg, Mn*2, si Zn*2, de altfel, pot
destabiliza thDNaza. Similar, Ca*™ si Sr*? pot stabiliza Factor ulVIII, poate fi destabilizat de Mg*,
Mn*2 si Zn*2, Cu*? si Fe*2, si agregarea sa poate fi crescutd de ioni Al*.

Variantele constructului anticorpului conform formuldrilor inventiei cuprind in continuare
unul sau mai mulfi conservanti. Conservantii sunt necesari atunci cind se dezvoltd formulari
parenterale cu doze multiple care implicd mai multe extracfii din acelasi recipient. Funcfia lor
principald este de a inhiba cresterea microbiand si de a asigura sterilitatea produsului pe toatd
durata de valabilitate sau pe durata utilizdrii produsului medicamentos. Conservantii utilizafi in
mod obisnuit includ alcoolul benzilic, fenolul si m-crezolul. Desi conservantii au o istorie lungd de
utilizare cu parenteralele cu molecule mici, dezvoltarea formuldrilor de proteine care includ
conservanti poate fi o provocare. Conservantii au aproape intotdeauna un efect destabilizator
(agregare) asupra proteinelor, iar acest lucru a devenit un factor major in limitarea utilizérii lor in
formuldri de proteine cu doze multiple. Pand in prezent, majoritatea medicamentelor proteice au
fost formulate numai pentru o singurd utilizare. Cu toate acestea, atunci cind sunt posibile
formuldri cu mai multe doze, acestea au avantajul suplimentar de a permite confortul pacientului si
o comercializare crescutd. Un bun exemplu este cel al hormonului de crestere uman (hGH) in care
dezvoltarea formulirilor conservate a condus la comercializarea unor prezentiri mai convenabile,
cu stilou de injectie multi uz. Cel putin patru astfel de dispozitive stilou care confin formulari
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conservate de hGH sunt disponibile in prezent pe piatd. Norditropin (lichid, Novo Nordisk),
Nutropin AQ (lichid, Genentech) si Genotropin (liofilizat - cartus cu camera dubla, Pharmacia &
Upjohn) contin fenol in timp ce Somatrope (Eli Lilly) este formulat cu m-crezol. Mai multe
aspecte trebuie luate in considerare in timpul formuldrii si dezvoltirii formelor de dozare
conservate. Concentratia eficientd de conservant in produsul medicamentos trebuie optimizata.
Acest lucru necesitd testarea unui conservant dat sub forma de dozare cu intervale de concentratie
care confera eficacitate antimicrobiand fird a compromite stabilitatea proteinelor.

Asa cum era de asteptat, dezvoltarea formularilor lichide care confin conservanti este mai
dificild decat formulirile liofilizate. Produsele liofilizate pot fi liofilizate fird conservant si
reconstituite cu un conservant care confine diluant in momentul utilizirii. Acest lucru scurteaza
timpul pentru care un conservant este in contact cu proteina, minimizand semnificativ riscurile de
stabilitate asociate. Cu formuldrile lichide, eficacitatea si stabilitatea conservantilor trebuie
mentinute pe intreaga duratd de valabilitate a produsului (aproximativ 18 pand la 24 de luni). Un
punct important de remarcat este ¢i eficacitatea conservantului trebuiec demonstratd in formularea
finala care contine medicamentul activ si toate componentele excipientului.

Constructele de anticorp descrise aici pot fi de asemenea formulate ca imuno-lipozomi.
Un "lipozom" este o veziculd micd compusd din diferite tipuri de lipide, fosfolipide si/sau
surfactant care este utild pentru livrarea unui medicament la un mamifer. Componentele
lipozomului sunt aranjate in mod obisnuit intr-o formatiune bistratificatd, similard cu aranjamentul
lipidic al membranelor biologice. Lipozomii care contin constructul anticorpului sunt preparati
prin metode cunoscute in domeniu, cum sunt descrise in Epstein si colab., Proc. Natl. Acad. Sci.
SUA, 82: 3688 (1985); Hwang si colab., Proc. Natl Acad. Sci. SUA, 77: 4030 (1980); brevete US
Nr. 4.485.045 si 4.544.545; si WO 97/38731. Lipozomii cu timp de circulatie imbundtafit sunt
dezvaluifi in brevetul US nr. 5.013, 556. Lipozomii deosebit de utili pot fi generati prin metoda de
evaporare in fazd inversd cu o compozitie lipidicd cuprinzind fosfatidilcolind, colesterol si
fosfatidiletanolamina derivati de PEG (PEG-PE). Lipozomii sunt extrudafi prin filtre cu
dimensiunea definiti a porilor pentru a produce lipozomi cu diametrul dorit. Fragmentele Fab' din
constructul anticorpului din prezenta inventie pot fi conjugate cu lipozomii asa cum este descris in
Martin si colab. J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982) printr-o reacfie de schimb de disulfurd. Un
agent chimioterapeutic este optional confinut in lipozom. Vezi Gabizon si colab. J. National
Cancer Inst. 81 (19) 1484 (1989).

Odata ce compozifia farmaceutica a fost formulatd, aceasta poate fi depozitatd in flacoane
sterile sub formd de solutie, suspensie, gel, emulsie, solid, cristal sau sub forma de pulbere
deshidratata sau liofilizatd. Astfel de formulari pot fi stocate fie intr-o forma gata de utilizare, fie
intr-o forma (de ex., liofilizatd) care este reconstituiti inainte de administrare.

Activitatea biologicd a compozitiei farmaceutice definite aici poate fi determinatd, de
exemplu, prin teste de citotoxicitate, asa cum este descris in exemplele urmatoare, in WO
99/54440 sau de Schlereth si colab. (Cancer Immunol. Immunother. 20 (2005), 1-12). "Eficacitate”
sau "eficacitate in vivo", asa cum se utilizeazd aici, se referd la rdspunsul la terapie de citre
compozitia farmaceuticd a inventiei, utilizAnd de ex. criterii standardizate de rispuns NCI.
Succesul sau eficacitatea in vivo a terapiei folosind o compozitie farmaceutici conform inventiei se
referd la eficacitatea compozitiei pentru scopul propus, adicd la capacitatea compozitiei de a-si
provoca efectul dorit, adica la epuizarea celulelor patologice, de ex. celulele tumorale. Eficacitatea
in vivo poate fi monitorizatd prin metode standard stabilite pentru entitatile respective ale bolii,
incluzand, dar fara a se limita la, numirul de celule albe din singe, diferentiale, sortarea celulelor
activate cu fluorescent, aspiratia maduvei osoase. In plus, pot fi utilizati diferiti parametri chimici
clinici specifici bolii si alte metode standard stabilite. Mai mult, tomografie asistatid de computer,
raze X, tomografie cu rezonantd magneticd nucleard (de ex., pentru evaluarea raspunsului bazata
pe criteriile Institutului National al Cancerului [Cheson BD, Horning SJ, Coiffier B, Shipp MA,
Fisher RI, Connors JM, Lister TA, Vose I, Grillo-Lopez A, Hagenbeck A, Cabanillas F,
Klippensten D, Hiddemann W, Castellino R, Harris NL, Armitage JO, Carter W, Hoppe R,
Canellos GP. Raportul unui grup de lucru international pentru standardizarea criteriilor de rdspuns
pentru limfoamele non-Hodgkin. Grupul de lucru international sponsorizat de NCI. J Clin Oncol.
1999 apr; 17 (4): 1244]), scanare tomograficd cu emisie de pozitroni, numdr de celule albe din
sange, diferentfiale, sortare celulard activatd cu fluorescentd, aspiratic a maduvei osoase,
biopsii/histologii ale ganglionilor limfatici si diferifi parametri chimici clinici specifici limfomului
(de ex., lactat dehidrogenaza) si pot fi utilizate alte metode standard stabilite.

O altd provocare majord in dezvoltarea medicamentelor, cum ar fi compozitia
farmaceutici a inventiei, este modularea previzibild a proprietitilor farmacocinetice. in acest scop,
poate fi stabilit un profil farmacocinetic al medicamentului candidat, adicd un profil al
parametrilor farmacocinetici care afecteaza capacitatea unui anumit medicament de a trata o
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afectiune datd. Parametrii farmacocinetici ai medicamentului care influen{eazd capacitatea unui
medicament de a trata o anumitd entitate de boald includ, dar nu se limiteazd la: timpul de
injumdtatire, volumul de distributie, metabolismul hepatic la prima trecere si gradul de legare a
serului sanguin. Eficacitatea unui medicament dat poate fi influentatd de fiecare dintre parametrii
mentionafi mai sus.

,Timp de Injumdtatire” inseamnd timpul in care 50% dintr-un medicament administrat
sunt eliminate prin procese biologice, de ex. metabolism, excretie etc. Prin ,,metabolism hepatic la
prima trecere” se intelege tendinta unui medicament de a fi metabolizat la primul contact cu
ficatul, adic3 in timpul primei sale treceri prin ficat. ,,Volumul de distributie” inseamnd gradul de
retinere a unui medicament in diferite compartimente ale corpului, cum ar fi de ex. spatii
intracelulare si extracelulare, tesuturi si organe etc. si distribufia medicamentului in aceste
compartimente. ,,Gradul de legare a serului sanguin” inseamnd tendinta unui medicament de a
interactiona si de a se lega de proteinele serice din singe, cum ar fi albumina, ducéind la o reducere
sau pierderea activitdtii biologice a medicamentului.

Parametrii farmacocinetici includ, de asemenea, biodisponibilitatea, timpul de intarziere
(Tlag), Tmax, ratele de absorbfie, debut mai mare si/sau Cmax pentru o cantitate dati de
medicament administrat. ,,Biodisponibilitate” 1Insecamni cantitatca de medicament din
compartimentul de sange. ,Timp de intdrziere” inseamnd intirzierea dintre administrarea
medicamentului si detectarea si misurarea acestuia in singe sau plasma. ,, Tmax” este timpul dupd
care se atinge concentratia maximd in singe a medicamentului, iar ,,Cmax” este concentratia de
sange maxim obfinutd cu un anumit medicament. Timpul pentru atingerea unei concentratii in
sange sau tesuturi a medicamentului care este necesar pentru efectul sdu biologic este influentat de
toti parametrii. Parametrii farmacocinetici ai constructelor de anticorpi bispecifici care prezinti
specificitate incrucisatd, care pot fi determinati in testarea preclinicd pe animale la primatele non-
cimpanzeu, asa cum s-a subliniat mai sus, sunt, de asemenea, expusi, de ex. in publicatic de
Schlereth si colab. (Cancer Immunol. Immunother. 20 (2005), 1-12).

O variantd de realizare oferd constructul anticorpului conform inventiei sau constructul
anticorpului produs in conformitate cu procedeul inventiei pentru utilizare in prevenirea,
tratamentul sau ameliorarea unei boli tumorale sau canceroase sau a unei boli canceroase
metastatice.

Formularile descrise aici sunt utile ca compozitii farmaceutice in tratamentul, ameliorarea
si/sau prevenirea stirii medicale patologice asa cum este descris aici la un pacient care are nevoie
de acestea. Termenul "tratament" se referd atit la tratamentul terapeutic, cit si la masurile
profilactice sau preventive. Tratamentul include aplicarea sau administrarea formuldrii pe corp, un
fesut izolat sau o celuld de la un pacient care are o boald/tulburare, un simptom al unei
boli/tulburdri sau o predispozitie citre o boald/tulburare, cu scopul de a trata, vindeca, ameliora,
ameliora, modifica, remedia, ameliora, imbunititi sau afecta boala, simptomul bolii sau
predispozitia spre boala.

Termenul "ameliorare”, asa cum este utilizat aici, se referd la orice imbunitifire a starii de
boald a unui pacient care are o tumoare sau cancer sau un cancer metastatic, asa cum este
specificat mai jos, prin administrarea unui construct de anticorp conform inventiei la un subiect
care are nevoie de acesta. O astfel de imbundtitire poate fi vizuti si ca o incetinire sau oprire a
progresiei p a tumorii sau a cancerului sau cancerului metastatic al pacientului. Termenul
"prevenire", asa cum este utilizat aici, inseamna evitarea aparitiei sau reaparifiei unui pacient care
are o tumoare sau cancer sau un cancer metastatic, asa cum este specificat mai jos, prin
administrarea unui construct de anticorp conform inventiei unui subiect in nevoie de aceasta.

Termenul "boald" se referd la orice afectiune care ar beneficia de tratamentul cu
constructul anticorpului sau compozifia farmaceuticd descrisa aici. Aceasta include tulburdri sau
boli cronice si acute, inclusiv acele conditii patologice care predispun mamiferul la boala in cauza.

Un "neoplasm" este o crestere anormald a tesutului, de obicei, dar nu intotdeauna
formeazd o masi. Atunci cAnd se formeaza si o masd, este denumitd in mod obisnuit ,,tumoare”.
Neoplasmele sau tumorile pot fi benigne, potential maligne (precanceroase) sau maligne.
Neoplasmele maligne sunt demumite in mod obisnuit cancer. De obicei, invadeaza si distrug tesutul
inconjurator si pot forma metastaze, adicd se rdspandesc in alte parti, fesuturi sau organe ale
corpului. Prin urmare, termenul "cancer metastatic” cuprinde metastaze la alte tesuturi sau organe
decat cel al tumorii originale. Limfoamele si leucemiile sunt neoplasme limfoide. in scopul
prezentei inventii, acestea sunt cuprinse, de asemenea, de termenii ,,tumoare” sau ,,cancer’.

Intr-o variantd preferati a inventiei, boala tumorald sau a cancerului este selectatd din
grupul care include, dar nu se limiteazi la, (sau constd din) cancer pulmonar, de preferintd SCLC,
san, col uterin, colon, colorectal, endometrial, cap si gat, ficat, ovarian, pancreatic, de prostata,
picle, gastric, testicul, tiroidd, suprarenal, renal, vezicd urinard, uterin, esofagian, tumoare
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uroteliala si cerebrald sau cancer, limfom, carcinom si sarcom si o boald metastaticd a cancerului
derivat din oricare de mai sus.

Mai precis, boala tumorald sau cancer poate fi selectat din grupul constind din cancer
pulmonar cu celule mici (SCLC), cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC), gliom,
glioblastom, melanom, cancer de prostatd neuroendocrin, cancer pancreatic neuroendocrin,
hepatoblastom, si carcinom hepatocelular. Boala cancerului metastatic poate fi derivata din oricare
dintre cele de mai sus.

Termenii ,,subiect care are nevoie” sau cei ,,care au nevoie de tratament” ii include pe cei
care au deja tulburare, precum si pe cei in care tulburarea trebuie prevenitd. Subiectul care are
nevoie sau ,,pacient” include subiecti umani si alte mamifere care primesc fie tratament profilactic,
fie terapeutic.

Constructul anticorpului conform inventiei va fi in general proiectat pentru ci si metode
specifice de administrare, pentru dozaje si frecvente specifice de administrare, pentru tratamente
specifice bolilor specifice, cu intervale de biodisponibilitate si persistentd, printre altele.
Materialele compozitiei sunt de preferintd formulate in concentratii care sunt acceptabile pentru
locul de administrare.

Formularile si compozitiile astfel pot fi proiectate in conformitate cu inventia pentru
livrare pe orice cale de administrare adecvati. In contextul prezentei inventii, ciile de administrare
includ, dar nu se limiteaza la acestea
+ cdi topice (cum ar fi epicutanee, inhalatorii, nazale, oftalmice, auriculare/auditive, vaginale,
mucoase);
= cdi enterale (cum ar fi oral, gastrointestinal, sublingual, sublabial, bucal, rectal); si
+ cai parenterale (cum ar fi intravenoasa, intraarteriald, intraosoasd, intramusculard, intracercbrald,
intracerebroventriculard, epidurald, intratecald, subcutanatd, intraperitoneald, extraamniotica,
intraarticulard, intracardica, intradermicd, intralezionald, intrauterini, intravezicald, intravitreala,
transdermald, intranazal3, transmucozald, intrasinoviald, intraluminal?).

Compozitiile farmaceutice si constructul de anticorpi conform acestei inventii sunt utile
in special pentru administrare parenterald, de ex., administrare subcutanatd sau intravenoasd, de
exemplu prin injectie, cum ar fi injectia in bolus, sau prin perfuzie, cum ar fi perfuzie continua.
Comporzitiile farmaceutice pot fi administrate folosind un dispozitiv medical. Exemple de
dispozitive medicale pentru administrarea compozitiilor farmaceutice sunt descrise in brevetele US
nr. 4.475.196; 4.439.196; 4.447.224; 4.447, 233; 4.486.194; 4.487.603; 4.596.556; 4.790.824;
4.941.880; 5.064.413; 5.312.335; 5.312.335; 5.383.851; 51 5.399.163.

In special, prezenta inventie asigurd o administrare neintrerupt a compozitiei adecvate.
Ca un exemplu nelimitativ, neintrerupt sau substantial neintrerupt, adicd administrarea continua
poate fi realizatd de un sistem mic de pompare purtat de pacient pentru misurarea afluxului de
agent terapeutic in corpul pacientului. Compozifia farmaceuticd care cuprinde constructul
anticorpului conform inventiei poate fi administratd prin utilizarea respectivelor sisteme de
pompare. Astfel de sisteme de pompare sunt in general cunoscute in domeniu si se bazeaza in mod
obisnuit pe schimbul periodic de cartuse care contin agentul terapeutic care trebuie perfuzat. Cand
se schimbd cartusul intr-un astfel de sistem de pompare, poate apirea o intrerupere temporard a
fluxului de altfel neintrerupt al agentului terapeutic in corpul pacientului. Intr-un astfel de caz, faza
de administrare anterioard inlocuirii cartusului si faza de administrare care urmeazd inlocuirii
cartusului ar fi totusi luate in considerare in sensul mijloacelor farmaceutice si metodelor inventiei
alcatuind impreund o ,,administrare neintreruptd” a unui astfel de agent terapeutic.

Administrarea continud sau neintreruptd a constructelor anticorpului conform inventiei
poate fi intravenoasd sau subcutanatd prin intermediul unui dispozitiv de livrare a fluidului sau a
unui sistem de pompare mic, incluzand un mecanism de actionare a fluidului pentru a scoate
fluidul dintr-un rezervor si un mecanism de actionare pentru actionarea mecanismului de acfionare.
Sistemele de pompare pentru administrare subcutanatd pot include un ac sau o canuld pentru
patrunderea pielii unui pacient si livrarea compozitiei adecvate in corpul pacientului. Respectivele
sisteme de pompare pot fi fixate direct sau atasate la pielea pacientului independent de o vena,
arterd sau vas de singe, permitind astfel un contact direct intre sistemul de pompare si piclea
pacientului. Sistemul de pompare poate fi atasat la pielea pacientului timp de 24 de ore pand la
cateva zile. Sistemul de pompare poate fi de dimensiuni mici, cu un rezervor pentru volume mici.
Ca exemplu nelimitativ, volumul rezervorului pentru compozitia farmaceuticd adecvatd care
trebuie administratd poate fi intre 0,1 si 50 ml.

Administrarea continud poate fi, de asemenca, transdermicd prin intermediul unui
plasture purtat pe piele si inlocuit la intervale de timp. Un specialist in domeniu este constient de
sistemele de patch-uri pentru administrarea de medicamente adecvate in acest scop. Este de
remarcat faptul cd administrarea transdermicd este deosebit de susceptibild de administrare
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neintreruptd, deoarece schimbul unui prim plasture epuizat poate fi realizat in mod avantajos
simultan cu plasarea unui nou, al doilea plasture, de exemplu pe suprafata pielii imediat adiacentad
primului plasture epuizat, si imediat inainte de indepirtarea primului plasture epuizat. Nu apar
probleme de intrerupere a fluxului sau intreruperea celulei de alimentare.

Dacd compozifia farmaceuticd a fost liofilizatd, materialul liofilizat este mai intai
reconstituit intr-un lichid adecvat inainte de administrare. Materialul liofilizat poate fi reconstituit
in, de exemplu, apa bacteriostaticd pentru injectic (BWFI), solutie salini fiziologica, solutie salina
tamponatd cu fosfat (PBS) sau aceeasi formulare in care se afla proteina inainte de liofilizare.

Compozitiile prezentei inventii pot fi administrate subiectului la o dozd adecvatd care
poate fi determinati de ex. prin studii de crestere a dozei prin administrarea de doze crescande ale
constructului anticorpului conform inventiei care prezinta specificitatea Incrucisatd descrisa aici la
primatele care nu sunt cimpanzei, de exemplu macaci. Asa cum s-a aratat mai sus, constructul
anticorpului conform inventiei care prezintd specificitatea speciilor incrucisate descrisa aici poate
fi utilizata In mod avantajos in formd identica in testarea preclinica la primatele non-cimpanzeu si
ca medicament la om. Regimul de dozare va fi determinat de medicul curant si de factorii clinici.
Asa cum este bine cunoscut in domeniul medical, dozele pentru orice pacient depind de mulfi
factori, inclusiv dimensiunea pacientului, suprafata corpului, vArsta, compusul care trebuie
administrat, sexul, timpul si calea de administrare, starea generald de sanitate si alte medicamente
fiind administrate concomitent.

Termenul "doza eficientd" sau "dozare eficientd" este definit ca o cantitate suficientd
pentru a obtine sau cel putin partial atingerea efectului dorit. Termenul "doz3 eficientd terapeutic”
este definit ca o cantitate suficientd pentru a vindeca sau cel putin partial stoparea bolii si a
complicatiilor acesteia la un pacient care suferd deja de boald. Cantitifile sau dozele eficiente
pentru aceastd utilizare vor depinde de starea de tratat (indicatia), de constructul de anticorpi
eliberati, de contextul terapeutic si obiective, de severitatea bolii, de terapia anterioard, de istoricul
clinic al pacientului si de raspunsul la agentul terapeutic, calea de administrare, dimensiunea
(greutatea corpului, suprafata corpului sau dimensiunea organului) si/sau starea (varsta si starea
generald de sdndtate) a pacientului si starea generald a sistemului imunitar propriu al pacientului.
Doza adecvati poate fi ajustatd in functie de judecata medicului curant astfel incit s poatd fi
administratd pacientului o dat sau peste o serie de administriri si pentru a obtine efectul terapeutic
optim.

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

O cantitate eficientd terapeutic dintr-un construct de anticorp conform inventiei are ca
rezultat, de preferinti, o scidere a severitdtii simptomelor bolii, o crestere a frecventei sau a
duratei perioadelor fird simptome a bolii sau o prevenire a afectirii sau dizabilititii din cauza
afectdrii bolii. Pentru tratarea tumorilor care exprimd DLL3, o cantitate eficientd terapeutic din
constructul anticorpului conform inventiei, de ex. un construct de anticorp anti-DLL3/anti-CD3, de
preferintd inhibd cresterea celulard sau cresterea tumorii cu cel putin aproximativ 20%, cel pufin
aproximativ 40%, cel pufin aproximativ 50%, cel putin aproximativ 60%, cel putin aproximativ
70%, la cel pufin aproximativ 80% sau cel putin aproximativ 90% fatd de pacientii netratati.
Capacitatea unui compus de a inhiba cresterea tumorii poate fi evaluatd intr-un model animal
predictiv al eficacitifii tumorilor umane.

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

Termenul "doz3 eficientd si non-toxicd", asa cum este utilizat aici, se referd la o doza
tolerabild a unui construct de anticorp inventiv care este suficient de mare pentru a provoca
epuizarea celulelor patologice, eliminarea tumorii, restrangerea tumorii sau stabilizarea bolii fard
sau in esentd fard efecte toxice majore. Astfel de doze eficiente si netoxice pot fi determinate de
exemplu prin studii de crestere a dozei descrise in stadiul tehnicii si ar trebui si fie sub doza care
sd induci evenimente adverse severe (toxicitate care limiteazd doza, DLT).

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

Termenul "sigurantd", "sigurantd in vive" sau "tolerabilitate” asa cum este utilizat aici
defineste administrarea unui medicament fird a induce evenimente adverse severe direct dupa
administrare (tolerantd locald) si pe o perioadd mai lungd de aplicare a medicamentului.
~oiguranta”, . siguranta in vivo” sau ,tolerabilitatea” pot fi evaluate de ex. la intervale regulate in
timpul tratamentului si perioada de urmdrire. Masurdtorile includ evaluarea clinici, de ex.
manifestiri ale organelor si screeningul anomaliilor de laborator. Se poate efectua evaluarea
clinica si se pot inregistra/codifica abateri la constatirile normale in conformitate cu standardele
NCI-CTC si/sau MedDRA. Manifestirile organelor pot include criterii precum alergie/imunologie,
sange/maduva osoasd, aritmie cardiacd, coagulare si altele asemenea, asa cum este stabilit de ex. in
Criteriile terminologice comune pentru evenimente adverse v3.0 (CTCAE). Parametrii de
laborator care pot fi testafi includ, de exemplu, hematologia, chimia clinicd, profilul de coagulare
si analiza urinei si examinarea altor fluide corporale precum ser, plasma, lichid limfoid sau spinal,
seroase si altele asemenea. Siguranfa poate fi astfel evaluatd de ex. prin examinare fizicd, tehnici
imagistice (adica ultrasunete, raze X, scandri CT, imagistica prin rezonantd magnetici (RMN), alte
masuri cu dispozitive tehnice (adicd electrocardiogramd), semne vitale, prin mdisurarca
parametrilor de laborator si inregistrarea evenimentelor adverse. De exemplu, evenimentele
adverse la primatele non-cimpanzeu in utilizdrile si metodele conform inventiei pot fi examinate
prin metode histopatologice si/sau histochimice.

Termenii de mai sus se mai referd de ex. in evaluarea preclinicd a sigurantei produselor
farmaceutice derivate din biotehnologie S6; ICH Harmonised Tripartite Guideline; ICH Steering
Committee meeting din 16 iulie 1997.

Intr-o alt variantd de realizare, inventia oferd un kit care cuprinde un construct de
anticorp conform inventiei, un construct de anticorp produs in conformitate cu procesul inventiei,
o polipeptid3 a inventiei, un vector al inventiei si/sau o celuld gazda din inventie.

In contextul prezentei inventii, termenul "kit" inseamnd doud sau mai multe componente -
dintre care una corespunde constructului anticorpului, compozitiei farmaceutice, vectorului sau
celulei gazd3 a inventiei - ambalate impreund Intr-un recipient, recipient sau in alt fel. Prin urmare,
un kit poate fi descris ca un set de produse si/sau ustensile care sunt suficiente pentru a atinge un
anumit obiectiv, care poate fi comercializat ca o singurd unitate.

Kitul poate cuprinde unul sau mai multi recipienti (cum ar fi flacoane, fiole, recipiente,
seringi, sticle, pungi) de orice formi, dimensiune si material adecvat (de preferintd impermeabil,
de ex. plastic sau sticld) care confine constructul anticorpului sau compozitia farmaceuticd din
prezenta inventie intr-o dozd adecvatd pentru administrare (vezi mai sus). Kitul poate contine in
plus instructiuni de utilizare (de ex., sub forma de prospect sau manual de instructiuni), mijloace
pentru administrarea constructului anticorpului din prezenta inventie, cum ar fi o seringd, pompa,
infuzor sau altele asemenea, mijloace pentru reconstituirea constructului anticorpului inventiei
si/sau mijloacele pentru diluarea constructului anticorpului conform inventiei.

Inventia furnizeazi, de asemenea, kituri pentru o unitate de administrare cu dozi unica.
Trusa conform inventiei poate contine, de asemenea, un prim recipient care cuprinde un construct
de anticorp uscat/liofilizat si un al doilea recipient care cuprinde o formulare apoasi. in anumite
variante ale acestei inventii, sunt furnizate kituri care contin seringi preumplute cu o singurd
camerd si cu mai multe camere (de ex., seringi cu lichid si lioseringi).

Figurile arata:

Figura 1 Reprezentarea schematicd a constructelor DLL3 ECD/DLL3 trunchiate exprimate pe
celule CHO pentru maparea epitopului. Transmembrana si domeniul intracelular sunt derivate din
EpCAM. Vezi Exemplul 1.

Figura 2 Cartarea epitopului constructelor anticorpilor anti-DLL3. Exemple de constructe de
anticorpi bispecifici care recunosc domeniul EGF-3 si, respectiv, domeniul EGF-4, asa cum sunt
detectate prin maparea epitopului. Axa x descrie PE-A (PE = ficoeritrina, A = zona semnalului),
iar axa y prezintd numirul. Vezi Exemplul 2.

Figura 3 Reactivitatea incrucisati a constructelor anticorpilor anti-DLL3 detectata prin citometrie
in flux: legare la DLL3 si CD3 umane si de macac. Axa x descrie FL2-H, iar axa y reprezintd
numadrul. Vezi Exemplul 5.

Figura 4 Analiza constructelor de anticorpi anti-DLL3 prin citometrie in flux: firad legare la
paralogii umani DLL1 si DLL4. Axa x descrie FL1-H, iar axa y reprezintdi numirul. Vezi
Exemplul 6.

Figura S Stabilitatea constructelor anticorpilor anti-DLL3 dupa incubare timp de 96 de ore in
plasma umand. Vezi Exemplul 11.
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Figura 6 Decalajul de potenta intre izoforma monomerica si dimericd a constructelor anticorpului
anti-DLL3. Vezi Exemplul 15.
Figura 7 Test de internalizare in vitro, efectuat asa cum este descris in Exemplul 16. Constructul
anticorpului a fost pre-incubat pe celulele tintd (SHP-77) in absenta celulelor T pentru a misura
pierderea constructului anticorpului datoritd internalizarii. Rezultatele sugereaza ci nu are loc o
internalizare semnificativd. Rezultatele obtinute cu o tintd de control care este bine cunoscuti
pentru internalizarea sa sunt prezentate pentru comparatie in partea dreapta.
Figura 8 Rezultatele studiului de eficientd a xenogrefei de soarece la modelul SHP-77 (Fig. 8A) si
modelul WM266-4 (Figura 8B). Volumul tumorii este reprezentat grafic in functie de timp. Vezi
Exemplul 18.
Figura 9 Farmacocinetica diferitelor constructe de anticorpi HLE (fuziunea albuminei din Fig. 9A
st fuziunile Fc din Fig. 9B) asa cum se determind in Exemplul 20.
Exemple:

Urmadtoarele exemple ilustreazd inventia. Aceste exemple nu ar trebui interpretate ca
limitand scopul acestei inventii. Prezenta inventie este limitatd numai de revendicéri.
Exemplul 1
Generarea de celule CHO care exprima tipul salbatic si DLL3 trunchiat

Domeniul extracelular al antigenului DLL3 poate fi impdrtit in diferite subdomenii sau
regiuni care sunt definite, in sensul Exemplelor 1 si 2, de urméitoarele pozitii ale aminoacizilor:
Peptida semnal: 1-26
N-terminal: 27-175
DSL: 176-215
EGF-1: 216-249
EGF-2: 274-310
EGF-3: 312-351
EGF-4: 353-389
EGF-5: 391-427
EGF-6: 429-465

Pentru constructul moleculelor trunchiate DLL3 utilizate pentru cartarea epitopului,
secventele celor opt domenii extracelulare respective (peptida semnal plus N-terminal, DSL,
EGF1, EGF2, EGF3, EGF4, EGF5 si EGF6) ale DLL3 umane au fost sterse treptat din antigen,
incepind de la capdtul N-terminal. Au fost generate urmdtoarele molecule; vezi si Figura 1:

* Hu DLL3 ECD/ECD complet ESECV ID NR: 263
* Hu DLL3 ECD/pand la DSL ESECV ID NR: 264
' Hu DLL3 ECD/ pana la EGF-1 ESECV ID NR: 265
- Hu DLL3 ECD/pani la EGF-2 éSECV ID NR: 266
- Hu DLL3 ECD/péni la EGF-3 ESECV ID NR: 267
- Hu DLL3 ECD / pana la EGF-4 ESECV ID NR: 268
- Hu DLL3 ECD/péni la EGF-5 SECV ID NR: 269
' Hu DLL3 ECD/numai EGF-6 SECV ID NR: 270

Pentru generarea de celule CHO care exprimd macacul cynomolgus, uman ("cyno") si
DLL3 marcat cu N-terminal V5 trunchiat uman, secventele de codare respective pentru DLL3-
ECD uman (SECV ID NR.: 253; vezi si numdrul de acces GeneBank NM 016941), cyno DLL3-
ECD (ID SECV NR.: 272) si cele sapte versiuni DLL3-ECD marcate cu N-terminal V5 uman
trunchiat (vezi mai sus) au fost clonate intr-o plasmidd denumitd pEF-DHFR (pEF-DHFR este
descris in Raum si colab. Cancer Immunol Immunother 50 (2001) 141-150). Pentru expresia la
suprafata celulard a DLL3 umani si cyno, s-a folosit peptida semnal originald si pentru expresia
suprafetei celulare a DLL3 N-terminal trunchiat uman s-a utilizat o peptidd semnal cu lant greu
IgG de soarece, urmata de o etichetd V5. Toate secventele DLL3-ECD mentionate au fost urmate
in cadru de secventa de codificare a unui linker Ser/Gly artificial urmat de un domeniu derivat din
domeniul transmembranar/intracelular al EpCAM uman (aminoacizii 266-314 ai secventei
publicate in accesarea GenBank numir NM 002354). Toate procedurile de clonare au fost
efectuate conform protocoalelor standard (Sambrook, Molecular Cloning; A Laboratory Manual,
editia a 3-a, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (2001)). Pentru
fiecare construct, o plasmida corespunzitoare a fost transfectati in celule CHO cu deficit de DHFR
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pentru expresie eucariotd, asa cum este descris de Kaufman R.J. (1990) Metode Enzymol. 185,
537-566.

Expresia DLL3 umand si cyno pe celulele CHO a fost verificatd intr-un test FACS
utilizand un anticorp DLL3 anti-uman IgG2b monoclonal de soarece. Expresia celor sapte
versiuni trunchiate ale DLL3-ECD umani a fost verificatd folosind un anticorp anti-v5 de tip
IgG2a monoclonal de soarece. Anticorpul monoclonal legat a fost detectat cu un IgG anti-soarece
Fc-gamma-PE. Ca martor negativ, celulele au fost incubate cu anticorp de control izotip in locul
primului anticorp. Probele au fost misurate prin citometrie in flux.

Exemplul 2
Cartarea epitopului constructelor de anticorpi anti-DLL3

Celulele transfectate cu DLL3 uman si cu moleculele DLL3 umane trunchiate (vezi
Exemplul 1) au fost colorate cu extract brut periplasmic nediluat care contine constructe de
anticorp bispecific DLL3xCD3 (cu domeniul de legare CD3 fiind denumit 12C) fuzionate cu o
albumina umani (varianta 1), in PBS/1,5% FCS. Moleculele legate au fost detectate cu un anticorp
de domeniu de legare monoclonal anti-CD3 de soarece (50 pl) urmat de un IgG anti-soarece Fc-
gamma-PE (1: 100, 50 pl; Jackson Immunoresearch # 115-116-071) Toti anticorpii au fost diluati
in PBS/1,5% FCS. Ca martor negativ, celulele au fost incubate cu PBS/2% FCS in locul
extractului periplasmatic. Probele au fost masurate prin citometrie in flux.

Regiunile care au fost recunoscute de domeniile de legare DLL3 respective sunt indicate
in tabelul de secvente (Tabelul 18). Liantii au fost mapati care erau specifici pentru un epitop situat
in capdtul N-terminal al DLL3, in domeniul DSL si in diferitele domenii EGF.

Figura 2 prezintd doi lianti exemplari care se leagd de un epitop DLL3 cuprins in regiunea
EGF-3 (pierderea semnalului FACS in respectivele constructe trunchiate DLL3 care nu cuprind
EGF-3). Figura 2 aratd, de asemenea, un liant exemplar care se leaga 1a un epitop DLL3 cuprins in
regiunea EGF-3 (pierderea semnalului FACS in constructele DLL3 trunchiate respective care nu
contin EGF-4).

Unii dintre lianti sunt descrisi ca fiind specifici unui epitop situat in regiunea denumitd
EGF-5/[6]. Parantezele patrate sunt menite s indice cd semnalul FACS al liantului este scizut
(adicd nici complet prezent, nici complet pierdut) pentru constructul DLL3 trunchiat avand doar
domeniul EGF-6 ramas (ultimul construct din Figura 1).

Constructele bispecifice DLL3xCD3 utilizate in exemplele urmdtoare sunt alese dintre
acele constructe avand ,,]2C” ca domeniu de legare CD3 si avand o fuziune C-terminald cu o
albumind sericd umani de tip silbatic, vezi de ex. SECV ID NR: 224-230, 233-235, 238-241.
Exemplul 3
Determinarea bazata pe biacore a afinititii anticorpilor pentru DLL3 uman si cynomolgus.

Experimentele de analizd Biacore au fost efectuate folosind proteine de fuziune DLL3-
ECD umane/cyno recombinate cu albumind de pui pentru a determina legarea tintei constructelor
de anticorpi conform invenfiei.

In detaliu, cipurile senzorului CM5 (GE Healthcare) au fost imobilizate cu aproximativ
600-800 RU din antigenul recombinant respectiv folosind tampon acetat pH 4,5 conform
manualului producitorului. Probele de construct de anticorp bispecific DLL3xCD3 au fost
incdrcate in serii de dilutie de urmdtoarele concentratii: 50 nM, 25 nM, 12,5 nM, 6,25 nM si 3,13
nM diluate in tampon de functionare HBS-EP (GE Healthcare). Debitul a fost de 30 pl/min timp
de 3 min, apoi tamponul de functionare HBS-EP a fost aplicat din nou timp de 8 min pand la 20
min la un debit de 30 ul/ml. Regenerarea cipului a fost efectuatd utilizand 10 mM glicind 10 mM
solutie NaCl pH 1,5. Seturile de date au fost analizate folosind software-ul BiaEval. In general s-
au efectuat doud experimente independente.

Constructele anticorpului bispecific DLL3xCD3 conform inventiei au ardtat afinitafi
foarte mari fatd de DLL3 uman in domeniul subnanomolar (cu exceptia DLL3-13 avand o valoare
KD in domeniul nanomolar foarte scizut cu o unitate). Legarea la DLL3 de macac a fost
echilibratd, prezentand si afinitdfi in intervale similare. Valorile de afinitate, precum si decalajul de
afinitate calculat sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2: Afinititile constructelor anticorpului bispecific DLL3xCD3 la DLL3 uman si de
macac, determinate prin analiza Biacore, precum si decaldrile de afinitate interspecifice calculate.

{Construct de anticorp KD hu DLL3 KD ¢yno §Decalaj de afinitate KD
‘bispecific DLL3xCD3 :[nM] ‘DLL3[nM]  {mac/KD hu
\DLL3-4 0,41 0,55 11,34

\DLL3-5 0,82 11,03 11,26
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gConstruct de anticorp KD hu DLL3 KD cyno EDecalaj de afinitate KD
gbispeciﬁc DLL3xCD3 ;[nM] §DLL3 [nM] §machD hu

DLL3-6 0,55 0,75 11,36

DLL3-7 0,19 0,29 1,52

DLL3-8 0,69 0,96 1,39

DLL3-9 0,35 0,54 1,54

\DLL3-10 50,24 0,33 138

DLL3-13 1,74 5,55 3,19

DLL3-14 0,47 0,86 1,83

\DLL3-15 0.45 0,69 1,53

Mai mult, legarea constructelor anticorpului bispecific atat la CD3 uman cat si la CD3 de
macac a fost confirmatd intr-un test Biacore intr-un interval nanomolar redus de 2 cifre (datele nu
sunt prezentate).

Exemplul 4

Analiza bazata pe Scatchard a afinititii constructului anticorpului bispecific DLL3xCD3 cu
DLL3 uman si de macac pe celulele tintd de antigen pozitive si determinarea decalajului de
afinitate interspecific

Afinititile constructelor de anticorp bispecific DLL3xCD3 la celulele CHO transfectate
cu DLL3 uman sau de macac au fost, de asemenea, determinate prin analiza Scatchard ca cea mai
fiabild metodd de mdsurare a decalajelor de afinitate potentiale intre DLL3 uman si de macac.
Pentru analiza Scatchard, experimentele de legare a saturatiei sunt efectuate folosind un sistem de
detectare monovalentd pentru a determina cu precizie legarea monovalentd a constructelor de
anticorp bispecific DLL3xCD3 1a linia celulard respectiva.

2 x 10* celule din linia celulard respectivd (linia celulari CHO care exprimid DLL3
recombinant umand, linia celulard CHO care exprimd DLL3 de macac recombinant) au fost
incubate fiecare cu 50 pl dintr-o serie de dilutie in tripletd (doisprezece dilutii la 1: 2) din
constructul de anticorp bispecific DLL3xCD3 (pand se ajunge la saturatie) incepand de la 10-20
nM urmatd de 16 ore de incubatie la 4°C sub agitare si o etapa de spdlare reziduald. Apoi, celulele
au fost incubate incd o ord cu 30 pl dintr-o solutie conjugati CD3xALEXA488. Dupi o etapd de
spdlare, celulele au fost resuspendate in 150 pl tampon FACS continidnd 3,5% formaldehida,
incubate inca 15 minute, centrifugate, resuspendate in tampon FACS si analizate folosind o masind
Cantoll FACS si software-ul FACS Diva. Datele au fost generate din doud seturi independente de
experimente, fiecare folosind triplicate. Analiza respectivd Scatchard a fost calculati pentru a
extrapola legarea maximd (Bmax). Concentratiile de constructe de anticorp bispecific DLL3xCD3
la legarca a jumitate din maxim au fost determinate reflectind KD-urile respective. Valorile
mdisurdtorilor triplicate au fost reprezentate grafic sub formd de curbe hiperbolice si sub forma de
curbe in formi de S pentru a demonstra variatii de concentratie adecvate de la legarea minim3 la
cea optima.

Valorile descrise in Tabelul 3 au fost derivate din doud experimente independente pentru

fiecare construct de anticorp bispecific DLL3xCD3. Analiza Scatchard bazati pe celule a
confirmat faptul cd constructele anticorpului bispecific DLL3xCD3 conform inventiei sunt
subnanomolare in afinitate la DLL3 uman si la DLL3 de mac si prezintd un decalaj mic de afinitate
interspecii cyno/umand in jurul a 1.
Tabelul 3: Afinititile (KD) ale constructelor anticorpilor bispecifici DLL3xCD3 asa cum s-a
determinat in analiza Scatchard bazatd pe celule cu decalajul de afinitate calculat KD de macac
DLL3/KD DLL3 uman. Constructele anticorpului au fost misurate in douli experimente
independente, fiecare folosind triplicate.

§Construct de anticorp gAfinitate bazata pe SAfinitate pe baza de éDecalaj de
‘bispecific DLL3xCD3  icelule hu DLL3 celule mac DLL3 afinitate KD
([nM] {[nM] ‘mac/KD hu
\DLL3-4 0,39 0,24 0.6

\DLL3-5 0,33 0,22 0,7
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§Construct de anticorp Afinitate bazata pe éAfinitate pe baza de %Decalaj de
;bispecific DLL3xCD3  icelule hu DLL3 celule mac DLL3 afinitate KD
[nM] ;[nM] §machD hu
DLL3-6 0,33 0,23 0.7

DLL3-7 0,21 0,33 16

DLL3-8 0,18 0,34 1,9

DLL3-9 0,30 0,49 1,6

\DLL3-10 0,37 0,32 0.8

DLL3-13 0,24 0,29 1.2

DLL3-14 0,53 051 1,0

DLL3-15 025 0,50 2,0

Exemplul 5
Legare bispecifici si reactivitate incrucisata intre specii

Pentru confirmarea legarii la DLL3 si CD3 uman si la DLL3 si CD3 cyno, constructele de
anticorpi bispecifici conform inventiei au fost testati prin citometrie in flux folosind
+ celulele CHO transfectate cu DLL3 uman, cu o izoformd DLL3 umani artificiald (caracterizata
prin mutatiile punctuale F172C si L218P) si, respectiv, cu DLL3 de macac,

» linia celulara de carcinom uman pulmonar DLL3 pozitiv SHP-77,

* Linia celulard de leucemie cu celule T umane care exprimd CD3 HPB-all (DSMZ,
Braunschweig, ACC483) si

» linia de celule T care exprimd CD3 cynomolgus LnPx 4119

Pentru citometrie in flux, 200.000 de celule din liniile celulare respective au fost incubate
timp de 60 min la 4°C cu 50 pl de anticorp bispecific purificat la o concentratic de 5 pg/ml.
Celulele au fost spalate de doud ori in PBS/2% FCS si apoi incubate cu un anticorp intern de
soarece (2 pg/ml) specific pentru partea de legare CD3 a constructelor anticorpilor bispecifici timp
de 30 de minute la 4°C. Dupa spalare, anticorpii de soarece legati au fost detectati cu un Fcy-PE
anti-soarece de caprd (1: 100) timp de 30 de minute la 4°C. Probele au fost mdsurate prin
citometrie in flux. Celulele CHO netransfectate au fost utilizate ca martor negativ.

Rezultatele sunt prezentate in Figura 3. Constructele de anticorpi bispecifici DLL3xCD3
conform inventiei au colorat celule CHO transfectate cu DLL3 uman, izoforma DLL3 artificiala si
cu DLL3 cyno si au colorat, de asemenea, linia celulard SHP-77 de carcinom uman pulmonar
DLL3 pozitiv uman (expresor natural). Liniile de celule umane si cyno T care exprimd CD3 au
fost, de asemenea, recunoscute de constructele de anticorpi bispecifici. Mai mult, nu a existat nici
o colorare a celulelor de control negative (CHO netransfectat, date prezentate in Exemplul 6).
Exemplul 6
Confirmarea absentei legirii la paralogii umani

Paralogii DLL3 umani DLL1 si DLL4 au fost transfectati stabil in celule CHO.
Secventele paralogilor utilizate in prezentul exemplu sunt identificate in listarea secventei (SECV
ID NR.: 283 si 284). Expresia proteinelor a fost confirmatd in analizele FACS cu anticorpi
specifici pentru paralogii respectivi: Anticorpii au fost DLL1 MABI818 anti-uman (R&D; 5
pg/ml), si DLL4 MAB1506 anti-uman (R&D; 5 pg/ml) pentru DLL4.

Testul de citometrie in flux a fost efectuat asa cum este descris in Exemplul 5, cu exceptia
faptului ci anticorpii de soarece legati au fost detectati cu un FITC anti-soarece de caprd (1:100).
Rezultatele sunt prezentate in Figura 4. Analiza a confirmat ca niciunul dintre anticorpii bispecifici
DLL3xCD?3 din inven{ie nu reactioneazi incrucisat cu paralogii DLL3 umani DLL1 si DLL4.
Exemplul 7
Identitate la linia germinald umana

Pentru a analiza identitatea/similitudinea secventei constructelor anticorpului cu genele
germinale ale anticorpului uman, domeniile de legare DLL3 conform inventiei au fost aliniate
dupd cum urmeaza: VL complet, inclusiv toate CDR-urile, a fost aliniat; VH complet incluzand
CDR-urile 1 si 2, dar cu exceptia CDR3 a fost aliniat cu genele germinale ale anticorpilor umani
(Vbaza). Mai multe detalii gasiti in specificatiile acestei aplicatii. Rezultatele sunt prezentate in
Tabelul 4 de mai jos:

Tabelul 4: Identitatea VH si VL cu linia germinativd umand
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gConstruct de anticorp  bispecific % identitate la linia germinativd umana
\DLL3xCD3 [VH/VL]
DLL3-4 196,9/93,3
DLL3-5 06,9/96.6
DLL3-6 96,9/96,6
DLL3-7 93,9/96,6
\DLL3-8 94,8/96,6
DLL3-9 96,9/95.5
DLL3-10 91,9/95,5
\DLL3-13 95,9/95,7
\DLL3-14 194,9/94.6
DLL3-15 93,9946
Exemplul 8

Activitate citotoxica

Potenta constructelor anticorpului bispecific DLL3xCD3 conform invenfiei in
redirectionarea celulelor T efectoare impotriva celulelor tintd care exprimi DLL3 a fost analizata
in cinci teste de citotoxicitate in vitro:

* Potenta constructelor anticorpului bispecific DLL3xCD3 in redirectionarea celulelor T efectoare
CD8+ umane stimulate impotriva celulelor CHO transfectate DLL3 umane a fost misurati intr-un
test de eliberare a cromului 51 in 18 ore.

* Potenta constructelor anticorpului bispecific DLL3xCD3 in redirectionarea celulelor T efectoare
CD8+ umane stimulate impotriva liniei celulare a carcinomului pulmonar uman DLL3 pozitiv
SHP-77 a fost mdsurata intr-un test de eliberare de de crom 51 de 18 ore.

* Potenta constructelor anticorpului bispecific DLL3xCD3 in redirectionarea celulelor T in PBMC
uman nestimulat impotriva celulelor CHO transfectate cu DLL3 uman a fost masurata intr-un test
de citotoxicitate bazat pe FACS de 48 de ore.

* Potenta constructelor anticorpului bispecific DLL3xCD3 in redirectionarea celulelor T in PBMC
uman nestimulat impotriva liniei de celule umane DLP-pozitive SHP-77 a fost mdsuratd intr-un
test de citotoxicitate bazat pe FACS de 48 de ore.

* Pentru confirmarea faptului ci constructele de anticorpi bispecifici DLL3xCD3 cu reactie
incrucisatd sunt capabile si redirectioneze celulele T de macac impotriva celulelor CHO
transfectate cu DLL3 de macac, s-a efectuat un test de citotoxicitate bazat pe FACS de 48 de ore
cu o linie de celule T de macac ca celule T efectoare.

Exemplul 8.1

Test de eliberare a cromului cu celule T umane stimulate

Celulele T stimulate imbogdtite pentru celulele T CD8* au fost obtinute asa cum este
descris in cele ce urmeazd. O cutic Petri (145 mm diametru, Greiner bio-one GmbH,
Kremsmiinster) a fost acoperitd cu un anticorp specific anti-CD3 disponibil comercial (OKT3,
Orthoclone) intr-o concentratie finald de 1 pg/ml timp de 1 ord la 37°C. Proteina nelegati a fost
indepdrtatd printr-o etapd de spilare cu PBS. 3 - 5 x107 PBMC uman au fost adiugate la placa
Petri preacoperitd in 120 ml RPMI 1640 cu glutamini stabilizatd/10% FCS/IL-2 20 U/ml
(Proleukin®, Chiron) si stimulate timp de 2 zile. In a treia zi, celulele au fost colectate si spilate o
datd cu RPMI 1640. IL-2 a fost addugat la o concentratic finald de 20 U/ml si celulele au fost
cultivate din nou timp de o zi in acelasi mediu de culturd celulard ca mai sus. limfocite T
citotoxice CD8* (CTL) au fost imbogatite prin depletie cu celule T CD4* si celule NK CD56*
utilizand Dynal-Beads conform protocolului producitoruluil.

Celulele tintd CHO transfectate cu DLL3 Cyno sau DLL3 uman au fost spdlate de doud
ori cu PBS si marcate cu 11,1 MBq *'Cr intr-un volum final de 100 ul RPMI cu 50% FCS timp de
60 minute la 37°C. Ulterior, celulele tintd marcate au fost spdlate de 3 ori cu 5 ml RPMI si apoi
utilizate in testul de citotoxicitate. Testul a fost efectuat intr-o placd cu 96 de godeuri intr-un
volum total de 200 pl RPMI suplimentat cu un raport E: T de 10: 1. S-a utilizat o concentratie
initiald de 0,01 - 1 pg/ml de anticorp bispecific purificat si dilutii de trei ori ale acestuia. Timpul de
incubatie pentru test a fost de 18 ore. Citotoxicitatea a fost determinatd ca valori relative ale
cromului eliberat in supernatant in raport cu diferenta de lizA maxim3 (addugarea de Triton-X) si
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lizd spontand (fird celule efectoare). Toate masurdtorile au fost efectuate in patru exemplare.
Masurarea activitdtii cromului in supernatante a fost efectuatd intr-un contor gamma Wizard 3"
(Perkin Elmer Life Sciences GmbH, Ko6ln, Germania). Analiza rezultatelor a fost efectuati cu
Prism 5 pentru Windows (versiunea 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego, California, SUA).
Valorile EC50 calculate prin programul de analizd din curbele sigmoidale de rdspuns la doza au
fost utilizate pentru compararea activitafii citotoxice.

Exemplul 8.2

Potenta de redirectionare a celulelor T efectoare umane stimulate impotriva celulelor CHO
transfectate cu DLL3 umane

Activitatea citotoxicd a constructelor de anticorpi bispecifici DLL3xCD3 conform
inventiei a fost analizatl intr-un test de citotoxicitate cu eliberare de crom 51 (*!Cr) folosind celule
CHO transfectate cu DLL3 uman ca celule {intd si a stimulat celulele T CD8+ umane ca celule
efectoare. Experimentul a fost realizat asa cum este descris in Exemplul 8.1.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 5. Constructele de anticorpi bispecifici DLL3xCD3
au ardtat o activitate citotoxici foarte puternicd impotriva celulelor CHO transfectate cu DLL3
umane in intervalul picomolar de 1 cifra.

Tabelul 5: Valorile EC50 [pM] ale constructelor anticorpului bispecific DLL3xCD3 analizate intr-
un test de citotoxicitate elibereaza 51-crom (*!Cr) utilizand celule CHO transfectate cu DLL3
uman ca celule {intd si au stimulat celulele T CD8 umane ca celule efectoare.

gConstruct de anticorp bispecific DLL3xCD3 EC50 [pM]
\DLL3-4 3.8
\DLL3-5 4.2
DLL3-6 2.1
DLL3-7 12,2
\DLL3-8 12
§DLL3-9 11,2
éDLL3-10 14
DLL3-13 18
DLL3-14 5.4
\DLL3-15 9,8

Exemplul 8.3
Potenta de redirectionare a celulelor T efectoare umane stimulate impotriva liniei celulare

SHP-77 a carcinomului pulmonar uman DLL3 pozitiv

Activitatea citotoxicd a constructelor de anticorpi bispecifici DLL3xCD3 a fost analizati
intr-un test de citotoxicitate cu eliberare a 51-crom (*!Cr) utilizind linia celulard SHP-77 de
carcinom pulmonar uman pozitiv DLL3 ca sursi de celule tintd si a stimulat celulele T CD8 +
umane ca celule efectoare. Testul a fost efectuat asa cum este descris in Exemplul 8.1.

In conformitate cu rezultatele testelor de eliberare a crom 51 cu limfocite T CD§ + umane
imbogétite stimulate ca celule efectoare si celule CHO transfectate DLL3 umane ca celule tint3,
constructele anticorpului bispecific DLL3xCD3 ale prezentei inventii sunt, de asemenea, puternice
in activitatea citotoxica impotriva celulelor expresorului natural tintd (vezi Tabelul 6).
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Exemplul 8.4
Test de citotoxicitate bazat pe FACS cu PBMC uman nestimulat

Izolarea celulelor efectoare

Celulele mononucleare din sangele periferic uman (PBMC) au fost preparate prin
centrifugare cu gradient de densitate Ficoll din preparate de limfocite imbogditite (straturi
tamponate), un produs secundar al bincilor de singe care colecteazd singe pentru transfuzii.
Straturile Buffy au fost furnizate de o banci locala de singe, iar PBMC au fost preparate in aceeasi
zi de recoltare a sangelui. Dupa centrifugarea densititii Ficoll si spildri extinse cu PBS Dulbecco
(Gibco), eritrocitele rdmase au fost indepirtate din PBMC prin incubare cu tampon de lizd
eritrocitard (155 mM NH4Cl, 10 mM KHCOs, 100 uM EDTA). Trombocitele au fost indepartate
prin supernatant la centrifugareca PBMC la 100 x g. Limfocitele rdmase cuprind in principal
limfocitele B si T, celulele NK si monocitele. PBMC s-au pastrat in culturd la 37°C/5% CO; in
mediu RPMI (Gibco) cu 10% FCS (Gibco).
Depletia celulelor CD14" si CD56*

Pentru epuizarea celulelor CD147, s-au folosit MicroBeads CD14 umane (Milteny Biotec,
MACS, # 130-050-201), pentru epuizarea celulelor NK CD56 MicroBeads umane (MACS, # 130-
050-401). PBMC au fost numdrate si centrifugate timp de 10 minute la temperatura camerei cu
300 x g. Supernatantul a fost aruncat si peleta de celule resuspendatd in tampon de izolare MACS
[80 ul/107 celule; PBS (Invitrogen, # 20012-043), 0,5% (v/v) FBS (Gibco, # 10270-106), 2 mM
EDTA (Sigma-Aldrich, # E-6511)). CD14 MicroBeads si CD56 MicroBeads (20 uL/107 celule) au
fost adiugate si incubate timp de 15 minute la 4 - 8°C. Celulele au fost spilate cu tampon de
izolare MACS (1-2 ml/107 celule). Dupa centrifugare (vezi mai sus), supernatantul a fost aruncat
si celulele resuspendate in tampon de izolare MACS (500 ul/10® celule). Celulele negative
CD14/CD56 au fost apoi izolate folosind coloane LS (Miltenyi Biotec, # 130-042-401). PBMC
fara celule CD14 +/CD56 + au fost cultivate in mediu complet RPMI adicd RPMI1640 (Biochrom



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3328889 T2 2021.10.31
58

AG, # FGI1215) suplimentat cu 10% FBS (Biochrom AG, # S0115), 1x aminoacizi neesentiali
(Biochrom AG, # K0293), Tampon 10 mM Hepes (Biochrom AG, # L1613), piruvat de sodiu 1
mM (Biochrom AG, # L0473) si 100 U/ml penicilind/streptomicind (Biochrom AG, # A2213) la
37°C intr-un incubator dupi necesar.

Etichetarea celulei tinta

Pentru analiza lizei celulare in testele de citometrie in flux, colorantul cu membrand
fluorescentd DiOCs (DiO) (Molecular Probes, # V22886) a fost utilizat pentru a eticheta celulele
CHO transfectate DLL3-umane sau de macac DLL3 ca celule {intd si sd le distingd de celulele
efectoare. Pe scurt, celulele au fost recoltate, spilate o dati cu PBS si ajustate la 10° celule/ml in
PBS contindnd 2% (v/v) FBS si colorantul membranar DiO (5 pl/10° celule). Dupd incubare timp
de 3 minute la 37°C, celulele au fost spdlate de doud ori in mediu RPMI complet si numarul de
celule ajustat la 1,25 x 10° celule/ml. Vitalitatea celulelor a fost determinatd folosind 0,5% (v/v)
solutie izotonicd de EosinG (Roth, # 45380).

Analiza bazata pe citometrie de flux

Aceastd analiza a fost conceputd pentru a cuantifica liza celulelor CHO transfectate cu
DLL3 cyno sau umane in prezentfa dilutiilor seriale ale constructelor de anticorpi bispecifici DLL3.
Au fost amestecate volume egale de celule {intd marcate cu DiO si celule efectoare (adiciA PBMC
w/o celule CD14"), rezultind un raport de celule E:T de 10:1. 160 pl din aceastd suspensie au fost
transferate in fiecare godeu al unei plici cu 96 de godeuri. S-au adiugat 40 pl de dilutii seriale ale
constructelor de anticorp bispecific DLL3xCD3 si un control negativ bispecific (un construct de
anticorp bispecific bazat pe CD3 care recunoaste un antigen tinta irelevanti) sau mediu complet
RPMI ca un control negativ suplimentar. Reactia citotoxicd mediatd de anticorpi bispecifici a
continuat timp de 48 de ore intr-un incubator umidificat cu 7% CO». Apoi celulele au fost
transferate pe o noud placi cu 96 de godeuri si pierderea integrititii membranei celulare {intd a fost
monitorizatd prin adjugarea de iodurd de propidiu (PI) la o concentratie finald de 1 pg/ml. PI este
un colorant impermeabil la membrani care in mod normal este exclus din celulele viabile, in timp
ce celulele moarte il preiau si devin identificabile prin emisie fluorescenta.

Probele au fost masurate prin citometriec de flux pe un instrument FACSCanto II si
analizate prin software-ul FACSDiva (ambele de la Becton Dickinson). Celulele {intd au fost
identificate ca fiind celule DiO-pozitive. Celulele tintd PI-negative au fost clasificate drept celule
{intd vii. Procentul de citotoxicitate a fost calculat conform urmatoarei formule:

: .. D cetute pinta mos
Citotoxicitate [%] = ——— """ + 100

celule tmtd

n = numarul de evenimente

Folosind software-ul GraphPad Prism 5 (Graph Pad Software, San Diego), procentul de
citotoxicitate a fost reprezentat in functie de concentratiile corespunzitoare de constructe de
anticorpi bispecifici. Curbele de rispuns la dozi au fost analizate cu cele patru modele de regresie
logisticd parametrice pentru evaluarea curbelor de rdspuns la dozd sigmoidad cu panta fixd pe varf
si au fost calculate valorile EC50.
Exemplul 8.5
Potenta de redirectionare a PBMC uman nestimulat impotriva celulelor CHO transfectate
DLL3 umane

Activitatea citotoxicd a constructelor de anticorpi bispecifici DLL3xCD3 a fost analizati
intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS utilizand celule CHO transfectate cu DLL3 uman ca
celule {intd si PBMC uman nestimulat ca celule efectoare. Testul a fost efectuat asa cum este
descris in Exemplul 8.4 de mai sus.

Rezultatele testelor de citotoxicitate bazate pe FACS cu PBMC uman nestimulat ca celule
efectoare si celule CHO transfectate DLL3 umane ca tinte sunt prezentate in Tabelul 7.
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De asteptat, valorile EC50 au fost in general mai mari in testele de citotoxicitate cu
PBMC nestimulat ca celule efectoare, comparativ cu testele de citotoxicitate folosind celule T
CD8+ umane stimulate (vezi Exemplul 8.2).
Exemplul 8.6
Potenta de redirectionare a PBMC uman nestimulat impotriva liniei celulare SHP-77 a
carcinomului pulmonar DLL3-pozitiv

Activitatea citotoxicd a constructelor de anticorpi bispecifici DLL3xCD3 a fost, de
asemenea, analizatd intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS utilizind linia celulard SHP-77 de
carcinom pulmonar DLL3 uman pozitiv ca sursd de celule tintd si PBMC uman nestimulat ca
celule efectoare. Testul a fost efectuat asa cum este descris in Exemplul 8.4 de mai sus. Rezultatele
sunt prezentate in Tabelul 8.
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Exemplul 8.7
Potenta de redirectionare a celulelor T de macac impotriva celulelor CHO care exprima
DLL3 de macac

In final, activitatea citotoxici a constructelor de anticorpi bispecifici DLL3xCD3 a fost
analizatd Intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS folosind celule CHO transfectate cu macac
(cyno) DLL3 ca celule tinta si linia 4119LnPx de celule T de macac (Knappe si colab. Blood 95:
3256- 61 (2000)) ca sursd de celule efectoare. Marcarea celulelor tintd a celulelor CHO
transfectate cu DLL3 de macac si analiza bazata pe citometrie in flux a activitatii citotoxice a fost
efectuatd asa cum s-a descris mai sus.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 9. Celulele T de macac din linia celulard 4119LnPx
au fost induse pentru a distruge eficient celulele CHO transfectate cu DLL3 de macac prin
construct de anticorpi bispecifici DLL3xCD3 conform inventiei. Constructele anticorpului au
prezentat puternice valori EC50 picomolare din 2 cifre in acest test, confirmind cd sunt foarte
active in sistemul de macac.



10

15

20

25

MD/EP 3328889 T2 2021.10.31

61

g&ﬁ@g g \‘%‘Q\‘B‘S :v-.{:'@‘.vs: §‘ \‘@ \.\:"\?’Q\N- &“Q“\‘\\?‘Q% HE R 3§ R
Hars pe FACS ou e de oale T de s 4y
R R \‘;\ NG \.k%s\\. *\*&%

Rindhais & E

Frog ol el

arie care et B aple ML

Sreiasy *@ anlnap oas

¥
et e T

Y Goa \\&\\3\‘ I animn e SR
Sl de aeitner o

14 DLL3-21 86
Exemplul 9
Conversia monomerului in dimer dupi (i) trei cicluri de inghet/dezghet si (i) 7 zile de
incubatie 1a 250 pg/ml

Constructul de anticorp bispecific monomeric DLL3xCD3 a fost supus unor conditii de
stres diferite, urmate de SEC de inaltd performantd pentru a determina procentul de construct de
anticorp monomeric initial, care fusese transformat in construct de anticorp dimeric.

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

(i1) 25 pg de construct de anticorp monomeric au fost ajustate la o concentratie de 250 pg/ml cu
tampon generic de formulare urmat de incubare la 37°C timp de 7 zile. Continutul de dimeri a fost
determinat de HP-SEC.

O coloand SEC de inalta rezolutie TSK Gel G3000 SWXL (Tosoh, Tokyo-Japonia) a fost
conectati la un Akta Purifier 10 FPLC (GE Lifesciences) echipat cu un autosampler A905.
Echilibrarea coloanei si tamponul de funcfionare au constat din 100 mM KH2PO4 - 200 mM
Na2S0O4 ajustat la pH 6,6. Solutia de anticorp (25 pg proteind) a fost aplicatd pe coloana
echilibratd si eluarea a fost efectuata la un debit de 0,75 ml/min la o presiune maximi de 7 MPa.
Intreaga rulare a fost monitorizati la 280, 254 si 210 nm absorbant optici. Analiza a fost ficuti
prin integrarea maximd a semnalului de 210 nm inregistrat in foaia de evaluare a rularii software-
ului Akta Unicorn. Continutul de dimeri a fost calculat prin impdrtirea ariei varfului dimerului la
aria totald a monomerului plus varful dimerului.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 10 de mai jos. Constructele anticorpului bispecific
DLL3xCD3 conform inventiei au prezentat procente de dimeri de 0,0% dupa trei cicluri de
inghet/dezghet si procente de dimeri de < 2% dupa 7 zile de incubatie la 37°C.

Tabelul 10: Procentul de construct de anticorp bispecific DLL3xCD3 monomeric versus dimeric,
determinat prin cromatografie de excludere a marimii de 1naltd performanti (HP-SEC).
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gConstruct de anticorp {Procentul de dimer dupid trei éProcentul de dimer dupa 7
;bispecific DLL3xCD3 cicluri de inghet/dezghet izile de incubatie la 37°C
DLL3-4 0.7 0,0
DLL3-5 1,5 0,0
DLL3-6 1,3 0,0
DLL3-7 1,2 0,0
\DLL3-8 15 00
DLL3-9 1.8 0,0
DLL3-10 0,6 0,0
DLL3-13 1,6 0,0
\DLL3-14 §0,4 00
DLL3-15 1,2 0,0
Exemplul 10
Termostabilitate

Temperatura de agregare a anticorpilor a fost determinatd dupd cum urmeazi: 40 pl de
solutie de construct de anticorp la 250 pg/ml au fost transferafi intr-o cuva de unici folosinti si
plasati intr-un dispozitiv Wyatt Dynamic Light Scattering DynaPro Nanostar (Wyatt). Proba a fost
incdlzitd de la 40°C la 70°C la o ratd de incdlzire de 0,5°C/min, cu achizifie constantd a razei
misurate. Cresterea razei indicind topirea proteinei si agregarea a fost utilizatd de pachetul
software livrat cu dispozitivul DLS pentru a calcula temperatura de agregare a constructului
anticorpului.

Toate constructele de anticorpi bispecifici DLL3xCD3 testate conform inventiei au
prezentat stabilitate termica cu temperaturi de agregare >45°C, asa cum se aratd in Tabelul 11 de
mai jos. Grupul de constructe de anticorpi de legare la un epitop al DLL3 care este cuprins in
regiunea EGF-4 (asa cum este descris in SECV ID NR.: 259) au avut chiar si o stabilitate termica
de >50°C, mai precis, de 2: 54°C.

Tabelul 11: Termostabilitatea constructelor de anticorpi bispecifici, determinatd de DLS (dispersie
dinamica a luminii)

gConstruct de anticorp bispecific DLL3xCD3 gTermostabilitate (agregare DLS°C)
\DLL3-4 59,3
DLL3-5 45,4
DLL3-6 58,8
DLL3-7 58,2
DLL3-8 49,8
DLL3-9 96
DLL3-10 529
DLL3-13 54,0
\DLL3-14 57,0
\DLL3-15 56,3
Exemplul 11

Stabilitate dupi incubare timp de 24 de ore in plasmi umani

Constructele de anticorpi bispecifici purificate au fost incubate la un raport de 1: 5 intr-un
bazin de plasmd umand la 37°C timp de 96 ore la o concentratie finald de 2-20 pg/ml. Dupd
incubatia plasmaticd, constructele anticorpului au fost comparate intr-un test de eliberare de crom
51 cu celule T CD8 + umane imbogitite stimulate si celule CHO transfectate cu DLL3 umane la o
concentratie initiald de 0,01-0,1 pg/ml si cu un efector pentru celula tintd (E: T) raport de 10: 1
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(test asa cum este descris in Exemplul 8.1). Constructele de anticorpi bispecifici proaspit
dezghetate neincubate au fost incluse ca martori.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 12 de mai jos; rezultatele exemplare pentru cele
doud constructe de anticorpi DLL-4 si DLL-14 sunt, de asemenea, prezentate in Figura 5. Toate
constructele testate de anticorpi au avut o stabilitate plasmaticd foarte favorabild (ECso
plasma/ECsq control) de <2,5. Grupul de constructe de anticorpi de legare la un epitop al DLL3
care este cuprins in regiunea EGF-4 (asa cum este descris in SECV ID NR.: 259) au avut chiar si o
stabilitate plasmatica de < 1,5, mai precis, de < 1,1.

Tabelul 12: Valorile EC50 ale constructelor anticorpului cu si fird incubatie plasmaticd si
valoarea calculati plasmd/control

gConstruct de anticorp §EC50 [pM] §f&'1r;'1 SRaport plasma-control (control
:bispecific DLL3xCD3 \w/plasma iplasmd  {ECso plasmi/control ECso)
\DLL3-4 3.6 38 09

\DLL3-5 5.4 §4,2 1,3

DLL3-6 48 2.1 2.3

DLL3-7 2,7 2,2 1,2

DLL3-8 1,0 1,2 0.8

éDLL3-9 12 1.2 1,0

DLL3-10 2,5 14 1.8

DLL3-13 20 18 1,1

\DLL3-14 4.8 54 0,9

\DLL3-15 7.8 §9,8 50,8

Exemplul 12

Turbiditate la concentratia de anticorpi de 2500 pg/ml

1 ml de solutie de construct de anticorp purificat cu o concentratie de 250 pg/ml a fost
concentratd prin unitdti de concentratie de centrifugare la 2500 pg/ml. Dupa 16 ore de stocare la
5°C, wrbiditatea solutiei de anticorp a fost determinatd prin masurarea absorbfiei optice OD340
nm impotriva tamponului de formulare generic.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 13 de mai jos. Toate constructele de anticorpi
testate au o turbiditate foarte favorabild de < 0,1, cu exceptia unei construct cu o turbiditate usor
peste 0,1. Grupul de constructe de anticorpi de legare la un epitop al DLL3 care este cuprins in
regiunea EGF-4 (asa cum este descris in SECV ID NR.: 259) au chiar o turbiditate <0,08.

Tabelul 13: Turbiditatea constructelor anticorpului dupa concentrare 1a 2,5 mg/ml peste noapte

gConstruct de anticorp bispecific DLL3xCD3 §Turbiditate l1a 2500 pg/ml [OD340]
DLL3-4 0,073
\DLL3-5 0,106
DLL3-6 10,080
DLL3-7 0,089
DLL3-8 0,069
\DLL3-9 0,085
§DLL3-10 0,091
DLL3-13 0,075
DLL3-14 0,073
\DLL3-15 0,078
Exemplul 13

Omogenitatea proteinelor prin cromatografie cu schimb de cationi de inalta rezolutie
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Omogenitatea proteinelor constructelor de anticorpi conform inventiei a fost analizatd
prin cromatografie cu schimb de cationi de 1nalti rezolutie CIEX.

50 pg de monomer construct de anticorp au fost diluati cu 50 ml tampon de legare A (20
mM dihidrogen fosfat de sodiu, 30 mM NaCl, 0,01% octanat de sodiu, pH 5,5) si 40 ml din
aceastd solutie au fost aplicati la un 1 ml BioPro coloand SP-F (YMC, Germania) conectatd la un
dispozitiv Micro FPLC Akta (GE Healthcare, Germania). Dupi legarea probei, a fost efectuati o
ctapd de spdlare cu tampon de legare suplimentar. Pentru eluarea proteinelor, s-a aplicat un
gradient de sare in crestere liniar folosind tampon B (20 mM dihidrogen fosfat de sodiu, 1000 mM
NaCl, 0,01% octanat de sodiu, pH 5,5) pand la 50% procent tampon B pe 10 volume de coloane.
Intreaga rulare a fost monitorizati la 280, 254 si 210 nm absorbanti optici. Analiza a fost ficuti
prin integrarea maximd a semnalului de 280 nm inregistrat in foaia de evaluare a rularii software-
ului Akta Unicorn.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 14 de mai jos. Toate constructele de anticorpi
testate au o omogenitate foarte favorabild de > 80% (aria de sub curba (= ASC) a varfului
principal). Grupul de constructe de anticorpi de legarea la un epitop al DLL3 care este cuprins in
regiunea EGF-3 (asa cum este descris in SECV ID NR.: 258) au chiar o omogenitate > 90%.
Tabelul 14: Omogenitatea proteinelor in constructele anticorpului (% AUC de varf principal)

gConstruct de anticorp Dbispecific {Omogenitatea proteinelor % ASC a varfului
:DLL3xCD3 principal
\DLL3-4 96
\DLL3-5 1100
DLL3-6 95
DLL3-7 93
\DLL3-8 1100
DLL3-9 93
éDLL3-10 190
DLL3-13 1100
DLL3-14 100
\DLL3-15 83
Exemplul 14

Hidrofobicitatea suprafetei masurata prin butil HIC

Hidrofobicitatea de suprafatd a constructelor de anticorpi bispecifici conform inventiei a
fost testatd in cromatografie de interactiune hidrofoba HIC in modul flux.

50 pg de monomer de construct de anticorpi au fost diluafi cu tampon generic de
formulare pand la un volum final de 500 pl (10 mM acid citric, 75 mM lizind HCI, 4% trehaloza,
pH 7,0) si aplicate pe o coloana FF de 1 ml de butil sefaroza (GE Healthcare, Germania) conectat
la un sistem FPLC Akta Purifier (GE Healthcare, Germania). Intreaga rulare a fost monitorizati la
280, 254 si 210 nm absorbanti opticd. Analiza a fost ficutd prin integrarea maxima a semnalului
de 280 nm inregistrat in foaia de evaluare a rularii software-ului Akta Unicorn. Comportamentul
de eluare a fost evaluat prin compararea ariei si vitezei de crestere si declin a semnalului proteic,
indicand astfel puterea de interactiune a fuziunii de albumind BiTE cu matricea.

Constructele anticorpului au avut un comportament bun de eluare, care a fost in mare
parte rapid si complet.

Exemplul 15
Decalajul de potential intre monomer si izoforma dimerica a constructelor de anticorpi
bispecifici

Pentru a determina diferenta de activitate citotoxica intre monomer si izoforma dimerica a
constructelor individuale de anticorp bispecific DLL3xCD3 (denumitd decalaj de potentd), a fost
efectuatd o analizi de citotoxicitate cu eliberare de crom 51 de 18 ore, asa cum este descris mai sus
(Exemplul 8.1), cu constructul de anticorp bispecific purificat monomer si dimer. Celulele
efectoare au fost imbogitit stimulate cu celule T CD8 + umane. Celulele tintd au fost celule CHO
transfectate cu DLL3 hu. Raportul efector-celuld tintd (E:T) a fost de 10:1. Decalajul de potenti a
fost calculat ca raport intre valorile EC50.
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Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 15 de mai jos; rezultatele exemplare pentru cele
doud constructe de anticorpi DLL-4 si DLL-14 sunt, de asemenea, prezentate in Figura 6.
Decalajul de potentd al constructelor de anticorpi bispecifici DLL3xCD3 testate a fost intre 0,2 si
1,0. Prin urmare, nu existd un dimer substantial mai activ in comparatie cu monomerul respectiv.
Tabelul 15: Decalajul de potentd intre monomer si izoforma dimericd

§C0nstruct de anticorp EMonomer ECso §Dimer ECso ERaport ECso
;bispecific DLL3xCD3 [pM] [pM] §monomer/dimer ECso
\DLL3-4 3,8 5.7 0,7

\DLL3-5 4.2 11 04

DLL3-6 2,1 13 0,2

\DLL3-7 2,2 42 0.5

éDLL3-8 12 3.4 04

DLL3-9 12 3.8 0.3

DLL3-10 14 14 1,0

DLL3-13 18 3,0 0,6

DLL3-14 54 87 0,6

\DLL3-15 9,8 25 0,4

Exemplul 16

Test de internalizare in vitro

S-au mdsurat modificirile potentei constructului de anticorp bispecific DLL3xCD3 ca
functie de preincubare a constructului pe celulele tintd in absenta celulelor T. Daca constructul
anticorpului este interiorizat, acesta ar trebui si fie supus degradirii lizozomale. Concentratia
eficientd ar trebui si scadi in timp si, astfel, potenta aparentd ar trebui si scadi si ea. Efectul este
observat cu alte tinte, pentru care acesta este un fenomen cunoscut, dar nu s-a observat nici un
impact cu constructul de anticorp bispecific DLL3xCD3. Testul a fost efectuat dupad cum urmeaza:
Celulele T au fost numdrate si diluate la o concentratie de 1 x 10° /ml in mediu de testare. Celulele
SHP-77 au fost numdrate si placate la 2500 celule per godeu (cpw). Constructul anticorpului a fost
diluat in serie 1:2 (cu Bravo), la o concentratie inifiald de 100 nM. Constructul anticorpului a fost
addugat la plicile de testare a culturii pentru O ord, 1 ord sau 2 ore de incubatie inainte de
addugarea celulelor T. Apoi celulele T au fost placate la 25000 cpw, si testul a fost incubat timp de
48 de ore la 37°C. Supravietuirea celulei SHP-77 a fost analizatd cu sistemul Steady-Glo® (25
wl/godeun). Rezultatele sunt prezentate in Figura 7 si nu sugereaza nici o internalizare semnificativa
a constructului anticorpului DLL3-4 x CD3 (12C).
Exemplul 17
Studiu de virsare

Pentru a analiza dacd activitatea citotoxicd a constructelor anticorpului bispecific
DLL3xCD3 conform inventiei este semnificativ afectatd de prezenta DLL vérsat, a fost efectuata
urmétoarea analiza: Celulele T au fost numdrate si diluate la o concentratie de 1 x 10°/ml in mediu
de testare. Celulele SHP-77 au fost numirate si diluate la o concentratie de 1,25 x 10°/ml in mediu
de testare cu concentrafii crescande de DLL3 solubil intre 0,3 nM si 12 nM. Celulele SHP-77 au
fost placate la 2500 celule per godeu (cpw), iar celulele T au fost adiugate la 25000 cpw.
Constructul anticorpului a fost diluat in serie 1: 2 (cu Bravo) si adiugat la testul de culturd (cu
Bravo). Incubatia a avut loc timp de 48 de ore la 37°C. Supravietuirea celulei SHP-77 a fost
analizatd cu sistemul Steady-Glo® (25 pl/godeu).
Exemplul 18
Studiu de eficacitate a xenogrefelor de soarece

Activitatea antitumorald a unui construct de anticorp bispecific HLE DLL3xCD3 (SECV
ID NR.: 517) a fost testat intr-un model de soareci femele NOD/SCID care au fost injectati
subcutanat in ziua 1 a studiului cu 5x10° celule DLL3 umane SCLC (SHP-77 luc) sau 5x10° celule
de melanom DLL3 pozitive umane (WM 266-4). Celulele efectoare (2x107celule T CD3 + umane
vii expandate si activate in vitro) au fost injectate intraperitoneal in ziua 12. Inceputul
tratamentului a fost in ziva 16 (WM 266-4) sau in ziua 18 (SHP-77 luc). Constructul anticorpului a
fost administrat de patru ori la fiecare cinci zile (q5dx4) prin i.v. injectii in bolus. Grupurile de
tratament au fost dupi cum urmeaza:
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. model SCLC (SHP-77 luc)/7 soareci per group
o Grupa tratatd de vehicul cu celule T
o un construct de anticorp bispecific DLL3xCD3: 10 mg/kg per administrare
* Model de melanom (WM?266-4)/9 soareci per grup
o Grupa tratatd cu vehicul cu celule T
o Construct de anticorp bispecific DLL3xCD3: 10 mg / kg per administrare
o Construct de anticorp bispecific DLL3xCD3: 2 mg/kg per administrare

Tumorile au fost mdsurate prin etrier in timpul studiului si progresul evaluat prin
compararea intergrupului volumelor tumorale (TV). Inhibarea cresterii tumorii T/C [%] in ziua x
este determinatd prin calcularea volumului tumorii ca T/C (%) = 100 x (TV median al grupului
analizat)/(TV median al grupului de control) si valorile calculate sunt descrise in urmdtorul tabel
16:
Tabelul 16: Valorile T/C ale studiilor xenogrefelor de soarece cu celule SHP-77 luc si celule
WM266-4

gZiua de gT/C (%) model SHP- |T/C (%) model WM266-4 §T/C (%) model WM266-
;studiu 177 10 mg/kg 10 mg/kg 42 mg/kg
15 103 101 101

17 B 76 7

20 64 42 47

23 50 136 38

26 52 31 35

29 34 46 40

31 33 56 55

33 30 64 75

36 24 fard Sfaird

38 §19 fard yard

Rezultatele sunt prezentate in plus in Figura 8A si 8B. Inhibarea semnificativa a cresterii
tumorii a fost prezentatd in ambele modele tumorale si la ambele niveluri de doza testate de 2 si 10
mg/kg.

Exemplul 19
Studiu de toxicologie exploratorie pe cyno

S-a efectuat un studiu de toxicologie exploratorie cu un construct de anticorp bispecific
extins DLL3xCD3 fard timp de injumititire (SECV ID NR.: 554). Trei maimute femele
cynomolgus au fost dozate prin perfuzie i.v. continuu timp de 16 zile (5, 15 si 45 pg/kg/zi timp de
3 zile fiecare, urmata de 100 pg/kg/zi timp de 7 zile). Nu au fost observatii clinice legate de
articolele de testare, modificiri ale temperaturii corporale, consumului de alimente sau greutitii
corporale.

In concordantd cu asteptirile pentru farmacologia unui construct de anticorp bispecific
DLL3xCD3, populatiile de limfocite T circulante (limfocite T totale, limfocite T-helper si
citotoxice T, celule NK, limfocite B si limfocite T activate CD25 +) prima zi de dozare si a rimas
mai micd pe toatd durata studiului la toate animalele. Markerii de activare (CD69 si CD25 pe
celulele T activate) au fost crescuti in ziua 1, dar nu la momentele ulterioare ale studiului.

Pentru a rezuma, constructul de anticorp bispecific DLL3xCD3 a fost foarte bine tolerat
chiar si la cea mai mare doza testatd (100 pg/kg/zi,> 300 x ECso).

Exemplul 20
Studii PK cyno

S-a efectuat un studiu PK cyno cu maimufe masculi naivi cynomolgus. Trei constructe de
anticorp bispecific diferite DLL3xCD3 (I12C) fuzionate cu albumina (DLL3-4, DLL3-6 si DLL3-
14) au fost administrate ca bolus unic iv. la o concentratic de 12 pg/kg. Pentru fiecare dintre
molecule a fost utilizat un grup de doud animale.

Un studiu separat PK cyno a fost realizat in aceleasi conditii, dar cu DLL3-4 in diferite
versiuni de fuziune Fc.

Probele de sange au fost colectate pre-doza si la 0,05, 0,5, 1, 4, 8, 24, 48, 72, 120, 168,
240 si 336 ore dupd dozd. Serul a fost preparat pentru determinarea concentratiilor serice ale
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moleculelor intr-un test imunologic. Testul a fost realizat prin captarea constructelor anticorpului
prin fragmentul lor tintd, in timp ce un anticorp indreptat impotriva partii de anticorp care leaga
CD3 a fost utilizat pentru detectare. Profilele serice de concentrafie-timp au fost utilizate pentru a
determina parametrii PK. Parametrii farmacocinetici au fost determinati utilizand metode standard
de analizd necompartimentald (NCA). Au fost evaluati urmatorii parametri PK: AUCjy (zona sub
curba concentratiei serice-timp), Vs, (volumul de distributie la starea de echilibru), CL (clearance
sistemic) si terminalul t;» (timpul de injum&tatire terminal). Pentru toate constructele de anticorpi,
nivelurile serice au fost cuantificabile pentru toate momentele de timp la toate animalele dupd
administrarea lor. Nu s-au facut observatii clinice la nici unul dintre animalele tratate.

Farmacocinetica constructelor de anticorpi testate este prezentatd in Figura 9, iar
parametrii PK sunt rezumati ca medie de n= 2 in tabelul 17 de mai jos.

Constructele fuzionate cu albumind au prezentat un profil PK favorabil, in concordanti cu
un program de dozare o datd sau de doud ori pe sdptdimani la un pacient uman. S-a observat un
profil PK si mai favorabil care sustine o datd pe siptdmand o dozd sau chiar o datd la doud
sdptdmani, cu un construct de fuziune Fc (scFc).

Tabelul 17: Parametrii farmacocinetici ai variantelor HLE ale constructelor de anticorpi
bispecifici DLL3xCD3 la maimutele cynomolgus

gConstruct de anticorp AUCint [ng *h/ml]  {Vss [ml/kg] CL [mlV/h/kg] itz [h]
\DLL3-4 x 12C HALB 20,669 70 0,58 98
\DLL3-6 x 12C HALB 120,228 67 0,59 103
DLL3-14x 2C HALB 21,597 107 §0,55 154
\DLL3-4 x 12C scFe 129,746 118 0,40 213
\DLL3-4 (cc) x I2C scFe 24,769 144 0,48 234
éDLL3-4 x I2C hetero Fc 14,639 166 50,82 173
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Tabelul 18: Lista de secvente

\SECV | . :

! ‘epitop . { = = . ..

JID : Denumire { Format/Sursa : Secventa de aminoacizi

NR DLL3 5 »

1 \DLL3-1 'VHCDR1  DYGIH

2 DLL3-1 VH CDR2 VISYHGSNKYYARSVKG

3 DLL3-1 'VHCDR3  EIPFGMDV

4 DLL3-1 VL CDR1 RSSQSLLHSDGYNYLD

5 DLL3-1 'VLCDR2  LGSNRAS

6 DLL3-1 'VLCDR3 ' MQALQTPLT

7 DLL3-1 VH OVQLVESGGGVVQSGRSLRLSCAASGFTFSDYGIHWVRQAPGKGLEWVAVISYHGSNKYYARS
VKGRFTVSRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREIPFGMDVWGQGTTVTVSS

8 DLL3-1 VL DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSTLLHSDGYNYLDWYLOKPGQOSPOLLIYLGSNRASGY
PDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGVYYCMQALQTPLTFGGGTKVDIK
QVOLVESGGGVVOSGRSLRLSCAASGFTFSDYGIHWVRQAPGKCLEWVAVISYHGSNKYYARS

9 N-term. :DLL3-1 scFv VKGRFTVSRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREIPFGMDVIWGQGTTVTVSSGGGGSGGGG
SGGCGSDIVMTOTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSDGYNY LDWYLQKPGQSPQLLIYLGS
NRASGVPDRESGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGVYYCMQALQTPLTEGGGTKVDIK
OVOLVESGGGVVCSGRSLRLSCAASGFTFSDYGIHWVROQAPGKGLEWVAVI SYHGSNKYYARS
VKGRETVSRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCRAREIPFGMDVWGQGTTVIVSSGGGGSGGGEG
SGGGGSDIVMTQOTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSDGYNYLDWYLOQKPGOSPOLLTIYLGS

10 DLL3-1 xI2C moleculd NRASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGVYYCMQAT.QTPLTFGGGTKVDIKSGGGGSEY

bispecifica OLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVROQAPGKGLEWVARIRS KYNNYATYYADS

VKDRFTISRDDSKNTAYLQMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY ISYWAYWGQGTLVIVSSGGG
GSGGGGSGGGESQTVVTQOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT SGNY PNWVQOKPGOAPRGLIG
GTKFLAPGTPARFSGSLLGGKARLTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVL
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‘SECV | . . :

iepitop . o1 - . . .

D ! {Denumire Format/Sursi {Secventa de aminoacizi

11 EDLL3-2 VH CDR1 gGYYMH

12 §DLL3-2 VH CDR2 §WINPNSGDTNYAQKFQG

13 §DLL3-2 VH CDR3 §DANIAALDAFEI

14 §DLL3-2 VL CDRI1 §RASQSISSYLN

15 DLL3-2 VL CDR2 AASSLQS

16 DLL3-2 VL CDR3 QOQSYSTPLT

17 DLL3-2 VH QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTETGY YMHWVRQAPCQGLEWMGH
FQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLTSDDTAVYYCARDANIAALDAFTE TWG(

18 DLL3-2 VL DIQMTQOSPSSLSASVGDRVIITCRASQSTSSY LNWY QOKPGKAPKLLIY.
GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQSYSTPLTFGGGTKVEIK
QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTGY YMHWVRQAPGOGLEWMG!

19 N-term. |DLL3-2 scFv FOGRVTMTRDTSISTAYMELSRLTSDDTAVYYCARDANIAALDAFE TWGC
GGGGSGGGGSDIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWY QOKI
LQOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOSYSTPLTFGGGT!
QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTGYYMHWVROAPGOGLEWMGI
FQGRVIMTRDTSISTAYMELSRLTSDDTAVYYCARDANTAALDAFE TWG(
GGGGSGGGGSDIOMTQOSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQK]

20 DLL3-2 xI2C molecula LQOSGVPSRFSGSCSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOQSYSTPLTFGGGT!

bispecifica LVESGGGLVQPGGSLKLSCARASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIR

KDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSY ISYWAYW!
SGGGGSGGCGSOTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVT SGNY PNWVI
TKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGK
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‘SECV | . . :

iepitop . o1 - . . .

D ! {Denumire Format/Sursi {Secventa de aminoacizi

21 DLL3-3 VHCDRI  SYGMH

522 §DLL3-3 VH CDR2 gVISYHGRDTYYARSVKG

23 \DLL3-3 VHCDR3 | DGATVTSYYYSGMDV

24 \DLL3-3 'VLCDRI  {RASQGISNYLA

25 DLL3-3 'VLCDR2  |LASSLQS

26 DLL3-3 VL CDR3 QQYNFYPFT

27 DLL3-3 VH QVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHNVROAPGRKGLEWVA
VKGRFTISRDNSKNTLYLHMNSLRAEDTAVYYCARDGATVTSYYYSGMD

78 DLL3-3 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGT SNY LAWFQOKPGKAPKSLIY
GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQYNEYPFTFGPGTKVDIK
OVQLVESGGGVVQOPGRSLRLSCAASGEFTESSYGMEWVRQAPGKGLEWVA

29 EGF-1 DLL3-3 scFv VKGRFTTISRDNSKNTLYLHMNSLRAEDTAVYYCARDGATVTIYYYSGMD'
GGSGGGGSGGCCSDIOMTQOSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNY LAWE
ASSLOSGVPSKFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNFYPFTEG

30 DLL3-3 xI2C bispecifici QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAT
VKGRFTISRDNSKNTLYLHMNSLRAEDTAVYYCARDGATVTSYYYSGMD'

moleculd
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bispecifica

71

SECY epito

1D PUOP  Denumire Format/Sursa ;Secventd de aminoacizi

DLL3 ,

NR
GGSGGGESGGEGSDIONTOS PSSLEASVEDRVTITCRASQG I SNY LAWEY
ASSLQSGVPSKFSGSGSGTDETLTISSLQPEDFATYYCOQYNFYPFTEC!
EVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETEFNKYAMNWVROAPGKGLEWVAL
DSVKDREFTISXDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYW.
GGGSGGGGSGEEESQTVVTQEPSLTVS PGGTYTLTCGSSTGAVTSGNY Pl
IGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRW

31 DLL3-4 'VHCDRI  SYYWS

32 DLL3-4 'VHCDR2  YVYYSGTTNYNPSLKS

33 DLL3-4 'VHCDR3  IAVTGFYFDY

34 DLL3-4 VLCDRI ~ RASQRVNNNYLA

35 DLL3-4 VLCDR2  GASSRAT

36 DLL3-4 'VLCDR3  |QQYDRSPLT

- DLL34 VH QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGS ISSYYWSWIRQPPCKCLEWIG

- KSRVTTSVDTSKNQFSTKLSSVTAADTAVYYCAS TAVTGFY FDYWGOGT
28 DLLA4 VL EIVLTQSPGTLSLSPGERVTLSCRASQRVNNNYLAWY QQRPGOAPRLL T
- SGSGSGTDFTLTTSRLEPEDFAVY YCQOYDRSPLTFGGGTKIETK

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG'
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCASIAVTGEYFDYWGOGT!

3 (EGF-3 DLL3-4 sckv GSGGGGSETVLTQSPGTLST,SPGERVTLSCRASQRVNNNY LAWY QQRPG
TGTPDRFSGSGSGTDRTLTTSRLEPEDFAVYYCOQYDRSPTTFGGGTRL]

40 DLL3-4x2c  Moleowld
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SECV: .
epitop . - - . . .

1D Denumire Format/Sursa : Secventa de aminoacizi

NR DLL3 ’
QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGS
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCASTAVTGEFYFDYWGQGT]
GSGGGGSETIVLTOSPGTLSLSPGERVTLSCRASORVNNNY LAWY QQORPG(
TGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTFGGGTKLI
ESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWYROAPGKGLEWVARIRSK
RFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFEGNSY ISYWAYWGQ!
GGGSGGEGGESQTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT SGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGG

41 DLL3-5 VH CDRI1 SYYWS

42 gDLL3-5 VH CDR2 §YIYYSGRTNYYPSLKS

§43 gDLL3-5 VH CDR3 §IAVAGFFFDY

§44 gDLL3-5 VL CDR1 §MSQSVNKNYLA

§45 §DLL3-5 VL CDR2 gGASSRAT

§46 §DLL3-5 VL CDR3 gQQYDRSPLT

47 DLL3-5 VH QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG
KSRVTISIDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGFFFDYWGQGT

48 DLL3-5 VL EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNKNYLAWYCQKPGQOAPRLLT
SGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTFGGGTKLEIK
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG?

49 EGF-3 DLL3-5 scFv KSRVTISIDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGEFFEDYWGQGT!

GSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQOSVNKNY LAWY QQKPG
TGIPDRFSCSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTKLI
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SECV .
epitop . - - . . .
1D Denumire Format/Sursa ;Secventd de aminoacizi
Ng DLL3 »
QOVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGT
KSRVTISIDTSKNQFSTKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGFFEDYHGOGT]
50 DLLA.S oC | Moleculd GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRAS OSVNKNYLAWY QQKPG
bispecifica TGIPDRFSGSGSGIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTKLI
ESGGELVOPGGS LKLSCAASGFTFNKYAMNWVR OAPGKGLEWVAR I RSK'
RETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHCNEGNSYISYWAYWGO!
GGGSGGGGESOTVVTQEPSLIVSPGGTVILTCGSS TGAVTSGNY PNWVQQ)
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGG
51 \DLL3-6 'VHCDR1  SFYWS
52 DLL3-6 'VHCDR2 | YIYYSGTTNYNPSLKS
53 DLL3-6 'VHCDR3  IAVAGFFFDY
54 \DLL3-6 'VLCDRI  RASQSVNKNYLA
55 \DLL3-6 'VLCDR2 | GASSRAT
156 DLL3-6 'VLCDR3  {QQYDRSPLT
57 DLL3-6 VH QVOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSFYWSWIRQPPGKGLEWIC
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVIAADTAVYYCARIAVAGFFFDYWGQGT
53 DLL3-6 VL EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNKNY LAWY QOKPGQAPRLLT
SGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGGGIKVEIK
59 EGF-3 DLL3-6 scFv
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74
SECV epito|
1D PIOD 1y e numire Format/Sursa : Secventa de aminoacizi
DLL3 t
NR
OVOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSFYWSWIRQPPGKGLEWIG'
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGFFEFDYWGQGT!
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNKNY LAWY QOKPG!
TGIPDRESGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOQYDRSPLTEFGGGTKV!
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSFYWSWIRQPPGKGLEWIGT
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGEFFFDYWGQGT!
molecul GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNKNY LAWY QQKPG!
60 DLL3-6 x12C bispecifica TGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTKVI
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
RETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY T SYWAYWGQ
GGGSGGGESOTVVTOEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVTSGNY PNWVQOQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVFGGE
61 \DLL3-7 VHCDRI  SFYWS
162 DLL3-7 | VH CDR2 YIYYSGTTNYNPSLKS
63 DLL3-7 'VH CDR3 IAVAGFFFDY
64 \DLL3-7 VL CDR1  RASQSVNKNYLA
65 DLL3-7 'VLCDR2 ~ GASSRAT
66 \DLL3-7 'VLCDR3  |QQYDRSPLT
67 DLL3-7 VH QVOLQESCGPCLVKPSQTLSLTCTVSGASISSFYWSWIRQPPGKGLEWIG
) KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGEFEFEFDYWGQGT-
EIVLTQSPGTLSLSPGERAT f
68 DLL3.7 VL QSPGTLSLSPG LSCRASQSVNKNYLAWYQQKPGQAPRLLI

SGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTEFGGGTKVEIK
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75
SECY epito)
1D pitop Denumire Format/Sursi :Secventa de aminoacizi
DLL3 {
NR
OVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGASISSFYNSWIRQPPGKGLEWIG
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY YCARTIAVAGFFFDYWGOGT:
69 EGF-3 DLL3-7 sckv GSGGGGSETVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQOSVNKNY LAWY QOKPG!
TGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOOYDRSPLTFGGGTKVI
OVOLOESGPGLVKPSOTLSLTCTVSGASISSFYNSWIROPPGKGLEWIG
KSRVTISVDTSKNOFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGFFFDYWGOGT:
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASOSVNKNY LAWY QOKPG!
70 DLL3.7 xppc  \molecula TGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQOYDRSPLTFGGGTKVI
X bispecifici ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK'
RFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY ISYWAYWGO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVS PGETVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVFGGE'
71 DLL3-8 'VHCDRI  SFYWS
72 DLL3-8 'VHCDR2 YIYYSGTTNYNPSLKS
73 DLL3-8 VHCDR3  {IAVAGFFFDY
74 DLL3-8 VLCDRI  {RASQSVNKNYLA
75 'DLL3-8 'VLCDR2  {GASSRAT
76 DLL3-8 VL CDR3 QQYDRSPLT
. DLLA.8 VH OVOLOEWGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSFYWSWIRQPPGKGLEWIG
- KSRVTISVDTSKNQLSLKLS SVTAADTAVYYCARTAVAGFFFDYWGOGT:
- DLLA.S VL EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNKNY LAWY QOKPGQAPRLL T
- SGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRS PLTFGGGTKVDIK
79  {EGF-3 DLL3-8 scFy




MD/EP 3328889 T2 2021.10.31

76
SECV epito
1D PUOP  Denumire Format/Sursa ;Secventd de aminoacizi
DLL3 ,
NR
OVOLOEWGPGLVKPSETLSLTICTVSGASISSFYWSWIROPPGKGLEWIG
KSRVTTSVDTSKNQLSTRL.SSVTAADTAVYYCARTAVAGFFFDYHGQGT!
GSGGGGSETVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNKNY LAWY QQKPG!
TGIPDREFSGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTKVI
OVOLOEWGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEYWSWIRQOPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGFEFDYWGQGT!
GSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNKNY LAWY QOKPG!
%0 DLLAS xpC  molecul TGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTFGGGTRY]
X bispecifici | ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK’
RFTTSRDDSKNTAYT.OMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY T SYWAYWGO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKRKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!
81 DLL3-9 VHCDRI  SFYWS
82 DLL3-9 VHCDR2 YIYYSGTTNYNPSLKS
.83 DLL3-9 VHCDR3 | IAVAGFFFDY
84 DLL3-9 VLCDRI  RASQSVNKNYLA
85 \DLL3-9 'VLCDR2  {GASSRAT
186 DLL3-9 'VLCDR3  QQYDRSPLT
. DLL3. v QVOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSFYWSWIRQPPGKGLEWIG
) KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTIAVAGFEEDYWGQGT:
38 DLL3-9 VL EIVLTQSPGTLSLSPGESATLSCRASQSVNRKNY LAWY QQKPGOAPRLLTT
- SGSGSGTDFTLTTSRLEPEDFAVYYCQQOYDRSPLTFGGGTRIETK
89  {EGF-3 DLL3-9 scFy
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SECV epito
1D PUOP  Denumire Format/Sursa ;Secventd de aminoacizi
DLL3 !
NR
QVOLQESGPCLVKPSETLSLTCTVSCGASISSFYNSWIRQPPGKGLEWIG
KSRVTTSVDTSKNQFSTKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGT FFDYWGQGT:
GSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGESATLSCRASQSVNRNYLANY QQKPG!
TGIPDREFSGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTRLLI
QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEYWSWIROPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGFEEFDYWGQGT!
GSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGESATLSCRASQSVNKNY LAWY QQKPG!
% DLL3.0 xppc |\ molecula TGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTFGGGTRLI
X bispecifici | ESGGGLVOPGGSLKLS CAASGFTENKYAMNWVR OAPGKGLEWVAR IRSK'
RFTTSRDDSKNTAYTLOMNNTKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY T SYWAYWGO
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKRKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!
91 DLL3-10 VHCDRI  SYYWS
92 DLL3-10 VHCDR2 YIFYNGITNYNPSLKS
93 DLL3-10 VHCDR3 [ [HSGSFSFDY
94 ‘DLL3-10 VLCDR1  {RASQSVSRGYLA
195 \DLL3-10 'VLCDR2  {GASSRAT
196 DLL3-10 'VLCDR3  QQYDTSPIT
o7 DLLA-10 VH QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKCLEWIG!
) KSRVTISLDTSKNQFSLKLSSVTAADTARKYYCARTIHSGSFSEDYWDQGT:
08 DLL3-10 VL EIVMTOQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRGYLAWY QOKPGQAPRLL T
- SGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDTSPTTFGOGTKVETK
199 {EGF-3 {DLL3-10 scFy
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SECV epito
ID PUOP Denumire Format/Sursa ;Secventd de aminoacizi
DLL3 :
NR
QVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG!
KSRVTTSLDTSKNQFSLKLSSVTAADTAKYYCARTHSGSFSFDYWDQGT!
GSGGGGSEIVMTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRGY LAWY QQKPG!
TDIPDREFSGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDTSPITFGQGTKVI
OVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG?
KSRVTISLDTSKNQFSLKLSSVTAADTAKYYCARTHSGSEFSEDYWDQGT!
GSGGGGSEIVMTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRGYLAWY QOKPG!
100 DLL3.10 xipc | moleculd TDIPDRFSGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYCQQYDTSPITEGQGTKV
e bispecifici | ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK:
RFTTSRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY I SYWAYWGQ
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKRKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!
1101 \DLL3-11 'VHCDRI  {NAGMS
102 DLL3-11 VHCDR2  {RIKNKIDGGTTDFAAPVKG
103 DLL3-11 VHCDR3  RGWYGDYFDY
104 DLL3-11 VLCDRI  RSSQSLLHSNGYNYLD
1105 ‘DLL3-11 'VLCDR2  LGSNRAS
1106 DLL3-11 'VLCDR3  MQALQTPFT
107 DLLA.11 VH EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFIFNNAGMSWVRQAPGKGLEWVC]
) APVKGREFTISXDDSKNTLYLOMNSLKAEDTAVYYCTARGWYGDY FDYW(G(
108 DLL3.11 VL DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQS P
” PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGTYYCMQOALQTPFTFGPGTKVEIK
1109 {EGF-3 {DLL3-11 scFy
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SECV epito
1D pitop Denumire Format/Sursa : Secventa de aminoacizi
DLL3 ;
NR
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFIFNNAGMSWVROAPGKGLEWVGI
APVKGRETISXRDDSKNTLYLOMNSLKAEDTAVYYCTARGWYGDY FDYWG(
GGGGSGGGGSDIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQOSLLHSNGYNYLDI
YLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGIYYCMQALQTPEFET:
EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFIFNNAGMSWVROAPGKGLEWVGI
APVKGRFTISRDDSKNTLYLOMNSLKAEDTAVYYCTARGWYGDY FDYWGH
GGGGSGGGGSDIVMTOTPLSLPVTPGEPASISCRSSQOSLLHSNGYNYLDI
110 DLL3-11 xI2C molecula YLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGIYYCMOALQTPET.
X bispecifica GSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTEFNKYAMNWVROAPGKGLEW
YADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYIS®
SGGGGSGGGGSGGGEGESQTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGN®
GLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNI
111 gDLL3-12 VH CDRI1 SYDIH
112 §DLL3-12 VH CDR2 §VISSHGSNKNYARSVKG
113 DLL3-12 VH CDR3 DGYSGNDPFYYYYHGMDV
114 gDLL3-12 VL CDRI1 §MSQSISSYLN
115 §DLL3-12 VL CDR2 §AASSLQS
116 DLL3-12 VL CDR3 QQSFTTPLT
OVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSFSSYDITHWVROAPGKGLEWVA
117 DLL3-12 VH VKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLKAEDTAVYYCARDGYSGNDPFYYYYH
S
118 DLL3-12 VL DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIY.
) GSGSGTDFSLTISSLOPEDFATYYCQQOQSEFTTPLTFGGGTKVEIK
119 EGF- DLL3-12 scFv
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SECV epito
ID PP hyenumire Format/Sursi {Secventa de aminoacizi
DLL3 ’
NR
3/14] OVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSFSSYDIEWVRQAPGKGLEWVA
VKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLKAEDTAVYYCARDGYSGNDPFYYY YH
SGGGGSGEGGSGGEESDIOMTOSPSSLSASVGDRVT ITCRASOS ISSYL
TYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFSLTISSLOPEDFATYYCQQS FTTPL
OVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFSFSSYDIHWVRQAPGKGLEWVAY
VKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLKAEDTAVYYCARDGY SGNDPFYYYYH
SGGGGSGEGGSGGEGSDIOMTOSPSSLSASVGDRVT ITCRASQSISSYL
120 DLLA.12 xpC  Moleculd IYARSSLOSGVPSRFSGSGSGTDFSLTISSLOPEDFATYYCOOSFTTPL'
ex bispecifici GGSEVQLVESGGGLVOPGGSTKLSCAASGFTFNKYAMNWVROAPGKGLET
YYADSVKDRFT I SRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY T
55GGGGSGEGGSGEGESOTVVTOREPSLTVS PGGTVTLTCGS STGAVTSG]
RGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SI
121 DLL3-13 'VHCDRI  SYYMH
122 \DLL3-13 VHCDR2  TINPSDGSTNYAQNFQG
123 \DLL3-13 VHCDR3  {GGNSAFYSYYDMDV
124 DLL3-13 VLCDRI  {RSSQSLVYRDGNTYLS
125 'DLL3-13 'VLCDR2  {KVSNWQS
1126 DLL3-13 'VLCDR3  MQGTHWPPT
17 DLLAL3 VH OVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTETS Y YMHWVRQAPGQGLEWMG:
) FOQGRVTMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
128 DLLA.13 VL DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDENTYLSWFQQORPGQSE]
- PDRFSGSGSGTDFTLKT SRVEAEDVGVY FCMQGTHWPPTFGOGTKVE TK
1129 {EGF-4 DLL3-13 scFy




MD/EP 3328889 T2 2021.10.31

81
SECV epito
1D PHOP e numire Format/Sursi {Secventa de aminoacizi
DLL3 ’
NR
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVICKASGYTFTSYYMHWVRQAPGQGLEWMG.
FQGRVTMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOSPLSLPVTLGQPASTISCRSSQSLVYRDGNTY]
LIYKVSNWQSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYFCMQGTHWP]
OVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWVROAPGQGLEWMG.
FOGRVTMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOSPLSLPVTLGQPASTSCRSSQSLVYRDGNTY ]
moleculs LIYKVSNWQSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVY FCMQGTHWP
130 DLL3-13 xI2C bispecifici GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETENKYAMNWVRQAPGKGLI
P TYYADSVEDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY .
VSSGGGGSGGGGSGGGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT S
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY
L
131 \DLL3-14 'VHCDRI  NYYMH
132 DLL3-14 VHCDR2  {IINPSDGSTSYAQKFQG
133 DLL3-14 VHCDR3  GGNSAFYSYYDMDV
134 \DLL3-14 'VLCDRI ' RSSQSLVYRDGNTYLS
135 DLL3-14 'VLCDR2  KVSNWQS
136 DLL3-14 'VLCDR3  MQGTHWPPT
137 DLL3-14 VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVRQAPGLGLEWMG:
) FOQGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
138 DLL3.14 VL DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDGNTYLSWFQQRPGQSPI
) PDREFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOQGTHWPPTFGQGTKVEIK
139 | EGF-4 DLL3-14 scFy
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SECV epito|
1D pitop Denumire Format/Sursa : Secventa de aminoacizi
DLL3 ’
NR
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVRQAPGLGLEWMG.
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVY
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGQOPASISCRSSOSLVYRDGNTY:
LIYKVSNWQOSGVPDREFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]
OVQOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV]
GSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQOSLVYRDGNTY:
moleculs LIYKVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPE]
140 DLL3-14 xI2C bispecifici GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLI
P TYYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY .
VSSGGGGSGGGGSGGGEGSOTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS(
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY!
L
141 DLL3-15 'VHCDRI  GYYIH
142 §DLL3-15 VH CDR2 §IINPSDGSTSYGQNFQG
143 DLL3-15 VHCDR3  GGNSAFYSYYDMDV
144 \DLL3-15 'VLCDRI  RSSQSLAYRDGNTYLS
145 DLL3-15 VL CDR2 KVSNWQS
146 DLL3-15 VL CDR3 MQGTHWPPT
147 DLL3-15 VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYITHWVRQAPGQGLEWMG:
) FOGRVTMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
148 DLL3.15 VL DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLAYRDGNTYLSWFQQORPGQS P
) PDRFSGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYFCMOGTHWPPTFGOGTKVEIK
1499 | EGF-4 DLL3-15 scFy
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SECV epito
ID PUOP Denumire Format/Sursa ;Secventd de aminoacizi
DLL3 ’
NR
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCRASGYTETGYY THIVRQAPGOGLEWMG
FQGRVTMTRDTSTNTVYMELSSTRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGEGESDVYMTQSPL.ST.PVTLGOPAS TSCRSSQSTAYRDGNTY
LIYKVSNWQOSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYFCMQGTHWP]
QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYY ITHWVROAPGOGLEWMG!
FOQGRVTMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLAYRDGNTY ]
olecul LIYKVSNWQSGVPDREFSGSGSGTDFTLK I SRVEAEDVGYY FCMQGTHWE]
150 DLL3-15 xI2C bispecifici GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGET ENKYAMNWVROAPGKGLE
P TYYADSVKDRETISRDDSKNTAY LOMNNLKTEDTAVYYCVREGNFGNSY!
V5SGGGGSGGGESGEEGSQTVYTQRPSTTVS PGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY,
L
151 DLL3-16 'VHCDRI  GHYMH
152 DLL3-16 VHCDR2  TINPSDGSTNYAQKFQG
153 DLL3-16 VHCDR3  GTTWHYSYYDMDV
154 DLL3-16 'VLCDRI  RSSQSLVYRDGNTYLT
155 DLL3-16 'VLCDR2  KVSNWQS
156 DLL3-16 'VLCDR3  MQGTHWPPT
57 DLLA-16 VH QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TETGHYMHWVRQAPGQGLEWMG
) FQGRVTMTRDTSTSTVYMELRSLRSEDTAVYYCTRGTTVVHYSYYDMDVI
158 DLL3-16 VL DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDGNTYLTWFQQORPGQS P
- PDRFSGSGSGTDFTLKTSRVEAEDVGVYYCMOGTHHPPTFGGGTKVE TK
159 EGF-4 DLL3-16 scFy
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SECV epito
1D PP hyenumire Format/Sursi {Secventa de aminoacizi
DLL3 ’
NR
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVICKASGYTFTGHYMHWVRQAPGQGLEWMG:
FQGRVTMTRDTSTSTVYMELRSLRSEDTAVYYCTRGTTVVHYSYYDMDV]
GSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGQPASTISCRSSQSLVYRDGNTY]
LIYKVSNWQSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]
OVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGHYMHWVROAPGQGLEWMG.
FOGRVTMTRDTSTSTVYMELRSLRSEDTAVYYCTRGTTVVHYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGQPASTSCRSSQSLVYRDGNTY]
moleculs LIYKVSNWQSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP ]
160 DLL3-16 xI2C bispecifici GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETENKYAMNWVRQAPGKGLI
P TYYADSVEDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY .
VSSGGGGSGGGGSGGGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT S
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY
L
161 \DLL3-17 'VHCDR1  {NYFMH
162 DLL3-17 VHCDR2  {IINPSDGSTSYAQNFQG
163 DLL3-17 VHCDR3  GGNSAFYSYYDMDV
164 \DLL3-17 'VLCDRI ' RSSQSLVYRDGNTYLS
165 DLL3-17 'VLCDR2  RVSNWQS
166 DLL3-17 'VLCDR3  MQGTYWPPT
167 DLL3-17 VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNY FMHWVRQAPGLGLEWMG:
) FOQGRVTMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
168 DLLA.17 VL DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDGNTYLSWFQQRPGQSPI
) PDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYFCMOGTYWPPTFGQGTKVDIK
169 EGF-4 DLL3-17 scFy
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SECV epito
ID PP hyenumire Format/Sursi {Secventa de aminoacizi
DLL3 ’
NR
OVOLVQSGAEVKKPGASVKVS CKASGYTETNY EMHWVR QAPGLGLEWMG.
FQGRVTMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGESGGGGESDVVMTQSPLSTPVTLGOPAS TSCRSSQSLVYRDGNTY:
LIYRVSNWQSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYFCMQGTYWP]
OVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNY FMHWVRQAPGLGLEWMG.
FOGRVTMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOSPLSLPVTLGQPASTSCRSSQSLVYRDGNTY ]
noleculs LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGYY FCMOGT YWD:
170 DLL3-17 xI2C bispecifici GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETENKYAMNWVRQAPGKGLI
P TYYADSVKDRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVREGNFGNSY.
VSSGGGGSGEEESGEEESQTVYTOEPSLTVS PGGTVT L TCGSSTGAVTSI
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY
L
171 DLL3-18 'VHCDRI  NYGMH
172 DLL3-18 VHCDR2 | VISHHGSSKYYARSVKG
173 DLL3-18 VHCDR3  {DWWELVFDY
174 \DLL3-18 VL CDRl  KSSQSLLHSDGKTFLY
1175 DLL3- 'VLCDR2  {EVSNRFS
176 DLL3-18 'VLCDR3  LQGIHLPFT
177 DLLA.18 VH QVQLVESGGGAVOPGRSLRLSCAASGETFSNYGMHNVRQAPGKGLEWVA
) VKGRFTISRDNSKNTLYLEMNSLRAEDTAVYYCARDWWELVEFDYWGQGT
178 DLL3.18 VL DIVMTQTPLSLSVTPGQOPASISCKSSQSLLESDGKTFLYWYLOKPGQPE!
- PDRFSGSGSGTDFTLKT SRVEAEDVGVYYCLOGTHLPFTFGPGTKVETK
179 | EGF- DLL3-18 scFy
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SECV epito
ID PIOP e numire Format/Sursia i Secventd de aminoacizi
DLL3 ’
NR
5/6] QVQLVESGGGAVOPGRSLRLSCARSGFTFSNY GMHWVR QAPGKGLEWVAT
VRGRFTTSRDNSKNTLYLEMNSTRARDTAVYYCARDWWEL,VFDYHGOGT:
GSGGGGSDTVMTQTPLST,SVTPGQPAS TSCKSSOSTIHSDGKTFLYWYIS
SNRESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCLOQGTIHLPEFTFGP(
QVOLVESGGGAVOPGRSLRLSCAASGEFTFSNYGMHWVROAPGKGLEWVA'
VKGRFTISRDNSKNTLYLEMNSLRAEDTAVYYCARDWWELVEFDYWGOGT
GSGGGGSDIVMTOTPLSLSVIPGOPASISCKSSOSLLHSDGKTFLYWYLS
180 DLLA18 ¢ Molecula SNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCLOGTHLPFTFGE
oX bispecificd | VOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVROAPGKGLEWVAR
SVKDRFTTSRDDSKNTAYLOMNNTKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY TS VWA
GGSGGGGSGGGGSQTVVTQREPSLTVS PGGTVTTTCGSSTGAVTSGNY PN
GGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAATL TLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWV
181 DLL3-19 'VHCDRI  NSRMGVS
182 \DLL3-19 VHCDR2  {HIFSNDGKSYSTSLKS
183 DLL3-19 VHCDR3 YNYDSSGYYYSFFDY
184 'DLL3-19 VLCDR1  RASQSISSYLN
185 ‘DLL3-19 'VLCDR2  {AASSLQS
1186 DLL3-19 'VLCDR3  QQGYSSPFT
187 DLLA.19 VH QVTLKESGPMLVKPTETLTLTCTVSGFSLSNSRMGVSWIRQPPGRALEW
) SLESRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPVDTATYYCARYNYDSSGYYYSEE
188 DLL3.19 VL DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIY.
- GSGSGTDFTLTTSSTOPEDFATYYCQOGYSSPFTRGGGTRVETK
189 ECFiprisae scFv
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SECV epito
ID PUOP Denumire Format/Sursia i Secventd de aminoacizi
DLL3 ,
NR
QVTLKESGPMLYKPTETLTLTCTVSGFSLSNSRMGVSWIRQPPGRALENW
SLKSRLTTSKDTSKSQVVL,TMTNMDPVDTATYYCARYNYDSSGYYYSFF
GGGSGGGESGEGESDIOMTOSPSSLSASVGDRVTTTCRASQSTSSYLNW
AASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQOGYSSPETE
OVTLKESGPMLVKPTETLTLTCTVSGESLSNSRMGVSWIROPPGRALEW.
SLKSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPVDTATYYCARYNYDSSGYYYSEE]
GGGSGGGGESGEGGSDIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNW
19 DLLA.10 xo¢  Moleculd AASSLOSGVPSRFSGSGSGTDETLTISSLOPEDFATY YCOOGYSSPETE
X bispecifici | SEVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVROAPGKGLENV:
ADSVKDRFTTSRDDSKNTAYT,OMNNTKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYTSY
GGGGSGGEGSGGEGSOTVVTQEPSLTVSPGGTYTLTCGSSTGAVTSGNY
LIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRI
191 DLL3-20 'VHCDRI  NARMGVS
192 DLL3-20 VHCDR2  HIFSTDEKSYSTSLKS
193 DLL3-20 VHCDR3 YYYDSSGYYYSFFDY
194 'DLL3-20 VLCDRI  RASQSIRSYLN
195 \DLL3-20 'VLCDR2  {GASNLQS
196 DLL3-20 'VLCDR3  :QQSYSSPFT
197 DLL3.20 VH QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFST.SNARMGY SWLRQPPGKALEW
SLKSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPYDTATYYCARYYYDSSGYYYSEF
108 DLL3.20 VL DIOMTQSPSSLSASVGDRVT I TCRASQSIRSYLNWYQQKPGKAPKLLIY
GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSSPFTFGGGTKVEIK
199 | EGF- DLL3-20 'scFv
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SECV .
epitop . - - . . .
1D Denumire Format/Sursi :Secventa de aminoacizi
DLL3 ¢
NR
5/16] OVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLSNARMGVSWLRQPPGKALEW:
SLKSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPVDTATYYCARYYYDSSGYYYSFE]
GGGSGGGEGESCGGGSDIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIRSYLNW
GASNLOSGVPSRFSGSGSGTDEFTLTISSLQPEDFATYYCQOSYSSPETF
QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSTLSNARMGVSWLRQPPGKALEW:
SLKSRLTISKDTSKSOVVLTMTNMDPVDTATYYCARYYYDSSGYYYSEF!
GGGSGGGESGEGEESDIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIRSYLNW
moleculi GASNLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSSPETE
200 DLL3-20 xI2C e .
bispecificd SEVOLVESGGGLVQPGGSTLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWV.
ADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYTSY!
GGGGSGEEGSGEGEGSOTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY:
LIGGTKFLAPGTPARFSCSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRI
§201 §DLL3-21 VH CDRI1 §SYYIH
;202 §DLL3-21 VH CDR2 §IINPSGGSKSYAQKFRG
§203 §DLL3-21 VH CDR3 §SMSTVTSDAFDI
§204 §DLL3-21 VL CDR1 §RASQSISNYLN
205 \DLL3-21 'VLCDR2  {AASSLQS
§206 DLL3-21 VL CDR3 QQSYSAPLT
207 DLL3-21 VH OVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASCYAFTSYYIHWVRQAPGQGLEWMG:
FRGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLTSEDTAVYYCARSMS TVTSDAFD WG
208 DLL3-21 VL DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQOSISNYLNWYQQKPGKAPKLLIY.
GSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCQOSYSAPLTFGGETKVDIK
200 EGF- 1301 scFv
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SECV
ID
NR

epitop
DLL3

Denumire

Format/Sursa

Secventa de aminoacizi

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYAFTSYYTHWVROAPGQGLEWMG!
FRGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLTSEDTAVYYCARSMSTVTSDAFDIWGK
GGGGSGGGGSDIOQMTQOSPSSLSASVGDRVTITCRASQS TSNYLNWY QQK]
LOSGVPSRESGSGSGTEFTLTISSLOQPEDFATYYCQQOSYSAPLTEGGGT!

210

DLL3-21 xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYAFTSYYIHWVROAPGQGLEWMG:.
FRGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLTSEDTAVYYCARSMSTVTSDAFDIWG!
GGGGSGGGGSDIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQS ISNYLNWY QOK]]
LOSGVPSRESGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCQOSYSAPLTEGGGT]
LVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRS
KDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSY T SYWAYW!
SGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWV(
TKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEG!

211

EGF-3

DLL3-4 xF12Q

moleculd
bispecifica

OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG?
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCASTAVTGEFYEFDYWGQGT!
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERVILSCRASORVNNNY LAWY QORPGC
TGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTFGGGTKLI
ESGGGLVQOPGGSLRLSCAASGFTENSYAMNWVROAPGKGLEWVARTIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQO(
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKRKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!

212

EGF-3

DLL3-5 xF12Q

moleculd
bispecifica

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG,
KSRVTISIDTSKENQFSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGFFEFDYWGQGT]
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQOSVNKNY LAWY QOKPGI
TGIPDRESGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTEFGGGTKLI
ESGGGLVQOPGGSLRLSCAASGFTENSYAMNWVROAPGKGLEWVARTIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQO(
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT SGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG'
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SECV
ID

epitop
DLL3

Denumire

Format/Sursa

Secventa de aminoacizi

NR

213

EGF-3

DLL3-6 xF12Q

moleculd
bispecifica

OQVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEFYWSWIRQPPGKGLEWIG?
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGFFEFDYWGQOGT]
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQOSVNRKNY LAWY QOKPGC
TGIPDREFSGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTKVE
ESGGGLVOPGGSLRLSCAASGEFTENSYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK?
REFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQO(
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKRKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!

214

EGF-3

DLL3-7 xF12Q

moleculd
bispecifica

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGASISSEYWSWIRQPPGKGLEWIG)
KSRVTISVDTSKNOQFSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGFFEDYWGOGT]
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQOSVNKNY LAWY QOKPG(
TGIPDRESGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQOYDRSPLTFGGGTKV]
ESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTEFNSYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK?
REFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQO(
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKRKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!

215

EGF-3

DLL3-8 xF12Q

moleculd
bispecifica

QVOLOEWGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSFYWSWIRQPPGKGLEWIG
KSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGEFEDYWGOGT:

GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQOSVNKNYLAWY QOKPG!
TGIPDRESGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQQYDRSPLTFGGGTKYV]
ESGGGLVOPGGSLRLSCAASGEFTENSYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK:
RETISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYVSWWAYWGO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!
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SECV
ID
NR

epitop
DLL3

Denumire

Format/Sursa

Secventa de aminoacizi

216

EGF-3

DLL3-9 xF12Q

moleculd
bispecifica

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEYWSWIROPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGFEEFDYWGQGT!
G5GGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGESATLSCRASQSVNKNY LAWY QOKPG(
TGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTFGGGTRLI
ESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTENSYAMNWVROAPGKGLEWVARTIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQO(
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKRKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!

217

EGF-3

DLL3-10 xF12Q

moleculd
bispecifica

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSYYWSWIROPPGKGLEWIG!
KSRVTISLDTSKNQFSLKLSSVTAADTAKYYCARIHSGSFSEDYWDOGT]
GSGGGGSEIVMTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQOSVSRGY LAWY QOKPGC
TDIPDRESGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOOYDTSPITFGOGTKV]
ESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTENSYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK®
RETISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKRKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!

218

EGF-4

DLL3-13 xF12Q

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWVROAPGOGLEWMG!
FOGRVITMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGESDVVMTQSPLSLPVTLGOPASTISCRSSQSLVYRDGNTY
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVY FCMQGTHWPE
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGEFTENSYAMNWVROQAPGKGL]
TYYADSVKGREFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V3SGGGGSGGGEGSGGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVT S!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY
L

219

EGF-4

DLL3-14xF12Q

moleculd
bispecifica
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SECV
ID
NR

epitop
DLL3

Denumire

Format/Sursa

Secventa de aminoacizi

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVRQAPGLGLEWMG!
FOQGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDYVVMTQOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSQOSLVYRDGNTY]

LIYKVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE]
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTENSYAMNWVRQAPGKGL]
TYYADSVKGREFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY?
VS5SGGGEGSGGGEGESGGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT S!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLIWYY
L

220

EGF-4

DLL3-15 xF12Q

moleculd
bispecifica

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYY ITHWVROAPGOGLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GS5GGGGSGGGGSDVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLAYRDGNTY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVY FCMQGTHWPE
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTENSYAMNWVRQOAPGKGL]
TYYADSVKGREFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V5SGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTOQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY !
L

221

N-term.

DLL3-1 xI2C -
HALB varianta
1

moleculd
bispecifica
HALB
varianta 1
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QVOQLVESGGGVVQOSGRSLRLSCAASGEFTEFSDYGIHWVROAPGKGLEWVA'
VKGRFTVSRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARETIPFGMDVWGOGT T
SGGGGSDIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSDGYNYLDWYLO]
NRASGVPDRESGSGSGTDEFTLTISRVEAEDVGVYYCMQALQTPLTEGGG
QLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGET ENKYAMNWVROAPGKGLEWVARI]
VKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSY ISYWAY!
GSGGGGSGGGGSQTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT SGNY PNW!
GTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWV E'
SDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTE:
DKSLHTLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPN:
AFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADK
GRASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPRKAEFAEVSKLVTD:
ECADDRADLAKYICENCDSISSKLKECCERPLLEKSHCIAEVENDEMPA]
VCRKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAA
KPLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALTLVRYTKKVPOVSTPTLVEV!
PEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCEFES:
AGTFTFHADICTLSERKERQIKKQTALVELVKHKPRKATKEQLKAAMDDEA
CFAEEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

222

N-term.

DLL3-2
HALB
1

xI2C -
varianta

moleculd
bispecifica
HALB
varianta 1
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QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVROAPGOGLEWMGI
FOGRVTMTRDTSISTAYMELSRLTSDDTAVYYCARDANTAATLDAFE TWG(
GGGGSGGGGSDIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSTISSYLNWY QK]
LOSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOSYSTPLTEFGGGT!
LVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETENKYAMNWVROAPGKGLEWVAR IR
KDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYW!
SGGGGSGGGESQTVVTOEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVTSGNYPNWV(
TKEFLAPGTPAREFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGC
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQOCPFEDHVKLVNEVTEEF?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCOQAADKA?
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFQONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHERTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFESA]
GTFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPRKATKEQLKAAMDDEAA]
FAEEGKKLVAASQAATL.GLHHHHHH

223

EGF-1

DLL3-3 xI2C
HALB

moleculd
bispecifica
HALB




MD/EP 3328889 T2 2021.10.31

95

SECV
ID
NR

epitop
DLL3

Denumire

Format/Sursa

Secventa de aminoacizi

OVOLVESGGGVVQOPGRSLRLSCAASGETESSYCGMHWVROAPGKGLEWVA
VKGREFTISRDNSKNTLYLHMNSLRAEDTAVYYCARDGATVTSYYYSGMD
GGSGGGGSGGGGSDIOMTQOSPSSLSASVGDRYTITCRASQGISNY LAWEY
ASSIOSGVPSXESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQQYNEFYPETEGI
EVOLVESGGGLVQOPGGSLKLSCAASGEFTEFNKYAMNWVROAPGKGLEWVA]
DSVKDRFTISXDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYW:
GGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY Pl
IGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRIW
GGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFRALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEV'
NCDKSLHTLEGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQOHKDDN]
CTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYEFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQOAA]
DEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLV'
LLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM]
KDVCKNYAEA<XDVFLGMFLYEYARRHPDYSVYLLLRLAKTYETTLERKCC:
EFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVSTPTLVI
KHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPC]

FNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDD
ETCFAEEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

224

EGF-3

DLL3-4 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica -
HALB
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OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCASTAVTIGEYFDYWGQGT!
GSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERVTLSCRASQRVNNNY LAWY QQRPG!
TGIPDRESGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTKLI
ESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQ!
GGGSGGGGSQTVVIQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG'
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFARKRYKAAFTECCQAADKAAC]
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDLTK
DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP!
NYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADP]
VEEPONLTKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSRNI
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLYVNRRPCFSALER
FTFHADICTLSERKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFEV]
EEGKKLVAASQAATLGLHHHHHH

225

EGF-3

DLL3-5
HALB

xI2C

moleculd
bispecifica -
HALB

QVOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG?
KSRVTISIDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGFFFDYWGQOGT]
GS5GGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNENY LAWY QOKP
TGIPDRESGSGSGIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOQYDRSPLTEGGGTKLLI
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWYROAPGKGLEWVARIRSK?
RETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQO(
GGGSGGGGSQTVVTIQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ]
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGG'
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKAAC]
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPRAEFAEVSKLVTDLTKY
DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP:
NYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADP]
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VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRN]
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVIKCCTESLYVNRRPCEFSALE
FTFHADICTLSERERQIKKOTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEFAAFV]
EEGKKLVAASQAATGLHHHHHH

226

EGF-3

DLL3-6 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica
HALB

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASTISSEFYWSWIRQPPGKGLEWIGS
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGEFEFFDYWGOQGT!
GS5GGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNENY LAWY QOKPGH
TGIPDRESGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTKYVI
ESGGGLVQOPGGSLKLSCAASGETEFNKYAMNWYROAPGKGLEWVARIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQO!
GGGSGGGGSQTVVIQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG'
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFARKRYKAAFTECCQAADKAAC]
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDLTK
DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP!
NYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADP]
VEEPONLTKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSRNI
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLYVNRRPCFSALEN
FTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV]
EEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

227

EGF-3

DLL3-7 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica
HALB
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OVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGASISSEYWSWIRQPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGFFEFDYWGQOGT]
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNENY LAWY QQKPG!
TGIPDRESGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTEFGGGTKVI
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVROQAPGKGLEWVARIRSK?
RETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY ISYWAYWGQO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQCQH
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG'
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYRAAFTECCQAADKAAC]
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPRKAEFAEVSKLVTDLTKY

DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP!
NYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADP]
VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFQONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNI
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLYVNRRPCEFSALEN
FITFHADICTLSERERQIKKQTALVELVKHKPRKATKEQLKAVMDDEFAAFRV]
EEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

228

EGF-3

DLL3-8 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica -
HALB
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OQVOLOEWGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEFYWSWIRQPPGKGLEWIGS
KSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGEFEFFDYWGQGT!
GSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNENY LAWY QOKPGY
TGIPDRESGSGSGTDEFTLTISRLEPEDEFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTKYVI
ESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQ!
GGGSGGGGSQTVVIQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG'
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFARKRYKAAFTECCQAADKAAC]
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDLTK
DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP!
NYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPI
VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFQONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNI
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLYVNRRPCFSALER
FTFHADICTLSERKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFEV]
EEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

229

EGF-3

DLL3-9 xI2C
HALB

molecula
bispecificd -
HALB

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEYWSWIRQPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQIFSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGEFEEFDYWGQGT]
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGESATLSCRASQSVNENY LAWY QOKPG!
TGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTFGGGTRLI
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK:
RETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQO(
GGGSGGEGGESQTVVTQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG!
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQOQCPFEDHVKLVNEVTEEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNPNLPRI
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DNEETFLKKYLYEITARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKAACI
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSOQREFPKAEFAEVSKLVTDLTK
DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLE:
NYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPI
VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSRN]
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESALET
FTFHADICTLSERKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEFAAFV]
EEGKKLVAASQAATGLHHHHHH

230

EGF-3

DLL3-10 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica -
HALB

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGS
KSRVTISLDTSKNQFSLKLSSVTAADTAKYYCARTHSGSEFSFDYWDQGT!
GS5GGGGSEIVMTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRGY LAWY QOKPGH
TDIPDRESGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDTSPITEFGQGTKYVI
ESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQ!
GGGSGGGGSQTVVIQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG'
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFARKRYKAAFTECCQAADKAAC]
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDLTK
DDRADLAKYICENQDS ISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP!
NYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADP]
VEEPONLTKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSRNI
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLYVNRRPCFSALER
FTFHADICTLSERKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFEV]
EEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

231

EGF-3

DLL3-11 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica -
HALB
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EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFIFNNAGMSWVROAPGKGLEWVG]
APVKGRFTISRDDSKNTLYLOMNSLKAEDTAVYYCTARGWYGDY FDYWG!
GGGGSGGGGSDIVMTOTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLESNGYNY LDI
YLGSNRASGVPDRFSGSGSGTIDFTLKISRVEAEDVGIYYCMOALOTPET!
GSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVROAPGKGLEW?
YADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYIS®
SGGGGSGGGG5GGGGSQTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT SGN?
GLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNI

GGGGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVEKLVNI
AENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECELQHKD]
VMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ!
LRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSK.
GDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDI
ESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEK!
FDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPT.
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRR.
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMI
DKETCFAEEGKKLVAASQAAT.GLHHHHHH

232

EGF-
3/4]

DLL3-12 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica -
HALB
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QVOLVESGGGVVQOPGRSLRLSCAASGEFSFSSYDIHWVROAPGKGLEWVAY
VKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLKAEDTAVYYCARDGYSGNDPEYYYYH(
S5GGEGEGSGGGEGES5GGEGEGESDIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQSTISSY L
IYAASSLOSGVPSRESGSGSGTDESLTISSLOPEDFATYYCQOSETTPL!
GGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETEFNKYAMNWVROAPGKGLET
YYADSVKDRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY IS
S5GGGEGSGEGEESGEEESQTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGI
RGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWYSI
PGGGGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOCPFEDHVKLYV]
SAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQOHKI
DVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECC/
ELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVS]
HGDLLECADDRADLAKYTICENQODSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVEN]
VESKDVCKNYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLE]
VFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVSTP!
KCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRI
PKEFNAETEFTFHADICTLSERKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVI
DDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

233

EGF-4

DLL3-13 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica
HALB

OQVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTSYYMHWVROAPGOGLEWMG:
FOGRVTMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOSPLSLPVTILGQPASISCRSSQSLVYRDGNTY]]
LIYRKVSNWOSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYEFCMQOGTHWP]
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEF T FNKYAMNWVROAPGKGLI
TYYADSVEKDRETISRDDSKNTAY LOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY
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VSSGGGGSGGGGSGGGEGSOTVVTOQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVT S
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY:
LPGGGGSDAHLSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQOQCPFEDHVKL
ESAENCDKSLATLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQH]
VDVMCTAFHDNEETFLEKKYLYETARRHPYFYAPELLEFAKRYKAARTEC
DELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEV,
CHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCTIAEVE]
FVESKDVCKNYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLI
KVFDEFKPLVZEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQOVST]
SKCCKHPEARKXMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNI
VPRKEFNAETFTFHADICTLSERKERQIKKQTALVELVKHKPRKATKEQLKAS
ADDKETCFAE=ZGKKLVAASQAATL.GLHHHHHH

234

EGF-4

DLL3-14 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica -
HALB

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROQAPGLGLEWMG:
FOGRVITMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGEGESDVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDGNTY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWE!
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGETFNKYAMNWVROAPGKGLI
TYYADSVKDRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
VSSGGGGSGGGGSGGGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAV TSI
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY:
LPGGGGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKL
ESAENCDKSLATLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLQOHI
VDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTEC
DELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEV,
CHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCTIAEVE]
FVESKDVCKNYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLI
KVFDEFKPLVZEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVST]
SKCCKHPEARKXMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNI
VPRKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPRKATKEQLKAS
ADDKETCFAE=ZGKKLVAASQAALGLHHHHHH

235

EGF-4

DLL3-15 xI2C -
HALB

moleculd

bispecifica -
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HALB

QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTGYYITHWVROAPGQGLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTOSPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLAYRDGNTY]
LIYRKVSNWQSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY FCMOGTHWP]

GGGSEVQOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTEFNKYAMNWVROAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY
VSSGGGGSGGEEGESGGGEESQTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVT S
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY!
LPGGGGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLY
ESAENCDKSLATLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOH]
VDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETIARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAEFTEC(
DELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEV,
CHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVE]
FVESKDVCKNYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLI
KVEFDEFKPLVZEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVST]
SKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNI
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAS
ADDKETCFAE=ZGKKLVAASQAATL.GLHHHHHH

236

EGF-4

DLL3-16 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica -
HALB
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Secventa de aminoacizi

OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTGHYMHWVROQAPGOGLEWMG:
FOGRVIMTRDTSTSTVYMELRSLRSEDTAVYYCTRGTTVVHYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOPASTSCRSSQSLVYRDGNTY
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWE!
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGETFNKYAMNWVROAPGKGLI
TYYADSVKDRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY .
VSSGGGGSGGGGSGGGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAV TSI
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY:
LPGGGGSDAHLSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOCPFEDHVKL
ESAENCDKSLATLEGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFEFLOH]!
VDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETIARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAEFTEC
DELRDEGKASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREPKAEFAEYV,
CHGDLLECADDRADLAKYICENQODSISSKLKECCEKPLLEKSHCTIAEVE]
FVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTL]
KVFDEFKPLVZEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVST]
SKCCKHPEAKXRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNI
VPRKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKA
ADDKETCFAE=ZGKKLVAASQAALGLHHHHHH

237

EGF-4

DLL3-17x12C
HALB

moleculd
bispecifica
HALB

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNY FMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
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GSGGGGSGGGGSDVVMTOSPLSLPVTLGOPASISCRSSOSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWOSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYECMOGTYWP!
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWVROAPGKGLI
TYYADSVKDRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
VS5GGGGESGGEGSGGGEGESOTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOQPEDEAEYYCVLWY:
LPGGGGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKL
ESAENCDKSLATLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFEFLOHI
VDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTEC!
DELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEYV,
CHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCTIAEVE]
FVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTL]
KVFDEFKPLVZEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQOVST]
SKCCKHPEAKXMPCAEDYLSVVLNOQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNI
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPRATKEQLKAS
ADDKETCFAE=ZGKKLVAASQAATL.GLHHHHHH

238

EGF-
5/[6]

DLL3-18 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica
HALB
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QVOLVESGGGAVQOPGRSLRLSCAASGFTFSNYGMHWVROAPGKGLEWVAY
VKGRFTISRDNSKNTLYLEMNSLRAEDTAVYYCARDWWELVEDYWGOGT!
GS5GGGGSDIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLHSDGKT FLYWY L
SNRESGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDYVGVYYCLQGIHLPETEGPE!
VOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGETFNKYAMNWVROAPGKGLEWVAR:
SVEKDRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWA'
GGSGGGGSGGGGSQTVVIQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PN
GGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWYSNRWV]
GSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOQCPFEDHVKLVNEVTI
CDKSLHTLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNP]I
TAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAAD]
EGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSOQRFPKAEFAEVSKLVTI
LECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP?
DVCKNYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAZ
FKPLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVSTPTLVE?
HPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVIKCCTESLVNRRPCEY
NAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDE
TCFAEEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

239

EGF-
5/[6]

DLL3-19 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica
HALB
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OQVTLKESGPMLVKPTETLTLTCTVSGEFSLSNSRMGVSWIROPPGRALEW:
SLKSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPVDTATYYCARYNYDSSGYYYSEF]
GGGSGGGGSGGGGSDIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQSTSSYLNW:
AASSLOSGVPSRESGSGSGTDETLT ISSLOPEDFATYYCQQGY SSPETE!
SEVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETENKYAMNWVROAPGKGLEWV:
ADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYI
GGGGSGGGGSGGGEESQTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY ]
LIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRI
GGGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNE'
ENCDKSLHTLEGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLQOHKDDI
MCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQOA;
RDEGKASSAKORLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKIY
DLLECADDRADLAKYICENQODSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEL]
SKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCC
DEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVSTPTL
CKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRP!
EFNAETFTFHADICTLSERERQIKKOTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDI
KETCFAEEGKALVAASQAATL.GLHHHHHH

240

EGF-
5/[6]

DLL3-20 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica
HALB
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OVILKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGESLSNARMGVSWLROPPGKALEW:
SLKSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPVDTATYYCARYYYDSSGYYYSEF]
GGGSGGGGSGGGGSDICMTOSPSSLSASVGDRYVTITCRASQSTRSYLNW?
GASNLOSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOSYSSPETE!
SEVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTFNKYAMNWYROAPGKGLEWV
ADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY I SYI
GGGGSGGGGSGGGGSQTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY]]
LIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRI
GGGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQOCPFEDHVKLVNET
ENCDKSLHTLEGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLQOHKDDI
MCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQOA;
RDEGKASSAKORLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLY
DLLECADDRADLAKYICENQDS ISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDE]
SKDVCENYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKC!
DEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVSTPTL
CKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRREP!

EFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMD]
KETCFAEEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

241

EGF-
5/[6]

DLL3-21 xI2C -
HALB

moleculd
bispecifica -
HALB
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QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYAFTSYYIHWVROAPGOGLEWMG:
FRGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLTSEDTAVYYCARSMSTVTSDAFDIWG(
GGGGSGGGGSDIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISNY LNWY QQKI
LOSGVPSRESGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSAPLTEFGGGT!
LVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETENKYAMNWVROAPGKGLEWVAR IR
KDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYW!
SGGGEGESGGEEGESQOTVVTQOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT SGNYPNWV(
TKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGC
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEEF?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLI]
FEDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCOQAADKA?
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CENYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHERTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFESA]
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPRKATKEQLKAVMDDEAA]
FAEEGKKLVAASQAATL.GLHHHHHH

242

EGF-3

DLL3-4 xF12Q -
HALB

moleculd
bispecifica -
HALB

QVOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG?
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCASTAVTGFYFDYWGQOGT]
GS5GGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERVTLSCRASQRVNNNY LAWY QORP S
TGIPDRESGSGSGIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOQYDRSPLTEGGGTKLLI
ESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTENSYAMNWYROAPGKGLEWVARIRSK?
RETISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQO(
GGGSGGGGSQTVVTIQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ]
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGG'
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKAAC]
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPRAEFAEVSKLVTDLTKY
DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP:
NYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADP]
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VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRN]
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVIKCCTESLYVNRRPCEFSALE
FTFHADICTLSERERQIKKOTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEFAAFV]
EEGKKLVAASQAATGLHHHHHH

243

EGF-3

DLL3-5 xF12Q -
HALB

moleculd
bispecifica
HALB

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGS
KSRVTISIDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGEFEFFDYWGQOGT!
GS5GGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNENY LAWY QOKPGH
TGIPDRESGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTKLI
ESGGGLVQOPGGSLRLSCAASGETENSYAMNWYROAPGKGLEWVARIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYVSWWAYWGQO!
GGGSGGGGSQTVVIQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG'
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFARKRYKAAFTECCQAADKAAC]
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDLTK
DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP!
NYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADP]
VEEPONLTKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSRNI
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLYVNRRPCFSALEN
FTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV]
EEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

244

EGF-3

DLL3-6 xF12Q -
HALB

moleculd
bispecifica
HALB
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OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEYWSWIRQPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGFFEFDYWGQOGT]
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNENY LAWY QQKPG!
TGIPDRESGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTEFGGGTKVI
ESGGGLVOPGGSLRLSCAASGEFTENSYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK?
RETISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQCQH
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG'
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYRAAFTECCQAADKAAC]
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPRKAEFAEVSKLVTDLTKY

DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP!
NYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADP]
VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFQONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNI
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLYVNRRPCEFSALEN
FITFHADICTLSERERQIKKQTALVELVKHKPRKATKEQLKAVMDDEFAAFRV]
EEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

245

EGF-3

DLL3-7 xF12Q -
HALB

moleculd
bispecifica -
HALB
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QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGASTISSEFYWSWIRQPPGKGLEWIGS
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGEFEFFDYWGOQGT!
GSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNENY LAWY QOKPGY
TGIPDRESGSGSGTDEFTLTISRLEPEDEFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTKYVI
ESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETENSYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYVSWWAYWGQ!
GGGSGGGGSQTVVIQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG'
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFARKRYKAAFTECCQAADKAAC]
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDLTK
DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP!
NYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPI
VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFQONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNI
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLYVNRRPCFSALER
FTFHADICTLSERKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFEV]
EEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

246

EGF-3

DLL3-8 xF12Q -
HALB

moleculd
bispecifica -
HALB

QVOLOEWGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEYWSWIRQPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGEFEEFDYWGQGT
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNENY LAWY QOKPG!
TGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTFGGGTKV]
ESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTENSYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK:
RETISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQO(
GGGSGGEGGESQTVVTQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG!
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQOQCPFEDHVKLVNEVTEEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNPNLPRI
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DNEETFLKKYLYEITARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKAACI
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSOQREFPKAEFAEVSKLVTDLTK
DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLE:
NYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPI
VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSRN]
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESALET
FTFHADICTLSERKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEFAAFV]
EEGKKLVAASQAATGLHHHHHH

247

EGF-3

DLL3-9 xF12Q -
HALB

moleculd
bispecificd -
HALB

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSFYWSWIRQPPGKGLEWIGS
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGEFEFFDYWGQGT!
GS5GGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGESATLSCRASQSVNENY LAWY QOKPGH
TGIPDRESGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGGGTRLI
ESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETENSYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYVSWWAYWGQ!
GGGSGGGGSQTVVIQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG'
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFARKRYKAAFTECCQAADKAAC]
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDLTK
DDRADLAKYICENQDS ISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP!
NYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADP]
VEEPONLTKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSRNI
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLYVNRRPCFSALER
FTFHADICTLSERKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFEV]
EEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

248

EGF-3

DLL3-10 xF12Q
-HALB

moleculd
bispecifica -
HALB
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Format/Sursa
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OVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG?
KSRVTISLDTSKNQFSLKLSSVTAADTAKYYCARTHSGSEFSEDYWDQGT!
GSGGGGSEIVMTOSPGTLSLSPGERATLSCRASOSVSRGY LAWY QOKPGC
TDIPDRESGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDTSPITFGQGTKYV]
ESGGGLVQOPGGSLRLSCAASGFTENSYAMNWVROAPGKGLEWVARTIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQO(
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKRKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!

HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAK'
LHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOQHKDDNPNLPRI
DNEETFLKKYLYEIARRHPYEFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAAC
SSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK!
DDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP!
NYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADP]
VEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVSTPTLVEVSRNI
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCEFSALER
FTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEAAEV]
EEGKKLVAASQAATGLHHHHHH

249

EGF-4

DLL3-13 xF12Q
-HALB

moleculd
bispecifica -
HALB
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Format/Sursa

Secventa de aminoacizi

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCRKASGYTFTSYYMHWVRQAPGOGLEWMG:
FOGRVITMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGEGESDVVMTQOSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDGNTY ]
LIYRVSNWOSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY EFCMOGTHWE!
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGEFTEFNSYAMNWVROAPGKGLI
TYYADSVKGRETISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY?
VSSGGGGSGGGGSGGGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAV TSI
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOQPEDEAEYYCVLWY:
LPGGGGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKL
ESAENCDKSLATLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHI
VDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAARTEC(
DELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEV,
CHGDLLECADDRADLAKYICENQODSISSKLKECCEKPLLEKSHCTIAEVE]
FVESKDVCKNYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLI
KVFDEFKPLVZEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVST]
SKCCKHPEARKXMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNI
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKA
ADDKETCFAE=ZGKKLVAASQAALGLHHHHHH

250

EGF-4

DLL3-14 xF12Q
-HALB

moleculd
bispecifica -
HALB

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TEFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG:
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAEFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTILGQPASISCRSSQSLVYRDGNTY]]
LIYRKVSNWOSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQOGTHWP]
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEF FNSYAMNWVROAPGKGLI
TYYADSVKGREFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY?
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VSSGGGGSGGGGSGGGEGSOTVVTOQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVT S
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY:
LPGGGGSDAHLSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQOQCPFEDHVKL
ESAENCDKSLATLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQH]
VDVMCTAFHDNEETFLEKKYLYETARRHPYFYAPELLEFAKRYKAARTEC
DELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEV,
CHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCTIAEVE]
FVESKDVCKNYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLI
KVFDEFKPLVZEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQOVST]
SKCCKHPEARKXMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNI
VPRKEFNAETFTFHADICTLSERKERQIKKQTALVELVKHKPRKATKEQLKAS
ADDKETCFAE=ZGKKLVAASQAATL.GLHHHHHH

251

EGF-4

DLL3-15 xF12Q
-HALB

moleculd
bispecifica -
HALB

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKRKASGYTFTGYY THWVRQAPGOGLEWMG:
FOGRVITMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGEGESDVVMTQOSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLAYRDGNTY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY FCMOGTHWE!
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGEFTEFNSYAMNWVROAPGKGLI
TYYADSVKGRETISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY?
VSSGGGGSGGGGSGGGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAV TSI
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY:
LPGGGGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKL
ESAENCDKSLATLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLQOHI
VDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTEC
DELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEV,
CHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCTIAEVE]
FVESKDVCKNYAEAKDVFLGMEFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLI
KVFDEFKPLVZEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVST]
SKCCKHPEARKXMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNI
VPRKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPRKATKEQLKAS
ADDKETCFAE=ZGKKLVAASQAALGLHHHHHH

1252

'DLL3 umani

‘umana
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Secventa de aminoacizi

MVSPRMSGLLSQTVILALTFLPQTRPAGVFELQIHSFGPGPGPGAPRS P!
LKPGLSEEAAESPCALGAALSARGPVYTEQPGAPAPDLPLPDGLLOVPE]
WREELGDQIGGPAWSLLARVAGRRRLAAGGPWARDIQRAGAWELRESYR
LCRPRSAPSRCGPGLRPCAPLEDECEAPLVCRAGCSPEHGFCEQPGECR!

STSSCLSPRGPSSATTGCLVPGPGPCDGNPCANGGSCSETPRSFECTCP]
CADGPCFNGGLCVGGADPDSAYICHCPPGFQGSNCEKRVDRCSLQPCRN
CRAGFAGPRCEHDLDDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCALGFGGRDCRI
GRCYAHFSGLVCACAPGYMGARCEFPVHPDGASALPAAPPGLRPGDPQR
VAGAALLLVHVRRRGHSQDAGSRLLAGTPEPSVHALPDALNNLRTQEGS!
DVDPQOGIYVISAPSIYAREVATPLFPPLHTGRAGORQHLLEPYPSSTLS

253

DLL3
umani

ECD

umani

MVSPRMSGLLSQTVILALIFLPQTRPAGVFELOQIHSFGPGPGPGAPRS P!
LKPGLSEEAAESPCALGAATLSARGPVYTEQPGAPAPDLPLPDGLLOVPE]
WREELGDQOIGGPAWSLLARVAGRRRLAAGGPWARDIQRAGAWELRES YR
LCRPRSAPSRCGPGLRPCAPLEDECEAPLVCRAGCSPEHGFCEQPGECR!
STSSCLSPRGPSSATTGCLVPGPGPCDGNPCANGGSCSETPRSFECTCPI
CADGPCFNGGLCVGGADPDSAYICHCPPGFQOGSNCEKRVDRCSLQPCRN!
CRAGFAGPRCEHDLDDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCALGFGGRDCR]
GRCYAHFSGLVCACAPGYMGARCEFPVHPDGASALPAAPPGLRPGDPQR’

254

DLL3 N-term.
Hu

umani

MVSPRMSGLLSQIVILALIFLPQTRPAGVEELOIHSFGPGPGPGAPRSP!
LKPGLSEEAAESPCALCAALSARGPVYTEQPGAPAPDLPLPDGLLQVPF]
WREELGDQIGGPAWSLLARVAGRRRLAAGGPWARDIQRAGAWELRFSYR

255

DLL3 DSL dom
Hu

umani

ARCEPPAVGTACTRLCRPRSAPSRCGPGLRPCAPLEDECE

256

DLL3
Hu

EGF-1

umani

APLVCRAGCSPEHGFCEQPGECRCLEGWTGPLCT
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SECV epito
1D pitop Denumire Format/Sursi :Secventa de aminoacizi
DLL3 ’
NR
257 - Il_)I{;L3 EGF-2 umani GPGPCDGNPCANGGSCSETPRSFECTCPRGFYGLRCE
258 - gﬁm EGF-3 | mani SGVTCADGPCENGGLCVGGADPDSAYICHCPPGEQGSNCE
259 - Il_)I{;L3 EGF-4 umani RVDRCSLQPCRNGGLCLDLGHALRCRCRAGFAGPRCE
260 DLL3 EGF-3+4 umani SGVTCADGPCFNGGLCVGGADPDSAYICHCPPGFQGSNCEKRVDRCSLQ]
Hu LRCRCRAGFAGPRCE
261 - Il_)I{;L3 EGF-5 umani DLDDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCALGFGGRDCR
262 - Il_)I{;L3 EGF-6 umani RADPCAARPCAHGGRCYAHFSGLVCACAPGYMGARCE
MVSPRMSGLLSQTVILALIFLPOQTRPAGVEFELQIHSFGPGPGPGAPRSP!
LKPGLSEEAAZSPCALGAALSARGPVYTEQPGAPAPDLPLPDGLLOVPFT
WREELGDQIGGPAWSLLARVAGRRRLAAGGPWARDIQRAGAWELRESYR-
DLL3 ECD LCRPRSAPSRCGPGLRPCAPLEDECEAPLVCRAGCSPEHGEFCEQPGECR!
263 - EpCA M nlnf artificiala STSSCLSPRGPSSATTGCLVPGEPGPCDGNPCANGGSCSETPRSFECTCEI
P umana CADGPCFNGGLCVGGADPDSAYICHCPPGEFQGSNCEKRVDRCSLOPCRNI
CRAGFAGPRCZHDLDDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCALGFGGRDCRI
GRCYAHFSGLVCACAPGYMGARCEFPVHPDGASATL PAAPPGLRPGDPQOR®
VIVVVVIAIVAGIVVLVISREKKRMAKYEKAE ITKEMGEMHRELNA
MGWSCITILFLVATATGVHSGKPIPNPLLGLDSTSGARCEPPAVGTACTR:
LRPCAPLEDECEAPLVCRAGCSPEHGFCEQPGECRCLEGWTGPLCTVPV:
264 VS5 x DLL3-DSL artificiali TTGCLVPGPGPCDGNPCANGGSCSETPRSFECTCPRGFYGLRCEVSGVT!

hu x EpCA M

GADPDSAYICACPPGFOGSNCEKRVDRCSLOPCRNGGLCLDLGHALRCR!
DDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCALGEFGGRDCRERADPCAARPCAHG!
APGYMGARCEFPVHPDGASALPAAPPGLRPGDPORYLSGGGGS GAGV LAY
VLVISRKKRMAKYEKAETKEMGEMHRELNA
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1D epitop Denumire Format/Sursa : Secventa de aminoacizi
DLL3 ;
NR
MGWSCIILFLVATATGVHSGKPIPNPLLGLDSTSGAPLVCRAGCSPEHG
TGPLCTVPVSTSSCLSPRGPSSATTGCLVPGPGPCDGNPCANGGSCSET.
265 ) Eéflx lz%Lt artificiali LRCEVSGVTCADGPCFNGGLCVGGADPDSAY ICHCPPGFQGSNCEKRVD]
EpCA M DLGHALRCRCRAGFAGPRCEHDLDDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCA
CAARPCAHGGRCYAHFSGLVCACAPGYMGARCEFPVHPDGASALPAAPP
GGSGAGVIAVIVVVVIAIVAGIVVLVISRKKRMAKYEKAE IKEMGEMHR]
MGWSCIILFLVATATGVHSGKPIPNPLLGLDSTSGGPGPCDGNPCANGG
VS x DLL3- RGEYGLRCEVSGVTCADGPCEFNGGLCVGGADPDSAY ICHCPPGEFQGSNCI
266 - EGF2 hu x iartificiala GGLCLDLGHALRCRCRAGFAGPRCEHDLDDCAGRACANGGTCVEGGGAH]
Ep()&hd ERADPCAARPCAHGGRCYAHFSGLVCACAPGYMGARCEFPVHPDGASAL
YLSGGGGSGAGVIAVIVVVVIAIVAGIVVLVISRKKRMAKYEKAE I KEM(
MGWSCIILFLVATATGVHSGKPIPNPLLGLDSTSGSGVTCADGPCFNGG!
VS x DLL3- HCPPGFQGSNCEKRVDRCSLOPCRNGGLCLDLGHALRCRCRAGFAGPRCI
267 - EGF3 hu x {artificiala GGTCVEGGGAHRCSCALGFGGRDCRERADPCAARPCAHGGRCYAHFSGILS
Ep()&hd FPVHPDGASALPAAPPGLRPGDPOQRYLSGGGGSGAGVIAVIVVVVIATIV]
AKYEKAEIKEMGEMHRELNA
MGWSCIILFLVATATGVHSGKPIPNPLLGLDSTSGRVDRCSLOPCRNGG!
268 ) Eéfﬂx lg%Lt artificiald AGFAGPRCEHDLDDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCALGEGGRDCRER:
Ep()&hd CYAIII'SGLVCACAPGYMGARCLEI'PVIIPDGASALPAAPPGLRPGDPQORY L
VVVVIAIVAGIVVLVISRKKRMAKYEKAE IKEMGEMHRELNA
VS x DLL3- MGWSCIILFLVATATGVHSGKPIPNPLLGLDSTSGDLDDCAGRACANGG'
269 - EGF5 hu x | artificiala LGFGGRDCRERADPCAARPCAHGGRCYAHFSGLVCACAPGYMGARCEEFRE
Ep()&hd GLRPGDPQRYLSGGGGSGAGVIAVIVVVVIAIVAGIVVLVISRKKRMAK®

ELNA
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NR

270

V§ x
EGF6
EpCA M

DLL3-
hu x

artificiald

MGWSCIILFLVATATGVHSGKPIPNPLLGLDSTSGRADPCAARPCAHGG]
PGYMGARCEFPVHPDGASALPAAPPGLRPGDPORYLSGGGGSGAGVIAY
LVISRKKRMALYEKAE IKEMGEMHRELNA

271

Macaq ue DLL3

cyno

MVSPRMSRLLSQTVILALTFIPQARPAGVFELOIHSFGPGPGPGAPRS P
LKPGLSEFEAASSPCALGAALSARGPVYTEQPEAPAPDLPLPNGLLOVPET]
WREELGDQIGGPAWSLLARVTRRRRLAAGGPWARDIQRAGAWELRESYR:
LCRPRSAPSRCGPGLRPCAPLEDECEAPPVCRAGCSLEHGECEQPGECR!
STSSCLGLRGPSSATTGCLVPGPGPCDGNPCANGGSCSETPGSEFECTCP]
CADGPCENGGLCYVGGADPDSAYICHCPPGFOGSNCEKRVDRCSLOPCRNI
CRAGFAGPRCZHNLDDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCALGFGGRDCRI
GRCYAHFSGLVCACAPGYMGSRCEFPVHPDGVSALPAAPPGLRPGDPQOR'
VAGAALLLVHVRRRGHAQDAGSRLLAGTPEPSVHALPDALNNQRTQEGEP!
DVDSRGIYVISAPSIYAREA

272

Macaq ue DLL3
ECD

cyno

MVSPRMSRLLSQTVILALTIFIPOARPAGVFELOIHSFGPGPGPGAPRSP!
LKPGLSEEAASSPCALGAALSARGPVYTEQPEAPAPDLPLPNGLLOVPFI
WREELGDOIGGPAWSLLARVTRRRRLAAGGPWARDIQRAGAWELRESYR:
LCRPRSAPSRCGPGLRPCAPLEDECEAPPVCRAGCSLEHGEFCEQPGECR!
STSSCLGLRGPSSATTGCLVPGPGPCDGNPCANGGSCSETPGSEFECTCP]
CADGPCFNGGLCVGGADPDSAYICHCPPGFOGSNCEKRVDRCSLOPCRNC
CRAGFAGPRCZHNLDDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCALGFGGRDCRI
GRCYAHFSGLVCACAPGYMGSRCEFPVHPDGVSALPAAPPGLRPGDPQR'

273

Ma DLL3 N-
term.

cyno

MVSPRMSRLLSQTVILALIFIPQARPAGVFELQTHSFGPGPGPGAPRSP!
LKPGLSEEAAESPCALGAALSARGPVYTEQPEAPAPDLPLPNGLLOVPE]
WREELGDQIGGPAWSLLARVTRRRRLAAGGPWARDIQRAGAWELRFSYR

274

‘Ma DLL3 DSL

cyno

ARCELPAVGTACTRLCRPRSAPSRCGPGLRPCAPLEDECE
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DLL3 ’
NR
5 gdom.
275 - IIVIa DLL3 EGF- cyno APPVCRAGCSLEHGFCEQPGECRCLEGWTGPLCM
276 - 243 DLL3 EGF- cyno GPGPCDGNPCANGGSCSETPGSFECTCPRGFYGLRCE
277 - 243 DLL3 EGF- cyno SGVTCADGPCFNGGLCVGGADPDSAYICHCPPGFQGSNCE
278 - Z/Ia DLL3 EGF- cyno RVDRCSLQPCRNGGLCLDLGHALRCRCRAGFAGPRCE
279 ) Ma DLL3 EGF- oo SGVTCADGPCFENGGLCVGGADPDSAYICHCPPGFQGSNCEKRVDRC!
3+4 yn LRCRCRAGFAGPRCE
280 - 2/[3 DLL3 EGF- cyno NLDDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCALGFGGRDCR
281 - 2/[3 DLL3 EGF- cyno RADPCAARPCAHGGRCYAHFSGLVCACAPGYMGSRCE
MVSPRMSRLLSQTVILALIFIPOQARPAGVEFELQIHSFGPGPGPGAPRSP!
LKPGLSEEAA=ZSPCALGAALSARGPVYTEQPEAPAPDLPLPNGLLQOVPF
WREELGDQIGGPAWSLLARVTRRRRLAAGGPWARDIQRAGAWELRESYR:
Ma DLL3 ECD LCRPRSAPSRCGPGLRPCAPLEDECEAPPVCRAGCSLEHGEFCEQPGECR!
282 - X]f:‘ CA M artificiala STSSCLGLRGPSSATTGCLVPGPGPCDGNPCANGGSCSETPGSFECTCPI
P CADGPCFNGGLCVGGADPDSAYICHCPPGEFQGSNCEKRVDRCSLOPCRNI
CRAGFAGPRCZHNLDDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCALGFGGRDCRI
GRCYAHFSGLVCACAPGYMGSRCEFPVHPDGVSALPAAPPGLRPGDPQR®
VIVVVVIAIVAGIVVLVISREKKRMAKYEKAE ITKEMGEMHRELNA
283 - DLL1umani  umani
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MGSRCALALAVLSALLCQVWSSGVEFELKLQEFVNKKGLLGNRNCCRGGA!
LKHYQASVSP=ZPPCTYGSAVTPVLGVDSEFSLPDGGGADSAEFSNPIREPEY
LHTDSPDDLATENPERLISRLATQRHLTVGEEWSQDLHSSGRTDLKYSY]
VFCRPRDDAFGHEFTCGERGEKVCNPGWKGPYCTEPICLPGCDEQHGECDI
YCDECIRYPGCLHGTCQQPWOQCNCOQEGWGGLEFCNQDLNYCTHHKPCKNG:
CRPGYTGATCZLGIDECDPSPCKNGGSCTDLENSYSCTCPPGEFYGKICE]

GRCSDSPDGGYSCRCPVGYSGENCEKKIDYCSSSPCSNGAKCVDLGDAY]
DNVDDCASSPCANGGTCRDGVNDESCTCPPGYTGRNCSAPVSRCEHAPCI
CECARGYGGPNCQFLLPELPPGPAVVDLTEKLEGQGGPFPWVAVCAGVT]
CVRLRLOKHRPPADPCRGETETMNNLANCQREKDISVSIIGATQIKNTNI
GFKARYPAVDYNLVODLKGDDTAVRDAHSKRDTKCQPQOGSSGEEKGTPT!
SGCSTSKDTKYQSVYVISEEKDECVIATEV

284

DLL4 umana

umani

MAAASRSASGWALLLLVALWQORAAGSGVEQOLOLOEFINERGVLASGRE!
HFQOAVVSPGPCTEGTVSTPVLGTNSFAVRDDS SGGGRNPLOLPENETWE!
DDLRPEALPPDALISKIAIQGSLAVGONWLLDEQTSTLTRLRYSYRVIC,
KRNDHFGHYVCQPDGNLSCLPGWTGEYCQQPICLSGCHEQNGY CSKPAE!
CIPHNGCRHGTICSTPWOCTCDEGWGGLEFCDODLNYCTHHSPCKNGATCSI
YTGVDCELELSECDSNPCRNGGSCKDOEDGYHCLCPPGYYGLHCEHSTLS
ERNOGANYACZCPPNEFTGSNCEKKVDRCTSNPCANGGQCLNRGPSRMCR!
SDCARNPCAHGGTCHDLENGLMCTCPAGFSGRRCEVRTSIDACASSPCEI
VCNCPYGFVGSRCEFPVGLPPSFPWVAVSLGYVGLAVLLVLLGMVAVAVRY
MNNLSDFQKRKDNLIPAAQTLKNTNQKKELEVDCGLDKSNCGKQONHTLDYNI
FPHSDKSLGEXAPLRLHSEKPECRISATICSPRDSMYQSVCLISEERNECH

1285

linker 1

artificiald

GGGG

286

linker 2

artificiald

GGGGS

287

Tinker 3

\artificiald

{GGGGQ

§2%

glinker 4

\artificiala

. SGGGGS




MD/EP 3328889 T2 2021.10.31

1

124
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D priop {Denumire Format/Sursi {Secventa de aminoacizi
{ ‘DLL3 i i ’
NR ; :
289 - linker 5 artificiali  {PGGGGS
200 - Tinker 6 artificiali | PGGDGS
291 - linker 7 artificiali | GGGGSGGGS
292 i linker 8 artificiali | GGGGSGGGGS
293 linker 9 artificiali GGGGSGGGGSGGGGS
294 - Hexa-his |artificiala HHHHHH
295 - Ab156 artificiali | RDWDFDVFGGGTPVGG
296 - FcRn BP liniar ~artificiali | QRFVTGHFGGLXPANG
207 - \FcRn BP-Y liniar |artificiala | QRFVTGHFGGLYPANG
208 - FcRn BP-H liniar |artificiali | QRFVTGHFGGLHPANG
299 %“Cle“ FeRn BP- ortificiala  TGHFGGLHP
1300 \FcRn BP-H ciclic |artificiali ~ {QRFCTGHFGGLHPCNG
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKA/
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDL'
301 HALB . CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
) umana CKNYAEARKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAAL
PLVEEPONLIKQNCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVS TPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESA]
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEAA]
FAEEGKKLVAASQAATGL
HALB varianta| .. . .. DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEF:
302 - artificiald

KSLHTLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKA/
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NR

KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CENYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
GTFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAAMDDEAA]
FAEEGKKLVAASQAATLGL

303

HALB varianta
2

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLI]
FEDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CRNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEAA]
FAEEGPKLVAASQAATLGL

304

HALB varianta
3

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FHDNEETFLEKKYLYEIARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQOVSTPTLVEVS]
EARKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESA]
ETFTFHADICTLSERERQIKKQTALVELVKHKPKATRKEQLKAVMDDEFAA]
FAEEGPHLVAASKAALGL
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305

HALB varianta
4

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOCPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLI
FEHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA/
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFQONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS]

FAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESA]
ETFTFHADICTLSEKERQIKKOQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEAA]
FAEEGPKLVAASQAATGL

306

HALB varianta
5

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNPNLI]
FEDNEETFLKKYLYETIARRHPYFYAPELLEFAKRYKAAFTECCQAADKA/
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CENYAEAKDVEFLGMILYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
ETFTFHADICTLSEKERQIKKOQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEAA]
FAEEGPKLVAASQAATLGL

307

HALB varianta
6

artificiald
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Secventa de aminoacizi

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOCPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNPNLI]
FEDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CRNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEAA]
FAEEGPHLVAASQAATLGL

308

HALB varianta
7

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEE?
KSTHTT.FGDKT.CTVATT RETYGEMADCCAKQF PERNECFT.QHKDDNPNT 1
FEDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKAS
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSI
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA]
ETFTFHADICTLSERERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAA]
FAEEGPHLVAASKAALGL

309

HALB varianta
8

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA/
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSI
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA]
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEAA]
FAEEGPKLVAASKAALGL
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310

HALB varianta
9

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOCPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKAS
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSI
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA]
ETFTFHADICTLSERERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAA]
FAEEGPKLVAASKAALGL

311

HALB varianta
10

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOSPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLEFAKRYKAAFTECCQAADKA/
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CENYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSI
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
ETFTFHADICTLSEKERQIKKOQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEAA]
FAEEGKKLVAASQAATLGL

312

HALB varianta
11

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQSPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLEGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDL'
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CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAAI
PLVEEPONLIKQONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSI
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
GTFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAAMDDFAA]
FAEEGKKLVAASQAATLGL

313

HALB varianta
12

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOSPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNL]
FEHDNEETFLKKYLYEITARRHPYFYAPELLEFAKRYKAAFTECCQAADKA/
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CENYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
ETFTFHADICTLSEKERQIKKOQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEAA]
FAEEGPKLVAASQAATLGL

314

HALB varianta
13

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOSPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKAS
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWNAVARLSQREPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSI
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA]
ETFTFHADICTLSERERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAA]
FAEEGPHLVAASKAALGL

315

HALB varianta
14

artificiald
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DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOSPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLI]
FHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA?
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAAI
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHERKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFESA]

ETFTFHADICTLSEKERQIKKQOTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEAA
FAEEGPKLVAASQAALGL

316

HALB varianta
15

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOSPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNPNLI]
FEDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CRNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEAA]
FAEEGPKLVAASQAATLGL

317

HALB varianta
16

artificiald
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DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOSPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYETIARRHPYFYAPELLEFAKRYKAAFTECCQAADKA/
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CENYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAL
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEAA]
FAEEGPHLVAASQAATLGL

318

HALB varianta
17

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQOSPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKAS
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSI
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA]
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEFAA]
FAEEGPHLVAASKAALGL

319

HALB varianta
18

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQSPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
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FEDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA?
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CKNYAEAKDVEFLGMIPLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESA]
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEAA]
FAEEGPKLVAASKAALGL

320

HALB varianta
19

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQSPFEDHVKLVNEVTEF?
KSLHTLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FHDNEETFLEKKYLYEIARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQOVSTPTLVEVS]
FAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA]
ETFTFHADICTLSERERQIKKQTALVELVKHKPKATRKEQLKAVMDDEFAA]
FAEEGPKLVAASKAALGL

321

HALB varianta
20

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOAPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLI]
FEDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CRNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEAA]
FAEEGKKLVAASQAATLGL

322

HALB varianta
21

artificiald
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DAHKSEVAHREFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQAPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]

PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS]
FAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESA]
GTFTFHADICTLSEKERQIKKOTALVELVKHKPKATKEQLKAAMDDEFAA]
FAEEGKKLVAASQAATGL

323

HALB varianta
22

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOAPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYETIARRHPYFYAPELLEFAKRYKAAFTECCQAADKA/
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CRNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSI
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEAA]
FAEEGPKLVAASQAATLGL

324

HALB varianta
23

artificiald
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DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOAPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKAS
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPCOVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA]
ETFTFHADICTLSERERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAA]
FAEEGPHLVAASKAALGL

325

HALB varianta
24

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQOAPFEDHVKLVNEVTEEF?
KSLHTLEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLOHKDDNPNLI]
FEDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CRNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEAA]
FAEEGPKLVAASQAATLGL

326

HALB varianta
25

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOAPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLEFAKRYKAAFTECCQAADKA/
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CENYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEAA]
FAEEGPKLVAASQAATLGL
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327

HALB varianta
26

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOAPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYETIARRHPYFYAPELLEFAKRYKAAFTECCQAADKA/
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDL!
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CRNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESAI
ETFTFHADICTLSEKERQIKKOQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEAA]
FAEEGPHLVAASQAALGL

328

HALB varianta
27

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOAPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKA?
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CKNYAEAKDVELGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAAI
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPCOVSTPTLVEVS]
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHERKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFESA]
ETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAA]
FAEEGPHLVAASKAALGL

329

HALB varianta
28

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQAPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLEGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKRYKAAFTECCQAADKA
KASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDL'
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CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADI
CKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRY TKKVPOQVSTPTLVEVSI
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHERKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCESA]
ETFTFHADICTLSEKERQIKKOTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKEFAA]
FAEEGPKLVAASKAALGL

330

HALB
29

varianta

artificiald

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOAPFEDHVKLVNEVTEE?
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNL]
FEDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAS
KASSAKQRLKCASLOKEFGERAFKAWAVARLSQREPKAEFAEVSKLVTDL'
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD]
CKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA]
PLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSI
EAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA]
ETFTFHADICTLSERERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAA]
FAEEGPKLVAASKAALGL

331

HC corp
incrucisare 1

de

artificiald

ASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTIVSWNSGALTSG
SLSSVVIVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPC
PPKPKDTILMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKEC]
TVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT ISKAKGQPREFPOQVYTLPPSRI
KGEYPSDIAVEWESNGQPENNYDTTPPVLDSDGSEEFLYSDLTVDKSRWO!
HNHYTQOKSLSLSPGK

332

LC corp
incrucisare 1

de

artificiald

GOPKAAPSVTLEFPPSSEELOANKATLVCLISDEYPGAVTVAWKADS SPV]
NKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCOVTHEGSTVEKTVAPTECSDKTHTC]
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT]
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT ISKAKGQPREPQVYTLE]
CLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPEPVLKSDGS FFLYSKLTVDKS]
EALHNHYTQKSLSLSPGK




MD/EP 3328889 T2 2021.10.31

137

SECV
ID
NR

epitop
DLL3

Denumire

Format/Sursa

Secventa de aminoacizi

333

HC corp de
incrucisare 2

artificiald

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG?
SLSSVVIVPSSNFGTOTYTCNVDHKPSNTKVDKTVEPKSSDKTHTCPPC
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPR]
TVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRI
KGEYPSDIAVEWESNGQPENNYDTTPPVLDSDGSEEFLYSDLTVDKSRWO!
HNHYTQOKSLSLSPGK

334

LC corp de

incrucisare 2

artificiald

GOPKAAPSVTLEFPPSSEELOANKATLVCLISDEFYPGAVIVAWKADS SPV]
NKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCOQVTHEGSTVEKTVAPTECSEPKSSDI
GGPSVEFLEFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEV]
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT ISKAKGQPREPOY
QVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLKSDGSFELYSKL'
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

335

Hetero-Fc ligand
Fe

artificiald

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE]
VHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
QVYTLPPSRKEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
LTVDKSRWQOGNVESCSVMHEATLHNHY TQKSLSLSPGK

336

Hetero -Fe¢

partener Fc

artificiald

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
VHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
QVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYDTTP:
LTVDKSRWQOGNVESCSVMHEATLHNHYTQKSLSLSPGK

337

Fc tinta maxi-
corp 1

artificiald

FEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVYV]
VDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNEKA
QPREPOVYTLPPSRKEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENN
FLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
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EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTIMISRTPEVTICVVV.
138 Fe CD3 maxi-| ... . VDGVEVHNAKTKPCEEQYGS TYRCVSVLTVLHODWLNGKE YKCKVSNKA
il corp 1 thelaia QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN'
FLYSDLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLS TS PGK
EPKSSDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPPKPKDTIMISRTPEVTICVVV.
139 Fo finth maxi-| .. .. VDGVEVHNAKTKPREEQYNS TYRVVSVLTVLHODWLNGKE YKCKVSNKA
- corp 2 theiald QPREPQVYTLPPSRKEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENN
FLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHY TOKSLS TS PGK
EPKSSDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPPKPKDTIMISRTPEVTICVVV.
340 Fc CD3 maxi-| .. .. VDGVEVHNAKTKPREEQYNS TYRVVSVLTVLHODWLNGKE YKCKVSNKA
- corp 2 theiaia OPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE SNGOPENN
FLYSDLTVDKSRWQOGNVESCSVMEEALENHY TOKSLSLSPGK
APELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYV
341 - Mono Fe artificiali EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGO:
EMTKNQVSTLTCLVKGFYPSDIAVEWE SNGOPENNYDTTPPVIDSDGSFF
GNVFSCSVMEEALHNHYTOKSLSLSPGK
342 - \CDR-L1al F6A |artificialai | GSSTGAVTSGYYPN
1343 \CDR-L2 al F6A |artificiali ~ GTKFLAP
344 CDR-L3 al F6A \artificiald ALWYSNRWV
345 CDR-HI al F6A artificiali IYAMN
346 \CDR-H2 al F6A |artificiali ~ RIRSKYNNYATYYADSVKS
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347 \CDR-H3 al F6A artificial2 HGNFGNSYVSFFAY
o EVOLVESGGGLVOPGGS LKLSCAASGFTFNIYAMNWVROAPGKGLEWVAL
348 VHal F6A artificiala DSVKSRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRAGNFGNS YVS FF;
o OTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGY Y PNWVOQKPGOAPRGL:
349 VL al FoA artificiala FSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCALWY SNRWVFGGGTKLTVL,
EVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNIYAMNWVROAPGKGLEWVA
o DSVKSRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVS FF;
350 VH-VL alF6A artificiald GGGSGGGGSGGGGSQTVVTOREPSTLTVS PGGTVTLTCGSSTGAVTSGY Y P
TGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAAL TLSGVOPEDEAEY YCALWY SNRIN
1351 CDR-L1 al H2C artificiala GSSTGAVTSGYYPN
352 CDR-L2 al H2C \artificiald GTKFLAP
353 CDR-L3 al H2C Eartiﬁcialfl ALWYSNRWV
354 (CDR-Hl al H2C |artificiali . KYAMN
1355 \CDR-H2al H2C |artificiali ~ RIRSKYNNYATYYADSVKD
356 \CDR-H3 al H2C \artificiali ~ {HGNFGNSYISYWAY
o EVOLVESGGGCLVOPGGS LKLSCAASGFT FNKYAMNHVROAPGKGLEWVA
357 VHal H2C artificiala DSVKDRETISRDDSKNTAY LOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY TS YW,
S OTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGY Y PNWVOQKPGOAPRGL:
358 VL al H2C artificiald FSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAREYYCALWYSNRWVFGGGTKLTVL
1359 VH-VLal H2C |artificial
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EVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVA]
DSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY TS YW,
GGGSGGGGSGGGESQTVVTOREPSTTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGYYPI
TGGTKFLAPGTPARFSGSTT,GGKAAT TT,SGVOPEDEATYYCALWY SNRI
1360 CDR-L1 al HIE artificiald GSSTGAVTSGYYPN
361 CDR-L2 al HIE artificiald GTKFLAP
362 CDR-L3 al HIE Eartiﬁciala ALWYSNRWV
363 (CDR-HI alHIE |artificiali  :SYAMN
364 \CDR-H2 al HIE artificiala RIRSKYNNYATYYADSVKG
1365 \CDR-H3 al HIE |artificiali ~ HGNFGNSYLSFWAY
o EVQLVESGGGCLEQPGGSLKLSCAASGFTFNSYAMNWVROAPGKGLEWVA]
366 VHal HIE artificiala DSVKGRETTSRDDSKNTAY LOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYLS FIW;
267 VL al HIE ficials QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGS STGAVTSGYY PNWVOQKPGOAPRGL!
a arhificiaia FSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCATWYSNRWVFGGGTKLTVT,
EVOLVESGGGLEQPGGSLKLSCAASGFTFNSYAMNHVRQAPGKGLEWVA
o DSVKGRFTTSRDDSKNTAYTLOMNNT KTEDTAVYYCVRHGNFGNSYT,S FIi;
368 VH-VLalHIE  artificiala GGGSGGGGSGGGGSQTVVTQOEPSTTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGY Y PI
TGGTKFTAPGTPARFSGSTT,GGKAAT, TT,SGVQPEDEATYYCALWY SNRI
1369 \CDR-L1 al G4H |artificiala ~ GSSTGAVTSGYYPN
1370 CDR-L2 al G4H artificiala GTKFLAP
371 CDR-L3 al G4H \artificiald ALWYSNRWV
372 \CDR-H1 al G4H artificiala ~ {RYAMN
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373 \CDR-H2 al G4H artificialai | RIRSKYNNYATYYADSVKG
374 \CDR-H3 al G4H artificial HGNFGNSYLSYFAY
o EVOLVESGGGLVOPGGS LKLSCAASGFTFNRYAMNWVROAPGKGLEWVAL
375 VHal G4H artificiala DSVKGRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNS YLSYF)
o OTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGY Y PNWVOQKPGOAPRGL:
376 VL al G4H artificiala FSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCALWY SNRWVFGGGTKLTVL,
EVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNRYAMNWVROAPGKGLEWVAL
o DSVKGRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYLS Y]
377 VH-VL alG4H artificiald GGGSGGGGSGGGGSQTVVTORPSTTVS PGGTVTLTCGSSTGAVTSGY Y Pl
IGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEY YCALWY SNRIN
1378 CDR-L1al A2J artificiald RSSTGAVTSGYYPN
379 CDR-12 al A2J Eartiﬁcialé ATDMRPS
380 \CDR-L3 al A2J Eartiﬁcialé  ALWYSNRWYV
381 \CDR-Hl al A2 |artificiali ~ VYAMN
382 \CDR-H2al A2] artificiali  RIRSKYNNYATYYADSVKK
1383 \CDR-H3 al A2J |artificiali ~ HGNFGNSYLSWWAY
o EVOLVESGGGCLVOPGGSLKLSCAASGFTFNVYAMNHVROAPGKGLEWVAL
384 VHal A2J artificiala DSVKKRFTTSRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNS Y TS W)
285 VL al A2J rtificiali OTVVTOEPSLTVS PGGTVTLTCRSSTGAVTSGYY PNWVOQOKPGOAPRGL:

FSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCALWY SNRWVEGGGTKLTVL
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FVQLVESGGGTL.VOPGGSTKTL,SCARSGFTFNVYAMNHVRQAPGKGTEWVA
386 VH-VL al A2]  \artificiali DSVKKRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY LSWHA,
GGGSGGGGSGGGGSQTVVTOEPST TVSPGGTVTLTCRSSTGAVTSGY Y PI
TGATDMRPSGTPARFSGSTLGGKAAL TTL.SGVOPEDEAEY YCAT WY SNRW
387 \CDR-L1al EIL artificiala \GSSTGAVTSGYYPN
1388 \CDR-L2 al EIL |artificiali ~ GTKFLAP
1389 CDR-L3 al EIL artificial ALWYSNRWV
390 CDR-HI al EIL \artificiald KYAMN
391 \CDR-H2 al EIL Eartiﬁcialé 'RIRSKYNNYATYYADSVKS
1392 \CDR-H3 al EIL artificiali ~ {HGNFGNSYTSYYAY
o EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVROAPGKGLEWVA
393 VHal EIL artificiala DSVKSRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYTSYY]
o QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGS STGAVTSGYY PNWVOQKPGOAPRGL!
394 VL al EIL artificiala FSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCALWY SNRWVFGGGTKLTVL,
EVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNHVRQAPGKGLEWVA
205 VELVL alBIL  artificiala DSVKSRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYTS YY)
vk thelaia GGGSGGGGSGGGGSQTVVTOREPSTLTVS PGGTVTLTCGSSTGAVTSGY Y P
TGGTKFLAPGTPARFSGSTLGGKAAT TTLSGVOPEDEARYYCALWY SNRW
396 \CDR-L1al E2M |artificiali | RSSTGAVTSGYYPN
1397 \CDR-L2 al E2M |artificiali ~ :ATDMRPS




MD/EP 3328889 T2 2021.10.31

143
ESECV e itop |
{ID epitop {Denumire Format/Sursa : Secventa de aminoacizi
H ‘DLL3 i i ’
NR :
1398 (CDR-L3al E2M |artificiali | ALWYSNRWV
1399 \CDR-HI al E2M (artificiali ~ {GYAMN
1400 \CDR-H2 al E2M \artificiali ~ RIRSKYNNYATYYADSVKE
401 \CDR-H3 al E2M |artificiali ~ {HRNFGNSYLSWFAY
o EVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNGYAMNHVROAPGKGLEWVA
402 VHal E2M artificiald DSVKERFTTSRDDSKNTAY LOMNNLKTEDTAVYYCVRHRNFGNSYT,SWF
o QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRS STGAVTSGYY PNWVOQKPGOAPRGL!
403 VL al E2M artificiala FSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEY YCALWY SNRWVFGGGTKLTVL
EVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCARSGFTFNGYAMNHVRQAPGKGLEWVA
S DSVKERFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHRNFGNSYLSWE:
404 VH-VL alE2M artificial GGGSGGGGSGGGGSQTVVTQOEPST TVSPGGTVTLTCRSSTGAVTSGY Y PI
TGATDMRPSGTPARFSGSTLGGKAAT TTLSGVOPEDEARYYCALWY SNRW
405 \CDR-L1alF70 artificiali ~ GSSTGAVTSGYYPN
406 \CDR-L2al F7O artificiali | GTKFLAP
407 \CDR-L3al F70 \artificiali ~ {ALWYSNRWV
408 \CDR-H1 al F70 artificiali | VYAMN
409 \CDR-H2al F70 artificiala | RIRSKYNNYATYYADSVKK
410 \CDR-H3 al F7O |artificiali ~ HGNFGNSYISWWAY
o | EVQLVESGGGLVOPCGSLKLSCAASGFTFNVYAMNWVRQAPCKGLEWVAL
Al VHal F70 artificiald | b o yRKRFTTSRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYY CVRHGNFGNSY TSHH;
412 VL al F70 artificiala
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OTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGS STGAVTSGYY ENWVOOKPGOAPRGL
FSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEARYYCALWY SNRWVFGGGTKL TV,
EVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFT FNVYAMNWVR QAP GKGLEWVA]
i3 VELVL dlF70  lartificials DSVKKRFTISRDDSKNTAY LOMNNLKTEDTAVYYCVRIGNFGNSY I SWI;
vk theiald GGGSGGGGSGGGGSQTVVTQOEPSTTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGY Y PI
TGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAAL TLSGVOPEDEARYYCALWY SNRW
414 \CDR-L1 al F12Q artificial .GSSTGAVTSGNYPN
415 \CDR-L2al F12Q \artificiali ~ GTKFLAP
416 \CDR-L3al F12Q \artificiali ~ {VLWYSNRWV
417 \CDR-HI al FI2Q |artificialai ~ SYAMN
418 \CDR-H2 al F12Q |artificial RIRSKYNNYATYYADSVKG
419 CDR-H3 al F12Q \artificiali HGNFGNSYVSWWAY
o EVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNS YAMNWVR OAPGKGLEWVA]
420 VHal F12Q artificiala DSVKGRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRAGNFGNS Y VS W,
o OTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY ENWVOQKPGOAPRGL:
421 VL al F12Q artificiala FSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVFGGGTKLTVL,
EVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNSYAMNWVR QAP GKGLEWVA]
o DSVKGRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNS YVSWI;
422 VH-VL alF12Q artificiald GGGSGGGGSGGGGSQTVVTORPST TVS PGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY Pl
TGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAAL TLSGVQPEDEARYYCVLWY SNRW
1423 \CDR-L1al 2C |artificial .GSSTGAVTSGNYPN
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424 \CDR-L2al 2C  \artificiali ~ GTKFLAP
425 CDR-L3al 2C |artificiali | VLWYSNRWV
1426 \CDR-H1 al 12C lartificiali ~ KYAMN
427 \CDR-H2 al I2C |artificiali ~ RIRSKYNNYATYYADSVKD
1428 CDR-H3 al I2C  \artificiald HGNFGNSYISYWAY
o EVQLVESGGGLVOPCGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVROAPGKGLEWVAL
429 VHal2C artificiald DSVKDRFTTSRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHAGNFGNS Y TS YW,
o QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVOQKPGOAPRGL,
430 VLalI2C artificiala FSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVFGGGTKLTVL,
EVQIVESGGGTVQPGGSTKL,SCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVA]
431 VH-VL al 2C  \artificiali DSVKDRETISRDDSKNTAY LOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY IS YW,
GGGSGGGGSGGGGSQTVYTQEPSTTVS PGGTVTL TCGSSTGAVTSGNYPI
TGGTKFLAPGTPARFSGS LLGGKAALTLSGVOPIDEAEYYCVLIWY SNRW
o EVOLVESGGGLVOPGGSTRLSCAASGFTFNSYAMNWVRQAPGKGLEWVA
432 F12q VH al F12q \artificiald DSVKGREFT I SRDDSKNTAYLOMNS LKTEDTAVYYCVRHGNFGNS Y VS
o OTVVTQEPSLTVS PGCTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVOOKPGQAPRGL!
433 VL al F12q artificiald FSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEY YCVLWY SNRWVEGGGTKLTVL
434 'VH-VLalF12q |artificiald
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EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNS YAMNWVRQAPGKGLEWVAL
DSVKGREFTISRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVRHGNEGNS YV SW:
GGGSGGGGESGEGEESQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY Pl
IGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRW
435 DLL3-4-001 VH QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSTSSYYWSWIRQPPGKCLEWIG
(G44C) KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCASIAVTGEYFDYWGQGT!
136 DLL3-4-001 VL EIVLTQSPGTLSLSEGERVTLSCRASQRVNNNYLAWYQQRPGQAPRLLT
(G234 C) SGSGSGETDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGCGTKLEIK
OVOLOESGPGLVKPSETLSLICTVSGGSTISSYYWSWIRQPPGKCLEWIG'
DLL3-4-001 KSRVTISVDTSKNOFSTKI,SSVTAADTAVYYCASIAVTGEYFDYWGQGT]
437 (G44C- G243C ) scFv CSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERVT LSCRASQRVNNNY LAWY QQRPG(
TGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGCGTKL]
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKCLEWIGT
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCASIAVTGFYFDYWGQGT]
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERVTLSCRASQRVNNNY LAWY QQRPG!
138 DLL3-4-001 moleculi TGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOQYDRSPLTFGCGTKL
(C(DXENZ bmpajﬁcé ESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKf

RETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY ISYWAYWGQ!
GGGSGGGGESQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVISGNY PNWVQQ]
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGG'
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ESECV epitop |
{ID epitop {Denumire Format/Sursa : Secventa de aminoacizi
: ‘DLL3 : ’
NR :
439 DLL3-14-D55E {VH-CDR2 IINPSEGSTSYAQKFQG
440 DLL3-14-G56A | VH-CDR2 IINPSDASTSYAQKFQG
§441 §DLL3-14-D171E VL-CDRI1 §RSSQSLVYREGNTYLS
§442 §DLL3-14-G172A VL-CDRI1 §RSSQSLVYRDANTYLS
§443 DLL3-14-N173Q | VL-CDRI1 RSSQSLVYRDGQTYLS
444 DLL3-14-T174A | VL-CDRI1 RSSQSLVYRDGNAYLS
OVOLVQSGAEVKKPGASVKVICKASGY TEFTNYYMHWVRQAPGQGLEWMG:
445 DLL3-14-L43Q VH FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
QVOLVQSGAEVKKPGASVEVSCKASGYTFTNYYMHWVRQAPGLGLEWMG:
446 DLL3-14-DSSE \VH FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
QVOLVQSGAEVKKPGASVEKVSCKASGYTFTNYYMHWVROQAPGLGLEWMG:
447 DLL3-14-G56A |VH FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
448 DLL3-14 -L43Q)- VH QVOLVQSGAEVKKPGASVKVICKASGYTFTNYYMHWVRQAPGOGLEWMG:
DSSE FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
449 DLL3-14-1.43Q)- VH QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVRQAPGQGLEWMG.
G56A FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
450 DLL3-14-G44C VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVRQAPGLCLEWMG:
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
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SECV epito|
1D pitop Denumire Format/Sursa : Secventa de aminoacizi
DLL3 {

NR

451 DLL3-14-L43Q- VH QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVRQAPGQCLEWMG.
G44C FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI

450 DLL3-14-G44C- VH QVQOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVRQAPGLCLEWMG.
DSSE FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV]

453 DLL3-14-G44C- VH QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVRQAPGLCLEWMG.
G56A FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI

454 DLL3-14-1.43Q)- VH QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVRQAPGQCLEWMG.
G44C-D55E FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI

455 DLL3-14-L43Q- VH QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVRQAPGQCLEWMG.
G44C-G56A FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI

456 DLL3-14 - VL DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQOSLVYREGNTYLSWEQQRPGQSPI
D171E PDRFSGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWPPTFGOGTKVEIK

DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDANTYLSWFQQORPGQSPI
457 DLL3-14-G172A (VL PDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOQGTHWPPTFGOGTKVE LK
1458 'DLL3-14-N173Q {VL
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SECV epito
1D pitop Denumire Format/Sursa : Secventa de aminoacizi
DLL3 {
NR
DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQOSLVYRDGOTYLSWEFQQORPGQSPI
PDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOQGTHWPPTFGOQGTKVEIK
DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQOSLVYRDGNAYLSWEFQQORPGQSPI
459 DLL3-14-T174A \VL PDRFSGGGSGTDETLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWPPTFGQGTKVEIK
DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQOSLVYRDGNTYLSWEFQQORPGQSPI
460 DLL3-14-G208S VL PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOQGTHWPPTFGOQGTKVEIK
461 DLL3-14- VL DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYREGNTYLSWEFQQORPGQSPI
D171EG208S PDRFSGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWPPTFGOGTKVEIK
462 DLL3-14 G172A VL DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQOSLVYRDANTYLSWFQQORPGQSPI
-G208S PDRFSGSGSGTDETLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWPPTFGQGTKVEIK
DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQOSLVYRDGNTYLSWEFQQORPGQSPI
463 DLL3-14-Q243C \VL PDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOQGTHWPPTFGCGTKVEIK
464 DLL3-14- VL DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQOSLVYREGNTYLSWEFQQORPGQSPI
D171E-Q243C PDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOQGTHWPPTFGCGTKVEIK
465 DLL3-14-G172A VL DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSOSLVYRDANTYLSWEFQQORPGQSPI
Q243C PDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOQGTHWPPTFGCGTKVEIK
466 DLL3-14 - VL

N173Q Q243C
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SECV epito)
1D pitop Denumire Format/Sursi i Secventi de aminoacizi
DLL3 ’
NR
DVVMTOQTPLSLPVTLGOPASISCRSSOSLVYRDGOTYLSWEQORPGOS P
PDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHRPPTFGCGTKVE TK
467 DLL3-14 - L DVVMTOTPLSLPVTLGOPASISCRSSQOSLVYRDGNAYLSWEQORPGOS P
T174A- Q243C PDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWPPTFGCGTKVE TK
468 DLL3-14 . DVVMTOTPLSLPVTLGOPASISCRSSQOSLVYRDGNTYLSWEQORPGOS P
G208S- Q243C PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWPPTFGCGTKVE TK
DLL3-14-
469 DITIE. | G208S. VL DVVMTQTPLSLPVTLGOPASISCRSSQOSLVYREGNTYLSWEQORPGQSP]
Q243C- - PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHRPPTFGCGTKVE TK
470 DLL3-14-G172A DVVMTOTPLSLPVTLGOPASISCRSSQOSLVYRDANTYLSWEQORPGOS P
G208S-Q243C PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWPPTFGCGTKVE TK
OVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTNY YMHWVR OAPGLGLEWMG:
1 DLLS3. 14-001 . FOGRVTMTRDTS TNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV
S Sekv GSGGGGSGGGEESDVVMTOTPLSLPVTLGOPAS TSCRSSOSLVYREGNTY:
LIYKVSNWOSGVPDRFSGGGSGTDFTLKI SRVEAEDVGYYYCMOGTHWE!
OVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTNY YMHWVRQAPGLGLEWMG.
FQGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSATYSY YDMDVT
472 DLL3- 14-002 scFv Q

GSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOQPASTISCRSSQOSLVYRDANTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]
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SECV
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NR

epitop
DLL3

Denumire

Format/Sursa

Secventa de aminoacizi

473

DLL3-14 -003

scFv

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVTIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFY SYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTILGOPASISCRSSOSLVYRDGQOTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

474

DLL3-14 -004

scFv

QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDGNAY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWP]

475

DLL3-14 -005

scFv

OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOPASTISCRSSQOSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

476

DLL3-14 -006

scFv

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGQGLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

477

DLL3-14 -007

scFv

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVTIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFY SYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

478

DLL3-14 -008

scFv
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Format/Sursa
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QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWP]

479

DLL3-14 -009

scFv

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROQAPGOGLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

480

DLL3-14 -010

scFv

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGQGLEWMG!
FOGRVTIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFY SYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOPASTISCRSSQOSLVYREGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

481

DLL3-14 -011

scFv

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTETNY YMHWVROAPGQGLEWMG.
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV!

GSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTILGQPASISCRSSQSLVYRDANTY]
LIYRVSNWQOSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE]

482

DLL3-14  -012
(CO)

scFv

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOPASTISCRSSQOSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

1483

\DLL3-14-013

{scEFv
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QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG:
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAEFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTLGOQPASISCRSSOSLVYREGNTY]
LIYRKVSNWOSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

484

DLL3-14-014

scFv

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVTIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFY SYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDANTY]
LIYKVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE]

485

DLL3-14-015

scFv

QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDGQTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWP]

486

DLL3-14-016

scFv

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDGNAY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

487

DLL3-14-017

scFv

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVTIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFY SYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGQPASTISCRSSQSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

488

DLL3-14-018

{scFv
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QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGQCLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWP]

489

DLL3-14-019

scFv

QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWP]

490

DLL3-14-020

scFv

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVTIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFY SYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTILGOPASISCRSSOSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

491

DLL3-14-021

scFv

QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGQCLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDGNTY]
LIYRKVSNWQSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWP]

492

DLL3-14-022

scFv

OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGQCLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOPASTISCRSSQOSLVYREGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

§493

DLL3-14-023

{scFv
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QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGQCLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDANTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP]

494

DLL3-14-001
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOQGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOPASISCRSSQOSLVYREGNTY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGET ENKYAMNWVROAPGKGLE
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V3SGGGGSGGGEGSGGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVT S!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY!
L

495

DLL3-14-002
xI2C

moleculd
bispecifica

OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTNY YMHWVROAPGLGLEWMG:!
FOQGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAEFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGESDVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDANTY
LIYKVSNWOSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWE]
GGGSEVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGETENKYAMNWVROAPGKGLLE
TYYADSVKDRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V55GGGGESGGGGESGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT S

PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY.
L

496

DLL3-14-003
xI2C

moleculd
bispecifica
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QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOQPASISCRSSQSLVYRDGOTY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVROQAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V5SGGGGSGGGGSGEGGSOTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAV TSI
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY!
L

497

DLL3-14-004
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTLGOPASISCRSSOSLVYRDGNAY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVROQAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V3SGGGGSGGGEGSGGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVT S!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY
L

498

DLL3-14-005
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVITMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGESGGGGESDVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDGNTY |
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPE
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVROAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY:
VS5SGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY!
L

499

DLL3-14-006
xI2C

moleculd
bispecifica
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QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGOGLEWMG:
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV]
GOGGGEGESGGGESDVVMTQTPLSLPVTILGQPASISCRSSQSLVYRDGNTY]
LIYKVSNWOSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQOGTHWP]
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETFNKYAMNWVROAPGKGLI

TYYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSY |
V3SGGGEGSGGGEGESGGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLIWY!
L

500

DLL3-14-007
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGESGGGGESDVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDGNTY |
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPE]
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFT FNKYAMNWVROAPGKGLE
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY:
V5SGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTOQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY !
L

501

DLL3-14-008
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOQPASISCRSSQOSLVYRDGNTY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVRQAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V5S5GGGGESGGEGESGEEESQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY!
L
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502

DLL3-14-009
xI2C

moleculd
bispecific

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGOGLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGESDVVMTQTPLSLPVTLGOPASTISCRSSQSLVYRDGNTY
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPE
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGET ENKYAMNWVROAPGKGLL
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V3SGGGGSGGGEGSGGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVT S!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY
L

503

DLL3-14-010
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVRQAPGQGLEWMG!
FOQGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV!
GSGGGGSGGGGSDYVVMTQOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSQOSLVYREGNTY]

LIYKVSNWQSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE]
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTEFNKYAMNWVRQAPGKGL]
TYYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY .
VS5SGGGEGSGGGEGESGGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT S!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLIWYY
L

504

DLL3-14-011
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGOGLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GS5GGGGSGGGGSDVVMTIQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDANTY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPE
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQOAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V5SGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTOQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY !
L
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505

DLL3-14-012
(CO)xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGOPASISCRSSOSTLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPE]
GGGSEVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFT FNKYAMNWVROAPGKGLE
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY:
V5SGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTOQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY !
L

506

DLL3-14-013
xI2C

moleculd
bispecifica

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVRQAPGLCLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOPASISCRSSQOSLVYREGNTY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVRQAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V3SGGGEGSGGGGESGGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY
L

507

DLL3-14-014
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGOPASISCRSSOSTLVYRDANTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQOAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V5SGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTOQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY !
L

508

DLL3-14-015
xI2C

moleculd
bispecifica
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QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGOPASISCRSSOSTVYRDGOTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPE]
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFT FNKYAMNWVROAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V5SGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTOQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY !
L

509

DLL3-14-016
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVITMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYS5YYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOQPASISCRSSQOSLVYRDGNAY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGET ENKYAMNWVROAPGKGLE
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V5SGGGGSGGGGSGGGGESOTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY
L

510

DLL3-14-017
xI2C

moleculd
bispecifica

OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOQGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAEFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGESDVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDGNTY
LIYKVSNWQSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQOGTHWP]
GGGSEVQOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGET ENKYAMNWVROAPGKGLL
TYYADSVKDRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V55GGGGESGGGGESGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT S

PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY.
L
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511

DLL3-14-018
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGOCLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOQPASISCRSSQOSLVYRDGNTY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVROQAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V5SGGGGSGGGGSGEGGSOTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAV TSI
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY!
L

512

DLL3-14-019
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTLGOPASISCRSSOSLVYRDGNTY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVROQAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V3SGGGGSGGGEGSGGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVT S!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY
L

513

DLL3-14-020
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVITMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGESGGGGESDVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYRDGNTY |
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWE
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVROAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY:
VS5SGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY!
L

514

DLL3-14-021
xI2C

moleculd
bispecifica




MD/EP 3328889 T2 2021.10.31

162

SECV
ID
NR

epitop
DLL3

Denumire

Format/Sursa

Secventa de aminoacizi

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGOCLEWMG:
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDV]
GOGGGEGESGGGESDVVMTQTPLSLPVTILGQPASISCRSSQSLVYRDGNTY]
LIYKVSNWOSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQOGTHWP]
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETFNKYAMNWVROAPGKGLI

TYYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSY |
V3SGGGEGSGGGEGESGGEGEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTILTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLIWY!
L

515

DLL3-14-022
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGOCLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGESGGGGESDVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYREGNTY
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPE
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFT FNKYAMNWVROAPGKGLE
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY:
V5SGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTOQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY !
L

516

DLL3-14-023
xI2C

moleculd
bispecifica

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGOCLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
G5GGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVTLGOPASISCRSSQOSLVYRDANTY ]
LIYRVSNWQSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPE
GGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVRQAPGKGL]
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
V5S5GGGGESGGEGESGEEESQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY!
L
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517

DLL3-4 xI2C -
scFc

moleculd HLE
bispecifica

QVOQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLEKLSSVITAADTAVYYCASIAVTGEYEFDYWGQGT
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERVTLSCRASQRVNNNY LAWY QORPGS
TGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTFGGGTKLI
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWVROAPGKGLEWVARTIRSK®
RETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQO(
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQOQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG!
TCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEV]
KTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI!

LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLD:
KSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY TOQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGES!
SDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHI
EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP.
POVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTT!
KLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

518

DLL3-4 xI2C-
scFe_d elGK

moleculd HLE
bispecifica
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OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVIAADTAVYYCASTIAVIGEYFDYWGOGT!
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERVTLSCRASORVNNNY LAWY QORPG!
TGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOQYDRSPLTFGGGTKL]
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWYROAPGKGLEWVARIRSK
RFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG'
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV]
KTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI!
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLD!
KSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGGGGSGGGGSGGGEGS GG
KTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED]
HNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIE]
VYTLPPSREEMTENQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPE
TVDKSRWOQGNVFSCSVMHEATLHNHYTOKSLSLSPGK

519

DLL3-4-001
(CO) xI2C-scFc

moleculd HLE
bispecifica

OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKCLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCASIAVIGFYEFDYWGQOGT]
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERVTLSCRASQRVNNNY LAWY QQRPGS
TGIPDRESGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTEFGCGTKLLI
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVROQAPGKGLEWVARIRSK?
RETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY ISYWAYWGQO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQCQH
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG'
TCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTILMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV]
KTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI!
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLD!
KSRWOOGNVEFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGS(
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SDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHI
EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAP:
POVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTT!
KLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEATLHNHY TQKSLSLSPGK

520

DLL3-4-001

(CO) xI2C-scFc

_delGK

moleculd HLE
bispecifica

OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKCLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVIAADTAVYYCASTIAVIGEYFDYWGOGT!
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERVTLSCRASORVNNNY LAWY QORPG!
TGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOOYDRSPLTFGCGTKLI
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTFNKYAMNWYROAPGKGLEWVARIRSK:
RFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG'
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV]
KTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI!
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLD!
KSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGGGGSGGGGSGGGEGS GG
KTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED]
HINAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTE]
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPE
TVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

521

DLL3-6x12C
scFc

moleculd HLE
bispecifica
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QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEFYWSWIRQPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGFEFFDYWGQGT]
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNENY LAWY QOKPGS
TGIPDREFSGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTEFGGGTKVI
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK®
RETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSY ISYWAYWGO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVTSGNY PNWVOQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKRKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTILMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV]
KTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I!
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLD
KSRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGES!
SDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHI
EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP:

POVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTT.
KLTVDKSRWQOQGNVESCSVMHEATLHNHY TOKSLSLSPGK

522

DLL3-6 xI2C-
scFe_d elGK

moleculd HLE
bispecifica
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OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEFYWSWIRQPPGKGLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGEFFFDYWGOQGT!
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQOSVNENY LAWY QOKPG!
TGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOQYDRSPLTFGGGTKYV]
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTEFNKYAMNWYROAPGKGLEWVARIRSK?
RFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGO!
GGGSGGGGSQTVVTIQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG'
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV]
KTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI!
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLD!
KSRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGGGGSGGGG5GGGGSGE!
KTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED]
HNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTE]
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPE
TVDKSRWOQGNVFSCSVMHEATLHNHYTOKSLSLSPGK

523

DLL3-6-001
(CO) xI2C-scFc

moleculd HLE
bispecifica

OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEYWSWIROPPGKCLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGFEFFDYWGQGT!
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNENY LAWY QOKPG(
TGIPDRFSGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGCGTKVI
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK?
RETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQCQH
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG!
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTILMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV]
KTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI!
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLD!
KSRWOQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGES!
SDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHI
EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAP!
POVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT]
KLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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524

DLL3-6-001
(CO) xI2C-
scFe_d elGK

moleculd HLE
bispecifica

OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEFYWSWIRQPPGKCLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTIAVAGEEFFDYWGOGT!
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNKNY LAWY QOKPG!
TGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQOQYDRSPLTFGCGTKYV]
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWYROAPGKGLEWVARIRSK
RFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGG'
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV]
KTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI!
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLD!
KSRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGGGGSGGGEGSGGGEGS GG
KTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED]
HNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE]
VYTLPPSREEMTENQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPE
TVDKSRWOQGNVFSCSVMHEATLHNHYTOKSLSLSPGK

525

DLL3-14 xI2C-
scFc

moleculd HLE
bispecifica

OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGESDVVMTQTPLSLPVTLGOPASISCRSSOSLVYRDGNTY ]
LIYKVSNWOSGVPDREFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGYVYYCMOGTHWP]
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVROAPGKGLLI
TYYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY:
V3SGGGGSGGGGSGEGEGSOTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVT S
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY,
LGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVI
VDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA]
QPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQOPENN®
FLYSKLTVDKSRWOOGNVFEFSCSVMHEATLHNHY TOKSLSLSPGKGGGGSG!
GGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEV!
KEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKE YKCK?
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE SNGH
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEATLHNHYTOKSLSLSPGK
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526

DLL3-14

HLE
bispecifica

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLGLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI

xI2C-scFe_d
elGK

moleculd

GSGGGGSGGGGSDVVMTOTPLSLPVTLGOPASTSCRSSQOSLVYRDGNTY:
LIYRVSNWQSGVPDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP!
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGET FNKYAMNWVROAPGKGLI
TYYADSVKDRETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY
VSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKEFLAPGTPAREFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY,
LGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV]
VDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA]
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENN
FLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGGGGSGGG!
GGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEFPPKPKDTIMISRTPEVTC
NWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSI
AKGOPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQOP!
GSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

527

DLL3-14-012
(CO) xI2C-scFc

moleculd HLE
bispecifica
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OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVTMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGEGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGOPASISCRSSOSLVYRDGNTY]
LIYKVSNWOSGVPDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGYVYYCMOGTHWP]
GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVRQOAPGKGL]
TYYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY:
VSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAV TSI
PRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY,
LGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV]I
VDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA]
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENN®
FLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGKGGGGSG!
GGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEV'
KENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKE YKCK
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWE SNGH
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEATLHNHYTOKSLSLSPGK

528

DLL3-14-012

(CO

xI2C-

scFe_d elGK

moleculd HLE
bispecifica

QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTNYYMHWVROAPGLCLEWMG!
FOGRVIMTRDTSTNTVYMDLSSLRSEDTAVYYCARGGNSAFYSYYDMDVI
GSGGGGSGGGGSDVVMTQOTPLSLPVTLGOPASTISCRSSOSLVYRDGNTY]
LIYRVSNWQSGVPDRESGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOGTHWP]
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GGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGETFNKYAMNWVROAPGKGLI
TYYADSVKDREFTISRDDSKNTAY LOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY |
V55GGGGESGGEGEGESGGEGESQTVVTQEPSLTVSPGGTVILTCGSSTGAVTS!
PRGLIGGTKFLAPGTPAREFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY!
LGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVICVVYVI
VDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA]
QPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWE SNGOPENN
FLYSKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGGGGSGGG!
GGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCT
NWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSI
AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQOPI
GRFRFT.YVAKT.TVDKSRWONGNVFRSCSVMHRATANHY TOKST.AT.SPGK

529

DLL3-6-001
(CO)

VH

OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEYWSWIRQPPGKCLEWIG
KSRVTISVDTSKNQEFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGFFFDYWGQGT

530

DLL3-6-001
(CO)

VL

EIVLTOQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNKNYLAWYQOKPGQAPRLL T
SGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDRSPLTFGCGTKVEIK

531

DLL3-6-001
(CO)

scFv

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEYWSWIRQPPGKCLEWIG!
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARTAVAGFEFFDYWGQGT]
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVNENY LAWY QQKP ¢
TGIPDRESGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYCOQOYDRSPLTEFGCGTKVI

532

DLL3-6-001
(CO)xI2C

moleculd
bispecifica
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OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISSEYWSWIRQPPGKCLEWIG?
KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARIAVAGFFEDYWGOGT]
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQOSVNKNY LAWY QOKPGI
TGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYDRSPLTFGCGTKYV]
ESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK?
RETISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGO!
GGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVQQ!
FLAPGTPARFSGSLLGGKRKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGG!

533

Fc monom er-1
+c/-g

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHE]
VHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
OQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTP
LTVDKSRWQOGNVESCSVMHEATLHNHY TQKSLSLSPGK

534

Fc monom er-2
+c/-g/ delGK

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE]
VHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
QVYTLPPSREEMTKNOQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTP
LTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

535

Fc monom er-3 -
cl+g

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHE]
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
LTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

536

Fc monom er-4 -
c/+g/ delGK

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHE]
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
LTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
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DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHE]
537 Fc monom. er-5 - VHNAKTKPREEQYGS TYRVVSVLTVLHQDWINGKEYKCKVSNKAT, PAPT]
c/-g QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKT TP
LTVDKSRWOQGNVFSCSVMEEATLHNEY TOKSLST.SPGK
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHE]
538 Fc monom er-6 - VHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL PAPT]
c/-g/ delGK QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKT TP
LTVDKSRWOQGNVFSCSVMEEATHNEY TOKSLSLSP
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHE]
539 Fc monom er-7 VHNAKTKPCEEQYNS TYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKAL PAPT]
+ol+g OVYTTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKT TP
LTVDKSRWOQGNVFSCSVMEEATLHNEY TOKSLST.SPGK
540 . DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE!
¢ monom VHNAKTKPCEEQYNS TYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAT PAP T
er-8 +cl+g! OVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNCQPENNYKTTE!
delGK LTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHY TQOKSLSLSP
541 scFe-1
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DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHE]
VHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
QVYTLPPSREEMTKNOQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTP
LTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGKGGGGSGGGGS G
GGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVI
VDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNEKA
QPREPQVYTLPPSREEMTRKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE SNGQPENN
FLYSKLTVDKSRWOQQGNVEFSCSVMHEALHNHY TOQKSLSLSPGK

542

scFc-2

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHE]
VHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTP
LTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEATLHNHYTOKSLSLSPGGGGSGGGGS GGG
GGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV,
GVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALP;
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYK'
YSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

543

scFc-3

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHE]
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTP
LTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGKGGGGSGGGGS G
GGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVI
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNEKA
QPREPQVYTLPPSREEMTRKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE SNGQPENN
FLYSKLTVDKSRWOQQGNVEFSCSVMHEALHNHY TOQKSLSLSPGK

544

scFc-4
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DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHE]
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
LTVDKSRWQOGNVESCSVMHEATHNHY TORKSLSLSPGGGGSGGGGSGGG!
GGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV!
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALEP:
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYK'

YSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSP

545

scFc-5

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE]
VHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
QVYTLPPSREEMTKNOQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTP
LTVDKSRWQOGNVESCSVMHEATLHNHY TOKSLSLSPGKGGGGSGGGGS G
GGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV]
VDGVEVHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNEKA!
QPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENN
FLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

546

scFc-6

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHE]
VHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTP
LTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGGGGSGGGGS GGG
GGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV,
GVEVHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALP:
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYK'
YSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

547

§SCFC-7
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SECV epito|
1D pitop Denumire Format/Sursa : Secventa de aminoacizi
DLL3 ’

NR
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE]
VHNAKTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
OVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTP
LTVDKSRWOOGNVEFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGKGGGGSGGGGEI G
GGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLIMISRTPEVTCVVV]
VDGVEVHNAKTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA®
OPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENN
FT.YSKT. TVDKSRWOQQGNVFSCSVMHRATHNHYTQKST.ST.SPGK
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE]
VHNAKTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT]
OVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTP

548 Fe-8 LTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGGGGSGGGGS GGG

sebe- GGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTILMISRTPEVTCVVVDV!

GVEVHNAKTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALP:
REPOVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYK'
YSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQOKSLSLSP

549 linker (GaS)4 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

550 linker (G4S)s GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

551 linker (GaS)s GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

552 linker (GaS)7 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

553 linker (G4S)s GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

554 DLL3-22 molecul
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QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTV3GDSIS SYYWTWI ROPPGKGLEWIGYIYYSGTTNY?
QFSLKLSSVTAADTAVYYCASIAVRGEFFEDYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIN
TLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGOQAPRLLIYGASTRATGIPDREFSGSGSGTDEFTLTISRI
PLTFGGGTKVEIKRSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGETENKYAMNWVRO?
NYATYYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYTI SYWAYW(
GGSGGGEGIQTVVIQEPSLTVSPGGTVILTCGS STGAVT SGNYPNWVQOKPGQAPRGL T G(
LGGKAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGGTKLTVLHHHHHEH
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(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

WO-A1-2014/125273
WO-A1-2016/016859
WO-A2-2008/119567
WO-A2-2013/126746

(57) Revendicari;

1. Construct de anticorp bispecific cuprinzind un prim domeniu de legare care se leagd de
DLL3 uman pe suprafata unei celule tintd si un al doilea domeniu de legare care se leagd de CD3
uman pe suprafata unei celule T si CD3 de macac, in care primul domeniu de legare se leagd de un
epitop DLL3 care este cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.: 260, in care primul
domeniu de legare se leagd de un epitop al DLL3 care este cuprins in regiune asa cum este descris in
SECV ID NR.: 258, in care primul domeniu de legare cuprinde o regiune VH cuprinzand CDR-HI,
CDR-H2 si CDR-H3 si o regiune VL cuprinzind CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectate din grupul
constand din:

a) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 31, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
32, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 33, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 34,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 35 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 36;

b) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 41, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
42, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 43, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 44,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 45 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 46;

¢) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 51, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
52, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 53, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 54,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 55 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 56;

d) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 61, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
62, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 63, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 64,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 65 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 66;

e) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 71, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
72, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 73, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 74,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 75 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 76;

f) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 81, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
82, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 83, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 84,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 85 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 86;

g) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 91, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
92, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 93, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 94,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 95 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 96;

h) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 101, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
102, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 103, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 104,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 105 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 106; si

i) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 111, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
112, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 113, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 114,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 115 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 116.

2. Construct de anticorp conform revendicdrii 1, in care primul domeniu de legare se leagd in
continuare la DLL3 de macac, de preferintd 1a DLL3 de Macaca fascicularis.

3. Construct de anticorp conform revendicarii 1 sau 2, in care al doilea domeniu de legare se
leagad de CD3 epsilon uman si de CD3 epsilon de Callithrix jacchus, Saguinus Oedipus sau Saimiri
Sciureus.

4. Construct de anticorp conform oricireia dintre revendicarile precedente, in care constructul
de anticorp este intr-un format selectat din grupul constand din (scFv),, mAb cu domeniu unic scFv,
diacorpi si oligomeri din formatele precedente.

5. Construct de anticorp conform oricireia dintre revendicdrile 1 pand la 4, in care primul
domeniu de legare cuprinde
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a) o regiune VH selectata din grupul constand din cele descrise in SECV ID NR: 37, SECV ID
NR: 47, SECV ID NR: 57, SECV ID NR: 67, SECV ID NR: 77, SECV ID NR: 87, SECV ID NR: 97,
SECV ID NR: 107, SECV ID NR: 117, SECV ID NR: 435 si SECV ID NR: 529; si/sau

b) o regiune VL selectati din grupul constand din cele descrise in SECV ID NR: 38, SECV ID
NR: 48, SECV ID NR: 58, SECV ID NR: 68, SECV ID NR: 78, SECV ID NR: 88, SECV ID NR: 98,
SECV ID NR: 108, SECV ID NR: 118, SECV ID NR: 436 si SECV ID NR: 530.

6. Construct de anticorp conform oricireia dintre revendicdrile 1 pand la 5, in care primul
domeniu de legare cuprinde

a) o regiune VH si o regiune VL selectati din grupul constind din perechi dintr-o regiune VH
si o regiune VL asa cum este descrisd in SECV ID NR. 37+38; SECV ID NR: 47+48; SECV ID NR:
57+58; SECV ID NR: 67+68; SECV ID NR: 77+78; SECV ID NR: 87+88; SECV ID NR: 97+98;
SECV ID NR: 107+108; SECV ID NR: 117+118; SECV ID NR: 435+436; si SECV ID NR:
529+530, si/sau

b) o polipeptida selectatd din grupul constind din cele descrise in SECV ID NR: 39, SECV ID
NR: 49, SECV ID NR: 59, SECV ID NR: 69, SECV ID NR: 79, SECV ID NR: 89, SECV ID NR: 99,
SECV ID NR: 109, SECV ID NR: 119, SECV ID NR: 437 si SECV ID NR: 531.

7. Construct de anticorp conform oricireia dintre revendicirile 1 pind la 6, cuprinzind o
polipeptidi selectatd din grupul constind din cele descrise in SECV ID NR: 40, SECV ID NR: 50,
SECV ID NR: 60, SECV ID NR: 70, SECV ID NR: 80, SECV ID NR: 90, SECV ID NR: 100, SECV
ID NR: 110, SECV ID NR: 120, SECV ID NR: 211, SECV ID NR: 212, SECV ID NR: 213, SECV
ID NR: 214, SECV ID NR: 215, SECV ID NR: 216, SECV ID NR: 217, SECV ID NR: 438 si SECV
ID NR: 532.

8. Construct de anticorp bispecific cuprinzind un prim domeniu de legare care se leagd de
DLL3 umana pe suprafata unei celule tintd si un al doilea domeniu de legare care se leagd de CD3
umand pe suprafata unei celule T si CD3 de macac, in care primul domeniu de legare se leaga de un
epitop DLL3 care este cuprins in regiune asa cum este descris in SECV ID NR.: 260, in care primul
domeniu de legare se leagd de un epitop al DLL3 care este cuprins in regiune asa cum este descris in
SECV ID NR.: 259, in care primul domeniu de legare cuprinde o regiune VH cuprinzand CDR-HI,
CDR-H2 si CDR-H3 si o regiune VL cuprinzind CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectatd din grupul
constand din:

a) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 121, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
122, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 123, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 124,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 125 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 126;

b) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
132, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 134,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;

¢) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 141, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
142, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 143, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 144,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 145 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 146;

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

e) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 161, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
162, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 163, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 164,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 165 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 166;

f) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
439, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 134,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;

g) CDR-HI cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
440, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 134,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;

h) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
132, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 441,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;

i) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
132, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 442,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;

J) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
132, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 443,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;
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k) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
132, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 444,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136;

1) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
439, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 441,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136; si

m) CDR-HI1 cum s-a descris in SECV ID NR: 131, CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR:
440, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 133, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 442,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 135 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 136.

9. Construct de anticorp conform revendicarii 8, in care primul domeniu de legare se leagd in
continuare la DLL3 de macac, de preferintd 1a DLL3 de Macaca fascicularis.

10. Construct de anticorp conform revendicirii 8 sau 9, in care al doilea domeniu de legare se
leagad de CD3 epsilon uman si de CD3 epsilon de Callithrix jacchus, Saguinus Oedipus sau Saimiri
Sciureus.

11. Construct de anticorp conform oricireia dintre revendicirile precedente, in care constructul
de anticorp este intr-un format selectat din grupul constand din (scFv),, mAb cu domeniu unic scFv,
diacorpi si oligomeri din formatele precedente.

12. Construct de anticorp conform oricdreia dintre revendicarile 8 pand la 11, in care primul
domeniu de legare cuprinde

a) o regiune VH selectatd din grupul constiand din cele descrise in SECV ID NR: 127, SECV
ID NR: 137, SECV ID NR: 147, SECV ID NR: 157, SECV ID NR: 167, SECV ID NR: 445, SECV
ID NR: 446, SECV ID NR: 447, SECV ID NR: 448, SECV ID NR: 449, SECV ID NR: 450, SECV
ID NR: 451, SECV ID NR: 452, SECV ID NR: 453, SECV ID NR: 454, si SECV ID NR: 455; si/sau

b) o regiune VL selectatd din grupul constind din cele descrise in SECV ID NR: 128, SECV
ID NR: 138, SECV ID NR: 148, SECV ID NR: 158, SECV ID NR: 168, SECV ID NR: 456, SECV
ID NR: 457, SECV ID NR: 458, SECV ID NR: 459, SECV ID NR: 460, SECV ID NR: 461, SECV
ID NR: 462, SECV ID NR: 463, SECV ID NR: 464, SECV ID NR: 465, SECV ID NR: 466, SECV
ID NR: 467, SECV ID NR: 468, SECV ID NR: 469, si SECV ID NR: 470.

13. Construct de anticorp conform oricdreia dintre revendicirile 8 pand la 12, in care primul
domeniu de legare cuprinde

a) o regiune VH si o regiune VL selectate din grupul constind din perechi dintr-o regiune VH
si o regiune VL asa cum este descris in SECV ID NRs: 127+128; SECV ID NRs: 137+138; SECV ID
NRs: 147+148; SECV ID NRs: 157+158; SECV ID NRs: 167+168; SECV ID NRs 137+456; SECV
ID NRs 137+457; SECV ID NRs 137+458; SECV ID NRs 137+459; SECV ID NRs 137+460; SECV
ID NRs 445+138; SECV ID NRs 446+138; SECV ID NRs 447+138; SECV ID NRs 445+460; SECV
ID NRs 448+461; SECV ID NRs 449+462; SECV ID NRs 450+463; SECV ID NRs 450+464; SECV
ID NRs 450+465; SECV ID NRs 450+466; SECV ID NRs 450+467; SECV ID NRs 450+468; SECV
ID NRs 451+463; SECV ID NRs 452+463; SECV ID NRs 453+463; SECV ID NRs 451+468; SECV
ID NRs 454+469; si SECV ID NRs 455+470; si/sau

b) o polipeptida selectatd din grupul constind din cele descrise in SECV ID NR: 129, SECV ID
NR: 139, SECV ID NR: 149, SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 471, SECV ID
NR: 472, SECV ID NR: 473, SECV ID NR: 474, SECV ID NR: 475, SECV ID NR: 476, SECV ID
NR: 477, SECV ID NR: 478, SECV ID NR: 479, SECV ID NR: 480, SECV ID NR: 481, SECV ID
NR: 482, SECV ID NR: 483, SECV ID NR: 484, SECV ID NR: 485, SECV ID NR: 486, SECV ID
NR: 487, SECV ID NR: 488, SECV ID NR: 489, SECV ID NR: 490, SECV ID NR: 491, SECV ID
NR: 492, si SECV ID NR: 493.

14. Construct de anticorp conform oricdreia dintre revendicdrile 8 pana la 13, cuprinzind o
polipeptidi selectatd din grupul constind din cele descrise in SECV ID NR: 130, SECV ID NR: 140,
SECV ID NR: 150, SECV ID NR: 160, SECV ID NR: 170; SECV ID NR: 218, SECV ID NR: 219,
SECV ID NR: 220, SECV ID NR: 494, SECV ID NR: 495, SECV ID NR: 496, SECV ID NR: 497,
SECV ID NR: 498, SECV ID NR: 499, SECV ID NR: 500, SECV ID NR: 501, SECV ID NR: 502,
SECV ID NR: 503, SECV ID NR: 504, SECV ID NR: 505, SECV ID NR: 506, SECV ID NR: 507,
SECV ID NR: 508, SECV ID NR: 509, SECV ID NR: 510, SECV ID NR: 511, SECV ID NR: 512,
SECV ID NR: 513, SECV ID NR: 514, SECV ID NR: 515, si SECV ID NR: 516.

15. Construct de anticorp conform oricdreia dintre revendicdrile 1-7, cuprinzand sau constand
dintr-o polipeptida selectatd din grupul constand din cele descrise in SECV ID NR: 517, SECV ID
NR: 518, SECV ID NR: 519, SECV ID NR: 520, SECV ID NR: 521, SECV ID NR: 522, SECV ID
NR: 523, SECV ID NR: 524.

16. Polinucleotidd care codificd un construct de anticorp asa cum este definit in oricare dintre
revendicarile precedente.

17. Vector cuprinzand o polinucleotidd conform definitiei din revendicarea 16.
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18. Celuld gazdi transformatd sau transfectatd cu polinucleotida definitd in revendicarea 16 sau
cu vectorul definit in revendicarea 17.

19. Procedeu pentru producerca unui construct de anticorp conform oricireia dintre
revendicdrile 1 pand la 15, procedeul mentionat cuprinzand cultivarea unei celule gazda, astfel cum
este definitd in revendicarea 18, in conditii care permit exprimarea respectivului construct de anticorp
si recuperarea constructului de anticorp produs din cultura.

20. Compozitie farmaceuticd cuprinzind un construct de anticorp conform oricireia dintre
revendicarile de 1a 1 pand 1a 15 sau produsi conform procedeului din revendicarea 19.

21. Construct de anticorp conform oricireia dintre revendicarile 1 pand la 15, sau produs
conform procedeului din revendicarea 19, pentru utilizare in prevenirea, tratamentul sau ameliorarea
unei tumori sau boli canceroase sau a unei boli canceroase metastatice.

22. Construct de anticorp pentru utilizare conform revendicarii 21, in care tumoarea sau boala
canceroasd este selectatd din grupul constind din cancer pulmonar, de preferinti SCLC, san, col
uterin, colon, colorectal, endometrial, cap si gat, ficat, ovarian, pancreatic, prostatd, piele, gastric,
testicul, tiroidd, suprarenald, renald, vezicald, uterind, esofagiand, uroteliald si tumoare cerebrald sau
cancer, limfom, carcinom si sarcom si o0 boala canceroasi metastatica derivatd din oricare dintre cele
de mai sus.

23. Kit care cuprinde un construct de anticorp conform oricdreia dintre revendicarile 1 pani la
15, un construct de anticorp produs conform procedeului din revendicarea 19, o polinucleotidd
definitd in revendicarea 16, un vector definit in revendicarea 17 si/sau o celuld gazdi definitd in
revendicarea 18.

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