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(57) Rezumat:

1

Prezenta inventic se referd la
imunoconjugati care cuprind un anticorp sau
un fragment al acestuia capabil sd se lege in
mod specific la "Proteina 9 care contine
domeniul de dezintegrind si metaloproteinaza"
("ADAM9") conjugat cu cel putin un agent
farmacologic. Inventia se referd in special la
astfel de imunoconjugati care sunt reactivi
incrucisat cu ADAMY umand si ADAMY de

2
primatd non-umand (cum ar fi o maimuta
cynomolgus). Inventia se referd in plus la toti
astfel de imunoconjugafi care cuprind un
domeniu variabil al lanfului usor (VL) si/sau
un domeniu variabil al lantului greu (VH) care
a fost umanizat si in mod optional deimunizat
astfel incat sd prezinte o imunogenitate redusi
la administrarea unor astfel de imunoconjugati
la un subiect destinatar. Inventia se referd, de



asemenea, la compozitii farmaceutice ce contin
oricare dintre astfel de imunoconjugati si la
metodele care implicd utilizarea oricdrora
dintre acesti imunoconjugafi in tratamentul
cancerului sau a altori boli si conditii.

Secvente: 154

Revendicéri: 17

Figuri: 20
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(54) Immunoconjugates targeting ADAM9 and methods of use thereof

(57) Abstract:

1

The present invention is directed to
immunoconjugates comprising an antibody or
fragment thereof capable of specifically
binding to "Disintegrin and Metalloproteinase
Domain-containing Protein 9" ("TADAM9")
conjugated to at least one pharmacological
agent. The invention particularly concerns
such immunoconjugates that are cross-reactive
with human ADAM9 and the ADAMO of a
non-human primate (e.g., a cynomolgus
monkey). The invention additionally pertains
to all such immunoconjugates that comprise a
Light Chain Variable (VL) Domain and/or a
Heavy Chain Variable (VH) Domain that has

2

been humanized and/or deimmunized so as to
exhibit reduced immunogenicity upon
administration of such immunoconjugate to a
recipient subject. The invention is also directed
to pharmaceutical compositions that contain
any of such immunoconjugates, and to
methods involving the use of any of such
immunoconjugates in the treatment of cancer
and other diseases and conditions.

Sequences: 154

Claims: 17

Fig.: 20
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta invenfie se referd la imunoconjugati care cuprind un anticorp sau un fragment al
acestuia capabil sd se lege in mod specific la "Proteina 9 care contine domeniul de dezintegrini si
metaloproteinazd" (""ADAM9") conjugat cu cel putin un agent farmacologic. Inventia se refera in special
la astfel de imunoconjugati care sunt reactivi incrucisat cu ADAM9 umani si ADAMY de primatd non-
umand (cum ar fi o maimutd cynomolgus). Inventia se referd in plus la tofi astfel de imunoconjugati care
cuprind un domeniu variabil al lanfului usor (VL) si/sau un domeniu variabil al lanfului greu (VH) care a
fost umanizat si in mod optional deimunizat astfel incit si prezinte o imunogenitate redusi la
administrarea unor astfel de imunoconjugati la un subiect destinatar. Inventia se referd, de asemenea, la
compozifii farmaceutice ce confin oricare dintre astfel de imunoconjugati si la imunoconjugati si
compozifii farmaceutice pentru utilizare in tratamentul unei boli sau afectiuni asociate cu sau caracterizate
prin expresia ADAMO (cum ar fi cancer).

BAZELE INVENTIEI

ADAM este o familie de proteine implicate in diverse procese fiziologice si patologice
(Amendola, R.S. si colab. (2015) "ADAM9 Disintegrin Domain Activates Human Neutrophils Through
An Autocrine Circuit Involving Integrins And CXCR2," J. Leukocyte Biol. 97(5):951-962; Edwars, D.R.
si colab. (2008) "The ADAM Metalloproteases," Molec. Aspects Med. 29:258-289). Au fost identificati
cel putin 40 de membri genetici ai familiei si se crede cd cel putin 21 dintre acesti membri sunt functionali
la om (Li, J. si colab. (2016) "Overexpression of ADAMY Promotes Colon Cancer Cells Invasion," J.
Invest. Surg. 26(3):127-133; Duffy, M.J. si colab. (2011) "The ADAMs Family Of Proteases: New
Biomarkers And Therapeutic Targets For Cancer?,” Clin. Proteomics 8:9:1-13; a se vedea, de asemenea,
Publicatia de brevet SUA nr. 2013/0045244).

Membrii familici ADAM au o structurd bine conservatd, cu 8 domenii, printre care s¢ numard un
domeniu de metaloproteaza si un domeniu de legare a integrinei (dezintegrind) (Duffy, M.J. si colab.
(2009) "The Role Of ADAMs In Disease Pathophysiology,” Clin. Chim. Acta 403:31-36). Domeniul de
metaloproteaza al ADAM actioneaza ca o sheddaza si s-a raportat faptul cd moduleaz3 o serie de procese
biologice prin clivarea proteinelor transmembranare, care apoi pot actiona ca liganzi solubili si pot regla
semnalizarea celulard (Amendola, R.S. si colab. (2015) "ADAMY9 Disintegrin Domain Activates Human
Neutrophils Through An Autocrine Circuit Involving Integrins And CXCR2,” J. Leukocyte Biol.
97(5):951-962; Ito, N. si colab. (2004) "ADAMSs, A Disintegrin And Metalloproteinases, Mediate
Shedding Of Oxytocinase,” Biochem. Biophys. Res. Commun. 314 (2004) 1008-1013).

ADAMY este un membru al familieci ADAM a moleculei. Acesta este sintetizat ca o forma
inactiva care este clivata proteolitic pentru a genera o enzima activa. Procesarea la situsul din amonte este
extrem de importantd pentru activarea proenzimei. ADAMY este exprimata in fibroblaste (Zigrino, P. si
colab. (2011) "The Disintegrin-Like And Cysteine-Rich Domains Of ADAM-9 Mediate Interactions
Between Melanoma Cells And Fibroblasts,” J. Biol. Chem. 286:6801-6807), celulele musculare netede
vasculare activate (Sun, C. si colab. (2010) "ADAMI15 Regulates Endothelial Permeability And
Neutrophil Migration Via Src/ERK1/2 Signalling,” Cardiovasc. Res. 87:348-355), monocite (Namba, K.
si colab. (2001) "Involvement Of ADAMO9 In Multinucleated Giant Cell Formation Of Blood
Monocytes,” Cell. Immunol. 213:104-113), macrofagele activate (Oksala, N. si colab. (2009) "TADAM-9,
ADAM-15, And ADAM-17 Are Upregulated In Macrophages In Advanced Human Atherosclerotic
Plaques In Aorta And Carotid And Femoral Arteries - Tampere Vascular Study,” Ann. Med. 41:279-290).

Activitatea metaloproteazei ADAMY participd la degradarea componentelor matricei, pentru a
permite astfel migrarea celulelor tumorale (Amendola, R.S. si colab. (2015) "ADAMY Disintegrin
Domain Activates Human Neutrophils Through An Autocrine Circuit Involving Integrins And CXCR2,"
J. Leukocyte Biol. 97(5):951-962). Domeniul dezintegrind al sdu, care este puternic omolog cu multe
dezintegrine de venin de sarpe, permite interactiunea dintre ADAMY si integrine si permite ADAMY si
moduleze, pozitiv sau negativ, evenimentele de adeziune celulard (Zigrino, P. si colab. (2011) "The
Disintegrin-Like And Cysteine-Rich Domains Of ADAM-9 Mediate Interactions Between Melanoma
Cells And Fibroblasts,” J. Biol. Chem. 286:6801-6807; Karadag, A. si colab. (2006) "ADAM-9 (MDC-
9/Meltringamma), A Member Of The A Disintegrin And Metalloproteinase Family, Regulates Myeloma-
Cell-Induced Interleukin-6 Production In Osteoblasts By Direct Interaction With The Alpha(v)Beta5
Integrin,” Blood 107:3271-3278; Cominetti, M.R. si colab. (2009) "Inhibition Of Platelets And Tumor
Cell Adhesion By The Disintegrin Domain Of Human ADAM9 To Collagen I Under Dynamic Flow
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Conditions,” Biochimie, 91:1045-1052). S-a demonstrat faptul ci domeniul dezintegrind al ADAM9
interactioneaza cu integrinele a6f1, a6p4, avp5 si a9p1.

Expresia ADAMSO s-a dovedit a fi relevantd pentru boald, in special pentru cancer. S-a descoperit
faptul cd ADAMDO cliveaza si eclibereazd o seriec de molecule cu roluri importante in tumorigeneza si
angiogenezd, cum ar fi TEK, KDR, EPHB4, CD40, VCAMI si CDH5. ADAMD este exprimata de multe
tipuri de celule tumorale, inclusiv celulele tumorale ale cancerelor mamare, cancerelor de colon,
cancerelor gastrice, glioamelor, cancerelor hepatice, cancerelor pulmonare cu celule non-mici,
melanoamelor, micloamelor, cancerelor pancreatice si cancerelor de prostatd (Yoshimasu, T. si colab.
(2004) "Overexpression Of ADAMO In Non-Small Cell Lung Cancer Correlates With Brain Metastasis,"
Cancer Res. 64:4190-4196; Peduto, L. si colab. (2005) "Critical Function For ADAM9 In Mouse Prostate
Cancer,” Cancer Res. 65:9312-9319; Zigrino, P. si colab. (2005) "ADAM-9 Expression And Regulation
In Human Skin Melanoma And Melanoma Cell Lines,” Int. J. Cancer 116:853-859; Fritzsche, F.R. si
colab. (2008) "ADAMO Is Highly Expressed In Renal Cell Cancer And Is Associated With Tumour
Progression,” BMC Cancer 8:179:1-9; Fry, J.L. si colab. (2010) "Secreted And Membrane-Bound
Isoforms Of Protease ADAMO9 Have Opposing Effects On Breast Cancer Cell Migration,” Cancer Res.
70, 8187-8198; Chang, L. si colab. (2016) "Combined Rnai Targeting Human Stat3 And ADAMY As
Gene Therapy For Non-Small Cell Lung Cancer,” Oncology Letters 11:1242-1250; Fan, X. si colab.
(2016) "ADAMO Expression Is Associate with Glioma Tumor Grade and Histological Type, and Acts as
a Prognostic Factor in Lower-Grade Gliomas," Int. J. Mol. Sci. 17:1276:1-11).

In mod semnificativ, s-a descoperit faptul ¢i expresia crescuti a ADAMY se coreleazi pozitiv cu
malignitatea tumorald si potentialul metastatic (Amendola, R.S. si colab. (2015) "ADAMY Disintegrin
Domain Activates Human Neutrophils Through An Autocrine Circuit Involving Integrins And CXCR2,"
J. Leukocyte Biol. 97(5):951-962; Fan, X. si colab. (2016) "ADAMY9 Expression Is Associate with
Glioma Tumor Grade and Histological Type, and Acts as a Prognostic Factor in Lower-Grade Gliomas,"
Int. J. Mol. Sci. 17:1276:1-11; Li, J. si colab. (2016) "Overexpression of ADAM9 Promotes Colon Cancer
Cells Invasion,” J. Invest. Surg. 26(3):127-133). In plus, ADAMDY si izoforma sa solubild secretati par a fi
cruciale pentru diseminarea celulelor canceroase (Amendola, R.S. si colab. (2015) "ADAMY Disintegrin
Domain Activates Human Neutrophils Through An Autocrine Circuit Involving Integrins And CXCR2,"
J. Leukocyte Biol. 97(5):951-962; Fry, J.L. si colab. (2010) "Secreted And Membrane-Bound Isoforms
Of Protease ADAMY9 Have Opposing Effects On Breast Cancer Cell Migration,” Cancer Res. 70, 8187-
8198; Mazzocca, A. (2005) "A Secreted Form OfADAM9 Promotes Carcinoma Invasion Through
Tumor-Stromal Interactions,” Cancer Res. 65:4728-4738; a se vedea, de asemenea, Brevetele SUA nr.
9,150,656; 7,585,634; 7,829,277, 8,101,361; si 8,445,198 and Publicatia de brevet SUA nr.
2009/0023149).

Prin urmare, o serie de studii au identificat ADAMY ca tinta potenfiald pentru terapia impotriva
cancerului (Peduto, L. (2009) "ADAM9 As A Potential Target Molecule In Cancer,” Curr. Pharm. Des.
15:2282-2287; Duffy, M.J. si colab. (2009) "Role Of ADAMs In Cancer Formation And Progression”
Clin. Cancer Res. 15:1140-1144; Dufty, M.J. si colab. (2011) "The ADAMSs Family Of Proteases: New
Biomarkers And Therapeutic Targets For Cancer?,” Clin. Proteomics 8:9:1-13; Josson, S. si colab. (2011)
"Inhibition of ADAM9 Expression Induces Epithelial Phenotypic Alterations and Sensitizes Human
Prostate Cancer Cells to Radiation and Chemotherapy,” Prostate 71(3):232-240; a se vedea, de asemenea,
Publicatiile de brevet SUA nr. 2016/0138113, 2016/0068909, 2016/0024582, 2015/0368352,
2015/0337356, 2015/0337048, 2015/0010575, 2014/0342946, 2012/0077694, 2011/0151536,
2011/0129450, 2010/0291063, 2010/0233079, 2010/0112713, 2009/0203051, 2004/0092466,
2003/0091568 si 2002/0068062 si Publicatiile PCT nr. WO 2016/077505, WO 2014/205293, WO
2014/186364, WO 2014/124326, WO 2014/108480, WO 2013/119960, WO 2013/098797, WO
2013/049704 si WO 2011/100362). US2009/0285840A1 descrie compozitii si procedee care inhibd
expresia produselor genetice ale Adam9, cum ar fi ARNm al ADAMSY si/sau polipeptide ale ADAMY, ca
abordare terapeuticd pentru tratamentul neovascularizarii patologice si al afectiunilor asociate cu
angiogeneza. DE10337368A1 descrie diagnosticul cancerului pancreatic prin detectarea expresiei
proteinei ADAMO utilizand anticorpi specifici si, de asemenea, utilizarea terapeutica a acestor anticorpi si
a acizilor nucleici specifici ai ADAMY. In plus, s-a constatat, de asemenca, faptul ci expresia ADAM9
este relevantd pentru boala pulmonara si inflamatie (a se vedea, de exemplu, Publicatiile de brevet SUA
nr. 2016/0068909; 2012/0149595; 2009/0233300; 2006/0270618; si 2009/0142301). Anticorpii care se
leaga la ADAMY sunt disponibili pe piatd de la Abcam, Thermofisher, Sigma-Aldrich si alte companii.

Cu toate acestea, in ciuda tuturor progreselor anterioare, este incd nevoie de ADAMSY cu afinitate
crescutd care tinteste imunoconjugati care prezinti o legare minima la tesuturile normale si sunt capabili
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sa se lege la ADAMY umand si non-umand cu o afinitate crescutd similara. Prezenta invenfie se adreseaza
acestel nevoi si nevoii de terapie imbundtafitd pentru cancer.

REZUMATUL INVENTIEI

Conform unui aspect al inventiei, sunt furnizati imunoconjugati care cuprind un anticorp sau un
fragment al acestuia capabil sd se lege in mod specific la "Proteina 9 care contine domeniul de
dezintegrind si metaloproteinaza" (""ADAM9'") conjugata cu cel putin un agent farmacologic astfel cum
este definit in revendicarea 1. Imunoconjugatii sunt reactivi incrucisat cu ADAMY umand si ADAMY de
primatd non-umand (o maimutd cynomolgus). Imunoconjugatii cuprind un domeniu variabil al lantului
usor (VL) si/sau un domeniu variabil al lanfului greu (VH) care a fost umanizat (si in mod optional
deimunizat) astfel incét sa prezinte o imunogenitate redusd la administrarea unor astfel de imunoconjugati
la un subiect destinatar. Conform altor aspecte ale inventiei, sunt furnizate o compozitie farmaceuticd
astfel cum este definitd in revendicarea 15 si un imunoconjugat sau o compozitie farmaceutica pentru
utilizare in tratamentul unei boli sau afectiuni asociate cu sau caracterizate prin expresia ADAMO (cum ar
fi cancer) astfel cum este definit in revendicdrile 16 i 17.

In detaliu, prezenta inventie furnizeazi un imunoconjugat care cuprinde un anticorp anti-
ADAMY9 umanizat sau un fragment al acestuia de legare a ADAMY care se leagd in mod specific la
ADAMY umanad si la ADAMY de cyno:

(I) in care anticorpul anti-ADAMY9 umanizat sau fragmentul acestuia de legare a ADAM9 mentionat este
conjugat cu un agent farmacologic; si

(D) in care anticorpul anti-ADAMY9 umanizat sau fragmentul acestuia de legare a ADAMY mentionat
cuprinde un domeniu variabil al lantului usor (VL) si un domeniu variabil al lantului greu (VH), in care
domeniul variabil al lanfului greu mentionat cuprinde un domeniu CDRgl, un domeniu CDRy2 si un
domeniu CDRg3, iar domeniul variabil al lantului usor mentionat cuprinde un domeniu CDR.1, un
domeniu CDR12 si un domeniu CDR13, in care:

(A) domeniul CDRg1 menfionat cuprinde secven{a de aminoacizi a SEQ ID NO:8 sau SEQ ID NO:34; si
(B) domeniul CDR#2 mentionat cuprinde secventa de aminoacizi a SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:35 sau
SEQ ID NO:36; si

(C) domeniul CDRy3 mentionat cuprinde secventa de aminoacizi a oricdreia dintre SEQ ID NO:37, SEQ
ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID N0:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID
NO:44, SEQ ID NO:45 sau SEQ ID NO:46; si

in care:

(A) domeniul CDR11 mentionat are secventa de aminoacizi a SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:62, SEQ ID
NO:63 sau SEQ ID NO:64; si

(B) domeniul CDR12 menfionat are secven{a de aminoacizi a SEQ ID NO: 13; si

(C) domeniul CDR3 mentionat are secventa de aminoacizi a SEQ ID NO: 14 sau SEQ ID NO:65.

In anumite variante de realizare, domeniul variabil al lantului greu (VH) al variantei optimizate a
MAB-A este selectat din grupul constand din:
(5) hAMAB-A VH(2A) (SEQ ID NO:20);
(6) AMAB-A VH(2B) (SEQ ID NO:21);
(7) AMAB-A VH(2C) (SEQ ID NO:22);
(8) hAMAB-A VH(2D) (SEQ ID NO:23);
(9) hAMAB-A VH(2E) (SEQ ID NO:24);
(10) hNMAB-A VH(2F) (SEQ ID NO:25);
(11) h(MAB-A VH(2G) (SEQ ID NO:26);
(12) hNMAB-A VH(2H) (SEQ ID NO:27);
(13) hMAB-A VH(2D) (SEQ ID NO:28); si
(14) hMAB-A VH(2J) (SEQ ID NO:29).
In anumite variante de realizare, domeniul variabil al lantului usor (VL) al variantei optimizate a
MAB-A este selectat din grupul constand din:
(1) hAMAB-A VL(1) (SEQ ID NO:54);
(2) AMAB-A VL(2) (SEQ ID NO:55);
(3) hAMAB-A VL(3) (SEQ ID NO:56);
(4) AMAB-A VL(4) (SEQ ID NO:57).

In anumite variante de realizare, domeniul CDRul cuprinde secventa de aminoacizi SYWMH
(SEQ ID NO:8), domeniul CDRy2 cuprinde secventa de aminoacizi E I I P I FGHTNYNEKFKS (SEQ
ID NO:35), iar domeniul CDRy3 cuprinde secventa de aminoacizi GGYYYYPRQGFLDY (SEQ ID
NO:45)
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In anumite variante de realizare, domeniul CDR:l cuprinde secventa de aminoacizi
KASQSVDYSGDSYMN (SEQ ID NO:62), domeniul CDR;2 cuprinde secventa de aminoacizi
AASDLES (SEQ ID NO:13), iar domeniul CDR3 cuprinde secventa de aminoacizi QQSHEDPFT
(SEQ ID NO:14).

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul cuprinde:
(A) domeniul variabil al lanfului greu (VH) al htMAB-A (21.2) (SEQ ID NO:28); or
(B) domeniul variabil al lantului usor (VL) al hWMAB-A (21.2) (SEQ ID NO:55); sau
(C) domeniul variabil al lanfului greu (VH) al hMAB-A (21.2) (SEQ ID NO:28) si domeniul variabil al
lanului usor (VL) al hWMAB-A (21.2) (SEQ ID NO:55)

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul cuprinde o regiune Fc. In unele variante de
realizare, regiunca Fc este o variantd de regiune Fc care cuprinde: (a) una sau mai multe modificari de
aminoacizi care reduc afinitatea variantei de regiune Fc pentru un FcyR; si/sau (b) una sau mai multe
modificari de aminoacizi care introduc un rest de cisteind. in unele variante de realizare, una sau mai
multe modificiri de aminoacizi care reduc afinitatea variantei de regiune Fc pentru un FcyR cuprind: (A)
L234A; (B) L235A; sau (C) L234A si L235A; in care numerotarea mentfionatd este cea din indexul UE
Kabat. In unele variante de realizare, una sau mai multe modificiri de aminoacizi care introduc un rest de
cisteind cuprind S442C, in care numerotarea mentionata este cea din indexul UE Kabat.

Imunoconjugatul conform prezentei inventii cuprinde un anticorp anti-ADAM9 umanizat sau un
fragment de legare a ADAMY al acestuia care se leaga in mod specific la ADAM9 umana si la ADAM9
de cyno, in care anticorpul anti-ADAM9 umanizat sau fragmentul de legare a ADAMO al acestuia este
conjugat cu agentul farmacologic.

In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAMY9 umanizat sau fragmentul de legare a
ADAMDY al acestuia este optimizat pentru a avea o imbunitdtire de cel putin 100 de ori a afinititii de
legare la ADAMY de cyno si pastreazd legarea cu afinitate crescutd la ADAMY umani in comparatie cu
anticorpul parental himeric sau murinic.

In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAMO sau fragmentul de legare a ADAMO al
acestuia cuprinde un domeniu CDRg1, un domeniu CDRg2 si un domeniu CDRg3 si un domeniu CDR1 1,
un domeniu CDR;2 si un domeniu CDR3 care are secventele selectate din grupul constind din:
(a) SEQ ID NO: 8, 35 51 37 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(b) SEQ ID NO: 8, 35 si 38 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(c) SEQ ID NO: 8, 35 si 39 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(d) SEQ ID NO: 8, 35 si 40 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(e) SEQ ID NO: 8, 35 si 41 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(f) SEQ ID NO: 8, 35 51 42 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(g) SEQ ID NO: 8, 35 5i 43 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(hy) SEQ ID NO: 8, 35 si 44 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(1) SEQ ID NO: 8, 35 5145 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14; si
() SEQ ID NO: 8, 35 si 46 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14.

In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat sau fragmentul de legare a
ADAMDY al acestuia cuprinde un domeniu variabil al lanfului greu (VH) si un domeniu variabil al lantului
usor (VL) care au secvente care sunt cel putin 90%, cel putin 95% sau cel putin 99% identice cu
secventele selectate din grupul constind din:

(a) SEQ ID NO:20 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(b) SEQ ID NO:21 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(c) SEQ ID NO:22 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(d) SEQ ID NO:23 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(e) SEQ ID NO:24 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(f) SEQ ID NO:25 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(g) SEQ ID NO:26 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(hy SEQ ID NO:27 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(1) SEQ ID NO:28 si, respectiv, SEQ ID NO:55; si
(§) SEQ ID NO:29 si, respectiv, SEQ ID NO:55.
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In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAMY9 umanizat sau fragmentul de legare a
ADAMDY al acestuia cuprinde un domeniu variabil al lantului greu (VH) si un domeniu variabil al lantului
usor (VL) care are secventele selectate din grupul constind din:

(a) SEQ ID NO:20 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(b) SEQ ID NO:21 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(c) SEQ ID NO:22 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(d) SEQ ID NO:23 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(e) SEQ ID NO:24 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(f) SEQ ID NO:25 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(g) SEQ ID NO:26 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(hy SEQ ID NO:27 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(1) SEQ ID NO:28 si, respectiv, SEQ ID NO:55; si
() SEQ ID NO:29 si, respectiv, SEQ ID NO:55.

In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat este un anticorp de lungime
completi care cuprinde o regiune Fc. In unele variante de realizare, regiunea Fc este o varianti de regiune
Fc care cuprinde: (a) una sau mai multe modificiri de aminoacizi care reduc afinitatea variantei de
regiune Fc pentru un FcyR selectat din grupul constind din: L234A |, L235A si L234A si L235A; si/sau
(b) o modificare de aminoacizi care introduce un rest de cisteind la S442, in care numerotarea mentionata
este cea din indexul UE Kabat.

In unele variante de realizare, anticorpul anti-ADAMSY umanizat cuprinde un lant greu si un lant
usor care au secventele selectate din grupul constand din:
(a) SEQ ID NO:51 si, respectiv, SEQ ID NO:68; si
(b) SEQ ID NO:52 si, respectiv, SEQ ID NO:68.

In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAMY umanizat cuprinde un lant greu si un

lant usor care au secventele selectate din grupul constand din:

(a) SEQ ID NO:141 si, respectiv, SEQ ID NO:68;

(b) SEQ ID NO:142 si, respectiv, SEQ ID NO:68;

(c) SEQ ID NO:143 si, respectiv, SEQ ID NO:68;

(d) SEQ ID NO:151 si, respectiv, SEQ ID NO:68;

(e) SEQ ID NO:152 si, respectiv, SEQ ID NO:68;

(f) SEQ ID NO:153 si, respectiv, SEQ ID NO:68; si

(g) SEQ ID NO:154 si, respectiv, SEQ ID NO:68.

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul conform prezentei inventii este reprezentat de
urmitoarea formula:

CBA+CyL1)
WL

in care:

CBA este un anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia astfel cum este
descris in prezenta inventie, care este legat covalent la Cy™ printr-un rest de lizing;

W este un numdr intreg de la 1 pana la 20; si

Cy™! este reprezentat de urmatoarea formuli:
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B 3
A & )
LW
Tl )
Satd

SRR

sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, in care:

linia dubld == dintre N si C reprezintd o legturd simpla sau o legiturd dubld, cu conditia ca, atunci cand
este o legaturd dubla, X si fie absent si Y sd fie -H sau un (Cy-Cy)alchil; si atunci cand este o legitura
simpld, X sd fie -H sau o fractiune de protectic pentru o amind si Y sa fie -OH sau -SOzH sau o sare a
acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic;

W' este -NR®',

R¢ este -(CH,-CH-0),-R¥;

n este un numdr intreg de la 2 pand la 6;

Rk este -H sau -Me;

R*3 este un (C1-Cg)alchil;

L' este reprezentat de urméitoarea formula:

- NR;5-P-C(=0)-(CRaRp)m-C(=0)- (B1"); sau

- NR;5-P-C(=0)-(CR.Rp)m-S-Z°1- (B2);

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

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

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

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

75! este selectat din oricare dintre urmétoarele formule:
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in care q este un numar intreg de la 1 pani la 5.

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul conform prezentei inventii este reprezentat de
5 urmitoarea formula:

CBA %CyLZ)
W

in care:
CBA este un anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia astfel cum este

descris in prezenta inventie, care este legat covalent la Cy? printr-un rest de lizin;
10 Wi este un numdr intreg de la 1 pana la 20; si
Cy™? este reprezentat de urmitoarca formuli:

@) .S
RE\N)_RH \251_§

HN—,

OMe MeQ

sau
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sz
W'/ \3_251_3

Me MeO'

N

sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, in care:

linia dubli ™~ dintre N si C reprezinti o legiturd simpld sau o legaturd dubld, cu conditia ca, atunci cind
este o legaturd dubla, X si fie absent si Y sd fie -H sau un (Cy-Cy)alchil; si atunci cand este o legitura
5 simpld, X sd fie -H sau o fractiune de protectie pentru o amind si Y si fie -OH sau -SOszH;
R*! gi R*? sunt in mod independent (C;-Cs)alchil;
R® este -H sau un (C;-Cg)alchil,
W' este -NR®',
R¢ este -(CH,-CH,-0),-R¥;
10 neste un numdr intreg de la 2 pand la 6;
R¥este -H sau -Me;
75! este selectat din oricare dintre urmétoarele formule:

15

"j}«;
i
g

AT

L

.

w3
N

&3
e NG % g

£3

s
¥ &
LY
% i \

LA

%
3
3

-
3 =
S

g

in care g este un numir intreg de la 1 pani la 5.

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul conform prezentei inventii este reprezentat de
20 urmitoarea formula:

CBA —FCyB)
wL

in care:
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CBA este un anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia astfel cum este
descris in prezenta inventie, care este legat covalent la Cy™? printr-un rest de lizin;

Wi este un numir intreg de la 1 pani la 20;
Cy™ este reprezentat de urmatoarea formuli:

MeO

m' este 1 sau 2;
Ri and R,, sunt fiecare in mod independent H sau un (C;-Cs)alchil; si
Z°! este selectat din oricare dintre urmitoarele formule:

(@]
O
§ { \/Q)Sﬁ : M
N N A %
b oy O (b2 o (b3,
SOM
é;\s/j\/\’(ﬁl; f\s/\)ﬁ‘/‘??z
S (b4 S (3),
0 H e
%&WH\)LH/\\\/N\)%/\)}”
o (v6),
O 7 o}
L O FOeA
Foen b Tes 5 ° o
SO
AR
o (b10)

in care g este un numir intreg de la 1 pani la 5.

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul conform prezentei inventii cuprinde un
anticorp anti-ADAM9 umanizat sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia legat la maitansinoidul
DM4 prin N-succinimidil-4-(2-piridilditio)2-sulfo butanoat (sulfo-SPDB), in carc un anticorp anti-
ADAMDO umanizat sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia care cuprinde un domeniu CDRg1, un
domeniu CDRg2 si un domeniu CDRgx3 si un domeniu CDRy1, un domeniu CDR;2 si un domeniu
CDR:3 domain care au secventele SEQ ID NO: 8, 35 si 45 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14. In
anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAMO9 umanizat sau fragmentul de legare a ADAMO al
acestuia cuprinde un domeniu variabil al lantului greu (VH) si un domeniu variabil al lanfului usor (VL)
care au secvenfele SEQ ID NO:28 si, respectiv, SEQ ID NO:55. In unele variante de realizare, anticorpul
anti-ADAM9 umanizat cuprinde un lant greu si un lant usor care au secvenfele SEQ ID NO:52 si,
respectiv, SEQ ID NO:68. In unele variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat cuprinde un
lant greu si un lant usor care au secventele SEQ ID NO: 151 si, respectiv, SEQ ID NO:68. In uncle
variante de realizare, X din SEQ ID NO:52 sau SEQ ID NO:151 este lizina. In unele variante de realizare,
X din SEQ ID NO:52 sau SEQ ID NO:151 este absent.
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In anumite variante de realizare, imunoconjugatul conform prezentei inventii este reprezentat de

urmatoarea formuli:
e N

Nanqn CBA

< MeO,

Wi
2

sau o0 sarc a acestuia acceptabildi din punct de vedere farmaceutic, in  care:
Wi este un numir intreg de la 1 pani la 10;

CBA este un anticorp anti-ADAM9 umanizat sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia
care cuprinde un domeniu CDRgl, un domeniu CDRg2 si un domeniu CDR#3 si un domeniu CDRy1, un
domeniu CDR2 i un domeniu CDR.3 care au secventele SEQ ID NO: 8, 35 si 45 si, respectiv, SEQ ID
NO: 62, 13, 14. In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat sau fragmentul de
legare a ADAMDY al acestuia cuprinde un domeniu variabil al lanfului greu (VH) si un domeniu variabil al
lantului usor (VL) care au secventele SEQ ID NO:28 si, respectiv, SEQ ID NO:55. in unele variante de
realizare, anticorpul anti-ADAM?9 umanizat cuprinde un lant greu si un lan{ usor care au secventele SEQ
ID NO:52 si, respectiv, SEQ ID NO:68. In unele variante de realizare, anticorpul anti-ADAMY9 umanizat
cuprinde un lant greu si un lant usor care au secventele SEQ ID NO: 151 si, respectiv, SEQ ID NO:68. In
unele variante de realizare, X din SEQ ID NO:52 sau SEQ ID NO:151 este lizina. In unele variante de
realizare, X din SEQ ID NO:52 sau SEQ ID NO:151 este absent. In unele variante de realizare, valoarca
DAR pentru o compozitie (de exemplu compozifii farmaceutice) care cuprinde imunoconjugatul este
cuprinsi in intervalul de 1,0 pani la 5,0, 1,0 pani la 4,0, 1,0 pani la 3.4, 1,0 pand la 3,0, 1,5 pana la 2.5,
2,0 pand la 2,5 sau 1,8 pani la 2,2. In unele variante de realizare, DAR este mai mic de 4,0, mai mic de
3,8, mai mic de 3,6, mai mic de 3,5, mai mic de 3,0 sau mai mic de 2,5.

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul conform prezentei inventii este reprezentat de
urmitoarea formula:

ceA{—cy°)
We

in care:

CBA este un anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAMY al acestuia asfel cum este
descris in prezenta inventie, legat covalent la Cy“! printr-un rest de cisteind;

W este 1 sau 2;

Cy*! este reprezentat de urmitoarea formuli:

sau
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2
sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, in care:

linia dubli™ ~ dintre N si C reprezinti o legituri simpli sau o legituri dubli, cu conditia ca, atunci cand
este o legaturd dubla, X si fie absent si Y sd fie -H sau un (Cy-Cy)alchil; si atunci cand este o legitura
simpld, X sd fie -H sau o fractiune de protectic pentru o amind, Y sa fie -OH sau -SOzH sau o sare a
acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic;

Rs este -H sau un (C;-Cs)alchil; P este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 pana la 20 resturi
de aminoacizi;

Ra and Ry, 1a fiecare aparitie, sunt in mod independent -H, (C;-Cs)alchil sau un substituent cu sarcind sau
0 grupare ionizabila Q;

W' este -NR®',

R¢ este -(CH,-CH-0),-R¥;

n este un numdr intreg de la 2 pand la 6;

R¥este -H sau -Me;

R*3 este un (Ci-Ce)alchil; si

Lc este reprezentat de

Rh =

b

/

s2 %n’; s1
R20 R1 9 o

s1 este situsul legat covalent la CBA, iar s2 este situsul legat covalent la gruparea -C(=0)- de pe Cy®'; in
care: Ryo si Rao, la fiecare aparitie, sunt in mod independent -H sau un (C;-Cs)alchil;

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

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

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul conform prezentei inventii este reprezentat de
urmitoarea formula:

e N
O

o) 0 -, >
OMe MeO N
@) 0

- /WC

2
farmaceutic, in care:

sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere

linia dubld ~~ dintre N si C reprezinti o legiturd simpli sau o legiturd dubld, cu conditia ca, atunci cAnd
este o legdtura dubla, X sa fie absent si Y sd fie -H, iar atunci cand este o legitura simpla, X si fie -H si Y
sd fie -SO3H sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic;

CBA este un anticorp anti-ADAMO9 umanizat sau un fragment de legare a ADAM9 al acestuia
care cuprinde un domeniu CDRgl, un domeniu CDRg2 si un domeniu CDR#3 si un domeniu CDRy1, un
domeniu CDR2 i un domeniu CDR.3 care au secventele SEQ ID NO: 8, 35 si 45 si, respectiv, SEQ ID
NO: 62, 13, 14. In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat sau fragmentul de
legare a ADAMDY al acestuia cuprinde un domeniu variabil al lanfului greu (VH) si un domeniu variabil al
lantului usor (VL) care au secvenfele SEQ ID NO:28 si, respectiv, SEQ ID NO:55. In unele variante de
realizare, anticorpul anti-ADAM?9 umanizat cuprinde un lant greu si un lan{ usor care au secventele SEQ
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ID NO: 142 si, respectiv, SEQ ID NO:68. In unele variante de realizare, X din SEQ ID NO:142 este
lizini. In unele variante de realizare, anticorpul anti-ADAMY umanizat cuprinde un lant greu si un lant
usor care au secventele SEQ ID NO:152 si, respectiv, SEQ ID NO:68. In unele variante de realizare, X
din SEQ ID NO:142 sau SEQ ID NO:152 este lizini. In unele variante de realizare, X din SEQ ID
NO:142 sau SEQ ID NO:152 este absent.

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul este reprezentat de urmitoarea formuli:
CBA-{—Cy%?)
We

in care:

CBA este un anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia astfel cum este
descris in prezenta inventie, legat covalent la Cy“? printr-un rest de cisteind;

W este 1 sau 2;

Cy*? este reprezentat de urmétoarea formula:

o] S
RG\N)\_R“ \Lc'—§

P °\/©\/° o
oot

sau

X2
W TSl

X
=N, 0. o] HN_”'-,
\
\gjﬁ\j()Me Meomg/ %

sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, in care:

linia dubla ™~ dintre N si C reprezinti o legiturd simpla sau o legiturd dublé, cu conditia ca, atunci cand
este o legaturd dubla, X si fie absent si Y sd fie -H sau un (Cy-Cy)alchil; si atunci cand este o legitura
simpld, X sd fie -H sau o fractiune de protectic pentru o amind, Y sa fie -OH sau -SOzH sau o sare a
acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic;

R*! este un (C1-Cg)alchil;

Re este -H sau un (C;-Cg)alchil,

W' este -NR®;

R¢ este -(CH,-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de la 2 pand la 6;

R¥este -H sau -Me;

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

Lc' este reprezentat de urmétoarea formuli:

O Rh O
Q |
N N N ;
v
5;777‘ \&Q%KP m s1
O Ry Ry Ry Rie ©

in care:

s1 este situsul legat covalent la CBA si s2 este situsul legat covalent la gruparea -S- de pe Cy®?;

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

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

Ro, Rio, Ri1, Riz, Ris, Rig, Rao, Ra1 si R, 1a fiecare aparitie, sunt in mod independent - H sau un (C;i-
Cs)alchil;
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q si 1, la fiecare aparitie, sunt in mod independent un numar intreg cuprins intre 0 si 10;

m si n sunt fiecare in mod independent un numar intreg cuprins intre 0 si 10;

R" este -H sau un (C;-Ca)alchil; si

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

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul conform prezentei inventii este reprezentat de
urmitoarea formula:

CBA —ECyC?’)
We

in care:

CBA este un anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia astfel cum este
descris in prezenta inventie, legat covalent la Cy“® printr-un rest de cisteind;

W este 1 sau 2;

Cy® este reprezentat de urmétoarea formula:

in care:

m' este 1 sau 2;

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

in care:

s1 este situsul legat covalent la CBA si s2 este situsul legat covalent la gruparea -S- de pe Cy“>;
Z este -C(=0)-NRo-, sau -NRy-C(=0)-;

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

Ro, Rio, Ri1, Riz, Riz, Rig, Rao, Ro1 and Ry, la fiecare aparitie, sunt in mod independent - H sau un (C;-
Cs)alchil;

q si 1, la fiecare aparitie, sunt in mod independent un numar intreg cuprins

intre O si 10;

m si n sunt fiecare in mod independent un numdr intreg cuprins intre 0 si 10;

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

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

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul conform prezentei inventii este reprezentat de

urmatoarca formuli:
o)
o}
N\/\NJ\/\/S\ DM
CBA S H S
o o

sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, in care:
DM este o fractiune medicamentoasd reprezentatd de urmitoarea formula:

We .

>



10

15

20

25

30

35

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

16

W este 1 sau 2;

CBA este un anticorp anti-ADAM9 umanizat sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia
care cuprinde un domeniu CDRgl, un domeniu CDRg2 si un domeniu CDRg3 si un domeniu CDRy1, un
domeniu CDR2 §i un domeniu CDR.3 care au secventele SEQ ID NO: 8, 35 si 45 i, respectiv, SEQ ID
NO: 62, 13, 14. In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat sau fragmentul de
legare a ADAMDY al acestuia cuprinde un domeniu variabil al lanfului greu (VH) si un domeniu variabil al
lantului usor (VL) care au secventele SEQ ID NO:28 si, respectiv, SEQ ID NO:55. In unele variante de
realizare, anticorpul anti-ADAM?9 umanizat cuprinde un lant greu si un lan{ usor care au secventele SEQ
ID NO: 142 si, respectiv, SEQ ID NO:68. In unele variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9
umanizat cuprinde un lant greu si un lant usor care au secvenfele SEQ ID NO: 152 si, respectiv, SEQ ID
NO:68. In unele variante de realizare, X din SEQ ID NO:142 sau SEQ ID NO: 152 este lizini. In unele
variante de realizare, X din SEQ ID NO:142 sau SEQ ID NO:152 este absent. In unele variante de
realizare, Wc este 2.

In anumite variante de realizare, imunoconjugatul conform prezentei inventii este reprezentat de

urmatoarca formuli:
o}
o}
AN N:)kr/\/ S“s pM
CBA b H
e}

SOM

We .

sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, in care:
DM este o fractiune medicamentoasa reprezentatd de urméitoarea formula:

\ 4

MeO

CBA este un anticorp anti-ADAMO9 umanizat sau un fragment de legare a ADAM9 al acestuia care
cuprinde un domeniu CDRgl, un domeniu CDRg2 si un domeniu CDRg3 si un domeniu CDR_r1, un
domeniu CDR2 §i un domeniu CDR.3 care au secventele SEQ ID NO: 8, 35 si 45 i, respectiv, SEQ ID
NO: 62, 13, 14. In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat sau fragmentul de
legare a ADAMY al acestuia cuprinde un domeniu variabil al lanfului greu (VH) si un domeniu variabil al
lantului usor (VL) care au secventele SEQ ID NO:28 si, respectiv, SEQ ID NO:55. In unele variante de
realizare, anticorpul anti-ADAM?9 umanizat cuprinde un lan{ greu si un lant usor care au secventele SEQ
ID NO: 142 si, respectiv, SEQ ID NO:68. In unele variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9
umanizat cuprinde un lant greu si un lant usor care au secventele SEQ ID NO: 152 si, respectiv, SEQ ID
NO:68.; s1

We este 1 sau 2. In unele variante de realizare, We este 2.

Un alt aspect al prezentei inventii este prezentat in revendicarea 15 si furnizeaza o compozitie
farmaceuticd ce cuprinde o cantitate eficientd de imunoconjugat astfel cum este descris in prezenta
inventie si un purtator, excipient sau diluant acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

Un alt aspect al prezentei inventii este prezentat in revendicarea 16 si furnizeaza
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imunoconjugatul sau compozitia farmaceuticd pentru utilizare intr-un procedeu de tratare a unei boli sau
afectiuni asociate cu sau caracterizate prin expresia ADAMY la un subiect, care cuprinde administrarea la
subiectul mentionat a unei cantitafi eficiente de imunoconjugat sau compozitie farmaceutica.

In anumite variante de realizare, boala sau afectiunea asociati cu sau caracterizati prin expresia
ADAMD este cancer. In unele variante de realizare, cancerul este selectat din grupul constind din cancer
pulmonar cu celule non-mici, cancer colorectal, cancer gastric, cancer pancreatic, carcinom celular renal,
cancer de prostatd, cancer esofagian, cancer mamar, cancer de cap si gat, cancer ovarian, cancer hepatic,
cancer de col uterin, cancer tiroidian, cancer testicular, cancer mieloid, melanom si cancer limfoid. In
anumite variante de realizare, cancerul pulmonar cu celule non-mici este carcinom cu celule scuamoase,
adenocarcinom sau carcinom nediferentiat cu celule mari. In anumite variante de realizare, cancerul
colorectal este adenocarcinom, tumori carcinoide gastrointestinale, tumori stromale gastrointestinale,
limfom colorectal primar, leiomiosarcom sau carcinom cu celule scuamoase.

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

In urmitoarcle exemple, imunoconjugatii care cuprind chMAB-A sau hMAB-A(2.2) sunt
prezentati doar in scop ilustrativ si nu fac parte din inventia revendicatd in prezentul document.
FIG. 1A-1C ilustreaza rezultatele unor studii de imunohistochimie (IHC) si ilustreaza capacitatea MAB -
A de a cticheta in mod specific o varietate de tipuri de cancer pulmonar cu celule non-mici (FIG. 1A),
celule de cancer mamar, celule de cancer de prostatd, celule de cancer gastric (FIG. 1B) si celule de
cancer de colon (FIG. 1C), in timp ce controlul izotipului nu a reusit sd eticheteze in mod specific
niciunul dintre aceste tipuri de celule canceroase (FIG. 1A-1C).
FIG. 2 ilustreazd rezultatele studiilor de colorare celulard si ilustreaza faptul cd MAB-A se leagi la
ADAMY umana si, intr-o misurd mai micd, la ADAMY9 de maimuti cynomolgus, exprimati tranzitoriu pe
suprafata celulelor 293-FT si CHO-K (panoul de sus si respectiv de jos).
FIG. 3A-3B ilustreaza secventele de aminoacizi ale domeniului murinic anti-ADAM9-VH aliniate cu mai
multe variante umanizate/optimizate de MAB-A (FIG. 3A, SEQ ID NO:7, 16, 17, 18,19, 21, 22, 23 si
28) si domeniul murinic anti-ADAM9-VL aliniat cu mai multe variante umanizate/optimizate de MAB-A
(FIG. 3B, SEQ ID NO:11, 51, 52, 53 si 54). Pozitiile substituite in cadrul CDR in timpul optimizarii
initiale sunt subliniate dupa cum urmeaza: situsurile potentiale de deamidare si izomerare sunt indicate cu
o singura subliniere, resturile de lizind sunt indicate cu dubla subliniere, resturile labile suplimentare sunt
indicate cu o subliniere dubld intreruptd. FIG. 4A-4B ilustreazd curbele de legare ELISA ale celor zece
clone hMAB-A optimizate selectate care cuprind variante de CDRy3, hMAB-A parental (2.2) si un
anticorp izotip martor. FIG. 4A ilustreaza cutbele de legare pentru cynoADAMY si FIG. 4B ilustreazd
curbele de legare pentru huADAMO.
FIG. 5A-5B ilustreaza curbele de legare ELISA ale variantelor Fe. FIG. 5A ilustreaza curbele de legare
pentru cynoADAMDO si FIG. 5B ilustreaza curbele de legare pentru huADAM9.
FIG. 6A-6B ilustreazi colorarea membranei ADAMY THC intr-o micromatrice de tesut de carcinom 20
si, respectiv, colorarea membranei ADAM IHC si citoplasmatica in opt indicatii selectate.
FIG. 7A-7B ilustreazd internalizarea pulsului si internalizarea continud a diversilor conjugati ai
anticorpilor anti-ADAM9.
FIG. 8A-8D ilustrecazd curbele de legare FACS ale anticorpilor chMAB-A, hMAB-A(2.2), hMAB-
A(2C.2) si h(MAB-A(21.2) si imunoconjugatii corespunzatori ai acestora.
FIG. 9A-9H ilustreazi citotoxicitatea in vitro a diversilor imunoconjugati anti-ADAM9 (hMAB-A(2.2)-
sSPDB-DM4, hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4, hMAB-A(2.2)-DGN349 si hMAB- A(21.2)-S442C-
DGN549) pe un panou larg de linii de celule tumorale pozitive ADAM9. Conjugatii pe bazi de 1gG1 fara
fintire sunt inclusi ca martori negativi.
FIG. 10 ilustreaza activitatea antitumorald a hMAB-A(2.2)-sSSPDB-DM4 (1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5
mg/kg, in functie de anticorp) si chMAB-A-DGN549 (10pg/kg, in functie de sarcina utild) la modelul de
xenogrefd de adenocarcinom pulmonar uman cu celule non-mici Calu-3.
FIG. 11 ilustreazi activitatea antitumorald a hMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 (0,5ug/kg, 1ng/kg, 3ugkg
si 10ug/ke, in functie de sarcina utild) la modelul de xenogrefd de adenocarcinom pulmonar uman cu
celule non-mici Calu-3.
FIG. 12 ilustreaza activitatea antitumorald a hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 (1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5
mg/kg, in functie de anticorp) la modelul de xenogrefa de carcinom cu celule scuamoase cu celule non-
mici H1703.
FIG. 13 ilustreazi activitatea antitumorald a chMAB-A-sSPDB-DM4 (1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg)
la modelul de carcinom cu celule scuamoase de cap si gt Detroit562 (volum tumoral 95,76 pani la
450,83 mm?).
FIG. 14 ilustreazi activitatea antitumorald a chMAB-A-sSPDB-DM4 (1,25 mg/kg si 5 mg/kg) 1a modelul
de carcinom cu celule scuamoase de cap si gat Detroi562 (volum tumoral 277,51 pani la 503,49 mm?).
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FIG. 15 ilustreazd activitatca antitumorald a huMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 la modelul de xenogrefa
de carcinom gastric SNU-5.

FIG. 16 ilustreaza activitatea antitumorald a huMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 la modelul de xenogrefa de
carcinom gastric SNU-5.

FIG. 17 ilustreazd activitatca antitumorald a huMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 1a modelul de xenogrefa
de cancer colorectal SW48.

FIG. 18 ilustreaza activitatea antitumorald a huMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 la modelul de xenogrefa de
cancer colorectal SW4S8.

FIG. 19A ilustreazi legarea a 250nM & 1000nM huFcRn la anticorpii anti-ADAMY capturati cu si fara
mutatia YTE la pH 6,0.

FIG. 19B ilustreaza legarea a 25nM & 100nM anticorpi anti-ADAMY cu si fard mutatia YTE la FcRn
imobilizat 1a pH 6,0.

FIG. 20 ilustreaza datele PK conjugat anticorp-medicament pentru hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4 si
hMAB-A(21.2)-YTE-sSPDB-DM4 la maimuta cynomolgus atat la 4mg/kg cat si la 12 mg/kg (dozi de
anticorpi).

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Prezenta invenfie se referd la imunoconjugati care cuprind un anticorp sau un fragment al
acestuia capabil s se lege in mod specific la "Proteina 9 care confine domeniul de dezintegrind si
metaloproteinazd" (""ADAM9") conjugata cu cel putin un agent farmacologic astfel cum este definit in
revendicarea 1. Imunoconjugatii sunt reactivi incrucisat cu ADAMY umand si ADAMY de primati non-
umand (o maimutd cynomolgus). Imunoconjugatii cuprind un domeniu variabil al lantului usor (VL)
si/sau un domeniu variabil al lanfului greu (VH) care a fost umanizat (si in mod optional deimunizat)
astfel incat sd prezinte o imunogenitate redusd la administrarea unor astfel de imunoconjugati la un
subiect destinatar. Inventia se referd, de asemenea, la compozitii farmaceutice astfel cum sunt definite in
revendicarea 15 care contin oricare dintre astfel de imunoconjugati si la imunoconjugati sau compozitii
farmaceutice pentru utilizare in tratamentul unei boli sau afectiuni asociate cu sau caracterizate prin
expresia ADAMY (cum ar fi cancer) astfel cum este definit in revendicirile 16 si 17.

I. Anticorpii si domeniile de legare ale acestora

Imunoconjugatii conform prezentei inventii cuprind un anticorp care se leagd la ADAMY sau un
fragment de legare a ADAMO al acestuia. "Anticorpii' sunt molecule de imunoglobulini capabile de
legarea specificd la o tintd, cum ar fi un carbohidrat, polinucleotidd, lipida, polipeptidd etc., prin cel putin
un situs de recunoastere a antigenului, situat in domeniul variabil al moleculei de imunoglobulini. Astfel
cum sunt utilizafi in prezenta inventie, termenii "anticorp" si "anticorpi' se referd la anticorpi
monoclonali, anticorpi multispecifici, anticorpi umani, anticorpi umanizati, anticorpi sintetici, anticorpi
himerici, anticorpi policlonali, anticorpi camelizati, Fv cu un singur lan{ (scFv), anticorpi cu un singur
lant, fragmente Fab, fragmente F(ab'), intracorpi si fragmente de legare a epitopilor ale oricirora dintre
cele mentionate anterior. In special, termenul "anticorp” include molecule de imunoglobulini si fragmente
active din punct de vedere imunologic de molecule de imunoglobuling, adicd molecule care contin un
situs de legare a epitopilor. Moleculele de imunoglobulini pot fi de orice tip (de exemplu 1gG, IgE, IgM,
IgD, IgA si IgY), clasd (de exemplu 1gG1, 1gG», 1gG3, 1gGa, 1gA; si IgAs) sau subclasi. In ultimele decenii
s-a inregistrat o renastere a interesului fatd de potentialul terapeutic al anticorpilor, iar anticorpii au
devenit una dintre clasele de top de medicamente derivate din biotehnologie (Chan, C.E. si colab. (2009)
"The Use Of Antibodies In The Treatment Of Infectious Diseases,” Singapore Med. J. 50(7):663-666). Pe
langa utilizarea acestora in diagnosticare, anticorpii s-au dovedit a fi utili ca agenti terapeutici. Peste 200
de medicamente pe bazi de anticorpi au fost aprobate pentru utilizare sau sunt in curs de dezvoltare.

Anticorpii sunt capabili si se "'lege imunospecific' 1a o polipeptida sau o
moleculd proteicd sau non-proteica datoritd prezentei pe o astfel de moleculd a unui anumit domeniu sau
fractiune sau conformatie (un '‘epitop'’). O moleculd care confine un epitop poate avea activitate
imunogend, astfel incat determind un raspuns de producere de anticorpi la un animal; astfel de molecule
sunt denumite ""antigeni'. Astfel cum este utilizat in prezenta inventie, se spune cd un anticorp se leaga
"imunospecific' la o regiune a altei molecule (adicd un epitop) daci reactioneazi sau se asociazd mai
frecvent, mai rapid, cu o duratd mai mare si/sau cu o afinitate mai mare cu acel epitop in comparatie cu
epitopii alternativi. De exemplu, un anticorp care se leagd imunospecific la un epitop viral este un
anticorp care se leagd la acel epitop viral cu o afinitate, aviditate mai mare, mai usor, si/sau cu o duratd
mai mare decat se leagd imunospecific la alti epitopi virali sau epitopi nevirali. Se intelege, de asemenea,
citind aceastd definitie, faptul cd, de exemplu, un anticorp (sau o fractiune sau un epitop) care se leagd
imunospecific la o prima tintd se poate lega sau nu in mod specific sau preferential la o a doua tintd. Ca
atare, "legarea imunospecificd" la un anumit epitop nu necesitd neapdrat (desi poate include) legarca
exclusivi la acel epitop. In general, dar nu neapirat, referirea la legare semnifici legare "imunospecifica".
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Se spune ca doud molecule sunt capabile sd se lege una la cealaltd intr-o maniera "'fiziospecific'', daci o
astfel de legare prezintd specificitatea cu care receptorii se leaga de liganzii respectivi ai acestora.

Termenul "anticorp monoclonal" se referd la o populatic omogeni de anticorpi in care
anticorpul monoclonal este compus din aminoacizi (care apar in mod natural sau care apar in mod
nenatural) care sunt implicati in legarea selectivd a unui antigen. Anticorpii monoclonali sunt foarte
specifici, fiind directionati impotriva unui singur epitop (sau situs antigenic). Termenul ,anticorp
monoclonal” cuprinde nu doar anticorpi monoclonali intacti si anticorpi monoclonali cu lungime
completd, ci si fragmente ale acestora (cum ar fi Fab, Fab', F(ab"), Fv), cu un singur lant{ (scFv), mutanti ai
acestora, proteine de fuziune care cuprind o portiune de anticorp, anticorpi monoclonali umanizati,
anticorpi monoclonali himerici si orice altd configuratie modificatd a moleculei de imunoglobulina care
cuprinde un situs de recunoastere a antigenului cu specificitatea necesara si capacitatea de a se lega la un
antigen. Termenul nu se intenfioneaza sa fie limitat in ceea ce priveste sursa anticorpului sau modul in
care este produs (de exemplu prin hibridom, selectie de fagi, expresie recombinatd, animale transgenice
etc.). Termenul include imunoglobuline intregi precum si fragmentele erc. descrise anterior sub definitia
termenului "anticorp". Procedecle de producere a anticorpilor monoclonali sunt cunoscute in stadiul
tehnicii. Un procedeu care poate fi utilizat este procedeul Iui Kohler, G. si colab. (1975) "Continuous
Cultures Of Fused Cells Secreting Antibody Of Predefined Specificity,” Nature 256:495-497 sau o
modificare a acestuia. De obicei, anticorpii monoclonali sunt dezvoltati la soareci, sobolani sau iepuri.
Anticorpii sunt produsi prin imunizarea unui animal cu o cantitate imunogend de celule, extracte celulare
sau preparate proteice care confin epitopul dorit. Imunogenul poate fi, dar fird a se limita la, celule
primare, linii celulare cultivate, celule canceroase, proteine, peptide, acizi nucleici sau tesut. Celulele
utilizate pentru imunizare pot fi cultivate pentru o perioadd de timp (de exemplu cel putin 24 de ore)
inainte de utilizarea acestora ca imunogen. Celulele pot fi utilizate ca imunogeni singure sau in
combinafie cu un adjuvant nedenaturant, cum ar fi Ribi (a se vedea, de exemplu, Jennings, V.M. (1995)
"Review of Selected Adjuvants Used in Antibody Production,” ILAR J. 37(3):119-125). in general,
celulele ar trebui sd fie pastrate intacte si, de preferat, viabile atunci cand sunt utilizate ca imunogeni.
Celulele intacte pot permite ca antigenii sd fie mai bine detectati decat celulele rupte de citre animalul
imunizat. Utilizarea adjuvantilor denaturanti sau duri, de exemplu adjuvantul Freund, poate rupe celulele
si, prin urmare, este descurajatd. Imunogenul poate fi administrat de mai multe ori la intervale periodice,
cum ar fi de doud ori pe saptimand sau sdptimanal, sau poate fi administrat in asa fel incit sd mentind
viabilitatea la animal (de exemplu intr-un recombinant tisular). in mod alternativ, anticorpii monoclonali
existenti si orice alfi anticorpi echivalenti care sunt imunospecifici pentru un epitop patogen dorit pot fi
secventiati si produsi recombinant prin orice mijloace cunoscute in stadiul tehnicii. Intr-o varianti de
realizare, un astfel de anticorp este secventiat si secventa de polinucleotide este apoi clonatd intr-un
vector pentru expresie sau propagare. Secventa care codificd anticorpul de interes poate fi mentinutd intr-
un vector intr-o celuld gazda si celula gazda poate fi apoi extinsd si congelatd pentru utilizare ulterioara.
Secventa de polinucleotide a unor astfel de anticorpi poate fi utilizatd pentru manipularea genetica pentru
a genera o afinitate optimizatd, un anticorp himeric, un anticorp umanizat si/sau un anticorp caninizat,
pentru a imbunatdti afinitatea sau alte caracteristici ale anticorpului, precum si imunoconjugatii conform
inventiei. Principiul general in umanizarea unui anticorp implica retinerea secventei de baza a portiunii de
legare a antigenului a anticorpului, in timp ce se schimba restul
non-uman al anticorpului cu secvente de anticorp uman.

Anticorpii naturali (cum ar fi anticorpii naturali IgG) sunt alcdtuiti din doud "lanturi usoare”
complexate cu doud "lanturi grele." Fiecare lant usor contine un domeniu variabil ("VL") si un domeniu
constant ("CL"). Fiecare lant greu contine un domeniu variabil ("VH"), trei domenii constante ("CHI,"
"CH2" si "CH3") si o regiune de "articulatie” ("H") situatd intre domeniile CH1 si CH2. Spre deosebire
de acestea, scFv sunt molecule cu un singur lant realizate prin legarea domeniilor variabile ale lantului

usor si greu printr-o peptidd de legdtura scurta.

Prin urmare, unitatea structurald de bazd a imunoglobulinelor care apar in mod natural (de
exemplu 1gG) este un tetramer care are doud lanturi usoare si doud lanturi grele, de obicei exprimate ca o
glicoproteind de aproximativ 150.000 Da. Portiunea amino-terminald (''N-terminala") a fiecirui lant
include un domeniu variabil de aproximativ 100 pana la 110 sau mai multi aminoacizi responsabili in
primul rand pentru recunoasterea antigenului. Portiunea carboxi-terminala (" C-terminala") a fiecdrui lant
defineste o regiune constantd, cu lanturi usoare care au un singur domeniu constant si lanturi grele care au
de obicei trei domenii constante si o regiune de articulatie. Prin urmare, structura lanturilor usoare ale
unei molecule de IgG este n-VL-CL-c, iar structura lanturilor grele de IgG este n-VH-CH1-H-CH2-
CH3-c (unde n si ¢ reprezintd capatul N-terminal si, respectiv, capatul C-terminal al polipeptidei).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31
20

A. Caracteristicile domeniilor variabile ale anticorpilor

Domeniile variabile ale unei molecule de IgG consti din 1, 2 si, cel mai frecvent, 3 regiuni de
determinare a complementarititii (""CDR", adicd CDR1, CDR2 si, respectiv, CDR3), care contin
resturile aflate in contact cu epitopul si segmente non-CDR, denumite regiuni cadru (''FR"), care, in
general, mentin structura si determind pozitionarea regiunilor CDR astfel incit sd permitd o astfel de
intrare in contact (desi anumite resturi cadru pot intra in contact, de asemenea, si cu epitopul). Prin
urmare, domeniile VL si VH au de obicei structura: n-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4-c (unde
"n" desemneazi capdtul N-terminal si "c" desemneaza capitul C-terminal). Polipeptidele care sunt (sau
pot servi ca) primul, cel de-al doilea, cel de-al treilea si cel de-al patrulea FR al lantului usor al unui
anticorp sunt denumite in prezenta inventie, respectiv: domeniul FRrL1, domeniul FRrL2, domeniul FRL3
si domeniul FRi4. In mod similar, polipeptidele care sunt (sau pot servi ca) primul, cel de-al doilea, cel
de-al treilea si cel de-al patrulea FR al lanfului greu al unui anticorp sunt denumite in prezenta inventie,
respectiv: domeniul FRul, domeniul FRu2, domeniul FRa3 si domeniul FRa4. Polipeptidele care sunt
(sau pot servi ca) primul, cel de-al doilea si cel de-al treilea CDR al lantului usor al unui anticorp sunt
denumite in prezenta inventie, respectiv: domeniul CDRL1, domeniul CDR12 si domeniul CDRL3. In
mod similar, polipeptidele care sunt (sau pot servi ca) primul, cel de-al doilea si cel de-al treilea CDR al
lantului greu al unui anticorp sunt denumite in prezenta inventie, respectiv: domeniul CDRrl1, domeniul
CDRa#2 si domeniul CDRu3. Prin urmare, termenii domeniu CDR11, domeniu CDRt2, domeniu CDR; 3,
domeniu CDRyl, domeniu CDRg2 si domeniu CDRg3 sunt directionati citre polipeptide care, atunci
cand sunt incorporate intr-un anticorp, determind anticorpul si fie capabil si se lege 1a un anumit epitop.

In cuprinsul prezentei specificatii, numerotarea resturilor in domeniile variabile ale lanturilor
grele si usoare mature de imunoglobuline sunt desemnate prin pozitia unui aminoacid in lant. Kabat a
descris numeroase secvente de aminoacizi pentru anticorpi, a identificat o secventi consens de aminoacizi
pentru fiecare subgrup si a atribuit un numir de rest fiecdrui aminoacid, iar CDR sunt identificate astfel
cum sunt definite in Kabat (se va intelege faptul cd CDRyl astfel cum este definit de Chothia, C. & Lesk,
A. M. ((1987) "Canonical structures for the hypervariable regions of immunoglobulins,” J. Mol. Biol
196:901-917) incepe cu cinci resturi mai devreme). Schema de numerotare Kabat se poate extinde la
anticorpii care nu sunt inclusi in compendiul siu prin alinierea anticorpului in cauzd cu una dintre
secventele consens din Kabat prin referire la aminoacizii conservafi. Acest procedeu de atribuire a
numerelor de resturi a devenit standard in domeniu si identificd cu usurin{d aminoacizii din pozitii
echivalente in diversi anticorpi, inclusiv variante himerice sau umanizate. De exemplu, un aminoacid din
pozitia 50 a unui lant usor de anticorp uman ocupd pozitia echivalentd cu un aminoacid din pozitia 50 a
unui lant usor de anticorp de soarece.

Capacitatea unui anticorp de a se lega la un epitop al unui antigen depinde de prezenta si
secventa de aminoacizi a domeniilor VL si VH ale anticorpului. Interactiunea lanfului usor si lantului
greu al unui anticorp si, in special, interactiunea domeniilor VL si VH ale acestuia formeaza unul dintre
cele doud situsuri de legare a epitopului ale unui anticorp natural, cum ar fi o IgG. Anticorpii naturali sunt
capabili sa se lege doar la o singurd specie de epitop (adica sunt monospecifici), desi se pot lega la copii
multiple ale acelei specii de epitop (adicd prezintd bivalentd sau multivalentd).

In consecinti, astfel cum este utilizat in prezenta inventie, termenul "fragment de legare a
epitopului" semnificd un fragment al unui anticorp capabil sd s¢ lege imunospecific 1a un epitop, iar
termenul "situs de legare a epitopului" se referd la o portiune a unei molecule care cuprinde un fragment
de legare a epitopului. Un fragment de legare a epitopului poate confine oricare 1, 2, 3, 4 sau 5 domenii
CDR ale unui anticorp sau poate contine toate cele 6 domenii CDR ale unui anticorp si, desi este capabil
sd s¢ lege imunospecific la un astfel de epitop, poate prezenta o imunospecificitate, afinitate sau
selectivitate fatd de un astfel de epitop care diferd de cea a unui astfel de anticorp. De preferat, cu toate
acestea, un fragment de legare a epitopului va contine toate cele 6 domenii CDR ale unui astfel de
anticorp. Un fragment de legare a epitopului al unui anticorp poate fi un singur lant polipeptidic ( de
exemplu un scFv) sau poate cuprinde doud sau mai multe lanturi polipeptidice, fiecare avand un capit
amino terminal si un capit carboxi terminal ( de exemplu un fragment Fab, un fragment Fab, ezc.). Cu
exceptia cazului in care este mentionat in mod specific, ordinea domeniilor moleculelor de proteine
descrise in prezenta inventie este in directia "capatul N-terminal citre capatul C-terminal”.

Inventia cuprinde, de asemenea, imunoconjugati care cuprind fragmente de domeniu variabil cu
un singur lant ("'scFv'') care cuprind un domeniu anti-ADAM9-VL si/sau VH conform inventiei.
Fragmentele domeniului variabil cu un singur lant cuprind domeniile VL si VH care sunt legate utilizand
o peptida scurtd "linker". Astfel de linkeri pot fi modificati pentru a furniza functii suplimentare, cum ar fi
pentru a permite atasarea unui medicament sau pentru a permite atasarea la un suport solid. Variantele cu
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un singur lant pot fi produse fie recombinant, fie sintetic. Pentru productia sinteticid de scFv, poate fi
utilizat un sintetizator automat. Pentru producerea recombinanti de scFv, o plasmidd adecvatd care
confine o polinucleotidd care codifica scFv poate fi introdusd intr-o celuld gazda adecvatd, fie eucariota,
cum ar fi celule de drojdie, plante, insecte sau mamifere, fie procariotd, cum ar fi E. coli. Polinucleotidele
care codificd scFv de interes pot fi realizate prin manipuldri de rutind, cum ar fi legarea polinucleotidelor.
ScFv rezultat poate fi izolat utilizind tehnici standard de purificare a proteinelor cunoscute in stadiul
tehnicii.

Termenul anticorp "umanizat" se referd la o moleculd himericd ce are un situs de legare a
epitopului unei imunoglobuline dintr-o specie non-umani si o structurd de imunoglobulind rdmasa care se
bazeazi pe structura si /sau secventa unei imunoglobuline umane. Anticorpii umanizafi sunt in general
preparati utilizind tehnici recombinante. Imunoconjugatii conform prezentei inventii pot cuprinde
variante umanizate, himerice sau caninizate ale unui anticorp care este desemnat in prezenta inventie ca
"MAB-A". Secventele polinucleotidice care codificd domeniile variabile ale MAB-A pot fi utilizate
pentru manipularea geneticd pentru a genera derivati MAB-A care posedd caracteristici imbundtatite sau
modificate (de exemplu afinitate, reactivitate incrucisatd, specificitate etc.). Principiul general in
umanizarea unui anticorp implicd refinerea secventei de bazd a porfiunii de legare a epitopului a
anticorpului, in timpul schimbarii restului non-uman al anticorpului cu secvente de anticorpi umani.
Exista patru etape generale pentru umanizarea unui anticorp monoclonal. Acestea sunt: (1) determinarea
nucleotidei si a secventei de aminoacizi prezise a domeniului variabil usor si greu al anticorpului inifial;
(2) conceperea anticorpului umanizat sau a anticorpului caninizat, adicd decizia regiunii cadru a
anticorpului care si fie utilizatd in timpul procesului de umanizare sau caninizare; (3) utilizarca
metodologiilor/tehnicilor propriu-zise de umanizare sau caninizare, si (4) transfectarea si expresia
anticorpului umanizat. A se vedea, de exemplu, Brevetele SUA nr. 4,816,567; 5,807,715; 5,866,692; si
6,331,415. Termenul anticorp "optimizat" se referd la un anticorp care are cel pufin un aminoacid care
este diferit de anticorpul périnte in cel putin o regiune de determinare a complementaritatii (CDR) din
regiunea variabild a lantului usor sau greu, care conferd o afinitate de legare mai crescutd, de exemplu o
afinitate de legare (de 2 ori sau mai mare) mai crescutd, la ADAM9 umana si/sau ADAMY de maimuta
cynomolgus, in comparafie cu anticorpul parental. Se va intelege din informatiile furnizate in prezenta
inventie faptul ca anticorpii conform inventiei sunt umanizati si in mod optional optimizati.

Situsul de legare a epitopului poate cuprinde fie un domeniu variabil complet fuzionat cu unul
sau mai multe domenii constante, fic doar CDR ale unui astfel de domeniu variabil grefate in regiuni
cadru adecvate. Situsurile de legare a epitopului pot fi de tip silbatic sau pot fi modificate prin una sau
mai multe substitutii, insertii sau deletii de aminoacizi. O astfel de actiune elimind parfial sau complet
capacitatea regiunii constante de a servi ca imunogen la beneficiari (de exemplu indivizi umani), cu toate
acestea, posibilitatea unui rdspuns imun la domeniul variabil strdin rimane (LoBuglio, A.F. si colab.
(1989) "Mouse/Human Chimeric Monoclonal Antibody In Man: Kinetics And Immune Response,” Proc.
Natl. Acad. Sci. (S.U.A.) 86:4220-4224). O altd abordare se concentreazd nu doar pe furnizarea de regiuni
constante derivate de la om, ci si pe modificarea domeniilor variabile, precum si pentru a le remodela cat
mai aproape de o formi gisitd la imunoglobulinele umane. Se stie faptul cd domeniile variabile ale
lanturilor grele si usoare ale anticorpilor contin trei CDR care variazi ca raspuns la antigenii in cauza si
determind capacitatea de legare, flancate de cele patru regiuni cadru, care sunt relativ conservate la o
specie data si care se presupune ci furnizeaza o scheld pentru CDR. Atunci cind anticorpii non-umani
sunt preparati cu privire la un anumit antigen, domeniile variabile pot fi "reformate” sau "umanizate” prin
grefarea CDR derivate din anticorpi non-umani pe FR prezente in anticorpul uman care urmeaza si fie
modificat. Aplicarea acestei aborddri la diversi anticorpi a fost raportatd de Sato, K. si colab. (1993)
Cancer Res 53:851-856. Riechmann, L. si colab. (1988) "Reshaping Human Antibodies for Therapy,"
Nature 332:323-327; Verhoeyen, M. si colab. (1988) "Reshaping Human Antibodies: Grafting An
Antilysozyme Activity,” Science 239:1534-1536; Kettleborough, C. A. si colab. (1991) "Humanization
Of A Mouse Monoclonal Antibody By CDR-Grafting: The Importance Of Framework Residues On Loop
Conformation,” Protein Engineering 4:773-3783; Maeda, H. si colab. (1991) "Construction Of Reshaped
Human Antibodies With HIV-Neutralizing Activity,” Human Antibodies Hybridoma 2:124-134; Gorman,
S. D. si colab. (1991) "Reshaping A Therapeutic CD4 Antibody," Proc. Natl. Acad. Sci. (S.U.A))
88:4181-4185; Tempest, P.R. si colab. (1991) "Reshaping A Human Monoclonal Antibody To Inhibit
Human Respiratory Syncytial Virus Infection in vivo,” Bio/Technology 9:266-271; Co, M. S. si colab.
(1991) "HumanizedAntibodies For Antiviral Therapy,” Proc. Natl. Acad. Sci. (S.U.A.) 88:2869-2873;
Carter, P. si colab. (1992) "Humanization Of An Anti-p185her2 Antibody For Human Cancer Therapy,”
Proc. Natl. Acad. Sci. (S.U.A.) 89:4285-4289; si Co, M.S. si colab. (1992) "Chimeric And Humanized
Antibodies With Specificity For The CD33 Antigen,” J. Immunol. 148:1149-1154. Conform inventiei
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revendicate, anticorpii umanizati au una sau mai multe CDR (unu, doi, trei, patru sau cinci) care diferd in
ceea ce priveste secventa in raport cu CDR ale anticorpului original.

Au fost descrise o serie de molecule de anticorpi umanizati care cuprind un situs de legare a
epitopului derivat dintr-o imunoglobulind non-umani, inclusiv anticorpi himerici care au un domeniu
variabil de rozdtoare sau modificat de rozitoare si regiuni de determinare a complementarititii (CDR) ale
acestora asociate fuzionate cu domeniile constante umane (a se vedea, de exemplu, Winter si colab.
(1991) "Man-made Antibodies,” Nature 349:293-299; Lobuglio si colab. (1989) "Mouse/Human
Chimeric Monoclonal Antibody In Man: Kinetics And Immune Response,” Proc. Natl. Acad. Sci.
(S.U.A)) 86:4220-4224; Shaw si colab. (1987) "Characterization Of A Mouse/Human Chimeric
Monoclonal Antibody (17-1A) To A Colon Cancer Tumor-Associated Antigen,” J. Immunol. 138:4534-
4538; si Brown si colab. (1987) "Tumor-Specific Genetically Engineered Murine/Human Chimeric
Monoclonal Antibody,” Cancer Res. 47:3577-3583). Alte referinte descriu CDR de rozitoare grefate intr-
o regiune cadru (FR) umani de suport inainte de fuziunea cu un domeniu constant de anticorp uman
adecvat (a se vedea, de exemplu, Riechmann, L. si colab. (1988) "Reshaping Human Antibodies for
Therapy,” Nature 332:323-327; Verhoeyen, M. si colab. (1988) "Reshaping Human Antibodies: Grafting
An Antilysozyme Activity,” Science 239:1534-1536; si Jones si colab. (1986) "Replacing The
Complementarity-Determining Regions In A Human Antibody With Those From A Mouse,” Nature
321:522-525). O alti referinti descrie CDR de rozdtoare sustinute de regiunile cadru de rozitoare placate
recombinant (a se vedea, de exemplu, Publicatia de brevet european nr. 519,596). Aceste molecule
"umanizate" sunt concepute pentru a minimiza raspunsul imunologic nedorit fatd de moleculele de
anticorp anti-uman de rozatoare, ceea ce limiteazd durata si eficacitatea aplicatiilor terapeutice ale acelor
fractiuni la beneficiarii umani. Alte procedee de umanizare a anticorpilor care pot fi de asemenea utilizate
sunt descrise de Daugherty si colab. (1991) "Polymerase Chain Reaction Facilitates The Cloning, CDR-
Grafting, And Rapid Expression Of A Murine Monoclonal Antibody Directed Against The CD18
Component Of Leukocyte Integrins,” Nucl. Acids Res. 19:2471-2476 si in Brevetele SUA nr. 6,180,377,
6,054,297, 5,997,867, si 5,866,692.

B. Caracteristicile domeniilor constante ale anticorpilor

In cuprinsul prezentei specificatii, numerotarea resturilor din regiunea constantii a unui lant greu
de IgG este cea din indexul UE din Kabat si colab., SEQUENCES OF PROTEINS OF
IMMUNOLOGICAL INTEREST, 5th Ed. Public Health Service, NH1, MD (1991) ("Kabat'"). Termenul
"indexul UE astfel cum este stabilit in Kabat" se referd la numerotarea domeniilor constante ale
anticorpului uman IgGl UE furnizatd in Kabat. Acest procedeu de atribuire a numerelor de resturi a
devenit standard in domeniu si identificd cu usurintd aminoacizii in pozitii echivalente in regiunile
constante ale diverselor izotipuri de anticorpi.

1. Regiunile constante ale lantului usor
Astfel cum s-a indicat anterior, fiecare lant usor al unui anticorp confine un domeniu variabil
(VL") si un domeniu constant (""CL").

Un domeniu CL preferat este un domeniu CL Kappa de IgG umand. Secventa de aminoacizi a
unui domeniu CL Kappa uman exemplificativ este (SEQ ID NO:69):
RTVAAPSVFI FPPSDEQLKS GTASVVCLLN NEYPREAKVQ WKVDNALQSG
NSQESVTEQD SKDSTYSLSS TLTLSKADYE KHKVYACEVT HOGLSSPVTK

SENRGEC

In mod alternativ, un domeniu CL exemplificativ este un domeniu CL Lambda de IgG umani.
Secventa de aminoacizi a unui domeniu CL Lambda uman exemplificativ este (SEQ ID NO:70):
QPKAAPSVTL FPPSSEELQA NKATLVCLIS DEYPGAVTVA WKADSSPVKA
GVETTPSKQS NNKYAASSYL SLTPEQWKSH RSYSCQVTHE GS3STVEKTVAP

TECS

2. Regiunile constante ale lantului greu
a. Regiuni Fc care apar in mod natural

Astfel cum este furnizat in prezenta invenfie, imunoconjugatii conform inventiei pot cuprinde o
regiune Fc. Regiunea Fc a unor astfel de imunoconjugati conform inventiei poate fi de orice izotip (de
exemplu 1gGl, 1gG2, 1gG3 sau IgG4). Imunoconjugatii conform inventiei pot cuprinde in plus un
domeniu CH1 si/sau o
regiune de articulatie. Atunci cind este prezent, domeniul CHI si/sau regiunea de
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articulatie poate fi de orice izotip (de exemplu 1gG1, 1gG2, 1gG3 sau IgG4) si este de
preferat de acelasi izotip ca si regiunea Fc doritd.

Regiunea Fc a imunoconjugatilor care confin regiuni Fc conform prezentei inventii poate fi o
regiune Fc completi (de exemplu o regiune Fc IgG completd) sau doar un fragment al unei regiuni Fc. In
mod optional, regiunii Fc a imunoconjugatilor care contin regiuni Fc conform prezentei inventii 1i lipseste
restul de aminoacid lizind C-terminal.

Domeniile CH1 ale celor doud lanturi grele ale unui complex de anticorpi cu regiunea constanti
"CL" a lantului usor al anticorpului si sunt atasate la domeniile CH2 ale lanturilor grele printr-un domeniu
de articulatie intermediar.

Un domeniu CH1 exemplificativ este un domeniu CH1 IgG1 uman. Secventa de aminoacizi a
unui domeniu CHI1 IgG1 uman exemplificativ este (SEQ 1D NO:71):
ASTRKGPSVEP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV

HTFPAVLOSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT YICNVNHKPS NTKVDKRV

Un domeniu CH1 exemplificativ este un domeniu CH1 IgG2 uman. Secvenfa de aminoacizi a
unui domeniu CHI1 1gG2 uman exemplificativ este (SEQ 1D NO:72):
ASTKGPSVFP LAPCSRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV

HTFPAVLQOSS GLYSLSSVVT VPSSNEGTQT YTCNVDHKPS NTKVDKTV

Un domeniu CH1 exemplificativ este un domeniu CH1 IgG4 uman. Secventa de aminoacizi a
unui domeniu CHI1 1gG4 uman exemplificativ este (SEQ 1D NO:73):
ASTKGPSVEFP LAPCSRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV

HTFPAVLQOSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTKT YTCNVDHKPS NTKVDKRV

O regiune de articulatie exemplificativd este o regiune de articulatie IgG1 umana. Secvenfa de
aminoacizi a unei regiuni de articulafic IgGl umand exemplificativi este (SEQ ID NO:74):
EPKSCDKTHTCPPCP.

O altd regiune de articulatie exemplificativa este o regiune de articulatie IgG2 umana. Secventa
de aminoacizi a unei regiuni de articulatie IgG2 umand exemplificativd este (SEQ ID NO:75):
ERKCCVECPPCP.

O alta regiune de articulatie exemplificativa este o regiune de articulatie IgG4
umand. Secventa de aminoacizi a unei regiuni de articulatic IgG4 umand exemplificativi este (SEQ ID
NO:76): ESKYGPPCPSCP. Astfel cum s-a descris anterior, o regiune de articulatie IgG4 poate cuprinde
o mutatie stabilizatoare, cum ar fi substitutia S228P. Secventa de aminoacizi a unei regiuni de articulatie
IgG4 stabilizatd exemplificativa este (SEQ ID NO:77): ESKYGPPCPPCP.

Domeniile CH2 si CH3 ale celor doud lanturi grele ale unui anticorp interactioneazd pentru a
forma o "regiune Fe¢," care este un domeniu care este recunoscut de ""receptorii Fc¢ celulari," inclusiv,
dar fard a se limita la, receptorii gamma Fc ("'FcyR'"). Astfel cum este utilizat in prezenta inventie,
termenul "regiune Fc" este utilizat pentru a defini regiunea C-terminald a unui lanf greu de IgG care
cuprinde domeniile CH2 si CH3 ale acelui lant. Se spune ca o regiune Fc este dintr-un anumit izotip, o
anumitd clasa sau subclasi IgG daci secventa de aminoacizi a acesteia este cea mai omoloaga cu acel
izotip, in raport cu alte izotipuri IgG.

Secventa de aminoacizi a domeniului CH2-CH3 al unei IgG1 umane exemplificative este (SEQ
ID NO:1)
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231 240 250 260 270 280
APELLGGPSV FLEPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKENWYVD

290 300 310 320 330
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA

340 350 360 370 380
PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GEYPSDIAVE

390 400 410 420 430
WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSEFEFLYSKL TVDKSRWQQG NVESCSVMHE

440 447
ALHNHYTQKS LSLSPGX
astfel cum este numerotat in indexul UE Kabat, in care X este o lizind (K) sau este absent.

Secventa de aminoacizi a domeniului CH2-CH3 al unei IgG2 umane exemplificative este (SEQ
ID NO:2):
231 240 250 260 270 280

APPVA-GPSV FLEFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVQENWYVD

290 300 310 320 330
GVEVHNAKTK PREEQENSTE RVVSVLTVVH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPA

340 350 360 370 380
PIEKTISKTK GQPREPQVYT LPPSREEMTK NOVSLTCLVK GEFYPSDISVE

3390 400 410 420 430
WESNGOPENN YKTTPPMLDS DGSFELYSKL TVDKSRWQOG NVEFSCSVMHE

440 447
ALHNHYTQKS LSLSPGX
astfel cum este numerotat in indexul UE Kabat, in care X este o lizind (K) sau este absent.

Secventa de aminoacizi a domeniului CH2-CH3 al unei 1gG3 umane exemplificative este (SEQ

ID NO:3):
231 240 250 260 270 280

APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVQFKWYVD

290 300 310 320 330
GVEVHNAKTK PREEQYNSTEF RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA

340 350 360 370 380
PIEKTISKTK GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE

390 400 410 420 430
WESSGQPENN YNTTPPMLDS DGSFELYSKL TVDKSRWQQOG NIFSCSVMHE

440 447
ALHNRFTQOKS LSLSPGX

astfel cum este numerotat in indexul UE Kabat, in care X este o lizind (K) sau este absent.
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Secventa de aminoacizi a domeniului CH2-CH3 al unei IgG4 umane exemplificative este (SEQ
231 240 250 260 270 280

APEFLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQEFNWYVD

290 300 310 320 330
GVEVHNAKTK PREEQFNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS

340 350 360 370 380
SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE

390 400 410 420 430
WESNGQFPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG NVESCSVMHE

440 447
IE)N(X4) ALHNHYTQKS LSLSLGX
231 240 250 260 270 280
APEFLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQENWYVD

290 300 310 320 330
GVEVHNAKTK PREEQFNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS

340 350 360 370 380
SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK GEFYPSDIAVE

390 400 410 420 430
WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG NVESCSVMHE

440 447
ALHNHYTQKS LSLSLGX
astfel cum este numerotat in indexul UE Kabat, in care X este o lizind (K) sau este absent.

Polimorfismele au fost observate la o serie de pozifii diferite in regiunile constante ale
anticorpilor (de exemplu pozitiile Fe, inclusiv, dar fira a se limita la, pozitiile 270, 272, 312, 315, 356, si
358 astfel cum este numerotat in indexul UE Kabat) si, prin urmare, pot exista mici diferente intre
secventa prezentatd si secventele din stadiul tehnicii. Formele polimorfe ale imunoglobulinelor umane au
fost bine caracterizate. In prezent, sunt cunoscute 18 alotipuri Gm: G1m (1, 2, 3, 17) or Glm (a, X, f, z),
G2m (23) or G2m (n), G3m (5, 6, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 21, 24, 26, 27, 28) or G3m (b1, ¢3, b3, b0, b3,
b4, s, t, gl, c5, u, v, g5) (Lefranc, si colab., "The Human IgG Subclasses: Molecular Analysis of
Structure, Function And Regulation.” Pergamon, Oxford, pp. 43-78 (1990); Lefranc, G. si colab., 1979,
Hum. Genet.: 50, 199-211). Se are in vedere in mod specific faptul cd anticorpii conform prezentei
inventii pot incorpora orice alotip, izoalotip sau haplotip al oricdrei gene de imunoglobuline si nu se
limiteazi la alotipul, izoalotipul sau haplotipul secventelor furnizate in prezenta inventic. In plus, in unele
sisteme de expresie, restul de aminoacid C-terminal (ingrosat anterior) al domeniului CH3 poate fi
indepartat post-translational. In consecinti, restul C-terminal al domeniului CH3 este un rest de
aminoacid optional in imunoconjugatii conform inventiei. Prezenta inventie cuprinde in mod specific
imunoconjugatii care sunt lipsiti de restul C-terminal al domeniului CH3. De asemenea, prezenta inventie
cuprinde in mod specific astfel de constructe care cuprind restul de lizind C-terminal al domeniului CH3.

b. Receptorii Fcy (FcyR)

In functia imuna traditionald, interactiunea complexelor anticorp-antigen cu celulele sistemului
imunitar are ca rezultat o gami largd de raspunsuri, variind de la functii efectoare, cum ar fi
citotoxicitatea dependentd de anticorpi, degranularea mastocitelor si fagocitoza, pand la semnale
imunomodulatoare, cum ar fi reglarea proliferdrii limfocitelor si secretia de anticorpi. Toate aceste
interactiuni sunt inifiate prin legarea regiunii Fc a anticorpilor sau a complexelor imune la receptorii de
suprafatd celulard specializati pe celulele hematopoietice si in special la receptori (denumiti in mod
singular "receptor gamma Fc¢' "FcyR" si in mod colectiv "FeyR'") gésiti pe suprafetele mai multor
tipuri de celule ale sistemului imunitar (de exemplu limfocite B, celule dendritice foliculare, celule natural
killer, macrofage, neutrofile, eozinofile, bazofile si mastocite).

Diversitatea raspunsurilor celulare declansate de anticorpi si complexele imune rezultd din
eterogenitatea structurald a celor trei receptori Fc: FcyRI (CD64), FeyRII (CD32) si FeyRIII (CD16).
FeyRI (CD64), FeyRITA (CD32A) si FeyRIII (CD16) sunt receptori de activare (adicd de imbunatitire a
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sistemului imunitar); FcyRIIB (CD32B) este un receptor de inhibare (adicd de amortizare a sistemului
imunitar). in plus, interactiunea cu receptorul Fc neonatal (FcRn) mediaz3 reciclarea moleculelor de IgG
de la endozom la suprafata celulard si eliberarea in singe. Secventele de aminoacizi ale IgG1 de tip
salbatic exemplificative (SEQ ID NO:1), IgG2 (SEQ ID NO:2), 1gG3 (SEQ ID NO:3) si IgG4 (SEQ ID
NO:4) sunt prezentate anterior.

Capacitatea diverselor FcyR de a media functii diametral opuse reflectd diferentele structurale
intre diversele FcyR si, in special, reflecta faptul dacd FcyR legat posedd un motiv de activare pe bazi de
tirozind imunoreceptoare ("ITAM™) sau un motiv de inhibare pe bazi de tirozind imunoreceptoare
("ITIM"). Recrutarca diverselor enzime citoplasmatice la aceste structuri dicteazd rezultatul
raspunsurilor celulare mediate de FcyR. FeyR care confin ITAM includ FeyRI, FeyRIIA, FeyRIIIA si
activeazi sistemul imunitar atunci cind se leagd la regiunile Fc (de exemplu regiunile Fc agregate
prezente intr-un complex imun). FcyRIIB este singurul FcyR natural cunoscut in prezent care contine
ITIM; actioneazad pentru a amortiza sau inhiba sistemul imunitar atunci cind este legat la regiunile Fc
agregate. Neutrofilele umane exprimd gena FcyRIIA. Grupareca FcyRITA prin complexe imune sau
reticulare cu anticorpi specifici serveste la agregarea ITAM cu kinaze asociate receptorilor care faciliteaza
fosforilarea ITAM. Fosforilarea ITAM serveste ca un situs de andocare pentru kinaza Syk, a cdrei
activare are ca rezultat activarea substraturilor din aval (de exemplu PI:K). Activarea celulari conduce la
eliberarea de mediatori proinflamatori. Gena FcyRIIB este exprimati pe limfocitele B; domeniul
extracelular al acesteia este identic in proportie de 96% cu FcyRIIA si se leaga la complexele 1gG intr-o
manierd care nu se poate distinge. Prezenta unui ITIM in domeniul citoplasmatic al FcyRIIB defineste
aceastd subclasd inhibitoare a FcyR. Recent s-a stabilit baza moleculard a acestei inhibitii. Atunci cand
este co-ligat impreund cu un FcyR de activare, ITIM din FcyRIIB devine fosforilat si atrage domeniul
SH2 al inozitol polifosfat 5'-fosfatazei (SHIP), care hidrolizeazd mesagerii fosfoinozitol eliberati ca
urmare a activdrii tirozin kinazei mediate de FcyR care contine ITAM, impiedicand in consecinta influxul
de Ca* intracelular. Prin urmare, reticularea FcyRIIB atenueaza raspunsul de activare la ligatura FcyR si
inhiba sensibilitatea celulard. Prin urmare, activarea celulelor B, proliferarea celulelor B si secretia de
anticorpi sunt intrerupte.

c¢. Variante de regiuni Fc

Modificarea regiunii Fc poate conduce la un fenotip alterat, de exemplu timp de injumdtitire
plasmatica alterat, stabilitate alteratd, susceptibilitate alteratd la enzimele celulare sau functie efectoare
alteratd. Prin urmare, poate fi de dorit modificarea unei molecule care confine regiunea Fc conform
prezentei inventii in ceea ce priveste functia efectoare, de exemplu astfel incat sa sporeasca eficacitatea
unei astfel de molecule in tratarea cancerului. Reducerea sau eliminarea functiei efectoare este de dorit in
anumite cazuri, de exemplu in cazul anticorpilor al cdror mecanism de actiune implicd blocarea sau
antagonismul, dar nu distrugerea celulelor care poartd un antigen tintd. Cresterea functiei efectoare este in
general de dorit atunci cand este directionatd citre celule nedorite, cum ar fi celule tumorale si strdine,
unde FcyR sunt exprimate la niveluri scizute, de exemplu celule B specifice tumorale cu niveluri scizute
de FcyRIIB (de exemplu limfom non-Hodgkin's, LLC si limfom Burkitt). Imunoconjugatii conform
inventiei care posedd o astfel de activitate a functiei efectoare conferitd sau modificatd sunt utili pentru
tratarea si/sau prevenirea unei boli, tulburdri sau infectii in care se doreste o eficacitate sporitd a activititii
functiei efectoare.

In consecinti, in anumite variante de realizare, regiunca Fc a imunoconjugatilor care contin
regiuni Fc conform prezentei inventii poate fi o variantd modificatd a regiunii Fc. Desi regiunea Fc a
imunoconjugatilor conform prezentei inventii poate avea capacitatea de a se lega la unul sau mai multi
receptori Fc (de exemplu FcyR), mai de preferat o astfel de varianti de regiune Fc are legarea modificati
la FcyRIA (CD64), FcyRIIA (CD32A) , FeyRIIB (CD32B), FeyRIIIA (CD16a) sau FeyRIIIB (CD16b) (in
raport cu legarea prezentati de o regiune Fc de tip silbatic), de exemplu, vor avea o legare imbunatifitd la
un receptor de activare si/sau vor avea o capacitate in mod substantial redusd sau inexistentd de a se lega
la unul sau mai mulfi receptori inhibitori. Prin urmare, regiunea Fc a imunoconjugatilor conform
prezentei inventii poate include o parte sau tot domeniul CH2 si/sau o parte sau tot domeniul CH3 al unei
regiuni Fc complete, sau poate cuprinde o variantd CH2 si/sau o variantd de secventd CH3 (care poate
include, de exemplu, una sau mai multe insertii si/sau una sau mai multe deletii cu privire la domeniile
CH2 sau CH3 ale unei regiuni Fc complete). Asemenea regiuni Fc pot cuprinde portiuni polipeptidice
non-Fc sau pot cuprinde portiuni de regiuni Fc necomplete in mod natural sau pot cuprinde orientiri
nenaturale ale domeniilor CH2 si/sau CH3 (cum ar fi, de exemplu, doud domenii CH2 sau doud domenii
CH3 sau in directia capat N-terminal citre capat C-terminal, un domeniu CH3 legat la un domeniu CH2
etc.).
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Modificdrile regiunii Fc identificate ca alterind functia efectoare sunt cunoscute in stadiul
tehnicii, inclusiv modificiri care cresc legarea la receptorii de activare (de exemplu FcyRIIA (CD16A) si
reduc legarea la receptorii de inhibare (de exemplu FcyRIIB (CD32B) (a se vedea, de exemplu,
Stavenhagen, J.B. si colab. (2007) "Fc Optimization Of Therapeutic Antibodies Enhances Their Ability
To Kill Tumor Cells In Vitro And Controls Tumor Expansion In Vivo Via Low-Affinity Activating
Fcgamma Receptors,” Cancer Res. 57(18):8882-8890). Tabelul 1 prezintd substitutii simple, duble, triple,
cvadruple si cvintuple exemplificative (numerotarea este cea din indexul UE Kabat, iar substitutiile se
referd la secventa de aminoacizi a SEQ ID NO:1) de modificare exemplificativi care cresc legarea la
receptorii de activare si/sau reduc legarea la receptorii de inhibare.

Tabelul 1 Variatii ale regiunilor Fc de activare preferate

Variatii cu un singur situs

F243L R292G D270E R292P

Y300L P396L

Variatii cu doua situsuri

F243L si R292P F243L si Y300L F243L si P396L R292P si Y300L
D270E si P396L R292P si V3051 P396L si Q419H P247L si N421K
R292P si P396L Y300L si P396L R255L si P396L R292P si P305I1
K392T si P396L

Variatii cu trei situsuri

F243L, P247L si N421K P247L, D270E si N421K

F243L, R292P si Y300L R255L, D270E si P396L

F243L, R292P si V3051 D270E, G316D si R416G

F243L, R292P si P396L D270E, K392T si P396L

F243L, Y300L si P396L D270E, P396L si Q419H

V284M, R292L si K370N R292P, Y300L si P396L

Variatii cu patru situsuri

L234F, F243L, R292P si Y300L F243L, P247L, D270E si N421K

L234F, F243L, R292P si Y300L F243L, R255L, D270E si P396L

L2351, F243L, R292P si Y300L

F243L, D270E, G316D si R416G

L235Q, F243L, R292P si Y300L

F243L, D270E, K392T si P396L

P247L, D270E, Y300L si N421K

F243L, R292P, Y300L si P396L

R255L, D270E, R292G si P396L

F243L, R292P, V3051 si P396L

R255L, D270E, Y300L si P396L

F243L, D270E, P396L si Q419H

D270E, G316D, P396L si R416G

Variatii cu cinci situsuri

L235V, F243L, R292P, Y300L si P396L F243L, R292P, V305I, Y300L si P396L

L235P, F243L, R292P, Y300L si P396L

Variante exemplificative ale regiunilor Fc IgG1l umane cu legare redusi la CD32B si/sau cu
legare crescutd la CD16A contin substitutii F243L, R292P, Y300L, V3051 sau P396L, in care
numerotarea este cea din indexul UE Kabat. Aceste substitutii de aminoacizi pot fi prezente intr-o regiune
Fc IgGl umani in orice combinatie. Intr-o varianti de realizare, varianta de regiune Fc IgGl umani
contine o substitutic F243L, R292P si Y300L. intr-o alti varianti de realizare, varianta de regiune Fc
IgG1 umana contine o substitutie F243L, R292P, Y300L, V3051 si P396L.

In anumite variante de realizare, este de preferat ca regiunile Fc ale imunoconjugatilor conform
prezentei inventii sd prezinte legare redusd (sau in mod substantial nicio legare) la FcyRIA (CD64),
FcyRITA (CD32A), FcyRIIB (CD32B), FcyRIITA (CD16a) sau FcyRIIIB ( CD16b) (in raport cu legarea
prezentatd de regiunca Fc IgG1 de tip sdlbatic (SEQ ID NO:1). Intr-o varianti de realizare specifica,
imunoconjugatii conform prezentei inventii cuprind o regiune Fc IgG care prezinta o functie efectoare a
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ADCC redusi. Intr-o varianti de realizare preferati, domeniile CH2-CH3 ale imunoconjugatilor includ
oricare 1, 2, 3 sau 4 dintre substitutiile: L234A, L235A, D265A, N297Q si N297G, in care numerotarea
este cea din indexul UE Kabat. Intr-o alti variantii de realizare, domeniile CH2-CH3 contin o substitutic
N297Q, o substitutie N297G, substitutii L234A si L235A sau o substitutie D265A, deoarece aceste
mutatii elimini legarea FcR. in mod alternativ, este utilizat un domeniu CH2-CH3 al unei regiuni Fc care
apare in mod natural care prezintd in mod inerent legare redusa (sau in mod substantial nicio legare) la
FeyRIIIA (CD16a) si/sau functie efectoare redusd (in raport cu functia de legare si efectoare prezentati de
regiunea Fc IgG1 de tip silbatic (SEQ ID NO:1)). Intr-o varianti de realizare specifici, imunoconjugatii
conform prezentei inventii cuprind o regiune Fc IgG2 (SEQ ID NO:2) sau o regiune Fc 1gG4 (SEQ
ID:NO:4). Atunci cand este utilizatd o regiune Fc IgG4, prezenta inventie cuprinde, de asemenea,
introducerea unei mutatii de stabilizare, cum ar fi substitutia regiunii de articulatiec S228P descrisd
anterior (a se vedea, de exemply, SEQ ID NO:77). Deoarece substitutiile N297G, N297Q, L234A,
L235A si D265A elimind functia efectoare, in circumstante in care se doreste functia efectoare, ar fi de
preferat ca aceste substitutii sd nu fie utilizate.

O secventd preferatd de IgG1 pentru domeniile CH2 si CH3 ale imunoconjugatilor care contin
regiuni Fc conform prezentei inventii care are o funcfie efectoare redusd sau eliminati va cuprinde
substitutiile L234A/L235A (ilustrate subliniate) (SEQ ID NO:78):

APEAAGGPSV
GVEVHNAKTK
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHNHYTQKS

FLEPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKENWYVD
PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
GOPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE
LSLSPGX

in care, X este o lizind (K) sau este absent.

O a doua secventd preferati de IgG1 pentru domeniile CH2 si CH3 ale imunoconjugatilor care
confin regiuni Fc conform prezentei inventii cuprinde o substitufic S442C (ilustratd subliniatd), care
permite ca doud domenii CH3 sa fie legate covalent intre ele printr-o legiturd disulfurici sau conjugarea
unui agent farmaceutic. Secventa de aminoacizi a unei astfel de molecule este (SEQ ID NO:79):

APELLGGESV
GVEVHNAKTEK
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHNHYTQKS

FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKEFNWYVD
PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
GOPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVEFSCSVMHE
LCLSPGX

in care, X este o lizini (K) sau este absent.

O a treia secventa preferatd de IgG1 pentru domeniile CH2 si CH3 ale imunoconjugatilor care
confin regiunea Fc conform prezentei inventii cuprinde substitutii L234A/L235A (ilustrate subliniate)
care reduc sau elimind functia efectoare si substitufia S442C (ilustratd subliniatd) care permite ca doud
domenii CH3 si fic legate covalent intre ¢le printr-o legaturd disulfuricd sau conjugarca unui agent

farmaceutic. Secventa de aminoacizi a unei astfel de molecule este (SEQ ID NO:80):
APEAAGGPSV FLEFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVRKENWYVD

GVEVHNAKTK
PIEKTISKAK
WESNGOPENN

PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
GOPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GEYPSDIAVE
YKTTPPVLDS DGSEFFLYSKL TVDKSRWQQG NVESCSVMHE

ALHNHYTQKS LELSPGK
in care, X este o lizini (K) sau este absent.

Timpul de injumitatire plasmatici a proteinelor care cuprind regiunile Fe poate fi crescut prin
cresterea afinititii de legare a regiunii Fc pentru FcRn. Termenul "timp de injuméititire” astfel cum este
utilizat in prezenta inventie semnificd o proprietate farmacocinetici a unei molecule care este 0 masurd a
timpului mediu de supravietuire al moleculelor dupd administrarea acestora. Timpul de injuméititire poate
fi exprimat ca timpul necesar pentru a elimina cincizeci la sutd (50%) dintr-o cantitate cunoscutd de
moleculd din organismul unui subiect (de exemplu un pacient uman sau alt mamifer) sau un compartiment
specific al acestuia, de exemplu, masurat in ser, adicd timpul de injumétatire circulant sau in alte tesuturi.
In general, o crestere a rezultatelor de injumititire la o crestere a mediei timpului de sedere (MRT) in
circulafie in cazul moleculelor administrate.
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In unele variante de realizare, imunoconjugatii conform prezentei inventii cuprind o varianta de
regiune Fc care cuprinde cel putin o modificare a aminoacizilor in raport cu o regiunea Fc de tip silbatic,
astfel cd molecula mentionata are un timp de injumétatire crescut (in raport cu o moleculd care cuprinde o
regiune Fc de tip silbatic). In unele variante de realizare, imunoconjugatii conform prezentei inventii
cuprind o variantd de regiune Fc IgG, in care varianta de regiune Fc mentionata cuprinde o substitutie de
aminoacizi care extinde timpul de injumatitire la una sau mai multe pozitii selectate din grupul constand
din 238, 250, 252, 254, 256, 257, 256, 265, 272, 286, 288, 303, 305, 307, 308, 309, 311, 312, 317, 340,
356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424, 428, 433, 434, 435 si 436, in care numerotarea este cea din
indexul UE Kabat. Numeroase mutafii capabile sd creascd timpul de injumatitire al unei molecule care
confine o regiune Fc sunt cunoscute in stadiul tehnicii si includ, de exemplu, M252Y, S254T, T256E si
combinafii ale acestora. De exemplu, a se vedea mutatiile descrise in Brevetele SUA nr. 6,277,375,
7,083,784; 7,217,797, 8,088,376; Publicatiile SUA nr. 2002/0147311; 2007/0148164; si Publicatiile PCT
nr. WO 98/23289; WO 2009/058492; si WO 2010/033279. Imunoconjugatii cu timp de injumitatire
crescut le includ, de asemenea, pe cele care poseda variante de regiuni Fc care cuprind substitutii la doud
sau mai multe dintre resturile regiunii Fc 250, 252, 254, 256, 257, 288, 307, 308, 309, 311, 378, 428, 433,
434, 435, si 436, in care numerotarea este cea din indexul UE Kabat. In special, doud sau mai multe
substitutii selectate dintre: T250Q, M252Y, S254T, T256E, K288D, T307Q, V308P, A378V, M428L,
N434A, H435K si Y436I, in care numerotarea este cea din indexul UE Kabat.

Intr-o varianti de realizare specifici, un imunoconjugat conform prezentei inventii posedd o
varianta de regiune Fc IgG care cuprinde substitutiile:
(A) M252Y, S254T si T256E;

(B) M252Y si S254T;

(C) M252Y si T256E;
(D) T250Q si M428L;
(E) T307Q si N434A;

(F) A378V si N434A,;

(G) N434A 5i Y436,

(H) V308P si N434A; sau
(I) K288D si H435K.

Intr-o varianti de realizare preferati, imunoconjugatul conform prezentei inventii poseda o
variantd de regiune Fc IgG care cuprinde oricare 1, 2 sau 3 dintre substitutiile: M252Y, S254T si T256E.
Inventia cuprinde in plus imunoconjugati care poseda variante de regiuni Fc care cuprind:

(A) una sau mai multe mutatii care modificd functia efectoare si/sau FcyR; si
(B) una sau mai multe mutatii care prelungesc timpul de injumatatire plasmatica.

O a patra secventd preferatd de IgG1 pentru domeniile CH2 si CH3 ale imunoconjugatilor care
confin regiuni Fc conform prezentei inventii cuprinde substitutiile M252Y, S254T si T256E (ilustrate
subliniate), astfel incat sd prelungeasca timpul de injumatafire plasmatica in ser. Secventa de aminoacizi a
unei astfel de molecule este (SEQ ID NO:147):

APELLGGPSV FLEFPPKPKDT LYITREPEVT CVVVDVSHED PEVKENWYVD
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GEFYPSDIAVE
WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSEFFLYSKL TVDKSRWQQG NVEFSCSVMHE
ALHNHYTQKS LSLSPGX

in care, X este o lizini (K) sau este absent.

O a cincea secventd preferatd de 1gG1 pentru domeniile CH2 si CH3 ale imunoconjugatilor care
confin regiuni Fc conform prezentei inventii cuprinde substitutiile M252Y, S254T si T256E (ilustrate
subliniate), astfel incat sd prelungeascd timpul de injumatafire plasmaticd in ser si substitufia S442C
(ilustratd subliniatd), astfel incat sd permitd ca doud domenii CH3 si fie legate covalent unul la celalalt
printr-o legdturd disulfuricd sau sd permitd conjugarea unei fractiuni de medicament. Secventa de
aminoacizi a unei astfel de molecule este (SEQ ID NO: 148):
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FLEPPKPKDT LYITREPEVT CVVVDVSHED PEVKENWYVD
PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GEYPSDIAVE
YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE
LCLSPGX

in care, X este o lizini (K) sau este absent.

O a sasea secventd preferatd de IgG1 pentru domeniile CH2 si CH3 ale imunoconjugatilor care
confin regiuni Fc conform prezentei inventii cuprinde substitufiile L234A/L235A (ilustrate subliniate)
care reduc sau elimind functia efectoare si substitutiile M252Y, S254T si T256E (ilustrate subliniate),
astfel incat sa prelungeasca timpul de injumitdtire plasmatica in ser. Secvenfa de aminoacizi a unei astfel

de molecule este (SEQ ID NO: 149):

APEAAGGPSV
GVEVHNAKTK
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHNHYTQKS

FLFPPKPKDT LYITREPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GEYPSDIAVE
YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVESCSVMHE
LSLSPGX

in care, X este o lizini (K) sau este absent.

O a saptea secventa preferatd de IgGl pentru domeniile CH2 si CH3 ale imunoconjugatilor care
confin regiuni Fc conform prezentei inventii cuprinde substitutiile L234A/L235A (ilustrate subliniate)
care reduc sau elimind functia efectoare si substitutiile M252Y, S254T si T256E (ilustrate subliniate),
astfel incat s prelungeascd timpul de injumititire plasmaticd in ser si substitutia S442C (ilustrati
subliniatd), astfel incat sd permitd ca doud domenii CH3 si fic legate covalent unul la celilalt printr-o
legaturd disulfurica sau sd permitd conjugarea unei fractiuni de medicament. Secventa de aminoacizi a
unei astfel de molecule este (SEQ 1D NO:150):
APEAAGGPSV FLFPPKPKDT LYITREPEVT CVVVDVSHED PEVKENWYVD
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GEYPSDIAVE
WESNGOPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE
ALHNHYTQKS LCLSPGX
in care, X este o lizini (K) sau este absent.

I1. Anticorpi anti-ADAM9 exemplificativi

Anticorpii particulari si fragmentele de legare a antigenului ale acestora capabile si se lege in
mod specific la ADAMY sunt utili in generarea imunoconjugatilor conform inventiei.

O polipeptidd ADAMY umani reprezentativd (secvenfa NCBI NP 003807, care include o
secventd semnal de 28 de resturi de aminoacizi, ilustratd subliniatd), ilustratd doar in scopuri ilustrative si

nu conform inventiei revendicate, are secventa de aminoacizi (SEQ ID NO:5):
MGSGARFPSG TLRVRWLLLL GLVGPVLGAA RPGFQOTSHL SSYEIITPWR

LTRERREAPR PYSKQVSYVI QAEGKEHITH LERNKDLLPE DEFVVYTYNKE
GTLITDHPNI ONHCHYRGYV EGVHNSSIAL SDCEFGLRGLL HLENASYGIE
PLONSSHFEH IIYRMDDVYK EPLKCGVSNK DIEKETAKDE EEEPPSMTQL
LRRRRAVLPQ TRYVELFIVV DKERYDMMGR NQTAVREEMI LLANYLDSMY
IMLNIRIVLV GLEIWTNGNL INIVGGAGDV LGNEVOWREK FLITRRRHDS
AQLVLKKGFG GTAGMAFVGT VCSRSHAGGI NVEGQITVET FASIVAHELG
HNLGMNHDDG RDCSCGAKSC IMNSGASGSR NESSCSAEDEF EKLTLNKGGN
CLLNIPKPDE AYSAPSCGNK LVDAGEECDC GTPKECELDP CCEGSTCKLK
SFAECAYGDC CKDCRFLPGG TLCRGKTSEC DVPEYCNGSS QFCQPDVEIQ
NGYPCONNKA YCYNGMCQYY DAQCQVIFGS KAKAAPKDCE IEVNSKGDRFE
GNCGFEFSGNEY KKCATGNALC GKLOCENVQE IPVEGIVPAI IQTPSRGTKC
WGVDFQLGSD VPDPGMVNEG TKCGAGKICR NEFQCVDASVI NYDCDVQKKC
HGHGVCNSNK NCHCENGWAP PNCETKGYGG SVDSGPTYNE MNTALRDGLL
VIEFFLIVPLI VCAIFIFIKR DQLWRSYFRK KRSQTYESDG KNQANPSRQP
GSVPRHVSPV TPPREVPIYA NRFAVPTYAA KQPQQFPSRP PPPQPKVSSQ
GNLIPARPAP APPLYSSLT
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Dintre cele 819 resturi de aminoacizi ale ADAM9 (SEQ ID NQO:5), resturile 1-28 sunt o
secventd semnal, resturile 29-697 sunt domeniul extracelular, resturile 698-718 sunt domeniul
transmembranar, iar resturile 719-819 sunt domeniul intracelular. Trei domenii structurale sunt localizate
in domeniul extracelular: un domeniu de metaloproteazd de zinc din familia reprolizind (M12B)
(aproximativ la resturile 212-406); un domeniu de dezintegrind (aproximativ la resturile 423-497); si un
domeniu asemandtor EGF (aproximativ la resturile 644-697). Au fost identificate o serie de modificari si
izoforme post-translationale, iar proteina este clivatd proteolitic in reteaua trans-Golgi inainte de a ajunge
la membrana plasmatici pentru a genera o proteini maturd. Indepirtarea pro-domeniului are loc prin
clivare la dou situsuri diferite. Procesat cel mai probabil de o pro-protein convertazd, cum ar fi furina, la
limita dintre pro-domeniu si domeniul catalitic (Arg-205/Ala-206). Un situs suplimentar al pro-protein
convertazei de clivare in amonte (Arg-56/Glu-57) are un rol important in activarca ADAMO.

O polipeptidi ADAMY reprezentativdi a maimutei cynomolgus (secventa NCBI
XM _005563126.2, care include o posibild secventd semnal de 28 de resturi de aminoacizi, ilustrata
subliniatd), ilustratd doar in scopuri ilustrative si nu conform inventiei revendicate, are secventa de

aminoacizi (SEQ ID NO:6):

MGSGVGSPSG

TLRVRWLLLL

CLVGPVLGAA

LTRERREAPR
GTVITDHPNI
PLONSSHEFEH
LRRRRAVLPQ
IMLNIRIVLV
AQLVLKKGFEG
HNLGMNHDDG
CLLNIPKPDE
SFAECAYGDC
NGYPCONNEKA
GNCGESGNEY
WGVDFQLGSD
HGHGVCNSNK
VFFEFLIVPLI
VSVPRHVSPV
GNLIPARPAP

PYSKQVSYLI
ONHCHFRGYV
ITYRMDDVHK
TRYVELFIVV
GLEIWTNGNL
GTAGMAFVGT
RDCSCGAKSC
AYSAPSCGNK
CKDCRILPGG
YCYNGMCQYY
KKCATGNALC
VPDPGMVNEG
NCHCENGWAP
VCAIFIFIKR
TPPREVPIYA
APPLYSSLT

QAEGKEHIIH
EGVYNSSVAL
EPLKCGVSNK
DKERYDMMGR
INIAGGAGDV
VCSRSHAGGT
IMNSGASGSR
LVDAGEECDC
TLCRGKTSEC
DAQCQVIEGS
GKLQCENVQE
TKCGADKICR
PNCETKGYGG
DOLWRRYFRK
NRFFPVPTYAA

RPGFQOTSHL
LERNKDLLPE
SNCFGLRGLL
DIEKETTKDE
NOTAVREEMI
LGNEVOWREK
NVFGHITVET
NESSCSAEDFE
GTPKECELDP
DVPEYCNGSS
KAKAAPKDCE
IPVFGIVPAIL
NFQCVDASVL
SVDSGPTYNE
KRSQTYESDG
KOPQQFPSRP

SSYEIITPWR
DEVVYTYNKE
HLENASYGIE
EEEPPSMTQL
LLANYLDSMY
FLITRRRHDS
FASTVAHELG
EKLTLNKGGN
CCEGSTCKLK
QFCOPDVEIQ
IEVNSKGDRF
IQTPSRGTKC
NYDCDIQKKC
MNTALRDGLL
KNQANPSROQP
PPPOPKVSSO

Domeniul de metaloprotcazd de zinc din familia reprolizind (M12B) al proteinei se afld
aproximativ la resturile 212-406); domeniul de dezintegrind al proteinei se afld aproximativ la resturile
423-497.

In anumite variante de realizare, imunoconjugatii care cuprind anticorpii anti-ADAM9 si
fragmentele de legare a ADAMY ale acestora conform inventiei sunt caracterizati prin oricare, doud, trei,
patru, cinci, sase, sapte, opt sau noud dintre urmitoarele criterii:

(1) capacitateca de a se lega imunospecific la ADAMY umand astfel cum este exprimatid endogen pe
suprafata unei celule canceroase;

(2) se leagd in mod specific la ADAMY umana si de primatd non-umani (de exemplu ADAMY de
maimuti cynomolgus) cu o afinitate de legare similaré;

(3) se leaga in mod specific la ADAM9 umani cu o constantd de legare de echilibru (Kp) de 4 nM sau
mai mici;

(4) sc leagd in mod specific la ADAMY9 de primatd non-umani cu o constantd de legare de echilibru (Kp)
de 4 nM sau mai mica;

(5) se leagd in mod specific la ADAMY umani cu o ratid de activare (ka) de 5 x 103 M'min™! sau mai
mare;

(6) se leagd in mod specific la ADAMY de primati non-umand cu o ratd de activare (ka) de 1 x 10 M-
!min! sau mai mare;

(7) se leagd in mod specific la ADAMY umani cu o ratd de oprire (kd) de 1 x 10~ min™! sau mai mici;

(8) se leagid in mod specific la ADAMY de primatii non-umani cu o ratd de oprire (kd) de 9 x 10 min!
sau mai mica.

(9) optimizati pentru a avea o imbunatitire de cel putin 100 de ori (de exemplu o imbunititire de cel putin
100 de ori, de cel pufin 150 de ori, de cel putin 200 de ori, de cel putin 250 de ori, de cel putin 300 de ori,
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de cel putin 350 de ori, de cel putin 400 de ori, de cel putin 450 de ori, de cel putin 500 de ori, de cel
putin 550 de ori sau de cel pufin 600 de ori) a afinitdtii de legare (de exemplu mdasuratd prin analiza
BIACORE®) la ADAMY de cyno si mentin legarea cu afinitate crescutd la ADAM9 umani (de exemplu
analiza BIACORE®) in comparatie cu anticorpul parental himeric sau murinic.

Astfel cum sunt descrise in prezenta inventie, constantele de legare ale unui anticorp anti-
ADAMDY sau ale unui fragment de legare a ADAMY al acestuia pot fi determinate utilizind rezonanta
plasmonului de suprafat, de exemplu, printr-o analizi BIACORE®. Datele de rezonanti a plasmonilor de
suprafata pot fi adaptate la un model de legare Langmuir 1:1 (ka kd simultan) si o constanti de legare de
echilibru Kp calculatd din raportul constantelor ratei kd/ka. Astfel de constante de legare pot fi
determinate pentru un anticorp anti-ADAMO9 monovalent sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia
(adicd o moleculd care cuprinde un singur situs de legare a epitopului ADAMY), un anticorp anti-
ADAMD bivalent sau un fragment de legare a ADAMS9 al acestuia (adicd un moleculd care cuprinde doud
situsuri de legare a epitopului ADAMDY) sau anticorpi anti-ADAMY si fragmente de legare a ADAMY ale
acestora care au o valentd mai mare (de exemplu o moleculd care cuprinde trei, patru sau mai multe
situsuri de legare a epitopului ADAM9).

Prezenta inventie cuprinde in special imunoconjugati care poseda un anticorp anti-ADAM9 sau
un fragment de legare a ADAMY al acestuia care cuprinde un domeniu variabil al lantului usor (VL) anti-
ADAMDY si un domeniu variabil al lanfului greu (VH) anti-ADAMY care se leagd imunospecific la un
epitop al unei polipeptide ADAMY umane. Cu exceptia cazului in care se specifica altfel, toti astfel de
anticorpi anti-ADAMY9 si fragmentele de legare a ADAMY ale acestora sunt capabile s se lege
imunospecific la ADAM9 umani. Astfel cum sunt utilizate in prezenta inventie, astfel de domenii
variabile ale ADAM9 sunt denumite "anti-ADAM9-VL" si, respectiv, "anti-ADAM9-VH"'.

A. Anticorpi murinici anti-ADAM9 umana

Un anticorp murinic anti-ADAM9 care blocheazi activitatea de procesare a proteinei tintd a
ADAMDY, este internalizat si a fost identificat cu activitate anti-tumorala (a se vedea, de exemplu, Brevetul
SUA nr. 8,361,475). Acest anticorp, desemnat in Brevetele SUA nr. 7,674,619 si 8,361,475 ca un anticorp
"anti-KID24" produs de clona hibridom ATCC PTA-5174, este desemnat in prezenta inventie ca ""MAB-
A." MAB-A prezinti o legare preferentiald puternica la tumori fati de tesuturile normale (a se vedea FIG.
7A-7C). MAB-A a prezentat o colorare slabd sau deloc pe un panou mare de tipuri de celule normale
(Tabelul 2).

Tabelul 2

Tesut MAB-A (1,25 pg/mL)
Suprarenale Negativ

Vezica urinara Negativ

Miduva osoasa Negativ

Sin Negativ

Cerebel Negativ

Creier ND

Col uterin Negativ

Colon Negativ

Esofag Muschi neted +/- 1a 1+ (gr ¢) < 5%
Tesut MAB-A (1,25 pg/mL)

Oviduct Negativ

Cord Negativ

Rinichi Negativ

Ficat Negativ

Plimén Negativ

Ganglion limfatic Negativ

Ovar Negativ

Pancreas Foarte rar (posibil acinar) 1+ (c)
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Tabelul 2

Paratiroida Celulele parenchimatoase epiteliale 1+ (gr ¢), 1% Celule (favorizeaza celulele
principale) 2+ (m,c)5% 1+ (m,c) 10% apicale in primul rand

Pituitara Celulele lobului posterior (eventual celule neuronale si/sau pituicite 1+ (c>m)
<5%

Placenti Celule de cdptuseald vasculard din placa corionicd 1+ (gr c>m) Celule
mezenchimale ale placii corionice 1-2+ (gr ¢), 5%

Prostata Epiteliu glandular 2+ (gr ¢)5% si 1+ (grc) 5%

Retina + Corp ciliar Favor negativ (strat epipigmentat 3-4+ (gr ¢) din cauza pigmentului necolorat)

Glanda submandibulari|Epiductal +/- (¢) 10%

Muschi scheletic Negativ

Piele Negativ

Intestin subtire Negativ

Maiaduva spinarii Neuropil 1+ (grc) < 1%

Splina Negativ

Stomac Negativ

Testicul Tubul seminifer 1+ (gr ¢) < 5% Celule interstitiale (posibil celule Leydig) 2-
3+ (grc) <5%si 1+ (grc) 10%

Glanda tiroida Negativ

Amigdala Endocelule 2-3+ (c,m) < 5% si 1+ (m,c) 15%

Ureter Epiteliu de tranzifie 1+ (m,c) < 5% si 1+ (m,c) 5%; Endocelule 1+ (c) < 5%

Tesut MAB-A (1,25 ng/mL)

Uter Negativ

Peleti de celule A498 2-3+ (m,c), 50%, 1+ (m,c) 45%

Astfel cum este ilustrat in FIG. 2, MAB-A se¢ leagi la ADAMY umani cu afinitate crescutd, dar
se leaga la ADAMOY de primate non-umane (de exempluy maimuta cynomolgus) intr-o misurd mai mica.

Secventele de aminoacizi ale domeniilor VL si VH ale MAB-A sunt furnizate mai jos in scop
ilustrativ si nu sunt conform inventiei revendicate n. Domeniile VH si VL ale MAB-A au fost umanizate,
iar CDR au fost optimizate pentru a imbundtiti afinitatea si/sau pentru a elimina potentialele pasive de
aminoacizi. CDRy3 a fost optimizat in plus pentru a imbunatiti legarea la ADAMY de primatd non-
umand, mentinind in acelasi timp afinitatea crescutd pentru AD AM9 umani.

Imunoconjugatii preferati conform prezentei inventii care cuprind 1, 2 sau toate cele 3 CDRy ale
unui domeniu VH si 1 sau 2 CDRy ale domeniului VL ale unei variante optimizate de MAB-A si, de
preferat, poseda in plus regiuni-cadru umanizate ("FR'") ale domeniilor VH si/sau VL ale MAB-A
umanizat. Alfi imunoconjugati preferati conform prezentei inventii posedd intregul domeniu VH al unei
variante umanizate/optimizate de MAB-A.

Inventia se referd in special la imunoconjugati care cuprind:

(A)

(1) cele trei CDRy, ale domeniului VL al MAB-A; si

(2) cele patru FR ale domeniului VL al unei variante umanizate de MAB-A; sau

(B) cele trei CDRy ale domeniului VH al unei variante optimizate de MAB-A; si cele trei CDRy, ale
domeniului VL al MAB-A; sau

©

(1) cele trei CDRy ale domeniului VH al unei variante optimizate de MAB-A; si

(2) cele patru FR ale domeniului VH al unei variante umanizate de MAB-A; sau

(D)

(1) domeniul VH al unei variante umanizate/optimizate de MAB-A; si

(2) domeniul VL al unei variante umanizate/optimizate de anticorp murinic MAB-A "MAB-A"
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Secventa de aminoacizi a domeniului VH al anticorpului murinic anti-ADAM9 MAB-A este
SEQ ID NO:7, ilustrati doar in scop ilustrativ si nu conform inventiei revendicate, (resturile CDRy sunt

ilustrate subliniate):
QVQLQQPGAE LVKPGASVKL SCKASGYTFT SYWMHWVKQR PGOQGLEWIGE

TTPINGHTNY NEKFKSKATL TLDKSS5STAY MQLSSLASED SAVYYCARGG

YYYYGSRDYF DYWGQGTTLT VS5

Secventa de aminoacizi a domeniului CDRy1 al MAB-A este (SEQ ID NO:8): SYWMH.

Secventa de aminoacizi a domeniului CDRy2 al MAB-A este (SEQ ID NO:9):
EIIPINGHTNYNEKFKS.

Secventa de aminoacizi a domeniului CDRy3 al MAB-A este (SEQ ID NO:10):
GGYYYYGSRDYFDY.

Secventa de aminoacizi a domeniului VL al anticorpului murinic anti-ADAM9 MAB-A este
SEQ ID NO:11, ilustrata doar in scop ilustrativ si nu conform inventiei revendicate, (resturile CDRy, sunt

ilustrate subliniate):
DIVLTQSPAS LAVSLGQRAT ISCKASQSVD YDGDSYMNWY QQTPGQPPKL

LIYAASDLES GIPARFSGSG SGTDEFTLNIH PVEEEDAATY YCQQSHEDPF
TFGGGTKLET K

Secventa de aminoacizi a domeniului CDR:;1 al MAB-A este (SEQ ID NO: 12):
KASQSVDYDGDSYMN.

Secventa de aminoacizi a domeniului CDR; 2 al MAB-A este (SEQ ID NO: 13): AASDLES.
Secventa de aminoacizi a domeniului CDR; 3 al MAB-A este (SEQ ID NO: 14): QQSHEDPFT.

B. Domenii VH si VL anti-ADAM9 umanizate/optimizate exemplificative
1. Variante de domenii VH ale MAB-A

Secventele de aminoacizi ale anumitor domenii VH anti-ADAM9 umanizate/optimizate
preferate ale MAB-A sunt variante de domeniu VH ADAM9 al MAB-A (SEQ ID NO:7).

Secventele de aminoacizi ale anumitor domenii VH anti-ADAM9 umanizate/optimizate
preferate ale MAB-A:

hMAB-A VH(2D) (SEQ ID NO:23)
hMAB-A VH(2E) (SEQ ID NO:24)

hMAB-A VH(2F) (SEQ ID NO:25)

hMAB-A VH(2A) (SEQ ID NO:20) hMAB-A VH(2G) (SEQ ID NO:26)
hMAB-A VH(2B) (SEQ ID NO:21) hMAB-A VH(2H) (SEQ ID NO:27)
hMAB-A VH(2C) (SEQ ID NO:22) hMAB-A VH(2I) (SEQ ID NO:28)
si IMAB-A VH(2J) (SEQ ID NO:29)

sunt prezentate mai jos (resturile CDRy sunt ilustrate cu o singurd subliniere; diferentele in raport cu
hMAB-A VH(1) (SEQ ID NO:7) sunt ilustrate cu subliniere dubla).

Secventele de aminoacizi ale domeniilor VH anti-ADAM9 umanizate/optimizate ale MAB-A:

hMAB-A VH(1) (SEQ ID NO:16)
hMAB-A VH(2) (SEQ ID NO:17)
hMAB-A VH(3) (SEQ ID NO:18)
hMAB-A VH(4) (SEQ ID NO:19)

sunt de asemeneca prezentate mai jos, dar secvenfele mentionate anterior nu fac parte din inventia
revendicatd in prezentul document.
hMAB-A VH(1) (SEQ ID NO:16):

EVOLVESGGG LVEKPGGSLRL SCAASGETES SYWMHWVRQA PGKGLEWVGE

ITPINGHTNY NEKFKSRFTI SLDNSKNTLY LOMGSLRAED TAVYYCARGG

YYYYGSRDYF DYWGQGTTVT V5SS
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hMAB-A VH(2) (SEQ ID NO:17):

EVOLVESGGG
ITIPIFGHTNY

LVKPGGSLRL SCAASGFETFES
NEKFKSRFTI SLDNSKNTLY

YYYYGSRDYF

DYWGQGTTVT VSS

hMAB-A VH(3) (SEQ ID NO:18):

EVQLVESGGG
ITPIFGHTNY

LVKPGGSLRL SCAASGETES
NERFQGRFTI SLDNSKNTLY

YYYYGSRDYF

DYWGQGTTVT VSS

hMAB-A VH(4) (SEQ ID NO:19):

EVQLVESGGG
ITPIFGHTNY

LVKPGGSLRL SCAASGETES
NERFQGRFTI SLDNSKNTLY

YYYYGSRDYF

DYWGQGTTVT VSS

hMAB-A VH(2A) (SEQ ID NO:20):

EVQOLVESGGG
IIPIFGHTNY

LVKPGGSLRL SCAASGETES
NEKFKSRFTI SLDNSKNTLY

YYYYEFNSGTL

DYWGQGTTVT VSS

hMAB-A VH(2B) (SEQ ID NO:21):

EVOLVESGGG
ITIPIFGHTNY

LVKPGGSLRL SCAASGETFES
NEKFKSRFTI SLDNSKNTLY

YYYYIGKGVL

hMAB-A
EVOLVESGGG

ITIPIFGHTNY

DYWGQGTTVT V5SS

VH(2C)
LVKPGGSLRL SCAASGETES

NEKFKSRFTI SLDNSKNTLY

YYYYPRFGWL

hMAB-A
EVOLVESGGG

ITIPIFGHTNY

DYWGQGTTVT VSS

VH(2D)
LVKPGGSLRL SCAASGFTFES

NEKFKSRFTI SLDNSKNTLY

YYYYTGKGVL

hMAB-A
EVQLVESGGG

ITPIFGHTNY

DYWGQGTTVT VSS

VH(2E)
LVKPGGSLRL SCAASGFTES

NEKFKSRFTI SLDNSKNTLY

YYYYDSNAVL

hMAB-A
EVQLVESGGG

IIPIFGHTNY

DYWGQGTTVT VSS

VH(2F)
LVKPGGSLRL SCAASGFTES

NEKFKSRETI SLDNSKNTLY

YYYYFHSGTL

hMAB-A
EVQLVESGGG

IIPIFGHTNY

DYWGQGTTVT VSS

VH(2G)
LVKPGGSLRL SCAASGETES

NEKFKSRFTI SLDNSKNTLY

YYYYFNKAVL

hMAB-A
EVOLVESGGG

ITPIFGHTNY

DYWGQGTTVT VSS

VH(2H)
LVKPGGSLRL SCAASGFTFES

NEKFKSRFTI SLDNSKNTLY

YYYYGGSGVL

hMAB-A
EVOLVESGGG

IIPIFGHTNY

DYWGQGTTVT V5SS

VH(2D)
LVKPGGSLRL SCAASGETES

NEKFKSREFTI SLDNSKENTLY

YYYYPROGFL
hMAB-A
EVOLVESGGG

IIPIFGHTNY

DYWGQGTTVT VSS

VH(2))
LVKPGGSLRL SCAASGFTES

NEKFKSREFTI SLDNSKNTLY

YYYYYNSGTL

DYWGQGTTVT V5SS

35

SYWMHWVRQA
LOMGSLRAED

SYWMHWVRQA
LOMGSLRAED

SYWIHWVRQA
LOMGSLRAED

SYWMHWVROA
LOMGSLRAED

SYWMHWVROA
LOMGSLRAED

(SEQ
SYWMHWVRQA

LOMGSLRAED

(SEQ
SYWMHWVRQA

LOMGSLRAED

(SEQ
SYWMHWVRQA

LOMGSLRAED

(SEQ
SYWMHWVRQA

LOMGSLRAED

(SEQ
SYWMHWVRQA

LOMGSLRAED

(SEQ
SYWMHWVRQA

LOMGSLRAED

(SEQ
SYWMHWVRQA

LOMGSLRAED

(SEQ
SYWMHWVRQA

LOMGSLRAED

PGKGLEWVGE
TAVYYCARGG

PCKGLEWVGE
TAVYYCARGG

PGKGLEWVGE
TAVYYCARGG

PGKGLEWVGE
TAVYYCARGG

PGKGLEWVGE
TAVYYCARGG

ID
PGKGLEWVGE

TAVYYCARGG

ID
PGKGLEWVGE

TAVYYCARGG

ID
PGKGLEWVGE

TAVYYCARGG

ID
PGKGLEWVGE

TAVYYCARGG

ID
PGKGLEWVGE

TAVYYCARGG

ID
PGKGLEWVGE

TAVYYCARGG

ID
PGKGLEWVGE

TAVYYCARGG

ID
PGKGLEWVGE

TAVYYCARGG

NO:22):

NO:23):

NO:24):

NO:25):

NO:26):

NO:27):

NO:28):

NO:29):
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Secvente de aminoacizi adecvate pentru FR ale unui domeniu VH anti-ADAMY umanizat si/sau
optimizat al MAB-A sunt:
Domeniul FRu1 (SEQ ID NO:30): EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFS
Domeniul FRy2 (SEQ ID NO:31): WVRQAPGKGLEWVG
Domeniul FRg3 (SEQ ID NO:32): RFTISLDNSKNTLYLQMGSLRAEDTAVYYCAR
Domeniul FRg4 (SEQ ID NO:33): WGQGTTVTVSS

Secventa de aminoacizi pentru domeniul CDRy! al unui domeniu VH anti-ADAM9 este una
dintre:
SEQ ID NO:8: SYWMH
SEQ ID NO:34: SYWIH

Secventa de aminoacizi pentru domeniul CDRy2 al unui domeniu VH anti-ADAM9 este una
dintre:
SEQ ID NO:9: EHPINGHTNYNEKFKS
SEQ ID NO:35: EIIPIFGHTNYNEKFKS
SEQ ID NO:36: EIPIFGHTNYNERFQG

Secventa de aminoacizi pentru domeniul CDRy3 al unui domeniu VH anti-ADAM9 este una
dintre:
SEQ ID NO:37:
SEQ ID NO:38:
SEQ ID NO:39:
SEQ ID NO:40:
SEQ ID NO:41:
SEQ ID NO:42:
SEQ ID NO:43:
SEQ ID NO:44:
SEQ ID NO:45:
SEQ ID NO:46:

GGYYYYFNSGTLDY
GGYYYYIGKGVLDY
GGYYYYPRFGWLDY
GGYYYYTGKGVLDY
GGYYYYDSNAVLDY
GGYYYYFHSGTLDY
GGYYYYFNKAVLDY
GGYYYYGGSGVLDY
GGYYYYPRQGFLDY
GGYYYYYNSGTLDY

Un prim lant greu IgG1l umanizat/optimizat exemplificativ al unui derivat/al unei variante de
MAB-A care nu se incadreazad in domeniul de aplicare al inventiei revendicate in prezentul document

confine domeniul hMAB-A VH (2) (SEQ ID NO:17) si are secventa de aminoacizi (SEQ ID NO:50):
EVQLVESGGG LVKPGGSLRL SCRASGFTFS SYWMHWVRQA PGKGLEWVGE

IIPIFGHTNY
YYYYGSRDYF
LVKDYFPEFPV
TQTYICNVNH
PKPKDTLMIS
QYNSTYRVVS
EPQVYTLPPS
PPVLDSDGSF

NEKFKSRETI
DYWGQGTTVT
TVSWNSGALT
KPSNTKVDEKR
RTPEVTCVVV
VLTVLHQDWL
REEMTEKNQVS
FLYSKLTVDK

SLDNSEKNTLY
VSSASTKGPS
SGVHTFPAVL
VEPKSCDKTH
DVSHEDPEVK
NGKEYKCKVS
LTCLVKGFYP
SRWOQGNVES

LOMGSLRAED
VFPLAPSSKS
QSSGLYSLSS
TCPPCPAPEL
FNWYVDGVEV
NKALPAPIEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

TAVYYCARGG
TSGGTAALGC
VVIVPSSSLG
LGGPSVFLEP
HNAKTKPREE
TISKAKGOPR
GOPENNYKTT
HYTQKSLSLS

PGX

in care X este o lizina (K) sau este absent.

Un al doilea lant greu IgG1 umanizat/optimizat exemplificativ al unui derivat/al unei variante de
MAB-A contine domeniul hMAB-A VH (2C) (SEQ ID NO:22) si are secventa de aminoacizi (SEQ ID

NO:51):
EVOLVESGGG

ITPIFGHTNY
YYYYPREGWL
LVKDYFPEPV
TOQTYICNVNH
PKPKDTLMIS
QYNSTYRVVS
EPQVYTLPPS
PPVLDSDGSFE
PGX

LVKPGGSLRL
NEKFKSRFTI
DYWGQGTTVT
TVSWNSGALT
KPSNTKVDEKR
RTPEVTCVVV
VLTVLHQODWL
REEMTKNQVS
FLYSKLTVDK

SCAASGETES
SLDNSKNTLY
V3SASTKGPS
SGVHTEFPAVL
VEPKSCDKTH
DVSHEDPEVK
NGKEYKCKVS
LTCLVKGEYP
SRWQOGNVE'S

in care X este o lizina (K) sau este absent.

SYWMHWVYROQA
LOMGSLRAED
VEPLAPSSKS
QOSSGLYSLSS
TCPPCPAPEL
FNWYVDGVEV
NKALPAPTEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

PGKGLEWVGE
TAVYYCARGG
TSGGTAALGC
VVITVPSSSLG
LGGPSVELEP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR
GOPENNYKTT
HYTOKSLSLS
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Un al treilea lant greu IgG1 umanizat/optimizat exemplificativ al unui derivat/al unei variante de
MAB-A contine domeniul hMAB-A VH (2I) (SEQ ID NO:28) si are secventa de aminoacizi (SEQ ID

NO:52):
EVOLVESGGG

ITPIFGHTNY
YYYYPROGFL
LVKDYFPEPV
TOTYICNVNH
PKPKDTLMIS
QYNSTYRVVS
EPQVYTLPPS
PPVLDSDGSE
PGX

LVKPGGSLRL
NEKFKSRFTI
DYWGQGTTVT
TVSWNSGALT
KPSNTKVDKR
RTPEVTCVVV
VLTVLHQODWL
REEMTKNQVS
FLYSKLTVDK

SCAASGEFTES
SLDNSKNTLY
VSSASTKGPS
SGVHTFPAVL
VEPKSCDKTH
DVSHEDPEVK
NGKEYKCKVS
LTCLVEKGEYP
SRWOQGNVES

in care X este o lizina (K) sau este absent.

SYWMHWVYROQA
LOMGSLRAED
VFPLAPSSKS
QSSGLYSLSS
TCPPCPAPEL
FNWYVDGVEV
NKALPAPIEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

PGKGLEWVGE
TAVYYCARGG
TSGGTAALGC
VVIVPSSSLG
LGGPSVELEP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR
GOPENNYKTT
HYTOQKSLSLS

Astfel cum este furnizat anterior, domeniile CH2-CH3 ale regiunii Fc pot fi modificate, de

exemplu, pentru a reduce functia efectoare si/sau pentru a introduce un situs de conjugare si/sau pentru a
prelungi timpul de injumiititire seric. In anumite variante de realizare, domeniile CH2-CH3 ale lanturilor
grele IgG1 umanizate/optimizate exemplificative conform inventiei cuprind una sau mai multe substitufii
selectate dintre: L234A, L235A, M252Y, S254T, T256E si S442C.

Prin urmare, un al patrulea lan{ greu IgG1 umanizat/optimizat exemplificativ al unui derivat/al
unei variante de MAB-A contine domeniul hMAB-A VH (21) (SEQ ID NO:28) si cuprinde in plus
substitutiile L234A si L235A in domeniile CH2-CH3 ale regiunii Fc (SEQ ID NO:78) si are secventa de

aminoacizi
EVOLVESGGG

ITPIFGHTNY
YYYYPROGFL
LVKDYFPEPV
TQTYICNVNH
PKPKDTLMIS
QYNSTYRVVS
EPQVYTLPPS
PPVLDSDGSFE
PGX

LVKPGGSLRL
NEKFKSRFTI
DYWGQGTTVT
TVSWNSGALT
KPSNTKVDKR
RTPEVTCVVV
VLTVLHQDWL
REEMTEKNQVS
FLYSKLTVDK

(SEQ
SCAASGETES

SLDNSKNTLY
VSSASTKGPS
SGVHTFPAVL
VEPKSCDKTH
DVSHEDPEVK
NGKEYKCKVS
LTCLVKGEYP
SRWOQGNVES

in care X este o lizina (K) sau este absent.

SYWMHWVROQA
LOMGSLRAED
VEPLAPSSKS
QSSGLYSLSS
TCPPCPAPEA
FNWYVDGVEV
NKALPAPIEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

ID
PGKGLEWVGE

TAVYYCARGG
TSGGTAALGC
VVTVPSSSLG
AGGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR
GQPENNYKTT
HYTQKSLSLS

NO:141)

Un al cincilea lant greu IgG1 umanizat/optimizat exemplificativ al unui derivat/al unei variante
de MAB-A contine domeniul hMAB-A VH (2I) (SEQ ID NO:28) si cuprinde in plus substitufia S442C
in domeniile CH2-CH3 ale regiunii Fc (SEQ ID NO:79) si are secventa de aminoacizi (SEQ ID

NO:142):
EVOLVESGGG

ITPIFGHTNY
YYYYPROGFL
LVKDYFPEPV
TOTYICNVNH
PKPKDTLMIS
QYNSTYRVVS
EPQVYTLPPS
PPVLDSDGSFE
PGX

LVKPGGSLRL
NEKFKSRETI
DYWGQGTTVT
TVSWNSGALT
KPSNTKVDKR
RTPEVTCVVV
VLTVLHQDWL
REEMTEKNQVS
FLYSKLTVDK

SCAASGEFTES
SLDNSKNTLY
VSS5ASTKGPS
SGVHTFPAVL
VEPKSCDKTH
DVSHEDPEVK
NGKEYKCKVS
LTCLVKGEYP
SRWOQGNVES

in care X este o lizind (K) sau este absent.

SYWMHWVROA
LOMGSLRAED
VEPLAPSSKS
QSSGLYSLSS
TCPPCPAPEL
FNWYVDGVEV
NKALPAPTEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

PGKGLEWVGE
TAVYYCARGG
TSGGTAALGC
VVTVPSSSLG
LGGPSVEFLEP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR
GOPENNYKTT
HYTOKSLCLS

Un al saselea lant greu IgG1 umanizat/optimizat exemplificativ al unui derivat/al unei variante
de MAB-A contine domeniul hMAB-A VH (2I) (SEQ ID NO:28) si cuprinde in plus substitutiile
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L234A, L235A si S442C in domeniile CH2-CH3 ale regiunii Fc (SEQ ID NO:80) si are secventa de
aminoacizi (SEQ ID NO:143):

EVQLVESGGG
IIPIFGHTNY
YYYYPRQGFL
LVKDYFPERV
TOQTYICNVNH
PKPKDTLMIS
QYNSTYRVVS
EPQVYTLPPS
PPVLDSDGSFE
PGX

LVKPGGSLRL
NEKFKSRETI
DYWGQGTTVT
TVSWNSGALT
KPSNTKVDKR
RTPEVTCVVV
VLTVLHODWL
REEMTKNQVS
FLYSKLTVDK

SCAASGIETES
SLDNSKNTLY
VSSASTKGPS
SGVHTFPAVL
VEPKSCDKTH
DVSHEDPEVK
NGKEYKCEKVS
LTCLVKGEYP
SRWOQOGNVES

in care X este o lizina (K) sau este absent.

Un al saptelea lant greu IgG1 umanizat/optimizat exemplificativ al unui derivat/al unei variante
de MAB-A contine domeniul hMAB-A VH (2I) (SEQ ID NO:28) si cuprinde in plus substitutiile
M252Y, S254T si T256E in domeniile CH2-CH3 ale regiunii Fc (SEQ ID NO:147) si are secventa de

aminoacizi
EYQLVESGSG
ITIPLIRFGHTNY
YYYYPRQGFL
LYKDYEFPERV
TOTY ICNVNE
PKPhDTLElT
GYNSTYRYVE
EPQVYTLERS

P
FPVLLIDGSE

s
t\:K

LVEPGGSLRL
RERPFKESRETI
DYWGQGTTYT
TYSHNSGALT
KPSNTKVDER
REPEVICVVY
VETVLHQDKL
REEMTENGVS

LY VDK

-
LA ) KLT

(SEQ
SCRASCGFETES
SLODNSENTLY
VESAITRGES
SGVHTFPAVL
VEPKICDKTH
VSHEDPEVE
NGEKEYRIKWVES

LTCLVEGEYER

SRWOOGNVES

care X este o lizind (K) sau este absent.

SYWMHWVROA
LOMGSLRAED
VFPLAPSSKS
QSSGLYSLSS
TCPPCPAPEA
FNWYVDGVEV
NKALPAPIEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

PGKGLEWVGE
TAVYYCARGG
TSGGTAALGC
VVTVPSSSLG
AGGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR
GQPENNYKTT
HYTQKSLCLS

SYWMEWVRQA

CSVMEEALIN

ID
FPEHGLEWVG

} TAVY YUARGE

TEGGETARLGC
VVIVERESLG
LGGPSVELET
HNAKTRPRER
TISHARGOER

I GOPENNYKTT

. .
MY TORELSLS

NO:151):

Un al optulea lant greu IgG1 umanizat/optimizat exemplificativ al unui derivat/al unei variante
de MAB-A confine domeniul hMAB-A VH (21) (SEQ ID NO:28) si cuprinde in plus substitutiile

M252Y, S254T, T256E si S442C in domeniile

secventa
EVQLVESGGG

ITPIFGHTNY
YYYYPROGEL
LVKDYFPEPV
TOTYICNVNH

PKPKDTLYIT

QYNSTYRVVS
EPQOVYTLPPS
PPVLDSDGSFE
PGX

de
LVKPGGSLRL

NEKFKSRETI
DYWGQGTTVT
TVSWNSGALT
KPSNTKVDKR
REPEVTICVVV
VLTVLHQDWL
REEMTKNQVS
FLYSKLTVDK

aminoacizi
SCAASGFTFS

SLDNSKNTLY
VSSASTKGES
SGVHTFPAVL
VEPKSCDKTH
DVSHEDPEVK
NGEKEYKCEKVS
LTCLVKGEFYP
SRWOOGNVE'S

in care X este o lizina (K) sau este absent.

CH2-CH3 ale regiunii Fc (SEQ ID NO:148) si are

(SEQ
SYWMHWVROA

LOMGSLRAED
VEFPLAPSSKS
QSSGLYSLSS
TCPPCPAPEL
FNWYVDGVEV
NEKALPAPIEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

ID
PGKGLEWVGE

TAVYYCARGG
TSGGTAALGC
VVTVPSSSLG
LGGPSVFLEP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR
GOPENNYKTT
HYTOKSLCLS

NO:152):

Un al noudlea lant greu IgG1 umanizat/optimizat exemplificativ al unui derivat/al unei variante
de MAB-A contine domeniul hMAB-A VH (2I) (SEQ ID NO:28) si cuprinde in plus substitutiile
L234A, L235A, M252Y, S254T si T256E in domeniile CH2-CH3 ale regiunii Fc (SEQ ID NO:149) si

are secventa

de

aminoacizi

(SEQ

ID

NO:153):
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EVOLVESGEG LVKPGGESLRL SCAAD SYWMHWVROA PGEGLEWVGE
IIPIFGHTHNY MNEKFRZRETI SLDNSENTLY LOMGSLRARED TAVYYCARGE
YEYYPROGEL LYW TTVT VEBASTEGPE LAPSSHES TSGGTARALGC
LVEDYFPEDV TVSWNEGRLT SCOVETFPAVL GLYSLSS VVIVESSSLG
FQTYICNVHNE KPSNTRVDRR VEPKSTDKTH TCPPCPAREA AGGPIVELEP
FEPEDTLYIT REPEVTICVVY DVZEEDPEVK FNWYVDGVEV HNAKTHPRE
QYNSTYRVVE VLIVLEQDWIL NGKREYRC TISKAKGUPR

ERQVYTLPRS v"E’*I’"KNQVQ' LTCLVKGEYF CQPE“NYKTT
FRVLDSDESEY FLYSKLIVIN SRWOQOGNVES COVMHEALHN HYTOESLSELS
BOGE

in care X este o lizina (K) sau este absent.

Un al zecelea lant greu IgG1 umanizat/optimizat exemplificativ al unui derivat/al unei variante
de MAB-A contine domeniul hMAB-A VH (2I) (SEQ ID NO:28) si cuprinde in plus substitutiile
L234A, L235A, M252Y, S254T, T256E si S442C in domeniile CH2-CH3 ale regiunii Fe (SEQ ID

NO:150) si are secventa de aminoacizi (SEQ ID NO:154):

EVOLVESGGG
ITPIFGHTNY
YYYYPROGFL
LVKDYFPEPV
TOQTYICNVNH

PKPKDTLYIT

QYNSTYRVVS
EPQVYTLPPS
PPVLDSDGSFE
PGX

LVKPGGSLRL
NEKFKSRFTI
DYWGQGTTVT
TVSWNSGALT
KPSNTKVDEKR
REPEVICVVYV
VLTVLHQODWL
REEMTKNQVS
FLYSKLTVDK

SCAASGETES
SLDNSKNTLY
V3SASTKGPS
SGVHTEFPAVL
VEPKSCDKTH
DVSHEDPEVK
NGKEYKCKVS
LTCLVKGEYP
SRWOOGNVE'S

in care X este o lizina (K) sau este absent.

2. Variante de domenii VL ale MAB-A

Secventele de aminoacizi ale domeniilor VL anti-ADAM9 umanizate/optimizate preferate ale

SYWMHWYROA
LOMGSLRAED
VEPLAPSSKS
QSSGLYSLSS
TCPPCPATPEA
FNWYVDGVEV
NKALPAPTEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

PGKGLEWVGE
TAVYYCARGG
TSGGTARLGC
VVTVPSSSLG
AGGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TTSKAKGQPR
GQPENNYKTT
HYTOKSLCLS

MAB-A sunt variante de domeniu VL. ADAM9 al MAB-A (SEQ ID NO:11).

Secventele de aminoacizi ale unui domeniu VL anti-ADAM9 umanizat preferat al MAB-A:
hMAB-A VL(1) (SEQ ID NO:54) si ale anumitor domenii VL anti-ADAM9 umanizate/optimizate
preferate ale MAB-A: hMAB-A VL(2) (SEQ ID NO:55), hMAB-A VL(3) (SEQ ID NO:56), and
hMAB-A VL4) (SEQ ID NO:57), sunt prezentate mai jos (resturile CDRy. sunt ilustrate cu o singurd

subliniere; diferentele in raport cu hMAB-A VL(1) (SEQ ID NO:54) sunt ilustrate cu subliniere dubla).

hMAB-A VL(1) (SEQ ID NO:54):
DIVMTQSPDS LAVSLGERAT ISCKASQSVD

LIYAASDLES

TFGOGTKLET

GIPARFSGSG
K

YDGDSYMNWY

SGTDFTLTIS

hMAB-A VL(2) (SEQ ID NO:55):
DIVMTQSPDS LAVSLGERAT TISCKASQSVD

LIYAASDLES GIPARFESGSG SGTDETLTIS

TFGQOGTKLET

K

SLEPEDFATY

YSGDSYMNWY

hMAB-A VL(3) (SEQ ID NO:56):
DIVMTQSPDS LAVSLGERAT ISCRASQSVD

LIYAASDLES GIPARFSGSG SGTDFTLTIS

TFGQOGTKLEI

K

SLEPEDFATY

YSGDSYMNWY

hMAB-A VL(4) (SEQ ID NO:57):
DIVMTQSPDS LAVSLGERAT ISCBASQSVD

LIYAASDLES GIPARFSGSG SGTDEFTLTIS

TFGOGTKLET

In consecinti, secvente de aminoacizi adecvate pentru FR ale unui domeniu VL anti-ADAM9

K

SLEPEDFATY

YSGDSYLNWY

umanizat si/sau optimizat al MAB-A sunt:

SLEPEDFATY

QOKPGQPPKL
YCQOSHEDPE

QQKPGQPPKL
YCQOSHEDPE

OQKPGOPPKIL
YCQQSHEDPF

QQKPGQPPKL
YCQOSYSTPF
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Domeniul FR.1 (SEQ ID NO:58): DIVMTQSPDSLAVSLGERATISC
Domeniul FR1.2 (SEQ ID NO:59): WYQQKPGQPPKLLIY

Domeniul FR13 (SEQ ID NO:60):
GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYC

Domeniul FRi 4 (SEQ ID NO:61): FGQGTKLEIK

Secventa de aminoacizi pentru domeniul CDR;1 al unui domeniu VL anti-ADAM9 este una
dintre:
SEQ ID NO:12: KASQSVDYDGDSYMN
SEQ ID NO:62: KASQSVDYSGDSYMN
SEQ ID NO:63: RASQSVDYSGDSYMN
SEQ ID NO:64: RASQSVDYSGDSYLN

Secventa de aminoacizi pentru domeniul CDR:3 al unui domeniu VL anti-ADAM9 este una
dintre:
SEQ ID NO:14: QQSHEDPFT
SEQ ID NO:65: QQSYSTPFT

Un lant usor IgG1 umanizat/optimizat exemplificativ al unui derivat/al unei variante de MAB-A
contine domeniul hMAB-A VL (2) (SEQ ID NO:55) si are secventa de aminoacizi (SEQ ID NO:68):
DIVMTQSPDS LAVSLGERAT ISCKASQSVD YSGDSYMNWY QOKPGQPPKL
LIYAASDLES GIPARFSGSG SGTDFTLTIS SLEPEDFATY YCQQSHEDPFE
TFGOGTKLEI KRTVAAPSVE IFPPSDEQLK SGTASVVCLL NNEYPREAKV
QWKVDNALQS GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY EKHKVYACEV
THQGLSSPVT KSENRGEC

Inventia are in vedere in plus astfel de imunoconjugati care cuprind in plus oricare dintre MAB-
A FRul, FRu2, FRyu3 sau FRu4, FRr1, FR12, FR13 sau FRr 4 umanizati furnizafi anterior si in special are
in vedere astfel de imunoconjugati care cuprind FRyl, FRu2, FRu3 si FRu4 si/sau care cuprind FRy1,
FR12, FR1 3, FR14 si FRul.

In unele variante de realizare, anticorpul anti-ADAMY umanizat/optimizat sau fragmentul de
legare a ADAMO al acestuia include un domeniu CDRgl, un domeniu CDRg2 si un domeniu CDR#3 si
un domeniu CDR_1, un domeniu CDR;2 si un domeniu CDR;3 care au secventele selectate din grupul
constand din:

(a) SEQ ID NO: 8, 35 51 37 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
b) SEQ ID NO: 8, 35 si 38 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(c) SEQ ID NO: 8, 35 s1 39 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(d) SEQ ID NO: 8, 35 si 40 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(e) SEQ ID NO: 8, 35 si 41 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(f) SEQ ID NO: 8, 35 51 42 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(g) SEQ ID NO: 8, 35 si 43 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(hy) SEQ ID NO: 8, 35 si 44 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(1) SEQ ID NO: 8, 35 5145 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14; si
() SEQ ID NO: 8, 35 51 46 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14.

In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat/optimizat sau fragmentul de
legare a ADAMO al acestuia include un domeniu CDRgl, un domeniu CDRg2 si un domeniu CDR#3 si
un domeniu CDRr1, un domeniu CDR:2 si un domeniu CDR13 care au secventele SEQ ID NO: 8, 35 si
45 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14.

In unele variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat/optimizat sau fragmentul de
legare a ADAMY al acestuia include un domeniu variabil al lantului greu (VH) si un domeniu variabil al
lantului usor (VL) care au secvente care sunt cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin 99% sau sunt 100%
identice cu secventele dupd cum urmeaza:

(a) SEQ ID NO:20 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(b) SEQ ID NO:21 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(c) SEQ ID NO:22 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(d) SEQ ID NO:23 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(e) SEQ ID NO:24 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(f) SEQ ID NO:25 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
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(g) SEQ ID NO:26 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(hy SEQ ID NO:27 si, respectiv, SEQ ID NO:55;
(1) SEQ ID NO:28 si, respectiv, SEQ ID NO:55; si
() SEQ ID NO:29 si, respectiv, SEQ ID NO:55

Prin "in mod substantial identicd" sau "identica" se intelege o polipeptida care prezinta cel putin
50% identitate cu o secventd de aminoacizi de referintd (de exemplu oricare dintre secventele de
aminoacizi descrise in prezenta inventie). De preferat, o astfel de secventd este cel putin 60%, mai de
preferat cel putin 80% sau cel putin 85% si mai de preferat cel putin 90%, cel putin 95%, cel pufin 99%
sau chiar 100% identica la nivel de aminoacizi sau acid nucleic cu secventa utilizat pentru comparatie.

Identitatea de secventd este de obicei misurati utilizind un software de analizi a secventelor (de
exemplu pachetul Sequence Analysis Software Package de la Genetics Computer Group, Centrul de
biotehnologiec al Universitdtii din Wisconsin, 1710 University Avenue, Madison, Wisconsin 53705,
programele BLAST, BESTFIT, GAP sau PILEUP/PRETTYBOX). Un astfel de software potriveste
secvente identice sau similare prin atribuirea unor grade de omologie diverselor substitutii, deletii si/sau
alte modificari. Substitutiile conservatoare includ de obicei substitutii in cadrul urmitoarelor grupari:
glicind, alanind; valind, izoleucind, leucind; acid aspartic, acid glutamic, asparagini, glutamind; serind,
treonind; lizind, arginind; si fenilalanind, tirozina. Intr-o abordare exemplificativd pentru determinarca
gradului de identitate, poate fi utilizat un program BLAST, cu un scor de probabilitate intre ¢ si ¢'® care
indicd o secventd strans inrudita.

In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat/optimizat sau fragmentul de
legare a ADAMY al acestuia include un domeniu variabil al lantului greu (VH) si un domeniu variabil al
lantului usor (VL) care au secvente care sunt cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin 99% sau sunt 100%
identice cu secventele SEQ ID NO:28 si, respectiv, SEQ ID NO:55.

In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat/optimizat cuprinde o
secventd de lant greu si o secventd de lant usor, dupa cum urmeaza:
(a) SEQ ID NO:51 si, respectiv, SEQ ID NO:68;

(b) SEQ ID NO:52 si, respectiv, SEQ ID NO:68

(c) SEQ ID NO: 141 si, respectiv, SEQ ID NO:68;
(d) SEQ ID NO:142 si, respectiv, SEQ ID NO:68;
(e) SEQ ID NO: 143 si, respectiv, SEQ ID NO:68;
(f) SEQ ID NO: 151 si, respectiv, SEQ ID NO:68;
(g) SEQ ID NO: 152 si, respectiv, SEQ ID NO:68;
(hy SEQ ID NO:153 si, respectiv, SEQ ID NO:68; si
(1) SEQ ID NO: 154 si, respectiv, SEQ ID NO:68.

In anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat/optimizat cuprinde un lant
greu care are secventa SEQ ID NO:52 si un lant usor care are secventa SEQ ID NO:68. In alte anumite
variante de realizare, anticorpul anti-ADAM?9 umanizat/optimizat cuprinde un lant greu care are secventa
SEQ ID NO:142 si un lant usor care are secventa SEQ ID NO:68. In alte variante de realizare, anticorpul
anti-ADAMY9 umanizat/optimizat este modificat pentru a prelungi timpul de injumdtitire sericd si
cuprinde un lant greu care are secventa SEQ ID NO:151 si un lant usor care are secventa SEQ ID NO:68.
In alte anumite variante de realizare, anticorpul anti-ADAM9 umanizat/optimizat este modificat pentru a
prelungi timpul de injumdtatire sericd si pentru conjugarea specifica situsului si cuprinde un lant greu care
are secventa SEQ ID NO: 152 si un lant usor care are secventa SEQ ID NO:68.

Prezenta inventie are in vedere, de asemenea, in mod expres imunoconjugati care se leagd
imunospecific la un epitop al unei polipeptide ADAM9Y umane si care cuprind oricare dintre domeniile
VL sau VH anti-ADAM9 MAB-A umanizate/optimizate furnizate anterior. Prezenta inventie are in
vedere in special astfel de anticorpi anti-ADAMS9 si fragmente de legare a ADAMY ale acestora care
cuprind oricare dintre urmitoarcle combinatii de domenii VL sau VH anti-ADAM9
umanizate/optimizate:

Combinatii hMAB-A VH/hMAB-A VL

hMAB-A VH(2D) / hMAB-A VL(1)
hMAB-A VH(2D) / hMAB-A VL(2)

hMAB-A VH(2D) /hMAB-A VL(3)
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Combinatii hMAB-A VH/hMAB-A VL

hMAB-A VH(2D) / hMAB-A VL(4)

hMAB-A VH(2E) / hMAB-A VL(1)

hMAB-A VH(2E) / hMAB-A VL(2)

hMAB-A VH(2E) / hMAB-A VL(3)

hMAB-A VH(2E) / hMAB-A VL(4)

hMAB-A VH(2F) / hMAB-A VL(1)

hMAB-A VH(2F) / hMAB-A VL(2)

hMAB-A VH(2F) / hMAB-A VL(3)

hMAB-A VH(2F) / hMAB-A VL(4)

hMAB-A VH(2G) / hMAB-A VL(1)

hMAB-A VH(2G) / hMAB-A VL(2)

hMAB-A VH(2G) /hMAB-A VL(3)

hMAB-A VH(2G) / hMAB-A VL(4)

hMAB-A VH(2A) / hMAB-A VL(1)

hMAB-A VH(2H) / hMAB-A VL(1)

hMAB-A VH(2A) / hMAB-A VL(2)

hMAB-A VH(2H) / hMAB-A VL(2)

hMAB-A VH(2A) / hMAB-A VL(3)

hMAB-A VH(2H) /hMAB-A VL(3)

hMAB-A VH(2A) / hMAB-A VL(4)

hMAB-A VH(2H) / hMAB-A VL(4)

hMAB-A VH(2B) / hMAB-A VL(1)

hMAB-A VH(2I) / hMAB-A VL(1)

hMAB-A VH(2B) / hMAB-A VL(2)

hMAB-A VH(2I) / hMAB-A VL(2)

hMAB-A VH(2B) / hMAB-A VL(3)

hMAB-A VH(21) / hMAB-A VL(3)

hMAB-A VH(2B) / hMAB-A VL(4)

hMAB-A VH(2I) / hMAB-A VL(4)

hMAB-A VH(2C) / hMAB-A VL(1)

hMAB-A VH(2J) / hMAB-A VL(1)

hMAB-A VH(2C) / hMAB-A VL(2)

hMAB-A VH(2J) / hMAB-A VL(2)

hMAB-A VH(2C) / hMAB-A VL(3)

hMAB-A VH(2I) / hMAB-A VL(3)

hMAB-A VH(2C) / hMAB-A VL(4)

hMAB-A VH(2J) / hMAB-A VL(4)

Prezenta inventie cuprinde in mod specific imunoconjugati care cuprind un domeniu VL si/sau
VH anti-ADAMY umanizat/optimizat, astfel cum este furnizat anterior. In anumite variante de realizare,
imunoconjugatii conform prezentei inventii cuprind (i) un domeniu VL si/sau VH anti-ADAM9
umanizat/optimizat astfel cum este furnizat anterior si (ii) o regiune Fc.

Desi anumite modificiri ale domeniilor VH si VL anti-ADAM9 sunt rezumate mai sus si
comparate in FIG. 3A-3B, nu este necesard modificarea tuturor sau a majoritdtii acestor resturi atunci
cand se modificd un domeniu VH sau VL anti-ADAMY umanizat si/sau optimizat conform inventiei.
Prezenta inventie cuprinde, de asemenea, variatii minore ale acestor secvente VH si VL care includ, de
exemplu, substitufii de aminoacizi ale resturilor de aminoacizi C-terminale si/sau N-terminale care pot fi
introduse pentru a facilita subclonarea.

II1. Conjugati medicamentosi cu anticorpi
Definitii

Termenul "imunoconjugat,” "conjugat” sau "ADC" astfel cum este utilizat in prezenta inventie,
se referd la un compus sau un derivat al acestuia (un agent farmacologic) care este legat la sau conjugat cu
un anticorp anti-ADAMY9 sau un fragment de legare a ADAMY al acestuia, astfel cum este descris in
prezenta inventie.

Un "linker" este orice fractiune chimicd ce este capabild si se lege la un agent farmacologic
descris in prezenta inventie (de exemplu compusi maitansinoizi sau (indolinobenzodiazepind)), la un
anticorp anti-ADAM?Y sau la un fragment de legare a ADAMY al acestuia, intr-un mod covalent stabil.
Linkerii pot fi susceptibili sau pot fi in mod substantial rezistenti la clivarea indusd de acid, clivarea
indusd de lumind, clivarea indusa de peptidazd, clivarea indusd de esteraza si clivarea legaturii disulfurice,
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in condifiile in care compusul sau anticorpul rdmane activ. Linkeri adecvati sunt bine cunoscuti in
domeniu si includ, de exemplu, grupdri de disulfurd, grupari de tioeter, grupari labile acide, grupari
fotolabile, grupari labile de peptidaza si grupdri labile de esterazi. Linkerii includ, de asemenea, linkeri cu
sarcind si forme hidrofile ale acestora, astfel cum este descris in prezenta invenfie si cunoscut in stadiul
tehnicii.

Termenul "alchil” astfel cum este utilizat in prezenta inventie se referd la un radical de
hidrocarburd monovalent saturat cu lant liniar sau ramificat cu unul pana la doufzeci de atomi de carbon.
Exemple de alchil includ, dar fard a se limita la, metil, etil, 1-propil, 2-propil, 1-butil, 2-metil-1-propil, -
CH>CH(CHz3),), 2-butil, 2-metil-2-propil, 1-pentil, 2-pentil 3-pentil, 2-metil-2-butil, 3-metil-2-butil, 3-
metil-1-butil, 2-metil-1-butil, 1-hexil), 2-hexil, 3-hexil, 2-metil-2-pentil, 3-metil-2-pentil, 4-metil-2-pentil,
3-metil-3-pentil, 2-metil-3-pentil, 2,3-dimetil-2-butil, 3,3-dimetil-2-butil, 1-heptil, 1-octil si altele
asemenea. De preferintd, alchilul are unul pani la zece atomi de carbon. Mai de preferat, alchilul are unul
pand la patru atomi de carbon.

Numdrul de atomi de carbon dintr-o grupare poate fi specificat aici prin prefixul "Ci.", in care x
si xx sunt numere intregi. De exemplu, "Cy.4alchil” este o grupare alchil care are de la 1 pana la 4 atomi
de carbon.

Termenii "compus” sau "compus citotoxic” sau "agent citotoxic" sunt utilizati in mod
interschimbabil. Se intenfioneaza ca acestia s includd compusi pentru care a fost dezviluitd in prezenta
inventie o structurd sau o formuld sau pentru care a fost incorporat/a prin referintd o structurd sau o
formula sau orice derivat al acestora. Termenul include, de asemenea, stereoizomeri, izomeri geometrici,
tautomeri, solvati, metaboliti si siruri (de exemplu saruri acceptabile din punct de vedere farmaceutic) ale
unui compus cu toate formulele dezviluite in prezenta inventie. Termenul include, de asemenea, orice
solvati, hidrati si polimorfi ai oriciruia dintre cei mentionati anterior. Mentionarea specificd a
"stereoizomerilor," "izomerilor geometrici," "tautomerilor," "solvatilor," "metabolitilor," "sirurilor",
"conjugatilor," "sdrurilor conjugatilor," "solvatilor," "hidratilor" sau "polimorfilor" in anumite aspecte ale
inventiei descrise in prezenta cerere, nu trebuie interpretatd ca o omisiune intentionata a acestor forme in
alte aspecte ale inventiei, atunci cind termenul "compus" se utilizeazd fiard mentionarea acestor alte
forme.

Termenul "chiral" se referd la molecule care au proprietatea de non-superimpozabilitate a
imaginii in oglindd a partenerului, in timp ce termenul "achiral" se referd la molecule care sunt
superimpozabile cu imaginea in oglindi a partenerului acestora.

Termenul "stereoizomer" se referd la compusi care au o constitutiec chimicd si conectivitate
identicd, insi orientdri diferite in spatiu ale atomilor acestora care nu pot fi interconvertite prin rotatie in
jurul unei legéturi unice.

"Diastereomer" se referd la un stereoizomer cu doi sau mai multi centri de chiralitate si ale carui
molecule nu sunt imaginea in oglindd una a celeilalte. Diastereomerii au proprietiti fizice diferite, de
exemplu puncte de topire, puncte de fierbere, proprietdfi spectrale si reactivitdti. Amestecurile de
diastereoizomeri se pot separa prin procedee analitice de inaltd rezolutie, cum ar fi cristalizarea,
electroforeza si cromatografia.

"Enantiomeri" sc referd la doi stereoizomeri ai unui compus care sunt imagini in oglinda non-
superimpozabile unul a celuilalt.

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

Termenul "tautomer” sau "formid tautomerici" se referd la izomeri structurali cu energii
diferite care sunt interconvertibili printr-o barierd energetica scizutd. De exemplu, tautomerii protonici
(cunoscuti si sub denumirea de tautomeri prototropici) includ interconversii prin migrarea unui proton,
cum ar fi izomerizari ceto-enolice si imino-enaminice. Tautomerii de valentd includ interconversii prin
reorganizarea unora dintre electronii de legare.

Termenul "reactiv la imind" se referd la un reactiv care este capabil sa reactioneze cu o grupare
iminicd. Exemple de reactiv la imind includ sulfiti (H>SOs, HoSO, sau o sare a HSO3", SO3% sau HSOy
formatii cu un cation), metabisulfit (H»S,Os sau o sare a S;Os>formati cu un cation), mono, di, tri si tetra-
tiofosfati (POsSH;, PO2S:Hs, POS;H;, PS4H; sau o sare a PO3S*, PO»S,*, POS5* sau PS> formati cu un
cation), esteri ai tiofosfatilor ((R'0)PS(ORY), RISH, R!SOH, RISO,H, RISO;H), diverse amine
(hidroxilamind (de exemplu NH,OH), hidrazini (de exemplu NH,NH,), NH.O-R!, R"NH-R!, NH,-R),
NH,-CO-NH,, NH>-C(=S)-NHy tiosulfat (H,S;03 sau o sare a S,0:> formati cu un cation), ditionit
(H2S,04 sau o sare a S>04% formatd cu un cation), fosforoditioat (P(=S)(OR¥)(SH)(OH) sau o sare a
acestuia formatd cu un cation), acid hidroxamic (R*C(=0)NHOH sau o sare formati cu un cation),
hidrazidd (R*CONHNH,), sulfoxilat de formaldehidd (HOCH,SO,H sau o sare a HOCH,SO, formati cu
un cation, cum ar fi HOCH,SO>Na*), nucleotida glicatd (cum ar fi GDP-manoz3), fludarabinid sau un
amestec al acestora, in care R! i RY sunt fiecare in mod independent un alchil liniar sau ramificat care are
1 pand la 10 atomi de carbon si sunt substituiti cu cel pufin un substituent selectat dintre -N(RY),, -CO>H, -
SOsH si -POsH; Ri si R¥ pot fi in mod optional substituiti suplimentar cu un substituent pentru un alchil
descris in prezenta inventie; RY este un alchil liniar sau ramificat care are 1 pani la 6 atomi de carbon; si
R¥ este un alchil, alchenil sau alchinil liniar, ramificat sau ciclic care arc 1 pani la 10 atomi de carbon,
aril, heterociclil sau heteroaril (de preferat, R* este un alchil liniar sau ramificat care are 1 pani la 4 atomi
de carbon; mai de preferat, R* este metil, etil sau propil). De preferat, cationul este un cation monovalent,
cum ar fi Na* or K*. De preferat, reactivul imin-reactiv este selectat dintre sulfiti, hidroxilamind, uree si
hidrazini. Mai de preferat, reactivul la imind este NaHSO3 sau KHSOs.

Termenul "cation" se referd la un ion cu sarcind pozitivd. Cationul poate fi monovalent (de
exemplu Na+, K+, NH4+ etc.), bivalent (de exemplu Ca2+, Mg2+etc.) sau multivalent (de
exemplu A13+ etc.). De preferat, cationul este monovalent.

Termenul "sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic" astfel cum este utilizat in
prezenta inventie, se referd la saruri organice sau anorganice acceptabile din punct de vedere farmaceutic
ale unui compus conform inventiei. Exemple de saruri includ sulfat, citrat, acetat, oxalat, clorura,
bromuri, iodura, azotat, bisulfat, fosfat, fosfat acid, izonicotinat, lactat, salicilat, citrat acid, tartrat, oleat,
tanat, pantotenat, bitartrat, ascorbat, succinat, maleat, gentisinat, fumarat, gluconat, glucuronat, zaharat,
format, benzoat, glutamat, metansulfonat "mesilat”, etansulfonat, benzensulfonat, p-toluensulfonat, siruri
de pamoat (adicd 1,1'-metilen-bis-(2-hidroxi-3)-naftoat)), saruri de metale alcaline (de exemplu sodiu si
potasiu), siruri de metale alcalino-pdmantoase (de exemplu magneziu) si siruri de amoniu. O sare
acceptabild din punct de vedere farmaceutic poate implica includerea unei alte molecule, cum ar fi un ion
de acetat, un ion de succinat sau alt contra-ion. Contra-ionul poate fi orice fragment organic sau anorganic
ce stabilizeaza sarcina de pe compusul parinte. in plus, o sare acceptabild farmaceutic poate avea in
structura sa mai mult de un atom cu sarcind. In cazuri in care din sarea acceptabild farmaceutic fac parte
mai multi atomi cu sarcind, pot exista mai multi contra-ioni. Prin urmare, o sare acceptabild din punct de
vedere farmaceutic poate avea unul sau mai mulfi atomi cu sarcind si/sau unul sau mai multi contra-ioni.

In cazul in care compusul este o bazi, sarea acceptabild din punct de vedere farmaceutic doriti
poate fi preparatd prin orice procedeu adecvat disponibil in stadiul tehnicii, de exemplu, tratarea bazei
libere cu un acid anorganic, cum ar fi acid clorhidric, acid bromhidric, acid sulfuric, acid azotic, acid
metansulfonic, acid fosforic si altele asemenea sau cu un acid organic, cum ar fi acid acetic, acid maleic,
acid succinic, acid mandelic, acid fumaric, acid malonic, acid piruvic, acid oxalic, acid glicolic, acid
salicilic, un acid piranozidilic, cum ar fi acid glucuronic sau acid galacturonic, un alfa-hidroxi-acid, cum
ar fi acid citric sau acid tartric, un aminoacid, cum ar fi acid aspartic sau acid glutamic, un acid aromatic,
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cum ar fi acid benzoic sau acid cinamic, un acid sulfonic, cum ar fi acid p-toluensulfonic sau acid
etansulfonic sau altele asemenea.

In cazul in care compusul este un acid, sarea acceptabild din punct de vedere farmaceutic doriti
poate fi preparatd prin orice procedeu adecvat, de exemplu tratarea acidului liber cu o bazi anorganici sau
organicd, cum ar fi o amind (primard, secundara sau tertiard), un hidroxid de metal alcalin sau hidroxid de
metal alcalino-pdmantos sau altele asemenca. Exemple ilustrative de siaruri adecvate includ saruri
organice derivate din aminoacizi, cum ar fi glicind si arginind, amoniac, amine primare, secundare si
tertiare si amine ciclice, cum ar fi piperidind, morfolind si piperazind si siruri anorganice derivate din
sodiu, calciu, potasiu, magneziu, mangan, fier, cupru, zinc, aluminiu si litiu.

Astfel cum este utilizat in prezenta inventie, termenul "solvat” semnificd un compus care include
suplimentar o cantitate stoichiometricd sau non-stoichiometricd de solvent cum ar fi apd, izopropanol,
acetond, etanol, metanol, DMSO, acetat de etil, acid acetic si etanolamina diclorometan, 2-propanol sau
altele asemenea, legate prin forfe intermoleculare necovalente. Solvatii sau hidrafii compusilor sunt
preparati usor prin addugarea a cel putin unui echivalent molar al unui solvent hidroxilic cum ar fi
metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol sau apa la compus pentru a rezulta solvatarea sau hidratarea
fractiunii de imini.

Un "metabolit” sau "catabolit" este un produs, produs prin metabolizarea sau catabolizarea in
organism a unui compus specificat, a unui derivat al acestuia sau a unui conjugat al acestuia sau a sarii
acestuia. Metabolitii unui compus, un derivat al acestuia sau un conjugat al acestuia, pot fi identificati
utilizand tehnici de rutind cunoscute in stadiul tehnicii si activitdtile acestora pot fi determinate utilizand
teste cum ar fi cele descrise in prezenta inventie. Astfel de produse pot rezulta, de exemplu, din oxidarea,
hidroxilarea, reducerea, hidroliza, amidarea, deamidarea, esterificarea, deesterificarea, clivajul enzimatic
si altele asemenea ale compusului administrat.

Termenul "acceptabil din punct de vedere farmaceutic" indici faptul cd substanta sau
compozifia trebuic sd fie compatibild din punct de vedere chimic si/sau toxicologic, cu celelalte
ingrediente cuprinse intr-o formulare si/sau cu mamiferul tratat cu aceasta.

Termenul "grupare protectoare” sau "fractiune protectoare" se referd la un substituent care se
utilizeaza de obicei pentru a bloca sau a proteja o anumitd functionalitate in timpul reactiei altor grupari
functionale de pe compus, un derivat al acestuia sau un conjugat al acestuia. De exemplu, o "grupare
amino-protectoare” sau o "fractiune amino-protectoare" este un substituent atasat la o grupare amino care
blocheazd sau protejeaza functionalitatea amino din compus. Astfel de grupari sunt bine cunoscute in
stadiul tehnicii (a se vedea, de exemplu, P. Wuts si T. Greene, 2007, Protective Groups in Organic
Synthesis, Capitolul 7, J. Wiley & Sons, NJ) si sunt exemplificate prin carbamati cum ar fi carbamat de
metil si etil, FMOC, carbamati de etil substituiti, carbamati clivati prin eliminarea 1,6-f (denumitd, de
asemenea, "auto-imolativd"), uree, amide, peptide, alchil si derivati ai arilului. Grupdri amino-protectoare
adecvate includ acetil, trifluoroacetil, t-butoxicarbonil (BOC), benziloxicarbonil (CBZ) si 9-
fluorenilmetilenoxicarbonil (Fmoc). Pentru o descriere generald a grupdrilor protectoare si a utilizirii
acestora, a se vedea P. G.M. Wuts & T. W. Greene, Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley
& Sons, New York, 2007.

Termenul "aminoacid" se referd la aminoacizi care apar in mod natural sau aminoacizi care apar
in mod nenatural. Intr-o varianti de realizare, aminoacidul este reprezentat de NH,-C(R#*'R#)-C(=0)OH,
in care R*® si R* sunt fiecare in mod independent H, un alchil, alchenil sau alchinil liniar, ramificat sau
ciclic in mod optional substituit, care are 1 pani la 10 atomi de carbon, un aril, heteroaril sau heterociclil
sau R* si atomul de azot N-terminal pot forma impreund un inel heterociclic (de exemplu ca in prolind).
Termenul "rest de aminoacid” se referd la restul corespunzitor atunci cand este indepirtat un atom de
hidrogen din capitul de amini si/sau carboxi al aminoacidului, cum ar fi -NH-C(R*R*)-C(=0)O-.

Termenul "peptida" se referd la lanfuri scurte de monomeri de aminoacizi legati prin legituri
peptidice (amidice). In unele variante de realizare, peptidele contin 2 pand la 20 de resturi de aminoacizi.
In alte variante de realizare, peptidele contin 2 pani la 10 de resturi de aminoacizi. In alte variante de
realizare, peptidele contin 2 pana la 5 de resturi de aminoacizi. Astfel cum este utilizat in prezenta
inventie, atunci cand o peptida este o portiune a unui agent citotoxic sau atunci cand un linker descris in
prezenta inventie este reprezentat de o anumitd secventi de aminoacizi, peptida poate fi conectata la restul
de agent citotoxic sau la linker in ambele directii. De exemplu, o dipeptidd XI-X2 include XI-X2 si X2-
X1. In mod similar, o tripeptidi X1-X2-X3 include X1-X2-X3 si X3-X2-X1 si o tetrapeptidd X1-X2-X3-
X4 include X1-X2-X3-X4 si X4-X2-X3-X1. X1, X2, X3 si X4 reprezintd un rest de aminoacid.

Termenul "grupare esterica reactivd" se referd la o grupare estericd ce poate reactiona cu
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usurinta cu o grupare amino pentru a forma o legiturd amidica. Grupari esterice reactive exemplificative
includ esteri de N-hidroxisuccinimidi, esteri de N-hidroxiftalimida, esteri de N-hidroxi sulfo-succinimida,
esteri de para-nitrofenil, esteri de dinitrofenil, esteri de pentafluorofenil si derivatii acestora, in care
derivatii mentionati faciliteazi formarea legiturii amidice. In anumite variante de realizare, gruparea
estericd reactiva este un ester de N-hidroxisuccinimida sau un ester de N-hidroxi sulfo-succinimida.
Termenul "grupare reactiva la amina" se referd la o grupare care poate reactiona cu o grupare
amino pentru a forma o legiturd covalentd. Grupiri reactive la amind exemplificative includ grupdari
esterice reactive, halogenuri de acil, halogenura de sulfonil, imidoester sau o grupare tioesterica reactiva.
In anumite variante de realizare, gruparea reactivd la amini este o grupare esterici reactivi. Intr-o
varianta de realizare, gruparea reactiva la amini este un ester de N-hidroxisuccinimida sau un ester de N-
hidroxi sulfo-succinimida.

Termenul "grupare reactiva la tiol" se referd la o grupare care poate reactiona cu o grupare tiol
(-SH) pentru a forma o legiturd covalentd. Grupiri reactive la tiol exemplificative includ maleimida,
haloacetil, aloacetamida, vinil sulfond, vinil sulfonamidd sau vinil piridina. Intr-o varianti de realizare,
gruparea reactiva la tiol este maleimida.

Astfel cum sunt utilizate in prezenta dezvaluire si in revendicdri, formele de singular "un”, "o" si
"respectivul/respectiva" includ formele de plural, cu exceptia cazului in care contextul dicteazd in mod
clar altfel.

Se intelege faptul ca ori de cite ori sunt descrise in prezenta inventie variante de realizare cu
termenul "care cuprind," sunt furnizate de asemenea si variante de realizare analoage descrise cu
termenii "constind din" si/sau " "constind in esenti din".

A. Imunoconjugati exemplificativi

Prezenta inventie se referd la imunoconjugati care cuprind un anticorp anti-ADAM9 sau un
fragment de legare a ADAMY al acestuia (astfel cum este definit in prezenta inventie) conjugat cu cel
putin un agent farmacologic. Agentii farmacologici includ, dar fara a se limita la, citotoxine, (de exemplu
un agent citostatic sau citocid), agenti terapeutici si ioni metalici radioactivi, de exemplu emitatori alfa.
Citotoxinele sau agentii citotoxici includ orice agent care este daundator celulelor, cum ar fi, de exemplu,
exotoxina Pseudomonas, toxina Diptheria, o toxind botulinici A péand la F, ricin abrind, saporind si
fragmente citotoxice ale unor astfel de agenti. Agentii terapeutici includ orice agent care are un efect
terapeutic pentru a trata din punct de vedere profilactic sau terapeutic o tulburare. Astfel de agenti
terapeutici pot fi agenti terapeutici chimici, agenti terapeutici proteici sau polipeptidici si includ agenti
terapeutici care posedi o activitate biologica dorita si/sau care modifica un raspuns biologic dat. Exemple
de agenti terapeutici includ agenti de alchilare, inhibitori de angiogeneza, agenti anti-mitotici, agenti de
terapic hormonali si anticorpi utili pentru tratamentul tulburirilor proliferative celulare. In anumite
variante de realizare, agentii terapeutici sunt compusi maitansinoizi, cum ar fi cei descrisi in Brevetele
SUA nr. 5208,020 si 7,276,497. In anumite variante de realizare, agentii terapeutici sunt compusi
benzodiazepinici, cum ar fi pirolobenzodiazepind (PBD) (cum ar fi cei descrisi in W02010/043880,
WO02011/130616, WO2009/016516, WO 2013/177481 si WO 2012/112708) si  compusi
indolinobenzodiazepinici (IGN) (cum ar fi cei descrisi in WO/2010/091150 si WO 2012/128868 si
Cererea SUA nr. 15/195,269, depusd in data de 28 iunie 2016, intitulatd "CONJUGATI Al
ANTICORPILOR MODIFICATI CU CISTEINA").

Astfel cum este utilizat in prezenta inventie, un compus "pirolobenzodiazepinic” (PBD) este un
compus care are o structurd de nucleu pirolobenzodiazepinic. Pirolobenzodiazepina poate fi substituitd
sau nesubstituitd. Acesta include, de asemenea, un compus care are doud nuclee pirolobenzodiazepinice
legate printr-un linker. Functionalitatea iminicd (-C=N-) ca parte a nucleului indolinobenzodiazepinic
poate fi redusa.

In anumite variante de realizare, compusul pirolobenzodiazepinic cuprinde o structurd de nucleu
reprezentata prin
=N o

X OCH4

care poate fi in mod optional substituit.
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In anumite variante de realizare, compusul pirolobenzodiazepinic cuprinde o structurd de nucleu

reprezentata prin
/C(‘ N O/g
OCH;

care poate fi in mod optional substituit.

Astfel cum este utilizat in prezenta inventie, un compus "indolinobenzodiazepinic” (IGN) este
un compus care are o structurd de nucleu indolinobenzodiazepinic. Indolinobenzodiazepina poate fi
substituiti sau nesubstituitd. Acesta include, de asemenca, un compus carec are doud nuclee
indolinobenzodiazepinice legate printr-un linker. Functionalitatea iminicd (-C=N-) ca parte a nucleului
indolinobenzodiazepinic poate fi redusa.

In anumite variante de realizare, compusul indolinobenzodiazepinic cuprinde o structurd de
nucleu reprezentata prin
=N o

OCH,

care poate fi in mod optional substituit.

In anumite variante de realizare, compusul indolinobenzodiazepinic cuprinde o structurd de
nucleu reprezentata prin
=N o
:K:: OCH3

Agentul farmacologic poate fi cuplat sau conjugat fie direct cu anticorpul anti-ADAM9 sau cu
fragmentul de legare a ADAMO al acestuia, fie indirect, printr-un linker utilizind tehnici cunoscute in
stadiul tehnicii pentru a produce un "imunoconjugat,” "conjugat” sau "ADC."

care poate fi substituit in plus.

Intr-o prima varianti de realizare, imunoconjugatul conform prezentei inventii cuprinde un
anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia descris in prezenta inventie, legat
covalent la un agent farmacologic descris in prezenta inventie prin gruparea g-amino a unuia sau mai
multor resturi de lizind situate pe anticorpul anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAMY al
acestuia.

Intr-o primi variantd de realizare specificd a primei variante de realizare, imunoconjugatul
conform prezentei inventii este reprezentat de urmatoarea formula:

CBA+CyL1)
w

in care:

CBA este un anticorp anti-ADAMO sau un fragment de legare a ADAMS9 al acestuia
descris anterior in prezenta inventie, care este legat covalent la Cy™! printr-un rest de lizin;
W este un numdr intreg de la 1 pana la 20; si

Cy™! este un compus citotoxic reprezentat de urmétoarea formuli:

- (L,
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N

Yoo X
=N o o AN—,
N
N\“/KJ:OMe Meoji:g( %
0 0

L'

@Q@f m%

(L1al),

(Lla),

Y X -
—N 0 o AN,
N
S neE QD
0] o}
sau

%3
w e — H

1
Y X X Y
=N o\/©\/o \NJﬂ.
N\Nj@iowle Meo\/@”/ %
5 o 0 (L1b1);
sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care:

(L1b),

linia dubla dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legiturd dubld, cu conditia ca, atunci cand
este o legaturd dubla, X si fie absent si Y sd fie -H sau un (Cy-Cy)alchil; si atunci cand este o legitura
simpld, X si fie -H sau o fractiune protectoare pentru o amind si Y sd fie -OH sau -SO3H sau o sare
10 acceptabila din punct de vedere farmaceutic a acestuia;
W' este -NR®',
R¢ este -(CH,-CH-0),-R¥;
n este un numdr intreg de la 2 pand la 6;
Rk este -H sau -Me;
15 R*3 este un (C1-Cg)alchil;
L' este reprezentat de urmatoarea formula:
- NR5-P-C(=0)-(CR:Rp)mn-C(=0)- (B1"); sau
- NR;5-P-C(=0)-(CR.Rp)m-S-Z°1- (B2);
Rs este -H sau un (C;-Cs)alchil;
20 P este un rest de aminoacid sau o peptidd care confine intre 2 si 20 de resturi de aminoacizi;
Ra si Ry, la fiecare aparitie, sunt fiecare in mod independent -H, (C;-Cs)alchil sau un substituent cu
sarcind sau o grupare ionizabild Q;
m este un numdr intreg de la 1 pand la 6; si
75! este selectat din oricare dintre urmétoarele formule:

25 © (b1), © (b2); 0 (b3);
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%&W“WU -

(b6),
f EiM EiA/Y?
¥ (b8), 7 oo,
si
SOsH
A
o (bl0),

in care g este un numir intreg de la 1 pani la 5.

Intr-o a 22 varianta de realizare specifici a conjugatilor cu formula (L1), Cy-! este reprezentat de
formula (L1a) sau (L1al); si variabilele rAmase sunt astfel cum au fost descrise anterior in prima varianti
de realizare specifica.

Intr-o a 3% varianta de realizare specifici a conjugatilor cu formula (L1), Cy™' este reprezentat de
formula (L1b) sau (L1b1); si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in prima varianta
de realizare specifici. Mai precis, R* este un (C,-Cy)alchil.

Intr-o a 42 varianti de realizare specifici a conjugatilor cu formula (L1), Cy™!
este reprezentat de formula (L1a); Ra si Ry sunt ambii H; Rs este H sau Me si variabilele rdmase sunt
astfel cum au fost descrise anterior in prima varianti de realizare specifica.

Intr-o a 5° variant de realizare specifici, P este o peptidd care confine 2 pand la 5 resturi de
aminoacizi; §i variabilele rimase sunt descrise anterior in prima, cea de-a 2* sau cea de-a 4° variantd de
realizare specifica. Intr-o varianti de realizare mai specificd, P este selectatdi din grupul constand din Gly-
Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, lle-Cit, Trp,
Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg, Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-
Leu, Ile-Ala-Leu, Val-Ala-Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SEQ ID NO:144, B-Ala-Leu-Ala-Leu (SEQ ID
NO:145), Gly-Phe-Leu-Gly (SEQ ID NO:146), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-
D-Arg, D-Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg,
Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, Met-Ala, GIn-Val, Asn-Ala, GIn-Phe si Gln-
Ala. Mai precis, P este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala sau D-Ala-D-Ala.

Intr-o a 6 varianti de realizare specific, Q este -SOsH sau o sare acceptabild din punct de
vedere farmaceutic a acestuia; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in prima, cea
de-a 2% cea de-a 4* sau cea de-a 5° variantd de realizare specificd sau oricare alte variante de realizare
specifice descrise in prezenta inventie.

Intr-o a 7* variantd de realizare specificd, imunoconjugatul primei variante de realizare este
reprezentat de urmitoarea formula:

4 o )

HNJ\/N\H/\N*/NW\)LH“MCBA

é«@ G

AL
~




MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

50
HNJJ\’NT/\N/IL\"\“]]/A\/&< \/Aj/jl CBA

AT
éﬁﬁ ﬁr%

HNJ\/N\[(\NJK/ W/\X \/W/L CBA

SOzH
g?;géi J@N;?
WL
HN Nk/\/Y "
J\r .
o] O

Iz

A

< w

HNJ\‘/ H)K/\/\H/ CBA
0 X

Ho: L
HN)J\:/N\H/\HMN CBA

AL
_<
=4 \w
o Z—x
% e}
g i
& o
o
%(( =
z_ il
o
Y




MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

51

Hoi
N CBA
Ay sy
(0]
Y

. /WL .
2
r N
(¢] B % H

H H
N-nane CBA
HN)H/N\H/\m)l\/W

@] H (@] H o]
\NJ\/NW]/\HJ\/NMNNWCBA
X

~
0] H o] H 0]
\NJ\/Nj]/\NJK/Nj(\/\)LNNWCBA
o H . o H

H 0
N s N CBA
HN N ~ /W
)Kr T]/\H)K/>< s
o) X o
| Y
N/

Sow .
2
\
H SOBHH CBA
N S e
HN)H/ \H/\H \S/W
X o] X 0
Y| LY >
=N 0 0 N/
N\\(\ : :OMe MeO: : ;]/N
0 0



MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

52

o .
N s N CBA
HN N ~ W
Jkr o .

H :
N ; s N-enCBA
HN N ~ /\/Y
)H/ Y\Hk/x s

o] 0
N w
' N
o 4 0 so3HH oA
N _~ S e
HN)H/ \H/\H ~g
0 X 0
< " -
N 0 0 N/
N\\(\ : :OMe MeO: : ;],N
o] 0



10

MD/EP 3558391 T2 2022

53

HNO rN*/x
oo

HN)K/N\[(\ */x
O,

< SN

éﬁﬁ

.
-
Ln WP
e m*% ~
o x
< Y _I\‘l fo) N_\/
N\‘(J\ijowhe
o}
.
('

.05.31

SO3H

SOsH o

/W ~~CBA

Zw
~N
SOsH 4

~K

N-~1~CBA
0

/\/YN"MCBA




10

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

54

@ n @ H
e A T

~CBA

H
N s N~ CBA
HN N ~ /W
LA~ .
o} o}

’f ° Ty °
Y |
< _N Ie) 0 N/ >
N\pOMe MeO N
o} o}
- Jw,
r ™
)OJ\/H i 9 SOSHH CBA
N A s e
KN
= O X o
H roY >
N o) o Na/
0 o}
N\ Jw,
r N
j\/H WH CBA
N s e
L G
Y ° Xy ©
< =N e} O |{|~\_,/ >
Nx\(\ : :OMe MeO: : ;]/N
o ol
- Jw
e B
o >~ o SOsH |y

" Jw



10

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

(0]
-
(
o ~ o
N ~ S
““kr - \S)W
Y o Ty o
< X | Loy
=N 'e) o) N/
N\‘\I:[OMe MeO N
o] o]
~

H :
. N~~~ CBA
HN)H/N N S\S/W
H
Y

N CBA

N CBA




10

15

20

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

H _ SOzH 4
N A s N-~CBA
HN N \S
H

o] o]
. Zow
s " N
fo) fo) Nevnmnmmsnnansasantnnn CBA
AN \/\N/\/\f(
@]
H
[e) N\” >
MeO : ’7]/N
(o]
oW
sau
-
- CBA

AL

WL .
s

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care Wy, este un numdr intreg de la 1

pand la 10; linia dubld ~ " dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legiturd dubla, cu conditia ca,
atunci cand este o legdtura dubla, X si fie absent i Y sa fie -H; i atunci cand este o legaturd simpld, X sa
fie -H si Y si fie -OH sau -SOzH sau o sare acceptabila din punct de vedere farmaceutic a acestuia. Intr-o

variantd de realizare mai specificd, linia dubld ~ ~~ dintre N si C reprezinti o legatura dubld, X este absent

si Y este -H. Intr-o altd varianti de realizare mai specificd, linia dubld ~~ dintre N si C reprezintd o
legaturd simpla, X este -H si Y este -SOz:H sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a
acestuia.

Intr-o a 8* variantd de realizare specificd, imunoconjugatul primei variante de realizare este
reprezentat de urmitoarea formula:

CBA —FCyU)
" (L),
in care:

CBA este un anticorp anti-ADAM?9 sau un fragment de legare a ADAMY al acestuia descris anterior in
prezenta inventie, care este legat covalent la Cy™? printr-un rest de lizing;



MD/EP 3558391 T2 2022.05.31
57

W este un numdr intreg de la 1 pana la 20; si
Cy™? este un compus citotoxic reprezentat de urmétoarea formuli:

Q .S
RE\N)_Rm \qu_é

Y, X
_____ N o o HN—,
N
OMe Meo\/@( (D
o]

0 (L2a);
0 .8
RS, )—R” \qu_g
N
Y, X X, Y
=N o\/©\/o N~
NWK:[OMS MEOI:L”/%
5 0 0 (L2al),
RX2
sau Wz
Y X
—N o o HN—
© © (L2b); or
RXZ

W/ ‘S_Zsﬂ_g

Yo X X Y
i N /
—N o] o) N= -,
N
N\rgij\rwe Meo\/(:@( (D
0 e}

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care:

(L2b1)

10 linia dubla  dintre N si C reprezinta o legaturd simpla sau o legiturd dubld, cu conditia ca, atunci cand
este o legaturd dubla, X si fie absent si Y sd fie -H sau un (Cy-Cy)alchil; si atunci cand este o legitura
simpld, X sd fie -H sau o fractiune protectoare pentru o amind, si Y si fie -OH sau -SOz;H sau o sare
acceptabila din punct de vedere farmaceutic a acestuia;

R*! gi R*? sunt in mod independent (C;-Ce)alchil;
15 R® este -H sau un (C;-Cg)alchil,
W' este -NR®',
R¢ este -(CH,-CH»-0),-R¥;
n este un numdr intreg de la 2 pand la 6;
R¥este -H sau -Me;
20 Z*!este selectat din oricare dintre urmétoarele formule:
o)

- (T R eng
~(CHy)q
§ N % N \gﬁ' ;\S/\/W‘lﬁ

© (b1); © (b2); O (b3)

PN {\SJ%

o (b3,
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o (b6),
O
‘;Vs\)k\rr‘_ N rrr,-r N /\/Y
. (b7), © (b8); © (b9),
¥ SO.M
' m
0 (b10),

5 in care g este un numir intreg de la 1 pani la 5.

Intr-o a 9 varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (L2), Cy™? este
reprezentat de formula (L2a) sau (L2al); si variabilele rimase sunt astfel cam au fost descrise anterior in
cea de-a 82 varianta de realizare specifica.

10 Intr-o a 10 varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (L2), Cy™2 este
reprezentat de formula (L2b) sau (L2b1); si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost descrise anterior in
cea de-a 8* varianta de realizare specifica.

Intr-o a 11° varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (L2), R® este H sau

15  Me; R¥ gi R*? sunt in mod independent -(CH,),-(CR'R#)-, in care Rf si R# sunt fiecare in mod independent

-H sau un (C;-Cg)alchil; si p este 0, 1, 2 sau 3; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise

anterior in cea de-a 82, a 92 sau a 10° varianti de realizare specificid. Mai precis, R ¢i R2 sunt identici sau
diferiti, si sunt selectati dintre -H si -Me.

20 Intr-o a 122 varianti de realizare specifica, imunoconjugatul primei variante de
realizare este reprezentat de urméitoarea formuld:

Q H
S. wanpine
HN)K/% S/\/\[rN CBA

-

25

H
S. N
HN)K/% S/\)Y cBA

r

Wi
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i CBA

Wi

sau

i CBA

'

-

W .
sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care Wi, este un numir intreg de 1a 1
pani la 10; linia dubld == !dintre N i C reprezinti o legituri simpli sau o legitura dubli, cu conditia ca,
atunci cind este o legaturd dubla, X si fie absent si Y si fie -H; si atunci cand este o legidtura simpla, X si
fie -H si Y si fie -OH sau -SOzH sau o sare acceptabila din punct de vedere farmaceutic a acestuia. Intr-o

alti variantd de realizare mai specificd, linia dubld ~ dintre N si C reprezinti o legiturd dubli. Intr-o

altd variantd de realizare mai specifica, linia dubla "~ dintre N si C reprezintd o legiturd simpla, X este -
H si Y este -SO3H sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia.

Intr-o a 13" variantd de realizare specificd, imunoconjugatul primei variante de realizare este
reprezentat de urmitoarea formula:

CBA —Fc:yw)
L),
in care:
CBA este un anticorp anti-ADAM?9 sau un fragment de legare a ADAMY al acestuia descris anterior in
prezenta inventie, care este legat covalent la Cy™® printr-un rest de Lys;
Wi este un numir intreg de la 1 pani la 20;
Cy™ este reprezentat de urméitoarea formuli:

MeQO,

m' este 1 sau 2;
R si Ry, sunt fiecare in mod independent H sau un (C;-Cs)alchil; si
Z°! este selectat din oricare dintre urmitoarele formule:
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O

o Jos s I
_~(CHy),
§ N % N \%ﬁf ;\S/\/W"s

© (b1); (b2), O (b3);

fs\s)\/w/“s ES /\):H‘}g

O (b4) o (b3),

si

'_; ~ S/L)\[(h
O (b10),
in care g este un numir intreg de la 1 pani la 5;
10
Intr-o a 14° varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (L3), m' este 1, iar R

si R» sunt ambii H; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in cea de-a 13* variantd
de realizare specifica.

15 Intr-o a 15° varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (L3), m' este 2, iar R,
si R, sunt ambii Me; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in cea de-a 13° varianta
de realizare specifica.

Intr-o a 16* varianti de realizare specificd, imunoconjugatul primei variante de realizare este
reprezentat de urmitoarea formula:

1 CBA

20

sau
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sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care Wi, este un numir intreg de 1a 1
pani la 10.

Intr-o a 17* varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor primei variante de realizare, Y
este -SO3H, --SOsNa sau -SO:K; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in oricare
dintre prima pani la cea de-a 16 varianti de realizare specificd sau oricare variantd de realizare mai
specifica descrisa in prezenta inventie. Intr-o varianti de realizare, Y este --SO3Na.

In anumite variante de realizare a compozitiilor (de exemplu compozitii farmaceutice) care
cuprind imunoconjugati ai primei variante de realizare, prima, cea de-a 2%, a 3%, a4% a5% a6 a7% a8 a
9% al0% all® al2®al3? ald? als? al6”saua 17" variantd de realizare specificd, cantitatea medie de
agent citotoxic per moleculd de anticorp (adicd valoarea medie a wi), cunoscut si sub denumirea de
Raportul Medicament-Anticorpi (DAR) din compozitie este cuprins in intervalul de la 1,0 pani la 8,0. In
unele variante de realizare, DAR este cuprins in intervalul de 1a 1,0 pani la 5,0, 1,0 pani la 4,0, 1,0 pana
la 3.4, 1,0 panid la 3,0, 1,5 pani 1a 2,5, 2,0 pani la 2,5 sau 1,8 pand la 2.2. In unele variante de realizare,
DAR este mai putin de 4,0, mai putin de 3,8, mai putin de 3,6, mai putin de 3,5, mai putin de 3,0 sau mai
putin de 2,5.

Intr-o a doua varianti de realizare, imunoconjugatii conform prezentei inventii cuprind un
anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAMSY al acestuia descris anterior, legat covalent la
un agent citotoxic descris in prezenta inventie prin gruparea tiol (-SH) a unuia sau mai multor resturi de
cisteind localizate pe anticorpul anti-ADAM?9 sau un fragment de legare a ADAMD al acestuia.

Intr-o primd variantd de realizare specificd, imunoconjugatul celei de-a doua variante de
realizare este reprezentat de urméitoarea formuld:
cBA-{—cy°!)

e (C,

in care:
CBA este un anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAMSY al acestuia descris in prezenta
inventie, legat covalent la Cy®! printr-un rest de cistein;
W este 1 sau 2;
Cy*“! este reprezentat de urmétoarea formula:
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Rs<, P (CR4Ry) L _g
N a m C
Y T

O

sau

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld  dintre N si C reprezinta o legiturd simpla sau o legiturd dubld, cu conditia ca, atunci cand
este o legaturd dubla, X si fie absent si Y sd fie -H sau un (Cy-Cy)alchil; si atunci cand este o legitura
simpld, X sd fie -H sau o fractiune protectoare pentru o amind, si Y si fie -OH sau -SOz;H sau o sare
acceptabila din punct de vedere farmaceutic a acestuia;

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

P este un rest de aminoacid sau o peptidd care confine 2 pand la 20 de resturi de aminoacizi;

R. s1 Ry, la fiecare aparitie, sunt in mod independent -H, (C;-Cz)alchil sau un substituent cu sarcind sau o
grupare ionizabild Q;

W' este -NR®',

R¢ este -(CH,-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de la 2 pand la 6;

R¥este -H sau -Me;

R*3 este un (Ci-Ce)alchil; si

Lc este reprezentat de:

R Q
|
N N
2 % \% ¢ st

RyR1e ©

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

Rig s1 Ry, la fiecare aparitie, sunt in mod independent -H sau un (C;-Cs)alchil;

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

R" este -H sau un (C;-Cs)alchil.
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Intr-o a 2* varianti de realizare specifici a imunoconjugatului cu formula (C1), Cy®! este
reprezentat de formula (Cla) sau (Clal); si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in
prima variantd de realizare specifici a celei de-a doua variante de realizare.

Intr-o a 3* varianti de realizare specifici a imunoconjugatului cu formula (C1), Cy<! este
reprezentat de formula (C1b) sau (C1bl); si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in
prima variantd de realizare specifici a celei de-a doua variante de realizare.

Intr-o a 4* varianti de realizare specifici a imunoconjugatului cu formula (C1), Cy<! este
reprezentat de formula (Cla) sau (Clal); Ra si R, sunt ambii H; si Rs este H sau Me; si variabilele rimase
sunt astfel cum au fost descrise anterior in prima sau cea de-a 2* varianta de realizare specifica a celei de-
a doua variante de realizare.

Intr-o a 5° varianta de realizare specifici a imunoconjugatului cu formula (C1), P este o peptidi
care contine 2 pand la 5 resturi de aminoacizi; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise
anterior in prima, cea de-a 2° sau cea de-a 4° variantd de realizare specifici a celei de-a doua variante de
realizare. Intr-o varianti de realizare mai specificd, P este selectat dintre Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala,
Val-Cit, Val-Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-
Arg, Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-Ala-
Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SEQ ID NO: 144), B-Ala-Leu-Ala-Leu (SEQ ID NO: 145), Gly-Phe-Leu-Gly
(SEQ ID NO:146), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-Val-Cit, D-Val-
Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-
Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, Met-Ala, GIn-Val, Asn-Ala, GIn-Phe si Gln-Ala. Intr-o alta varianti de
realizare mai specificd, P este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala sau D-Ala-D-Ala.

Intr-o a 6 varianta de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (C1), Q este -SO3H sau
o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost
descrise anterior in prima, cea de-a 2%, cea de-a 4 sau cea de-a 5% varianta de realizare specifica a celei
de-a doua variante de realizare sau oricare variante de realizare mai specifice descrise in prezenta
inventie.

Intr-o a 7% varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (C1), Rig si Ry sunt
ambii H; si m" este un numdr intreg de la 1 pand la 6; si variabilele rdmase sunt astfel cum au fost
descrise anterior in prima, cea de-a 27, cea de-a 3?, cea de-a 4°, cea de-a 5° sau cea de-a 6 variantd de
realizare specificd a celei de-a doua variante de realizare sau oricare variante de realizare mai specifice
descrise in prezenta inventie.

Intr-o a 8 varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (C1), -L-Lc- este

reprezentat de urmitoarea formula:
H (0]
N
SN s1
s
O 2

si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in prima, cea de-a 2% cea de-a 3%, cea de-a
4% cea de-a 5°, cea de-a 6 sau cea de-a 7* variantd de realizare specifica a celei de-a doua variante de
realizare sau oricare variante de realizare mai specifice descrise in prezenta inventie.

Intr-o a 9* varianta de realizare specificd, imunoconjugatul celei de-a doua variante de realizare
este reprezentat de urméitoarea formula:



-

sau

Al

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care linia dubla dintre N si C
10 reprezinti o legdturd simpld sau o legiturd dubld, cu conditia ca, atunci cind este o legiturd dubld, X sa
fie absent si Y si fie -H si atunci cand este o legdtura simpla, X si fie -H si Y sa fie -OH sau -SO:zH sau o
sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia. Intr-o varianti de realizare mai specifica,

liniadubld ~ dintre N si C reprezintd o legitura dubld, X este absent si Y este -H. Intr-o altd varianti de

realizare mai specificd, linia dubla
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15 SO:H sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia.
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- CBA

We

" dintre N si C reprezinti o legitura simpli, X este -H si Y este -
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Intr-o a 10? varianti de realizare specifici, imunoconjugatul celei de-a doua variante de realizare
este reprezentat de urméitoarea formula:
CBA +Cy°2)

e (C2),

in care:
CBA este un anticorp anti-ADAMS9 sau un fragment de legare a ADAMSY al acestuia descris in prezenta
inventie, legat covalent la Cy©? printr-un rest de cistein;
W este 1 sau 2;
Cy®? este reprezentat de urmitoarea formuli:

O, .S
~
w SN

atSsapamr e

(C2a),
Re );R)ﬂ ,7;
Y X
—N o N__,
éwﬁ I:@( %
OMe
O (C2al),
Rx2
w” Ts-Lg— E
Y, X
—N o fo) HN_’._
N\“Jij[om‘e Meo\’E:L( %
O 0 (C2b), or

sau

X2
W s—Lo—

Yy X X ¥
! s/
N o o N=,
N
(e}

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld ~~ dintre N si C reprezinta o legatura simpld sau o legatura dubla, cu conditia ca, atunci cand
este o legaturd dubla, X si fie absent si Y sd fie -H sau un (Cy-Cy)alchil; si atunci cand este o legitura
simpld, X si fie -H sau o fractiune protectoare pentru o amind si Y sd fie -OH sau -SO3H sau o sare
acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia;

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

R® este -H sau un (C;-Cg)alchil,

W' este -NR®;

R¢ este -(CH,-CH»-0),-R¥;

n este un numdr intreg de la 2 pand la 6;

Rk este -H sau -Me;

R ¥ este un (C;-Ce)alchil;

Lc' este reprezentat de urmétoarea formuli:
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Rz
2 %4)\( *x)/
R11R10
sau
o i
. ;H/q \W t}\ s1
O Rz R21 Rao Ris :
in care:

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

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

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

Ro, Rio, Ri1, Ri2, Ri3, Rig, Rag, Rar 1 Ry, la fiecare aparitie, sunt in mod independent -H sau un (C;-
Cs)alchil;

q si 1, la fiecare aparitie, sunt in mod independent un numar intreg cuprins intre 0 si 10;

m si n sunt fiecare in mod independent un numar intreg cuprins intre 0 si 10;

R" este -H sau un (C;-Ca)alchil; si

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

Intr-o varianti de realizare mai specifica, q si r sunt fiecare in mod independent un numdr intreg
cuprins intre 1 si 6, mai precis, un numar intreg cuprins intre 1 si 3. Si mai precis, Rio, Ri1, Ri2 §1 Ri3 sunt
toti H.

Intr-o altd variantd de realizare mai specific, m si n sunt fiecare in mod independent un numar
intreg cuprins intre 1 si 6, mai precis, un numar intreg cuprins intre 1 si 3. Si mai precis, Rig, Rao, Ray i
R2; sunt tofi H.

Intr-o a 11* varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (C2), Cy®? este
reprezentat de formula (C2a) or (C2al); si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in
cea de-a 10° variantd de realizare specificd a celei de-a doua variante de realizare sau oricare variante de
realizare mai specifice descrise in prezenta inventie.

Intr-o a 12* varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (C2), Cy®? este
reprezentat de formula (C2b) sau (C2b1); si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in
cea de-a 10" variant de realizare specifica a celei de-a doua variante de realizare.

Intr-o a 13* varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (C2), P' este o peptida
care contine 2 pand la 5 resturi de aminoacizi; ), si variabilele rAmase sunt astfel cum au fost descrise
anterior in cea de-a 10% cea de-a 11 sau cea de-a 12* variantd de realizare specificd a celei de-a doua
variante de realizare sau oricare variante de realizare mai specifice descrise in prezenta inventie. Intr-o
variantd de realizare mai specificd, P' este selectat dintre Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-
Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, lle-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg, Phe-N°-
nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, lle-Ala-Leu, Val-Ala-Val, Ala-Leu-
Ala-Leu (SEQ ID NO:144), B-Ala-Leu-Ala-Leu (SEQ ID NO: 145), Gly-Phe-Leu-Gly (SEQ ID NO:
146), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg,
D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala,
Ala-Met, Met-Ala, GIn-Val, Asn-Ala, GIn-Phe si Gln-Ala. Intr-o altd varianta de realizare mai specifica,
P’ este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala sau D-Ala-D-Ala.

Intr-o a 14* varianti de realizare specificd a imunoconjugatilor cu formula (C2), -Lc'- este
reprezentat de urmitoarea formula:
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5 Intr-o a 15* variantd de realizare specificd a imunoconjugatilor cu formula (C2), R® este H sau

Me; R*! este -(CHo)p-(CR'R®)- si R*? este -(CH,),-(CR'R®)-, in care Rf si R# sunt fieccare in mod

independent -H sau un (C;-Cy)alchil; si p este 0, 1, 2 sau 3; si variabilele rAmase sunt astfel cum au fost

descrise anterior in cea de-a 10?, cea de-a 112, cea de-a 122, cea de-a 13? sau cea de-a 14* variantd de

realizare specificd a celei de-a doua variante de realizare. Mai precis, R si R® sunt identici sau diferiti si
10 sunt selectati dintre -H si -Me.

Intr-o a 16* varianta de realizare specifica, imunoconjugatul celei de-a doua variante de realizare
este reprezentat de urméitoarea formula:
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sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care linia dubla =~ dintre N si C
reprezintd o legiturad simpld sau o legiturd dubld, cu conditia ca, atunci cand este o legiturd dubld, X sa
fie absent si Y si fie -H si atunci cand este o legdtura simpla, X si fie -H si Y sa fie -OH sau -SO:zH sau o
sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia. Intr-o varianti de realizare mai specifica,

linia dubla =~ dintre N si C reprezinti o legiturd dubli, X este absent si Y este -H. Intr-o alti varianti de

realizare specifica, linia dubla =~ dintre N si C reprezinta o legdturd simpld, X este -H si Y este -SO3H
sau o sare acceptabild din punct de
vedere farmaceutic a acestuia.



10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

70

Intr-o a 172 varianti de realizare specifici, imunoconjugatul celei de-a doua variante de realizare
este reprezentat de urméitoarea formula:
CBA—%Cy‘B)

Y (C3),

in care:
CBA este un anticorp anti-ADAMS9 sau un fragment de legare a ADAMSY al acestuia descris in prezenta
inventie, legat covalent la Cy©® printr-un rest de cistein;
W este 1 sau 2;
Cy® este reprezentat de urmitoarea formuli:

MeQ

in care:

m' este 1 sau 2;

R si Ry, sunt fiecare in mod independent -H sau un (C;-Cs)alchil;
Lc' este reprezentat de urméitoarca fornmuli:

o] Rh O
0 \
N N N 5
|/
s;E \Q%J\P W s1
O Ry Ry Rzo Rie ©

in care:

s1 este situsul legat covalent la CBA si s2 este situsul legat covalent la gruparea -S- de pe Cy“>;
Z este -C(=0)-NRo- sau -NRg-C(=0)-;

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

Rg, Rlo, R11, R12, R13, R19, Rzo, R §1 Rzz, la fiecare apan';ie, sunt in mod

independent -H sau un (C;-Cs)alchil;

q si 1, la fiecare aparitie, sunt in mod independent un numar intreg cuprins intre 0 si 10;

m si n sunt fiecare in mod independent un numar intreg cuprins intre 0 si 10;

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

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

Intr-o varianti de realizare mai specifica, q si r sunt fiecare in mod independent un numdr intreg
cuprins intre 1 si 6, mai precis, un numdr intreg de la 1 pand la 3. Si mai precis, Rio, Ri1, Ri2 si Rz sunt
toti H.

Intr-o alti varianti de realizare mai specifici, m si n sunt fiecare in mod independent un numar
intreg cuprins intre 1 si 6, mai precis, un numdir intreg de la 1 pana la 3. Si mai precis, Rio, Rao, Ry i
R2; sunt tofi H.

Intr-o a 18* varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (C3), P' este o peptida
care contine 2 pand la 5 resturi de aminoacizi; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise
anterior in cea de-a 17* variantd de realizare specificd a celei de-a doua variante de realizare sau oricare
variante de realizare mai specifice descrise in prezenta inventic. Intr-o varianti de realizare mai specifica,
P’ este selectat dintre Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Val-Ala, Val-Cit, Val-Lys, Phe-Lys, Lys-Lys, Ala-Lys, Phe-
Cit, Leu-Cit, Ile-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala, Phe-N°-tosyl-Arg, Phe-N°-nitro-Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-
Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-Ala-Val, Ala-Leu-Ala-Leu (SEQ ID NO:144), pB-Ala-
Leu-Ala-Leu (SEQ ID NO: 145), Gly-Phe-Leu-Gly (SEQ ID NO: 146), Val-Arg, Arg-Val, Arg-Arg, Val-
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D-Cit, Val-D-Lys, Val-D-Arg, D-Val-Cit, D-Val-Lys, D-Val-Arg, D-Val-D-Cit, D-Val-D-Lys, D-Val-D-
Arg, D-Arg-D-Arg, Ala-Ala, Ala-D-Ala, D-Ala-Ala, D-Ala-D-Ala, Ala-Met, Met-Ala, Gln-Val, Asn-Ala,
Gln-Phe si GIn-Ala. Intr-o alti varianti de realizare mai specifici, P' este Gly-Gly-Gly, Ala-Val, Ala-Ala,
Ala-D-Ala, D-Ala-Ala sau D-Ala-D-Ala.

Intr-o a 19* varianti de realizare specificd a imunoconjugatilor cu formula (C3), -Lc'- este
reprezentat de urmitoarea formula:

O
%ﬂ o
1 N S

SO3H

O
o
o) H SZ;

sau
0]
@ﬂ jL/\ jL/H j\/H {
s N N
J \/\H H 70(\” \é(v\;ﬁ/% 82
(0]

in care M este H* sau un cation; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in cea de-a
17* sau a 18* varianta de realizare specificd a celei de-a doua variante de realizare sau oricare variante de
realizare mai specifice descrise in prezenta inventie.

Intr-o a 20? varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (C3), m' este 1 si R; si
R» sunt ambii H; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in cea de-a 17% a 18" sau a
19* variantd de realizare specificd a celei de-a doua variante de realizare sau oricare variante de realizare
mai specifice descrise in prezenta inventie.

Intr-o a 21° varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor cu formula (C3), m' este 2 si R, si
R» sunt ambii Me; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost descrise anterior in cea de-a 177, a 18* sau
a 19* variantd de realizare specifica a celei de-a doua variante de realizare sau oricare variante de realizare
mai specifice descrise in prezenta inventie.

Intr-o a 227 varianti de realizare specifici, imunoconjugatul celei de-a doua variante de realizare
este reprezentat de urméitoarea formula:

. 0
O
N~ )K(\/S
N N,
CBAWSQ \ P o
S SOsM I

. We .
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N
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certs{ A I S AR
o
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>

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care DM este o fractiune
medicamentoasd reprezentatd de urmatoarca formuli:
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MeO

Med HO 1 ,

Intr-o a 23% varianti de realizare specifici a imunoconjugatilor celei de-a doua variante de
realizare, Y este -SO3H, -SO3Na sau -SO3K; si variabilele ramase sunt astfel cum au fost descrise anterior
in oricare dintre prima pand la cea de-a 22* variantd de realizare specificd a celei de-a doua varianta de
realizare sau oricare variante de realizare mai specifice descrise in prezenta inventie. Intr-o varianti de
realizare, Y este -SOzNa.

C. Molecule de linker exemplificative

Orice linker adecvat cunoscut in stadiul tehnicii poate fi utilizat in prepararea imunoconjugatilor
conform prezentei inventii. In anumite variante de realizare, linkerii sunt linkeri bifunctionali. Astfel cum
este utilizat in prezenta inventie, termenul "linker bifunctional" se referd la agen{i modificatori care
posedd doud grupdri reactive; dintre care una este capabild sd reactioneze cu un agent de legare celulard,
in timp ce cealalta reactioneazd cu compusul citotoxic pentru a lega cele doud fractiuni. Astfel de agenti
de reticulare bifunctionali sunt bine cunoscuti in stadiul tehnicii (a se vedea, de exemplu, Isalm and Dent
in Bioconjugation capitolul 5, p218-363, Groves Dictionaries Inc. New York, 1999). De exemplu, agenti
de reticulare bifunctionali care permit legarea printr-o legiturd tioetericd includ N-succinimidil-4-(N-
maleimidometil)-ciclohexan-1-carboxilat (SMCC) pentru a introduce grupari maleimido sau cu N-
succinimidil-4-(iodoacetil)-aminobenzoat (SIAB) pentru a introduce grupdri iodoacetil. Alti agenti de
reticulare bifunctionali care introduc grupdri maleimido sau grupari haloacetil pe un agent de legare
celulard sunt bine cunoscuti in stadiul tehnicii (a se vedea Cererile de brevet SUA nr. 2008/0050310,
20050169933, disponibili de la Pierce Biotechnology Inc. P.O. Box 117, Rockland, IL 61105, USA) si
includ bis-maleimidopolietilenglicol (BMPEOQ), BM(PEO),, BM(PEO)3, ester N-(B-
maleimidopropiloxi)succinimidic (BMPS), ester N-succinimidic al acidului y-maleimidobutiric (GMBS),
ester N-hidroxisuccinimidic al acidului g-maleimidocaproic (EMCS), acid 5-maleimidovaleric NHS,
HBVS, N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexan-1-carboxi-(6-amidocaproat), care este un
analog cu "lanf lung" al SMCC (LC-SMCC), ester m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimidic (MBS),
hidrazida  sau sarea  HCl a  acidului 4-(4-N-maleimidofenil)-butiric (MPBH), 3-
(bromoacetamido)propionat de N-succinimidil (SBAP), iodoacetat de N-succinimidil (SIA), ester N-
succinimidic al acidului x-maleimidoundecanoic (KMUA), 4-(p-maleimidofenil)-butirat de N-
succinimidil (SMPB), succinimidil-6-(f-maleimidopropionamido)hexanoat (SMPH), succinimidil-(4-
vinilsulfonil)benzoat (SVSB), ditiobis-maleimidoetan (DTME), 1,4-bis-maleimidobutan (BMB), 1,4-
bismaleimidil-2,3-dihidroxibutan (BMDB), bis-maleimidohexan (BMH), bis-maleimidoetan (BMOE), 4-
(N-maleimido-metil)ciclohexan-1-carboxilat sulfosuccinimidilic (sulfo-SMCC), sulfosuccinimidil(4-
iodo-acetil)aminobenzoat (sulfo-SIAB), ester m-maleimidobenzoil-N-hidroxisulfosuccinimidic (sulfo-
MBS), ester N-(y-maleimidobutriloxi)sulfosuccinimidic (sulfo-GMBS), ester N-(e-
maleimidocaproiloxi)sulfosuccimidic (sulfo-EMCS), ester N-(k-
maleimidoundecanoiloxi)sulfosuccinimidic (sulfo-KMUS) si  4-(p-maleimidofenil)butirat de
sulfosuccinimidil (sulfo-SMPB).

Agentii de reticulare heterobifunctionali sunt agenti de reticulare bifunctionali care au doud
grupdri reactive diferite. Agentii de reticulare heterobifunctionali care contin atit o grupare N-
hidroxisuccinimidica reactivd la amind (grupare NHS) cit si o grupare hidrazina reactiva la carbonil pot fi
utilizati, de asemenea, pentru a lega compusii citotoxici descrisi in prezentul document la un agent de
legare celulard (de exemplu anticorp). Exemple de astfel de agenti de reticulare heterobifunctionali
disponibili pe piatd includ hidrazond de acetond de succinimidil 6-hidrazinonicotinamida (SANH),
clorhidrat de succinimidil 4-hidrazidotereftalat (SHTH) si clorhidrat de nicotinat de succinimidil
hidraziniu (SHNH). Conjugatii care poartd o legitura labild la acid pot fi preparati, de asemenea, utilizind
un derivat de benzodiazepind purtitor de hidrazini conform prezentei inventii. Exemplele de agenti de
reticulare bifunctionali care pot fi utilizati includ benzoat de succinimidil-p-formil (SFB) si p-
formilfenoxiacetatul de succinimidil (SFPA).

Agentii de reticulare bifunctionali care permit legarea agentului de legare celulard la compusi
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citotoxici prin legaturi disulfurice sunt cunoscufi in stadiul tehnicii si includ N-succinimidil-3-(2-
piridilditio)propionat (SPDP), N-succinimidil-4-(2-piridilditio)pentanoat (SPP), N-succinimidil-4-(2-
piridilditio)butanoat (SPDB), N-succinimidil-4-(2-piridilditio)2-sulfobutanoat (sulfo-SPDB) pentru a
introduce grupari ditiopiridil. Alti agenti de reticulare bifunctionali care pot fi utilizafi pentru a introduce
grupdri disulfurice sunt cunoscuti in stadiul tehnicii si sunt dezviluiti in Brevetele SUA 6,913,748,
6,716,821 si Publicatiile de brevete SUA 20090274713 si 20100129314 In mod alternativ, pot fi utilizati
de asemenea agenti de reticulare cum ar fi 2-iminotiolan, tiolactond de homocisteind sau anhidrida S-
acetilsuccinicd, ce introduc grupari tiol.

In anumite variante de realizare, linkerii bifunctionali sunt reprezentati de oricare dintre
formulele (alL) - (alOL) descrise mai jos.

D. Agenti farmacologici exemplificativi
1. Maitansinoid

In anumite variante de realizare, agentul farmacologic este un compus maitansinoidic, cum ar fi
cei descrisi in Brevetele SUA nr. 5,208,020 si 7,276,497. In anumite variante de realizare, compusul
maitansinoidic este reprezentat de urmitoarea formula:

MeQO

in care variabilele sunt astfel cum au fost descrise anterior in oricare dintre cea de-a 13* pand la a 17°
variantad de realizare specificd a primei variante de realizare anterioare si in oricare variante de realizare
mai specifice descrise in prezenta inventie.

Intr-o varianti de realizare mai specifici, compusul maitansinoidic este DM4:

2. Benzodiazepina

In anumite variante de realizare, agentul farmacologic este un compus benzodiazepinic, cum ar fi
pirolobenzodiazepind (PBD) (cum ar fi cei descrisi in W02010/043880, W02011/130616,
WO02009/016516, WO 2013/177481 si WO 2012/112708) si compusi indolinobenzodiazepinici (IGN)
(cum ar fi cei descrisi in WO/2010/091150 si WO 2012/128868 si Cererea SUA nr. 15/195,269, depusd in
data de 28 iunie 2016, intitulati "CONJUGATI AI ANTICORPILOR MODIFICATI CU CISTEINA".
Astfel cum este utilizat in prezenta inventie, un compus "benzodiazepinic" este un compus care are o
structurd de nucleu benzodiazepinic. Nucleul benzodiazepinic poate fi substituit sau nesubstituit si/sau
poate fi fuzionat cu una sau mai multe structuri inelare. De asemenea, acesta include un compus care are
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doud nuclee benzodiazepinice legate printr-un linker. Functionalitatea iminicd (-C=N-) ca parte a
nucleului benzodiazepinic poate fi redusa.

Astfel cum este utilizat in prezenta inventie, un compus "pirolobenzodiazepinic" (PBD) este un

5 compus care are o structurd de nucleu pirolobenzodiazepinic. Pirolobenzodiazepina poate fi substituitd

sau nesubstituitd. De asemenea, aceasta include un compus care are doud nuclee pirolobenzodiazepinice

legate printr-un linker. Functionalitatea iminicd (-C=N-) ca parte a nucleului indolinobenzodiazepinic
poate fi redusa.

10 In anumite variante de realizare, agentul farmacologic este un compus indolinobenzodiazepinic
reprezentat prin urmitoarea formula:
L

0 AN—,,
N
Me()t@/\( (D
o (L1a),
Lo,
X\ J\(
o] N==
ﬁr%
MeQO
0 (Lla’1),
Rx3
w” Tc—E
@]
Y i
—N fo) fo) HN_‘,_
© (L1b),
X3
w” R‘g—E
Q

15 ° (L1b'D),
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(@) .SH
X1
RiN)\*R

X Y
Y ’X \NJ
=N 0 o =
N
Nﬁﬁwe Meﬁr QD
o) 0 (L2a’ 1),
RX2
w* “sH
Y X
—N o o HN—,
N
(G AL
© ° (L2b%);
sau
5
Rx2
w” “SH
X _/Y
=N 0 o N=
N
N\N)iIOMe MeOI:Lr (@
S S (L2b’1),

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care:
L¢ este reprezentat de urmitoarea formuli:
- NR5-P-C(=0)-(CRaRp)m-C(=O)E (B1); sau

10 - NR5-P-C(=0)-(CR:Rp)m-S-Z* (B2)
CEO)E este o grupare estericd reactivd, cum ar fi ester N-hidroxisuccinimdic, ester N-hidroxi
sulfosuccinimidic, ester nitrofenil (de exemplu 2 sau 4-nitrofenilic), ester dinitrofenil (de exemplu 2,4-
dinitrofenilic), ester sulfo-tetraflurofenilic (de exemplu 4-sulfo-2,3,5,6-tetrafluorofenilic) sau ester
pentafluorofenilic, de preferat ester N-hidroxisuccinimidic;

15 Z: este reprezentat de urméitoarea formuli:

o O
U
O e
(CHy)
g_tiN ° N 2q\l(o—N
o (al); © o (a2
0]
p‘é\s/\/\’(O\N y
(0]
o (a3);
0 SOzH 0
0.
;;‘\S ~n U jé\s/\)\’(O\N !
(0] (0]
d (ad), c (a3),

o
o Q 9
0 H H\/U\/\/U\,D*u
Reas a S R
0

(ac),
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si

© (al0),
5 in care:
q este un numdr intreg de la 1 pand la 5; si
U este -H sau SOsH sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia; si variabilele
rdmase sunt astfel cum au fost descrise in oricare dintre prima pand la cea de-a 12° si a 17 varianta de
realizare specificd a primei variante de realizare descrise anterior sau oricare variante de realizare mai
10 specifice descrise in prezenta inventie.

In anumite variante de realizare, agentul farmacologic este un compus
indolinobenzodiazepinic reprezentat de urméitoarea formuli:

R5\N/PY(CRaRb)m\n/LC°
o} 0

0 AN=,,
N
MeO
© (Cla’),
p
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0] 0]
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=N o o)
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15 © o (Cla’l)
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N
N\ynOMe MeO\/@L[(%
0O 0 (C2b71)

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care:
—L¢° pentru formulele (Cla'), (Cla'l), (C1b") si (C1b'1) este reprezentat de urmatoarea formula:

Rh

/L\WN
R

Rao R1o ©
in care variabilele sunt astfel cum au fost descrise anterior in oricare dintre prima pand la cea de-a 9* si a
23* variantd de realizare specificd a celei de-a doua variante de realizare sau oricare variante de realizare
mai specifice descrise in prezenta inveniie; si

Lc® pentru formulele (C2a"), (C2a"1), (C2b") si (C2b"1) este reprezentat de urmitoarca formula:
o]

\

sau
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in care variabilele sunt astfel cum au fost descrise anterior in oricare dintre cea de-a 10* pand laa 16* si a
232 variantd de realizare specificd a celei de-a doua variante de realizare sau oricare variante de realizare

mai specifice descrise in prezenta inventie.

In anumite variante de realizare, agentul farmacologic este un compus indolinobenzodiazepinic
al oricireia dintre urmétoarele sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia:

Nr. compus Structurd
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S
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Nr. compus Structurd
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Nr. compus Structurd
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/O\/\O/\/O\/\N/\/\n/ \/\b
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Compusii D1, sD1, D2, sD2, DGN462, sDGN462, D3 si sD3 ilustrati anterior
pot fi preparati conform procedurilor descrise in Brevetele SUA nr. 9,381,256, 8,765,740, 8,426,402 si
9,353,127 si Publicatia de cerere SUA US2016/0082114.

In anumite variante de realizare, sarea acceptabila din punct de vedere farmaceutic a compusilor
ilustrafi anterior (de exemplu sD1, sD2, sD4, sDGN462, sD3, sD4, sD3, sD5', sD6 sau sD7) este o sare de
sodiu sau potasiu. Mai precis, sarea acceptabila din punct de vedere farmaceutic este o sare de sodiu.

Intr-o varianti de realizare specifici, agentul farmacologic este reprezentat de urmitoarca
formula:
0 o o

H = H
N : MN\/\
HN N N
Q TN ! )i}
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N O\/©\/O N:,,
N“(\C[OMe MeOD;"N
o] 6]

sau




10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

81

*m”bvw ;5
SESTIO

sau o sare acceptabila din punct de vedere farmaceutic a acestuia. Intr-o varianti de realizare specifica,
sarca acceptabila din punct de vedere farmaceutic este o sare de sodiu sau potasiu.

Intr-o alta varianti de realizare specifica, agentul farmacologic este reprezentat de urmitoarea
formula:

IV. Procedee de productie

Anticorpii anti-ADAMY si fragmentele de legare a ADAMY ale acestora conform prezentei
inventii sunt cel mai de preferat produsi prin expresia recombinantd a moleculelor de acid nucleic care
codificd astfel de polipeptide, astfel cum este bine cunoscut in stadiul tehnicii.

Polipeptidele conform inventiei pot fi preparate in mod convenabil utilizind sinteza peptidelor in
faza solida (Merrifield, B. (1986) "Solid Phase Synthesis," Science 232(4748):341-347; Houghten, R.A.
(1985) "General Method For The Rapid Solid-Phase Synthesis Of Large Numbers Of Peptides:
Specificity Of Antigen-Antibody Interaction At The Level Of Individual Amino Acids,” Proc. Natl. Acad.
Sci. (S.U.A.) 82(15):5131-5135; Ganesan, A. (2006) "Solid-Phase Synthesis In The Twenty-First
Century,” Mini Rev. Med. Chem. 6(1):3-10).

Intr-o alternativi, anticorpii pot fi obtinuti recombinant si exprimati utilizAnd orice procedeu
cunoscut in stadiul tehnicii. Anticorpii pot fi obtinufi recombinant prin izolarea mai intii a anticorpilor
obtinuti de la animale gazda, obtinerea secventei genetice si utilizarea secventei genetice pentru a exprima
anticorpul recombinant in celulele gazda (de exemplu celule CHO). Un alt procedeu care poate fi utilizat
este exprimarea secventei de anticorpi in plante {de exemplu tutun) sau lapte transgenic. Au fost
dezviluite procedee adecvate pentru exprimarea recombinantd a anticorpilor in plante sau lapte (a se
vedea, de exemplu, Peeters si colab. (2001) "Production Of Antibodies And Antibody Fragments In
Plants," Vaccine 19:2756; Lonberg, N. si colab. (1995) "Human Antibodies From Transgenic Mice," Int.
Rev. Immunol 13:65-93; and Pollock si colab. (1999) "Transgenic Milk As A Method For The Production
Of Recombinant Antibodies,” J. Immunol Methods 231:147-157). Suitable methods for making
derivatives of antibodies, e.g., humanized, single-chain, efc. are known in the art, and have been described
above. Intr-o alti alternativi, anticorpii pot fi obtinuti recombinant prin tehnologia de afisare a fagilor (a
se vedea, de exemplu, Brevetele SUA nr. 5,565,332; 5,580,717; 5,733,743; 6,265,150; si Winter, G. si
colab. (1994) "Making Antibodies By Phage Display Technology,” Annu. Rev. Immunol. 12.433-455).

Vectorii care contin polinucleotide de interes (de exemplu polinucleotide care codificd lanfurile
polipeptidice ale anticorpilor anti-ADAMS9 si fragmentele de legare a ADAMY ale acestora conform
prezentei inventii) pot fi introdusi in celula gazda prin oricare dintre o serie de mijloace adecvate, inclusiv
electroporare, transfectie utilizind clorurd de calciu, clorurd de rubidiu, fosfat de calciu, DEAE-dextran
sau alte substante; bombardament cu microproiectile; lipofectie; si infectie (de exemplu in cazul in care
vectorul este un agent infectios cum ar fi virusul vaccinia). Alegerea introducerii vectorilor sau
polinucleotidelor va depinde adesea de caracteristicile celulei gazda.

Orice celuld gazda capabild sd supracxprime ADN-uri heteroloage poate fi utilizatd in scopul
exprimirii unei polipeptide sau proteine de interes. Exemple nelimitative de celule gazda de mamifer
adecvate includ, dar fird a se limita la, celule COS, HeLa si CHO.

Inventia include imunoconjugati care cuprind o secventd de aminoacizi a unui anticorp anti-
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ADAMDY sau fragment de legare a ADAMY al acestuia conform prezentei inventii. Polipeptidele conform
prezentei inventii pot fi produse prin procedee cunoscute in stadiul tehnicii. Polipeptidele pot fi produse
prin degradarea proteoliticdA sau de altd naturd a anticorpilor, prin procedee recombinante (adicd
polipeptide simple sau de fuziune) astfel cum este descris anterior sau prin sintezd chimica. Polipeptidele
anticorpilor, in special polipeptidele mai scurte pand la aproximativ 50 de aminoacizi, sunt obtinute in
mod convenabil prin sintezd chimicd. Procedeele de sintezd chimica sunt cunoscute in stadiul tehnicii si
sunt disponibile pe piata.

Modificarea polipeptidelor este o practicd de rutind in stadiul tehnicii si nu trebuie descrisd in
detaliu in prezenta inventie. Exemple de polipeptide modificate includ polipeptide cu substitutii
conservatoare ale resturilor de aminoacizi, una sau mai multe deletii sau adaosuri de aminoacizi care nu
modificd in mod semnificativ activitatea functionald sau utilizarea analogilor chimici. Resturile de
aminoacizi care pot fi inlocuite conservator unele cu altele includ: glicind/alanind; serind/treonini;
valind/izoleucind/leucind; asparagind/glutamind; acid aspartic/acid glutamic; lizind/arginind; si nd
fenilalanind/tirozind. Aceste polipeptide includ, de asemenea, polipeptide glicozilate si neglicozilate,
precum si polipeptide cu alte modificari post-translationale, cum ar fi, de exemplu, glicozilare cu diverse
zaharuri, acetilare si fosforilare. De preferat, substitutiile de aminoacizi ar fi conservatoare, adicd
aminoacidul substituit ar poseda proprietati chimice similare cu cele ale aminoacidului original. Astfel de
substitutii conservatoare sunt cunoscute in stadiul tehnicii si exemplele au fost furnizate anterior.
Modificdrile aminoacizilor pot varia de la schimbarea sau modificareca unuia sau mai multor aminoacizi
pand la reconceperca completd a unei regiuni, cum ar fi domeniul variabil. Modificarile in domeniul
variabil pot modifica afinitatea de legare si/sau specificitatea. Alte procedee de modificare includ
utilizarea tehnicilor de cuplare cunoscute in stadiul tehnicii, inclusiv mijloace enzimatice, substitutie
oxidativa si chelare. Modificarile pot fi utilizate, de exemplu, pentru atasarea marcajelor pentru
imunotestare, cum ar fi atasarea fractiunilor radioactive pentru radioimunotestare. Polipeptidele
modificate sunt produse utilizind proceduri stabilite in stadiul tehnicii si pot fi analizate utilizind teste
standard cunoscute in stadiul tehnicii.

Inventia cuprinde imunoconjugati care cuprind proteine de fuziune care posedd unul sau mai
multe dintre VL si/sau VH anti-ADAMY conform prezentei inventii. intr-o varianti de realizare, este
furnizatd o polipeptidd de fuziune care cuprinde un lant usor, un lant greu sau atat un lant usor, cat si un
lant greu. Intr-o alti variantd de realizare, polipeptida de fuziune confine o regiune constantd de
1munoglobu11na heteroloagi. Intr-o alti varianti de realizare, polipeptida de fuziune confine un domeniu
variabil al lantului usor si un domeniu variabil al lantului greu al unui anticorp produs dintr-un hibridom
depus public. In scopul prezentei inventii, o proteind de fuziune a anticorpului contine unul sau mai multe
domenii polipeptidice care se leagd in mod specific la ADAMD si o altd secventd de aminoacizi la care nu
este atasatd in molecula nativa, de exemplu, o secventi heteroloagd sau o secventd omoloaga dintr-o alta
regiune.

V. Conjugarea medicamentelor

Imunoconjugatii care cuprind un anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAM9 al
acestuia legat covalent la un agent farmacologic prin gruparea e-amino a unuia sau mai multor resturi de
lizina situate pe anticorpul anti-ADAM?9 sau un fragment de legare a ADAMO al acestuia, astfel cum este
descris in prima variantd de realizare anterioard sau oricare variante de realizare specifice descrise in
prezenta inventie pot fi preparati conform oricdror procedee cunoscute in stadiul tehnicii, a se vedea, de
exemplu, WO 2012/128868 si W02012/112687.

In anumite variante de realizare, imunoconjugatii conform primei variante de realizare pot fi
preparati printr-un prim procedeu care cuprinde etapele de reactionare a CBA cu un agent citotoxic care
are o grupare reactivi la amina.

Intr-o varianta de realizare, pentru primul procedeu descris anterior, reactia poate fi efectuata in
prezenta unui reactiv la imind, cum ar fi NaHSOs.

Intr-o variantd de realizare, pentru primul procedeu descris anterior, agentul citotoxic care are o
grupare reactiva la imind este reprezentat de urmétoarea formula:
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sau o sare acceptabila din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care definifiile pentru variabile sunt
descrise anterior pentru formulele (L1a'"), (L1a'l), (L1b") si (L1b'1).

In anumite variante de realizare, imunoconjugatii conform primei variante de realizare pot fi
preparati printr-un al doilea procedeu care cuprinde urmatoarele etape:
(a) reactionarea unui agent citotoxic cu un compus linker care are o grupare reactivi la amind si o grupare
reactiva la tiol pentru a forma un compus agent citotoxic-linker care are gruparca reactiva la amind legata
la acesta; si
(b) reactionarea CBA cu compusul agent citotoxic-linker.

Intr-o varianti de realizare, pentru cel de-al doilea procedeu descris anterior, reactia din etapa (a)
este efectuatd in prezenfa unui reactiv la imind (de exemplu NaHSO3).

Intr-o varianti de realizare, pentru cel de-al doilea procedeu descris anterior, compusul agent
citotoxic-linker poate fi reactionat cu CBA fara purificare. In mod alternativ, compusul agent citotoxic-
linker poate fi purificat inainte de reactionarea cu CBA.

In anumite variante de realizare, imunoconjugatii conform primei variante de realizare pot fi
preparati printr-un al treilea procedeu care cuprinde urmitoarele etape:
(a) reactionarea CBA cu un compus linker care are o grupare reactivd la amini si o grupare reactiva la tiol
pentru a forma un CB A modificat care are o grupare reactiva la tiol legata la acesta; si
(b) reactionarea CBA modificat cu agentul citotoxic.

Intr-o varianti de realizare, pentru cel de-al treilea procedeu descris anterior, reactia din etapa (b)
este efectuatd in prezenfa unui reactiv 1a imind (de exemplu NaHSO3).

In anumite variante de realizare, imunoconjugatii conform primei variante de realizare pot fi
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preparati printr-un al patrulea procedeu care cuprinde etapele de reactionare a CBA, un compus citotoxic
si un compus linker care are o grupare reactiva la amind si o grupare reactiva la tiol.

Intr-o varianti de realizare, pentru cel de-al patrulea procedeu, reactia este efectuatd in prezenta
5 unui agent reactiv la imind (e.g., NaHSOz).

In anumite variante de realizare, pentru cel de-al doilea, al treilea sau al patrulea procedeu
descris anterior, compusul linker care are o grupare reactivd la amind si o grupare reactiva la tiol este

reprezentat de urmitoarea formula:
o ©
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in care X este halogen; Jp -SH, -SSRY sau -SC(=O)R%; RY este fenil, nitrofenil, dinitrofenil,
carboxinitrofenil, piridil sau nitropiridil; R# este un alchil; si variabilele rimase sunt astfel cum au fost
descrise anterior pentru formula (al) - (al0); si agentul citotoxic este reprezentat de urmdatoarea formula:
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sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care variabilele sunt astfel cum au
fost descrise anterior pentru formulele (L1a"), (L1a'l), (L1b"), (L1b'1), (L2a"), (L2a'l), (L2b") si (L2b'1).

In anumite variante de realizare, pentru cel de-al doilea, al treilea sau al patrulea procedeu
descris anterior, compusul linker care are o grupare reactivi la amind si o grupare reactiva la tiol este
reprezentat de oricare dintre formulele (alL) - (alOL) si agentul citotoxic este reprezentat de urmatoarea
formula:

MeQ

in care variabilele sunt astfel cum au fost descrise anterior in oricare dintre cea de-a 13* pand la a 17°
variantd de realizare specificd a primei variante de realizare descrise anterior si oricare variante de
realizare mai specifice descrise in prezenta inventie.

Intr-o varianti de realizare specifici, pentru cel de-al doilea, al treilea sau al patrulea procedeu
descris anterior, linkerul este sulfo-SPDB, agentul citotoxic este DM4 si imunoconjugatul este reprezentat
de urmatoarea formula:
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N~ntan CBA

< MeO

J

Wi

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care Wi, este un numir intreg de 1a 1
pani la 10.

Imunoconjugatii care cuprind un anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAM9 al
acestuia legat covalent la un agent citotoxic prin gruparea tiol (-SH) a unuia sau mai multor resturi de
cisteind situate pe anticorpul anti-ADAMS9 sau un fragment de legare a ADAM9 al acestuia astfel cum
este descris in cea de-a doua variantd de realizare antericard (de exemplu imunoconjugatii conform
oricireia dintre 17 pand la cea de-a 23 variantd de realizare specificd sau oricare variante de realizare
specifice descrise in prezenta inventie) pot fi preparati prin reactionarea CBA care are una sau mai multe
cisteine libere cu un agent citotoxic care are o grupare reactiva la tiol descrisd in prezenta inventie.

Intr-o varianti de realizare preferati, imunoconjugatii conform prezentei inventii posedd o
variantd de regiune Fc IgG care cuprinde un rest de cisteind suplimentar, astfel incit sd permitd
conjugarea unui agent farmacologic cu o astfel de moleculd (de exemplu SEQ ID NO: 79 si 80).

Intr-o varianti de realizare, agentul citotoxic care are o grupare reactivi la tiol este reprezentat de

urmatoarca formuli:
R5\N/P\((CRaRb)m\H/LCC
0 (0]

° ° (C1b’);

sau

0 0 (C1b’'1),
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sau o sarc acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care —L(° este reprezentat de
urmitoarea formula:

R" R
" ;
Rao R1s ©
in care variabilele sunt astfel cum au fost descrise anterior in oricare dintre prima pani la cea de-a 9* si a

232 variantd de realizare specificd a celei de-a doua variante de realizare sau oricare variante de realizare
mai specifice descrise in prezenta inventie.

Intr-o alti varianti de realizare, agentul citotoxic care are o grupare reactivi la tiol este
reprezentat de urmitoarea formula:

Q .S
Re\N)\_RX1 ~ LCCV

v X
—N o o HN—,
N
NWJCEOME Mep@( %
O (@)

(C2a7),
o} .S
Re );RX'] \LCCI
N
Y ’X X _/Y
=N o) 0 N==,
N
(L L
o o (C2a”1),
RXZ
W/ \S—LCC'
v, X
—N o) 0 HN_’.
Nwﬂwe Mcmf%
© © (C2b7),
o} .S
~
Re\ )\—RX1 LCC|
N
Y X X oy
=N 0 o N~
N
N\ﬂ/;//\[om(e Meo\/@L[(C@
O O (C2b”1)

sau o sarc acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care L™ este reprezentat de

urmatoarca formuli:
O

Riz Rz \
ff\ z N
S B q
Q R11R10 o .

sau
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#? e RF

R22 Rz

in care variabilele sunt astfel cum au fost descrise anterior in oricare dintre cea de-a 10* pand laa 16* si a
23* variantd de realizare specificd a celei de-a doua variante de realizare sau oricare variante de realizare
5 mai specifice descrise in prezenta inventie.

Intr-o alti varianti de realizare, agentul citotoxic care are o grupare reactivi la tiol este

reprezentat de urmitoarea formula:
o] N
ms\_ o
o 0 o} ©
. 0

R1 RZ
MeO

§ £

MeO HO H (C3a"),

10 sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care Lc® este descris anterior si
variabilele rAmase sunt astfel cum au fost descrise anterior in oricare dintre cea de-a 17* pani la a 23°
variantd de realizare specificd a celei de-a doua variante de realizare sau oricare variante de realizare mai
specifice descrise in prezenta inventie.

15 Intr-o varianti de realizare specifica, agentul citotoxic care are o grupare reactivi la tiol este
reprezentat de urmitoarea formula:

MeQ

S .,5 N
MeO HO H
sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia.

20 Intr-o alti varianti de realizare specificd, agentul citotoxic care are o grupare reactivi la tiol este

reprezentat de urmatoarea formula:
O

\ Y\X N/\/N
SoH! S

MeO

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia.

25 In anumite variante de realizare, in reactia CBA cu agentul citotoxic se pot utiliza solventi
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organici pentru a solubiliza agentul citotoxic. Solventi organici exemplificativi includ, dar fard a se limita
la, dimetilacetamidad (DMA), propilenglicol efc. Intr-o variantd de realizare, reactia CBA cu agentul

citotoxic este efectuati in prezenta DMA si propilenglicolului.

Intr-o varianti de realizare specificd, agentul mtotoxm reprezentat de urmatoarea formula:

HNJOH/ jﬁN N\/\b

ooy

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, este reactionat cu un CBA (de exemplu
un anticorp anti-ADAM9 sau un fragment de legare a ADAMY9 al acestuia) pentru a forma
imunoconjugatul reprezentat de urmitoarea formula:

\

O H = (0] H 0]
B A P
X @] (6]
N ¥ ©
o) 0 -, >
\\(. : OMe MeO : '7rN

(@] 0]

. /Wc

sau o sarc acceptabild din  punct de vedere farmaceutic a acestuia, 1in care:

>

linia dubld dintre N si C reprezintd o legaturd simpld sau o legaturd dubla, cu conditia ca, atunci cand
este o legaturd dubla, X sa fie absent si Y sa fie -H si atunci cand este o legdtura simpld, X si fie -H 51 Y
sa fie -SOzH sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia; si W sd fie 1 sau 2. Intr-o

varianti de realizare mai specifics, linia dubla ~ =~ dintre N si C reprezinti o legatura dubld, X este absent

si Y este -H. Intr-o altd variantd de realizare mai specifica, linia dubli dintre N si C reprezinti o
legaturd simpla, X este -H si Y este -SOz:H sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a
acestuia. Si mai precis, sarea acceptabild din punct de vedere farmaceutic este o sare de sodiu sau potasiu.

In anumite variante de realizare, atunci cand Y este —SOzH sau o sare acceptabild din punct de
vedere farmaceutic a acestuia, imunoconjugatii pot fi preparati prin (a) reactionarea fractiunii iminice din
agentul citotoxic care contine imind care are o grupare reactiva la tiol descrisd anterior (adicd formula

(Cl1a", (C1a'l), (C1b", (C1b'D), (C2a"), (C2a"1), (C2b") sau (C2b"1), in care linia dubla =" dintre N si
C reprezintd o legaturd dubld, X este absent si Y este -H) cu un dioxid de sulf, sare de bisulfit sau o sare
de metabisulfit intr-o solufie apoasd la un pH de 1,9 pana la 5,0 pentru a forma un agent citotoxic

modificat care cuprinde o fractiune iminica modificata reprezentatd prin urmatoarea formula:
HO»S H
N

Y
sau o sare acceptabila din punct de vedere farmaceutic a acestuia; si (b) reactionarea agentului citotoxic
modificat cu anticorpul anti-ADAMY9 sau cu un fragment de legare a ADAMY al acestuia descris in
prezenta inventie pentru a forma imunoconjugatul.

Intr-un prim aspect, pentru procedeul descris anterior, reactia din etapa (a) este efectuati la un
pH de 1,9 pani la 5,0. Mai precis, pH-ul este 2,5 pand la 4,9, 1,9 pani la 4,8, 2,0 pani 1a 4,8, 2.5 pand la
45,29 panila 4,5, 2,9 pani la 4,0, 2,9 pania la 3,7, 3,1 pani la 3,5 sau 3,2 pani la 3.4. Intr-o alti varianta
de realizare specificd, reactia din etapa (a) este efectuatd la un pH de 1,9, 2,0, 2,1,2.2, 23,24, 25, 2.6,
2,7,2,8,29,30,3,1,3,2,3334,3,5,3,6,3,7,3,8,3,9,4,0,4,1,42,43,45,4,6,4,7,48, 49 sau 5,0.
Intr-o altd varianti de realizare specifica, reactia din etapa (a) este efectuatd la un pH de 3.3.
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Astfel cum este utilizatd in prezenta inventie, o valoare specificd a pH-ului semnifici valoarea
specificd £ 0,05.

In unele variante de realizare, reactia din etapa (a) este efectuatii in prezenta unei solutii tampon.
Orice solufie tampon adecvati cunoscutd in stadiul tehnicii poate fi utilizatd in procedeele conform
prezentei inventii. Solufii tampon adecvate includ, de exemplu, un tampon citrat, un tampon acetat, un
tampon succinat, un tampon fosfat, un tampon care contine glicini (de exemplu tampon glicind-HC1), un
tampon ftalat (de exemplu o solutie tampon care cuprinde sodiu sau ftalat acid de potasiu) si o combinatie
a acestora. In unele variante de realizare, solutia tampon este un tampon succinat. In unele variante de
realizare, solutia tampon este un tampon fosfat. In unele variante de realizare, tamponul este un tampon
citrat-fosfat. In unele variante de realizare, tamponul este un tampon citrat-fosfat care cuprinde acid citric
si Na,HPO,. In alte variante de realizare, tamponul este un tampon citrat-fosfat care cuprinde acid citric si
K,HPO,. In unele variante de realizare, concentratia de solutie tampon descrisa anterior poate fi cuprinsa
in intervalul 10 pani la 250 mM, 10 pana la 200 mM, 10 pand la 150 mM, 10 pana la 100 mM, 25 pani la
100 mM, 25 pénd la 75 mM, 10 pana la 50 mM sau 20 pani la 50 mM.

Intr-un al 2 aspect, reactia din etapa (a) este efectuati in absenta unei solutii tampon (de
exemplu tampoanele descrise in primul aspect). In unele variante de realizare, prezentul procedeu
cuprinde urmitoarele etape: (a) reactionarea fractiunii iminice din agentul citotoxic care confine imind
care are 0 grupare reactiva la tiol descrisa anterior (adicd formula (Cla'), (Cla'l), (C1b"), (C1b'l), (C2a™),

(C2a"1), (C2b") sau (C2b"1), in care linia dubld ~ dintre N si C reprezinti o legiturd dubli, X este
absent 51 Y este -H) cu un dioxid de sulf, sare de bisulfit sau o sare de metabisulfit intr-o solutie apoasa
pentru a forma un agent citotoxic modificat care cuprinde o fractiune iminicd modificata reprezentatd prin
urmdtoarea formula:
HOsS |

N

Y

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care solutia apoasd nu cuprinde un
tampon; si (b) reactionarea agentului citotoxic modificat cu anticorpul anti-ADAMS9 sau cu un fragment
de legare a ADAMD al acestuia descris in prezenta invenfie pentru a forma imunoconjugatul. In unele
variante de realizare, reactia din etapa (a) este efectuatd intr-un amestec de solvent organic si apd. Mai
precis, reactia din etapa (a) este efectuatd intr-un amestec de dimetilacetamida (DMA) si apa. In unele
variante de realizare, amestecul de DMA si apd cuprinde mai putin de 60% DMA in volum. Si mai precis,
raportul de volum dintre DMA si apd este 1:1.

Intr-un al 3'* aspect, pentru procedecle descrise anterior sau in primul sau cel de-al 2'* aspect, se
utilizeaza 0,5 pana la 5,0 echivalenti de sare de bisulfit sau 0,25 sau 2,5 echivalenti de sare de metabisulfit
pentru fiecare 1 echivalent de agent citotoxic care contine imin in reactia din etapa (a). In uncle variante
de realizare, sc utilizeaza 0,5 pana la 4,5, 0,5 pani 1a 4,0, 0,5 pand la 3,5, 0,5 pand la 4,0, 0,5 pani la 3,5,
0,5 pana l1a 3,0, 0,5 pand 1a 2,5, 0,8 pand 1a 2,0, 0,9 pand 1a 1,8, 1,0 pani la 1,7, 1,1 pani la 1,6, 1,2 pani la
1,5 echivalenti de sare de bisulfit sau 0,25 pana la 2,25, 0,25 pana la 2,0, 0,25 pana la 1,75, 0,25 pana la
2.0, 0,25 pana la 1,75, 0,25 pana la 1,5, 0,25 pani la 1,25, 0,4 pana la 1,0, 0,45 pani la 0,9, 0,5 pani la
0,85, 0,55 pand la 0,8 sau 0,6 pand la 0,75 echivalenti de sare de metabisulfit pentru fiecare echivalent de
agent citotoxic care confine imini. In alte variante de realizare, se utilizeazi 0,5, 0,6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0,
1,1,1,2,1,314, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1.9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4,
3.5, 4,0, 4,5 sau 5,0 echivalenti de sare de bisulfit sau 0,25, 0,3, 0,35, 0.4, 0,45, 0,5, 0,55, 0,6, 0,65, 0,7,
0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95, 1,0, 1,05, 1,1, 1,15, 1,2, 1,25, 1,3, 1,35, 1,4, 1,45, 1,5, 1,55, 1,6, 1,65, 1,7, 1,75,
2,0, 2,25 sau 2,5 echivalenti de sare de metabisulfit pentru fiecare echivalent de agent citotoxic care
confine imind. In alte variante de realizare, se utilizeazi 1,4 echivalenti de sare de bisulfit sau 0,7
echivalenti de sare de metabisulfit pentru fiecare echivalent de agent citotoxic care confine imina. In alte
variante de realizare, se utilizeazd 1,2 echivalenti de sare de bisulfit sau 0,6 echivalenfi de sare de
metabisulfit pentru fiecare echivalent de agent citotoxic care contine imina.

Astfel cum este utilizat in prezenta inventie, un echivalent specific semnificd valoarea specifica
+0,05.

Intr-un al 4" aspect, pentru procedeele descrise anterior, reactia din etapa (a) este efectuati la un
pH de 2.9 pand la 3,7 si 1,0 pana la 1,8 echivalenti de sare de bisulfit sau 0,5 pani la 0,9 echivalenti de
sare de metabisulfit reactioneazi cu 1 echivalent de agent citotoxic care contine imini. In unele variante
de realizare, reactia din etapa (a) este efectuatd la un pH de 3,1 pand la 3,5 si 1,1 pana la 1,6 echivalenti



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31
91

de sare de bisulfit sau 0,55 pand la 0,8 echivalenti de sare de metabisulfit reactioneaza cu 1 echivalent de
agent citotoxic care contine imini. In alte variante de realizare, reactia din ctapa (a) este efectuati la un
pH de 3,2 pani la 3,4 si 1,3 pand la 1,5 echivalenti de sare de bisulfit sau 0,65 pana la 0,75 echivalenti de
sare de metabisulfit reactioneazi cu 1 echivalent de agent citotoxic care contine imini. In alte variante de
realizare, reactia din etapa (a) este efectuatd la un pH de 3,3 si 1,4 echivalenti de sare de bisulfit sau 0,7
echivalenti de sare de metabisulfit reactioneazi cu 1 echivalent de agent citotoxic care contine imini. In
alte variante de realizare, reactia din etapa (a) este efectuati la un pH de 3,3 si 1,4 echivalenti de bisulfit
de sodiu reactioneazi cu 1 echivalent de agent citotoxic care contine imina.

Intr-un al 5% aspect, pentru procedeele descrise anterior sau in primul, cel de-al 2'*2, al 3% sau al
4lea agpect, reactia din etapa (a) este efectuatd intr-un amestec de solvent organic §i api. Poate fi utilizat
orice solvent organic adecvat. Exemple de solventi organici includ alcooli (de exemplu metanol, etanol,
propanol etc.), dimetilformamidda (DMF), dimetilsulfoxid (DMSO), acctonitril, acetond, clorurd de
metilen etc. In unele variante de realizare, solventul organic este miscibil cu apa. In alte variante de
realizare, solventul organic nu este miscibil cu apa, adicd reactia din etapa (a) este efectuatd intr-o solutie
bifazicd. In unele variante de realizare, solventul organic este dimetilacetamidi (DMA). Solventul organic
(de exemplu DMA) poate fi prezent in cantitate de 1%-99%, 1-95%, 10-80%, 20-70%, 30-70%, 1-60%,
5-60%, 10-60%, 20-60%, 30-60%, 40-60%, 45-55%, 10-50% sau 20-40%, in volum din volumul total de
apd si solventul organic. In unele variante de realizare, reactia din etapa (a) este efectuata intr-un amestec
de DMA si apa, in care raportul de volum dintre DMA si apd este 1:1.

Intr-un al 6 aspect, pentru procedeele descrise anterior sau in primul, cel de-al 22, al 312, a] 4le2
sau al 5" aspect, reactia din etapa (a) poate fi efectuati la orice temperaturd adecvata. In unele variante de
realizare, reactia este efectuatd la o temperatura de la 0 °C pani la 50 °C, de la 10 °C pana la 50 °C, de la
10 °C pani la 40 °C sau de la 10 °C pana la 30 °C. In alte variante de realizare, reactia este efectuati la o
temperaturd de 1a 15 °C pana la 30 °C, de 1a 20 °C pani 1a 30 °C, de la 15 °C pani la 25 °C, de 1a 16 °C
pani la 24 °C, de 1a 17 °C pani la 23 °C, de la 18 °C pani la 22 °C sau de la 19 °C péani la 21 °C. In alte
variante de realizare, reactia poate fi efectuatd la 15 °C, 16 °C, 17 °C, 18 °C, 19 °C, 20 °C, 21 °C, 22 °C,
23 °C, 24 °C sau 25 °C. In unele variante de realizare, reactia poate fi efectuatd de la 0 °C pani la 15 °C,
dela0°Cpanila 10 °C,delal °Cpandla 10 °C, dela 5 °C pand la 15 °C sau de la 5 °C pani la 10 °C.

Intr-un al 7** aspect, pentru procedeele descrise anterior sau in primul, cel de-al 2'*, al 3% al
4l a] 52 sau al 6* aspect, reactia din etapa (a) este efectuatd timp de 1 minut pani la 48 ore, 5 minute
pand la 36 ore, 10 minute pana la 24 ore, 30 minute pana la 24 ore, 30 minute pana la 20 ore, 1 ord pani la
20 ore, 1 ord pana la 15 ore, 1 ord pand la 10 ore, 2 ore pani la 10 ore, 3 ore pani la 9 ore, 3 ore pani la 8
ore, 4 ore pani la 6 ore sau 1 ord pani la 4 ore. In unele variante de realizare, reactia este lisatd si
continue timp de 4 pani la 6 ore. in alte variante de realizare, reactia este lisati si continue timp de 10
minute, 15 minute, 20 minute, 30 minute, 1 ord, 2 ore, 3 ore, 4 ore, 5 ore, 6 ore, 7 ore, 8 ore, 9 ore, 10 ore,
11 ore, 12 ore, 13 ore, 14 ore, 15 ore etc. In alte variante de realizare, reactia este 1asatd sa continue timp
de 4 ore. In alte variante de realizare, reactia este lisati si continue timp de 2 ore.

Intr-un al 8" aspect, pentru procedeele conform prezentei inventii descrise in prezenta inventie
sau in primul, cel de-al 22, al 33 al 4'¢a al 5'°2 al 6" sau al 7 aspect, reactia din etapa (b) este
efectuati la un pH de 4 pani la 9. In unele variante de realizare, reactia din etapa (b) este efectuatd la un
pH de 4,5 pand 1a 8,5, 5 pand 1a 8,5, 5 pand la 8, 5 pand la 7,5, 5 pand la 7, 5 pand la 6,5 sau 5,5 pani la
6,5. In alte variante de realizare, reactia din etapa (b) este efectuatd la pH 5,0, 5,1, 5.2, 5,3, 5.4, 5,5, 5,6,
5,7,5,8,59,6,0,6,1,62,63, 64,653, 6,6,6,7,6,8,69,70,7,1,7,2,73,7,4,7,5,7,6,7,7,7,8, 7,9 sau
8,0.

In unele variante de realizare, pentru procedecle descrise anterior sau in primul, cel de-al 2'*2, al
3l al 4k gl 5% a] 6 al 72 sau al 8 aspect, reactia din etapa (b) este efectuatd intr-o solutie apoasi
care cuprinde un amestec de apd si un solvent organic. Poate fi utilizat orice solvent organic adecvat
descris anterior. Mai precis, solventul organic este DMA. In unele variante de realizare, solufia apoasa
cuprinde mai putin decat 50%, mai pufin decat 40%, mai pufin decit 30%, mai putin decat 25%, mai
putin decat 20%, mai putin decét 15%, mai putin decat 10%, mai putin decit 5%, mai pufin decat 3%, mai
putin decat 2%, sau mai putin decat 1% solvent organic (de exemplu DMA) din volum.

In unele variante de realizare, pentru procedecle descrise anterior sau in primul, cel de-al 2'*2, al
3lea al 412 g] 5% gl 68 al 7' sau al 8'°* aspect, sarea de bisulfit este bisulfit de sodiu sau potasiu, iar
sarea de metabisulfit este metabisulfit de sodiu sau potasiu. intr-o variantii de realizare specificd, sarea de
bisulfit este bisulfit de sodiu, iar sarea de metabisulfit este metabisulfit de sodiu.
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In unele variante de realizare, pentru procedecle descrise anterior sau in primul, cel de-al 2'*2, al
3lea gl 4lea g] 5lea g] 63, al 7' sau al 8'® aspect, agentul citotoxic modificat nu este purificat inainte de a
reactiona cu agentul de legare celular in etapa (b). In mod alternativ, agentul citotoxic modificat este
purificat inainte de a reactiona cu agentul de legare celular in etapa (b). Orice procedeu adecvat descrisd
in prezenta inventie poate fi utilizat pentru a purifica agentul citotoxic modificat.

In unele variante de realizare, pentru procedeele descrise anterior, reactia din etapa (a) nu are ca
rezultat o sulfonare substantiald a grupdrii maleimidice. In unele variante de realizare, mai putin de 50%,
40%, 30%, 20%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2% sau 1% din gruparca maleimidicd este
sulfonati. Procentul de sulfonare a maleimidei este egal cu cantitatea totald de agent citotoxic maleimid-
sulfonat (agentul citotoxic care are sulfonare doar pe maleimidd) si agent citotoxic disulfonat (agentul
citotoxic care are sulfonare atat pe fractiunile maleimidice, cat si pe cele iminice) impartitd la cantitatea
initiald de agent citotoxic care contine imind inainte de reactionarea acestuia cu sarea de bisulfit sau cu
sarea de metabisulfit.

In unele variante de realizare, imunoconjugatii preparati prin orice procedee descrise anterior
sunt supusi unei etape de purificare. In acest sens, imunoconjugatul poate fi purificat din celelalte
componente ale amestecului utilizind filtrare in flux tangential (TFF), cromatografie neadsorbtiva,
cromatografia adsorbtiva, filtrare adsorbtiva, precipitare selectivd sau orice alt proces de purificare
adecvat, precum si combinatii ale acestora.

In unele variante de realizare, imunoconjugatul este purificat utilizind o singurd ectapi de
purificare (de exemplu TFF). De preferat, conjugatul este purificat si schimbat in formularea adecvata
utilizind o singurd ectapid de purificare (de exemplu TFF). In alte variante de realizare a inventiei,
imunoconjugatul este purificat utilizind doud etape de purificare secvenfiale. De exemplu,
imunoconjugatul poate fi mai intai purificat prin precipitare selectiva, filtrare adsorbtivd, cromatografic
absorbtivd sau cromatografic neabsorbtivd, urmata de purificare prin TFF. Un specialist in domeniu va
aprecia faptul ca purificarca imunoconjugatului permite izolarea unui conjugat stabil care cuprinde
agentul de legare celulard cuplat din punct de vedere chimic cu agentul citotoxic.

Orice sisteme TFF adecvate pot fi utilizate pentru purificare, inclusiv un sistem de tip Pellicon
(Millipore, Billerica, Mass.), un sistem Sartocon Cassette (Sartorius AG, Edgewood, NY) si un sistem de
tip Centrasette (Pall Corp., East Hills, NY)

Orice rasind de cromatografie adsorbtivd adecvati poate fi utilizati pentru purificare. Rasinile de
cromatografic adsorbtivi preferate includ cromatografia cu hidroxiapatitd, cromatografia de inducere a
sarcinii hidrofobe (HCIC), cromatografia de interactiune hidrofobd (HIC), cromatografia cu schimb de
ioni, cromatografia cu schimb de ioni in mod mixt, cromatografia de afinitate cu metal imobilizat
(IMAC), cromatografia cu ligand colorant, cromatografia de afinitate, cromatografia cu faza inversa si
combinafii ale acestora. Exemple de rasini de hidroxiapatitd adecvate includ hidroxiapatitd ceramica
(CHT Tip I si Tip I, Bio-Rad Laboratories, Hercules, California), hidroxiapatitd HA Ultrogel (Pall Corp.,
East Hills, NY) si fluoroapatitd ceramicd (CFT Tip I si Tip II, Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California). Un exemplu de risind HCIC adecvata este rdsina MEP Hypercel (Pall Corp., East Hills, NY).
Exemple de rasini HIC adecvate includ risini butil-sefarozi, hexil-sefarozd, fenil-sefaroza si octil-
sefarozd (toate de la GE Healthcare, Piscataway, NJ), precum si rasini Macro-prep Metil si Macro-Prep t-
Butil (Biorad Laboratories, Hercules, California). Exemple de rdsini cu schimb de ioni adecvate includ
rasini SP-Sepharose, CM-Sepharose si Q-Sepharose (toate de la GE Healthcare, Piscataway, NJ) si risind
Unosphere S (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California). Exemple de schimbdtoare de ioni in mod mixt
adecvate includ rasina Bakerbond ABx (JT Baker, Phillipsburg NJ). Exemple de rasini IMAC adecvate
includ rasina Chelating Sepharose (GE Healthcare, Piscataway, NJ) si rasina IMAC Profinity (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California). Exemple de risini ligand colorante adecvate includ risina Blue
Sepharose (GE Healthcare, Piscataway, NJ) si rasina Affi-gel Blue (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California). Exemple de rdsini de afinitate adecvate includ risind Protein A Sepharose (de exemplu
MabSelect, GE Healthcare, Piscataway, NJ), unde agentul de legare celulard este un anticorp si rasini de
afinitate pentru lectind, de exemplu risind Lentil Lectin Sepharose (GE Healthcare, Piscataway, NJ), unde
agentul de legare celulari poarti situsuri de legare a lectinei adecvate. In mod alternativ, poate fi utilizat
un anticorp specific pentru agentul de legare celulard. Un astfel de anticorp poate fi imobilizat la, de
exemplu, risina Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Exemple de rasini cu faza
inversa adecvate includ rasini C4, C8 si C18 (Grace Vydac, Hesperia, California).
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Orice rdsind de cromatografic non-adsorbtivd adecvati poate fi utilizatd pentru purificare.
Exemple de risini de cromatografie non-adsorbtivd adecvate includ rasini SEPHADEXTM G-25, G-50,
G-100, SEPHACRYLTM (de exemplu S-200 si S-300), rdgsini SUPERDEXTM (de exemplu
SUPERDEXTM 75 si SUPERDEXTM 200), risini BIO-GEL® (de exemplu P-6, P-10, P-30, P-60 si P-
100) si altele cunoscute specialistilor in domeniu.

VI. Utilizari ale imunoconjugatilor conform prezentei inventii
Prezenta inventie cuprinde compozitii farmaceutice care cuprind imunoconjugatii conform
prezentei inventii.

Astfel cum este furnizat in prezenta inventie, imunoconjugatii conform prezentei inventii, care
cuprind domeniile VL si/sau VH anti-ADAM?9 umanizate/optimizate furnizate in prezenta inventie, au
capacitatea de a se lega la ADAMY prezenti pe suprafata unei celule si de a media distrugerea celulelor.
In special, imunoconjugatii conform prezentei inventii care cuprind un agent farmacologic, sunt
internalizati si mediaza distrugerea celulelor prin activitatea agentului farmacologic. O astfel de activitate
de distrugere a celulelor poate fi sporitd de imunoconjugatul care induce citotoxicitatea mediatd de celule
dependenta de anticorpi (ADCC) si/sau citotoxicitatea dependentd de complement (CDC)

Prin urmare, imunoconjugatii conform prezentei inventii, care cuprind domeniile VL si/sau VH
anti-ADAMY umanizate/optimizate furnizate in prezenta inventie, au capacitatea de a trata orice boald sau
afectiune asociatd cu sau caracterizatd prin expresia ADAM9. Astfel cum s-a discutat anterior, ADAM9
este un antigen oncoembrionar exprimat in numeroase afectiuni maligne sanguine si solide care este
asociat cu tumori de grad inalt care prezintd o morfologie mai putin diferentiatd si este corelat cu rezultate
clinice slabe. Prin urmare, fdrd limitare, imunoconjugatii conform prezentei inventii pot fi utiliza{i in
tratamentul cancerului, in special al unui cancer caracterizat prin expresia ADAMS9.

In alte anumite variante de realizare, imunoconjugatii conform prezentei inventii pot fi utili in
tratamentul cancerului pulmonar (de exemplu cancer pulmonar cu celule non-mici), cancerului colorectal,
cancerului vezicii urinare, cancerului gastric, cancerului pancreatic, carcinomului cu celule renale,
cancerului de prostatd, cancerului esofagian, cancerului mamar, cancerului de cap si gat, cancerului
uterin, cancerului ovarian, cancerului hepatic, cancerului de col uterin, cancerului tiroidian, cancerului
testicular, cancerului mieloid, melanomului si cancerului limfoid.

In alte variante de realizare, imunoconjugatii conform prezentei inventii pot fi utili in tratamentul
cancerului pulmonar cu celule non-mici (celule scuamoase, adenocarcinom sau carcinom nediferentiat cu
celule mari) si al cancerului colorectal (adenocarcinom, tumori carcinoide gastrointestinale, tumori
stromale gastrointestinale, limfom colorectal primar, leiomiosarcom sau carcinom cu celule scuamoase).

Pe langd utilitatea acestora in terapie, imunoconjugatii conform prezentei inventii pot fi marcati
in mod detectabil si utilizati in diagnosticul cancerului sau in imagistica tumorilor si celulelor tumorale.

VIIL. Compozitii farmaceutice

Compozitiile conform inventiei includ compozitii de medicamente in vrac utile in fabricarea
compozifiilor farmaceutice (de exemplu compozitii impure sau nesterile) si a compozitiilor farmaceutice
(adicd compozitii care sunt adecvate pentru administrare la un subiect sau pacient) care pot fi utilizate in
prepararea formelor de dozare unitard. Astfel de compozifii cuprind o cantitate eficientd din punct de
vedere profilactic sau terapeutic din imunoconjugatii conform prezentei inventii sau o combinatie de
astfel de agenti si un purtitor acceptabil din punct de vedere farmaceutic. De preferat, compozitiile
conform inventiei cuprind o cantitate eficientd din punct de vedere profilactic sau terapeutic din
imunoconjugatii conform prezentei inventii si un purtdtor acceptabil din punct de vedere farmaceutic.
Inventia cuprinde, de asemenea, astfel de compozitii farmaceutice care includ in plus un al doilea anticorp
terapeutic (de exemplu anticorp monoclonal specific tumoral) care este specific pentru un anumit antigen
canceros si un purtitor acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

Intr-o varianti de realizare specificd, termenul "acceptabil din punct de vedere farmaceutic'
semnificd aprobat de o agentie de reglementare a guvernului federal sau de stat sau listat in Farmacopeea
SUA sau alta farmacopee general recunoscutd pentru utilizare la animale si mai in special la cameni.
Termenul "purtiator” se referd la un diluant, adjuvant (de exemplu adjuvant Freund (complet si
incomplet), excipient sau vehicul cu care este administrat medicamentul. In general, ingredientele
compozitiilor conform inventiei sunt furnizate fie separat, fie amestecate impreund in formi de dozare
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unitard, de exemplu sub forma de pulbere liofilizatd uscatd sau concentrat fira apa intr-un recipient inchis
ermetic, cum ar fi o fiold sau un pliculet care indicd cantitatea de agent activ. Acolo unde compozitia
urmeaza sa fie administratd prin perfuzie, aceasta poate fi eliberat cu o sticld de perfuzie care contine apa
sterild de calitate farmaceutica sau ser fiziologic. Acolo unde compozitia este administrata prin injectare,
poate fi furnizata o fiold cu api sterild pentru injectare sau o solutie salind, astfel incat ingredientele si
poata fi amestecate inainte de administrare.

Inventia furnizeaza, de asemenea, un pachet sau un kit farmaceutic care cuprinde unul sau mai
multe recipiente umplute cu imunoconjugati conform prezentei inventii, singure sau cu un astfel de
purtitor acceptabil din punct de vedere farmaceutic. in plus, unul sau mai mulfi alti agenti profilactici sau
terapeutici utili pentru tratamentul unei boli pot fi de asemenea inclusi in pachetul sau kitul farmaceutic.
Inventia furnizeazi, de asemenea, un pachet sau un kit farmaceutic care cuprinde unul sau mai multe
recipiente umplute cu unul sau mai multe dintre ingredientele compozitiilor farmaceutice conform
inventiei. In mod optional asociat cu un astfel de recipient poate fi o notificare in forma prescrisi de o
agentic guvernamentald care reglementeazd fabricarea, utilizarea sau vanzarea produselor farmaceutice
sau a produselor biologice, notificare care reflectd aprobarea de citre agentia de fabricare, utilizare sau
vanzare pentru administrare la oameni.

Prezenta inventie furnizeaza kituri care pot fi utilizate in procedeele mentionate anterior. Un kit
poate cuprinde oricare dintre imunoconjugatii conform prezentei inventii. Kitul poate cuprinde in plus
unul sau mai multi alti agenti profilactici si/sau terapeutici utili pentru tratamentul cancerului, in unul sau
mai multe recipiente.

VIII. Procedee de administrare

Compozitiile conform prezentei inventii pot fi furnizate pentru utilizare in tratamentul, profilaxia
si ameliorarea unuia sau mai multor simptome asociate cu o boald, tulburare prin administrarea la un
subicct a unei cantititi eficiente de imunoconjugat conform inventiei. Intr-un aspect preferat, astfel de
compozifii sunt in mod substantial purificate (adicd in mod substantial lipsite de substante care le
limiteazi efectul sau produc efecte secundare nedorite). Intr-o varianti de realizare specifici, subiectul
este un animal, de preferat un mamifer, cum ar fi non-primat (de exemplu bovin, ecvin, felin, canin,
rozitor etc.) sau primat (de exemplu maimutd, cum ar fi o maimutd cynomolgus, un omul efc.). Intr-o
variantd de realizare preferatd, subiectul este un om.

Diverse sisteme de administrare sunt cunoscute si pot fi utilizate pentru a administra
compozifiile, de exemplu incapsulare in lipozomi, microparticule, microcapsule, celule recombinante
capabile sd exprime anticorpul sau proteina de fuziune, endocitozd mediatd de receptor (a se vedea, de
exempluy, Wu si colab. (1987) "Receptor-Mediated In Vitro Gene Transformation By A Soluble DNA
Carrier System, " J. Biol. Chem. 262:4429-4432), constructia unui acid nucleic ca parte a unui vector
retroviral sau alt vector etc.

Procedeele de administrare a imunoconjugatilor pentru utilizare conform inventiei includ
administrarea parenterald (de exemplu intradermicd, intramusculard, intraperitoneald, intravenoasi si
subcutanatd), epidurald si mucoasd (de exemplu ciile intranazale si orale). Intr-o varianti de realizare
specificd, imunoconjugatii pentru utilizare conform prezentei inventii sunt administrati intramuscular,
intravenos sau subcutanat. Compozitiile pot fi administrate pe orice cale convenabild, de exemplu prin
perfuzie sau injectare in bolus, si pot fi administrate impreund cu alti agenti activi din punct de vedere
biologic. Administrarea poate fi sistemica sau locala.

Inventia furnizeaza, de asemenea, faptul cd preparatele de imunoconjugati conform prezentei
inventii sunt ambalate intr-un recipient inchis ermetic, cum ar fi o fiold sau un pliculet care indicad
cantitatea de moleculi. Intr-o varianti de realizare, astfel de molecule sunt furnizate sub formi de pulbere
liofilizata uscata sterilizatd sau concentrat fard apd intr-un recipient inchis ermetic si pot fi reconstituite,
de exemply cu apd sau solutie salind la concentratia adecvatd pentru administrare la un subiect. De
preferat, imunoconjugatii conform prezentei inventii sunt furnizati sub forma de pulbere liofilizata sterila
uscati intr-un recipient inchis ermetic.

Preparatele liofilizate de imunoconjugati conform prezentei invenfii trebuie pdastrate la o
temperaturd cuprinsd intre 2 °C si 8 °C in recipientul original al acestora, iar moleculele trebuie
administrate in decurs de 12 ore, de preferat 6 ore, 5 ore, 3 ore sau 1 ord dupd reconstituire. Intr-o variant
de realizare alternativa, astfel de molecule sunt furnizate sub forma lichida intr-un recipient inchis ermetic
care indicd cantitatea si concentratia de moleculd, proteind de fuziune sau moleculd conjugati. De
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preferat, astfel de imunoconjugati, atunci cand sunt furnizafi sub forma lichidd, sunt furnizati intr-un
recipient inchis ermetic.

Astfel cum este utilizatd in prezenta inventie, o "cantitate eficienti" dintr-o compozitie
farmaceuticd este o cantitate suficientd pentru a obtine rezultate benefice sau dorite, inclusiv rezultate
clinice, cum ar fi sciderea simptomelor rezultate din boald, atenuarea unui simptom de infectie (de
exemplu incircaturd virald, febrd, durere, sepsis ctc.) sau a unui simptom de cancer (de exemplu
proliferarea celulelor canceroase, prezenfa tumorii, metastaze tumorale ezc.), crescand astfel calitatea
vietii celor care suferd de boald, reducind doza de alte medicamente necesare pentru a trata boala, sporind
efectul unui alt medicament, cum ar fi prin fintirea si/sau internalizarea, intarzierea progresiei bolii si/sau
prelungirea supravietuirii indivizilor.

O cantitate cficienti poate fi administrati in una sau mai multe administriri. in scopul prezentei
inventii, o cantitate eficientd de medicament, compus sau compozific farmaceuticd este o cantitate
suficientd: pentru a distruge si/sau reduce proliferarea celulelor canceroase si/sau pentru a elimina, reduce
si/sau intarzia dezvoltarea metastazelor dintr-un situs primar al cancerului. In unele variante de realizare,
o cantitate eficientd dintr-un medicament, compus sau compozitie farmaceutica poate sau poate sa nu fie
obtinutd impreund cu un alt medicament, compus sau compozitie farmaceutici. Prin urmare, o "cantitate
eficientd" poate fi Ivatd in considerare in contextul administririi unuia sau mai multor agenti
chimioterapeutici si un singur agent poate fi considerat a fi administrat intr-o cantitate eficientd daca,
impreund cu unul sau mai mulfi ali agenti, poate fi obtinut sau se obtine un rezultat dorit.

Pentru imunoconjugatii pentru utilizare conform inventiei, doza administratd la un pacient este
de preferat determinata pe baza greutitii corporale (kg) a subiectului beneficiar.

Doza si frecventa de administrare a unui imunoconjugat pentru utilizare conform prezentei
inventii pot fi reduse sau modificate prin cresterea absorbtiei si penetrdrii tisulare a moleculei prin
modificiri cum ar fi, de exemplu, lipidarea.

Doza de imunoconjugat pentru utilizare conform inventfiei administratd la un pacient poate fi
calculati pentru utilizare ca terapie cu un singur agent. In mod alternativ, molecula poate fi utilizati in
combinafie cu alte compozitii terapeutice si doza administratd la un pacient este mai micd decat atunci
cand moleculele mentionate sunt utilizate ca terapie cu un singur agent.

Compozitiile farmaceutice pentru utilizare conform inventiei pot fi administrate local in zona
care necesita tratament; aceasta poate fi realizatd, de exemplu, prin perfuzie locald, prin injectare sau prin
intermediul unui implant, implantul mentionat fiind dintr-un material poros, neporos sau gelatinos, care
include membrane, cum ar fi membrane sialastice sau fibre. De preferat, atunci cind se administreazd un
imunoconjugat pentru utilizare conform inventiei, trebuie avut grijd si se utilizeze materiale pe care
molecula nu le absoarbe.

Compozitiile pentru utilizare conform inventiei pot fi eliberate intr-o veziculd, in special un
lipozom (a se vedea Langer (1990) "New Methods Of Drug Delivery,” Science 249: 1527-1533); Treat et
al., in LIPOSOMES IN THE THERAPY OF INFECTIOUS DISEASE AND CANCER, Lopez-Berestein
and Fidler (eds.), Liss, New York, pp. 353- 365 (1989); Lopez-Berestein, ibid., pp. 3 17-327).

Tratamentul unui subiect cu o cantitate eficientd din punct de vedere terapeutic sau profilactic
dintr-un imunoconjugat conform prezentei inventii poate include un singur tratament sau, de preferat,
poate include o serie de tratamente. Se va aprecia, de asemenea, faptul cd doza eficientd de molecule
utilizate pentru tratament poate creste sau sciddea pe parcursul unui anumit tratament.

EXEMPLE

Dupi ce acum a fost descrisd in general inventia, aceasta va fi mai usor de inteles prin referire la
urmitoarele Exemple. Urmatoarele exemple ilustreazd diverse procedee pentru compozitii in procedecle
de diagnostic sau tratament conform inventiei. Exemplele sunt destinate s ilustreze, dar in niciun caz sd
limiteze, domeniul de aplicare al inventiei.

Exemplul 1.
Specificitatea celulelor tumorale ale anticorpului anti-ADAM9 MAB-A

S-a identificat un anticorp murinic anti-ADAMY (denumit in prezenta invenfic MAB-A) care:
(1) blocheaza activitatea de procesare a proteinei tintd a ADAMY; (2) este internalizat; si (3) are activitate



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31
9

anti-tumorald (a se vedea, de exemplu, Brevetul SUA nr. 8361475). S-a investigat specificitatea celulelor
tumorale ale MAB-A prin IHC. S-a pus in contact tesut tumoral cu MAB-A (0,4 pg/mL) sau un martor
izotip (0,4 pg/mL) si s-a vizualizat gradul de colorare. S-a descoperit faptul ci MAB-A marcheaza
puternic o varietate de tipuri de celule canceroase pulmonare de carcinom cu celule mari, carcinom cu
celule scuamoase si adenocarcinom cu celule non-mici (FIG. 1A), celule canceroase mamare, celule
canceroase de prostatd, celule canceroase gastrice (FIG. 1B), precum si probe de cancer de colon (FIG.
1C). S-a pus in contact tesut normal cu MAB-A (1,25 ug/mL) si s-a vizualizat gradul de colorare. Astfel
cum s-a rezumat anterior in Tabelul 2, MAB-A a prezentat putini colorare sau deloc a unei game largi de
fesuturi normale. Se va observa faptul ci concentratia de MAB-A utilizatd in aceste studii a fost de
aproape 3 ori mai mare decit cea utilizatd pentru colorarca celulelor tumorale. Rezultatele acestor studii
IHC indica faptul cd MAB-A prezintd o legare preferentiald puternica la celulele tumorale fata de celulele
normale.

Exemplul 2.
Reactivitate incrucisati a speciilor

S-a examinat legarea MAB-A la ADAMY umani (huADAMY9) si la ADAMY de maimuta
cynomolgus (cynoADAMY). Pe scurt, celulele 293-FT si CHO-K care exprimd tranzitoriu huADAM9,
cynoADAMY, un antigen neinrudit sau celulele parentale netransfectate au fost incubate cu MAB-A
urmat de anticorp secundar de caprd anti-murinic-PE si au fost analizate prin FACS. Astfel cum este
ilustrat in FIG. 2, MAB-A prezintd o legare puternicd la huADAMY exprimatd tranzitoriu pe ambele
tipuri de celule. MAB-A prezintd o legare slabd la cynoADAMY9. MAB-A nu s-a legat la celulele
parentale sau la celulele care exprimd un antigen irclevant. Niveluri scizute similare de legare la
cynoADAM au fost observate in testele ELISA.

Exemplul 3
Umanizare si optimizare initiala

Umanizarea MAB-A a produs un domeniu VH umanizat, denumit in prezenta inven{ie '"hMAB-
A VH(1)" si un domeniu VL umanizat denumit in prezenta inventie "hMAB-A VL(1)." Domeniile
variabile umanizate au fost apoi optimizate pentru a spori activitatea de legare si/sau pentru a indeparta
resturile de aminoacizi potential labile astfel cum este descris in detaliu mai jos. Aceastd prima runda de
optimizare a produs trei domenii VH umanizate suplimentare, denumite in prezenta inventic ""hMAB-A
VH(2)," "hMAB-A VH(3)" si "hMAB-A VH(4)" si alte trei domenii VL umanizate denumite in
prezenta inventic "hMAB-A VL(2)," "hMAB-A VL(3)" si "hMAB-A VL4)." In plus, a fost generata
o versiune himericd a MAB-A (""chMAB-A") care are domeniile VH si VL murinice si regiuni constante
umane. Secventele de aminoacizi ale domeniilor VH si VL murinice si umanizate/optimizate sunt
furnizate anterior, o aliniere este furnizatd in FIG. 3A si 3B. Secventa de consens a acestor domenii VH si
VL umanizate/optimizate este furnizatd anterior. Acolo unde s-au generat mai multe domenii variabile
umanizate, domeniile variabile umanizate ale lantului greu si usor ale unui anumit anticorp anti-ADAM9
(de exemplu MAB-A) pot fi utilizate in orice combinatie si se face referire la anumite combinatii de
lanturi umanizate prin referire la domeniile VH/VL specifice, de exemplu un anticorp care cuprinde
hMAB-A VH(1) si hMAB-A VL(2) este denumit in mod specific "hMAB-A (1.2)."

In urmitoarele exemple, orice imunoconjugat care cuprinde urmitoarcle domenii VH este
ilustrat doar in scopuri ilustrative si nu face parte din inventia revendicatd in prezentul document:

hMAB-A VH (1)
hMAB-A VH 2)
hMAB-A VH 3)
hMAB-A VH ).

In urmitoarele exemple. orice imunoconjugat care cuprinde versiunea himerici a MAB-A
(chMAB-A) este ilustrat doar in scopuri ilustrative si nu face parte din inventia revendicati in prezentul
document.

hMAB-A VH(1) a fost generat avand regiuni cadru derivate din liniile germinale umane VH3-21
st VH3-64 si hMAB-A VL(1) a fost generat avind regiuni cadru derivate din liniile germinale umane B3
si L6. CDR murinice au fost refinute in aceste domenii variabile umanizate.

Un potential situs de deamidare a fost identificat in CDRu2 (ilustrat cu o singurd subliniere in
FIG. 3A) si un potential situs de izomerizare a acidului aspartic a fost identificat in CDR¢1 (ilustrat cu o
singurd subliniere in FIG. 3B). Substitutiile de aminoacizi la aceste pozitii au fost examinate pentru a
identifica substitutii pentru a elimina aceste situsuri mentinind in acelasi timp afinitatea de legare. S-a
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selectat o substitutic a fenilalaninei la pozitia 54 (N54F) a CDRg2 (prezentd in hMAB-A VH(2)) si la
serind la pozitia 28 (D28S) a CDRy1 (prezentd in hMAB-A VL(2)), in care numerotarea este in
conformitate cu Kabat. Substitutiile identificate pot fi utilizate separat sau in combinatie. In mod
surprinzdtor, s-a descoperit faptul ci anticorpii care cuprind substitutia N54F prezintd o crestere de
aproximativ 2 ori a afinitifii pentru ADAM9 umani (a se vedea, de exempiu, Tabelul 3 de mai jos) si o
legare usor imbunatitita la ADAMY de cynomolgus.

Au fost generate variante suplimentare, optimizate pentru a minimiza numirul de resturi de
lizind prezente in CDR. Doud resturi de lizind sunt prezente in CDRy2 (indicate cu o subliniere dubld in
FIG. 3A) si o lizind este prezentd in CDR1 1 (indicatd cu o subliniere dubld in FIG. 3B). Substitutiile de
aminoacizi la aceste pozitii au fost examinate pentru a identifica substitutiile care au mentinut afinitatea
de legare. Substitutiile argininei la pozitia 62 (K62R), a glutaminei la pozitia 64 (K64Q) si a serinei la
pozitia 65 (S65G) au fost selectate pentru CDRy2 (prezentd in hMAB-A VH(3)), in care numerotarea este
in conformitate cu Kabat. O substitufie a unei arginine la pozitia 24 (K24R) a fost selectati pentru CDR11
(prezentd in hMAB-A VL(3)). Substitutiile identificate pot fi utilizate separat sau in combinatie.

Au fost identificate alte resturi potential labile prezente in CDR (indicate cu o subliniere
punctatd in FIG. 3A-3B), un rest de metionini in CDRyl la pozifia 34 (M34), un rest de metionind in
CDR.1 la pozitia 33 (M33), si resturi de histidind, acid glutamic si acid aspartic la pozitiile 92 (H93), 93
(E93) si 94 (D94), in CDR.3, in care numerotarea este in conformitate cu Kabat. Substitutiile de
aminoacizi la aceste pozitii au fost examinate pentru a identifica substitutiile care au menfinut afinitatea
de legare. Substitutia izoleucinei la pozitia 34 (M341) a fost selectatd pentru CDRyl si substitutiile de
leucind, tirozind, serind si treonind au fost selectate pentru pozitiile 33 (M33L), 92 (H93Y), 93 (E93S) si
94 (D94T) ale CDR.3, in care numerotarea este conform Kabat. Fiecare dintre aceste pozitii ar putea fi
inlocuitd cu usurintd in combinatie cu toate substitufiile detaliate anterior pentru a produce hMAB-A
VH(4) si h(MAB-A VL(4), care, atunci cand sunt asociate impreund, genereazi un anticorp care a retinut o
micd imbunitatire a afinitafii in comparatie cu anticorpul murinic parental si care are un potential mult
redus de deamidare sau oxidare si fara resturi de lizind in CDR.

Afinitatea de legare relativd a anticorpilor hMAB-A (1.1), hMAB-A (2.2), hMAB-A (2.3),
hMAB-A (3.3), h(MAB-A (4.4) umanizati/optimizati si a chMAB-A himeric (care are domeniile VH/VL
murinice) la huADAM a fost investigatd utilizind analiza BIACORE®, in care ADAM9 umani solubild
marcata cu His ("'shADAM9-His," care contine o portiune extracelulard de ADAM9 umana fuzionatd cu
o proteind care contine histidind) a fost trecutd pe o suprafatd acoperitd cu anticorp imobilizat. Pe scurt,
fiecare anticorp a fost capturat pe o suprafati Fab2 de capri anti-Fc umand si apoi a fost incubat in
prezenta diverselor concentratii (6,25-100 nM) de proteind shADAM?9-His. Cinetica de legare a fost
determinatd prin legarea analizei BIACORE® (normalizati 1:1 model de legare Langmuir). k., kq si Kp
calculate din aceste studii sunt prezentate in Tabelul 3. Legarea la cynoADAMY a fost examinatd prin
FACS astfel cum este descris anterior si prin ELISA.

Tabelul 3.
Anticorp pI huADAM9
Ka (x10°) ka (x10) KD (nM)

chMAB-A 6,01 1,3 4,7 3,6
hMAB-A (1.1) 6,44 1,5 5.2 35
hMAB-A (2.2) 6,58 1,1 1,5 1,4
hMAB-A (2.3) 6,58 1,3 1,7 1,3
hMAB-A (3.3) 6,44 1,1 1,5 1,4
hMAB-A (4.4) 6,73 1,0 2,0 2,0

Rezultatele acestor studii demonstreazd faptul ci anticorpii umanizati/optimizati au aceeasi
afinitate de legare la ADAMY umani sau mai mare decit anticorpul murinic parental. In special, s-a
observat faptul ci introducerea mutatiei N54F in anticorpii umanizati a condus la o legare imbunatitita la
huADAMY (adici hMAB-A (2.2), hMAB-A (2.3) si hMAB-A (3.3)). Aceastd mutatic a furnizat, de
asemenea, 0 usoard imbundtatire a legirii la cynoADAMY, astfel cum s-a determinat prin FACS si
ELISA, cu toate acestea, acesti anticorpi au continuat sd prezinte legare slaba la cynoADAMSY. Aceste
studii au identificat, de asemenea, substitutii suplimentare care ar putea fi introduse pentru a elimina
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resturile de lizind din CDR férd a reduce afinitatea. Au fost identificate substitutii suplimentare pentru a
elimina alte resturi potential labile, cu un impact minim asupra afinitatii.

Exemplul 4.
Optimizarea legirii la ADAMY de primate non-umane

Mutageneza aleatorie a fost utilizata pentru a introduce substitutii in domeniul CDRy2 al lantului
greu (pozitiile Kabat 53-58) si CDRy3 (pozitiile Kabat 95-100 si 100a-100f) ale hMAB-A (2.2). Mutantii
au fost testati pentru a identifica clonele care au o legare imbunitatitd la ADAMY de primate non-umane
(de exemplu cynoADAMDY) si care au pdstrat legarea cu afinitate crescutd la huADAMSY. 48 de clone au
fost selectate din doud testiri independente ale mutafiilor din CDRg3 (pozifiile Kabat 100a-100f).
Tabelul 4 furnizeaza o aliniere a secventei de aminoacizi a resturilor 100a-f ale CDRg3 Kabat din clonele
hMAB-A (2.2) selectate pentru legarea imbundtatitd la cynoADAMY din doud testdri independente.
Aliniamentele suplimentare ale clonelor sunt furnizate in Tabelul 5. Astfel cum este indicat in astfel de
Tabele, clone similare au apdrut in fiecare experiment, care au cizut in modele de substitutie discrete.

Tabelul 4 Substitutii in cadrul subdomeniului lantului gren CDRH3 al MAB-A (pozitiile Kabat
100a-100f)

Testare 1 Testare 2
ID clona |[SEQ ID(Secventa subdomeniului|Clone ID ([SEQ ID|Secventa subdomeniului
NO CDR&3 NO CDR#u3
MAB-A |81 GSRDYF MAB-A |81 GSRDYF
1 82 DGEGVM 1 112 DGKAVL
2 82 DGEGVM 2 113 FNKAVL
3 83 FHSGLL 3 84 FNSATL
4 84 FNSATL 4 114 FNSGTW
5 85 FNSGTL 5 115 FNTGVF
6 86 FNSSTL 6 116 GKSRFH
7 87 GKSKWL 7 91 IGKGVF
8 88 GMGGTL 8 92 IGKGVL
9 89 HAKGGM 9 117 IGKNVY
10 90 IGEAVL 10 118 MGKGVM
11 91 IGKGVF 11 119 NGESVF
12 91 IGKGVF 12 120 PDFGWM
13 92 IGKGVL 13 121 PGSGVM
14 93 KHDSVL 14 122 PKDAWL
15 94 LNTAVM 15 99 PKFGWK
16 95 NGEGTL 16 99 PKFGWK
17 96 NGKNTL 17 123 PKFGWL
18 97 NSAGIL 18 124 PKIGWH
19 98 PKEGWM 19 124 PKIGWH
20 99 PKFGWK 20 124 PKIGWH
21 100 PKMGWYV 21 125 PKMGWA
22 101 PRLGHL 22 126 PKMGWM
23 102 PSFGWA 23 126 PKMGWM
24 103 QAKGTM 24 126 PKMGWM
25 104 RGMGVM 25 126 PKMGWM
26 105 RKEGWM 26 127 PQMGWL
27 106 TGKGVL 27 128 PRFGWL
28 107 TGMGTL 28 128 PRFGWL
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Tabelul 4 Substitutii in cadrul subdomeniului lantului gren CDRH3 al MAB-A (pozitiile Kabat
100a-100f)

Testare 1 Testare 2
ID clona |[SEQ ID(Secventa subdomeniului|Clone ID ([SEQ ID|Secventa subdomeniului
NO CDR&3 NO CDR#u3
29 108 TGNGVM 29 128 PRFGWL
30 108 TGNGVM 30 129 PRMGFL
31 109 WNAGTF 31 130 PRMGFM
32 110 YHHTPL 32 131 PSFGWM
33 110 YHHTPL 33 132 RREGWM
34 111 YQSATL 34 133 SGEGVL
35 134 SGNGVM
36 135 VGKAVL

Tabelul S Substitutii in cadrul subdomeniului lantului gren CDRH3 al MAB-A (pozitiile Kabat
100a-100f)

ID Clona SEQID NO Secventa subdomeniului CDR#u3
MAB-A VH (2A) 85 FNSGTL
MAB-A VH (2B) 92 IGKGVL
MAB-A VH (2C) 128 PRFGWL
MAB-A VH (2D) 106 TGKGVL
MAB-A VH (2E) 136 DSNAVL
MAB-A VH (2F) 137 FHSGTL
MAB-A VH (2G) 113 FNKAVL
MAB-A VH (2H) 138 GGSGVL
MAB-A VH (2I) 139 PRQGFL
MAB-A VH (2)) 140 YNSGTL

Pentru toate clonele examinate, Gly si Ala sunt resturile de aminoacizi preferate in pozitia 4 (P4)
si Leu, Met si Phe sunt resturile de aminoacizi preferate in pozitia 6 (P6). Resturile de aminoacizi
preferate din alte pozitii (de exemplu pozitia 2 (P2), pozitia 3 (P3) si pozitia 5 (P5)) depind de restul de
aminoacid gisit 1a P1. Pentru clonele care au un rest de Pro la pozitia 1 (PI), Lys si Arg au fost preferate
la P2, Phe si Met la P3, Gly la P4 si Trp sau Phe la P5. Pentru clonele care au Phe, Tyr sau Trp 1a P1, Asn
si His au fost preferate la P2, Ser si His la P3 si Leu la P6. Pentru clonele care au Ile, Leu sau Val la P1,
Gly a fost preferat la P2, Lys la P3, Val la P5 si hidrofob la P6. In plus, astfel cum se poate observa in
Tabelul 4, pentru clonele care au un rest de Thr la P1, Gly a fost preferat la P2, Lys, Met si Asn au fost
preferate la P3, Gly a fost preferat 1a P4, Val sau Thr au fost preferate la P5 iar Leu si Met la P6. Clonele
suplimentare care au un rest de Asp, Gly, Arg, His sau Ser la P1 au fost de asemenea identificate la
frecvente inferioare (a se vedea Tabelul 4 si Tabelul 5).

Domeniul VH al celor zece clone ilustrate in Tabelul 5 a fost utilizat pentru a genera variante
optimizate suplimentare ale hMAB-A (2.2) denumite hMAB-A (2A.2)-(2].2). Legarea clonelor selectate a
fost examinata prin testul ELISA. Pe scurt, anticorpii care se leagd la peptidele care confin histidind si
care au fost acoperiti pe placi de microtitrare au fost utilizati pentru a captura cynoADAMSY solubil
marcat cu peptida His ("cynoADAM9-His') (1 pg/mL) sau huADAMY solubil marcat cu peptida His (1
pg/mL) si a fost examinatd legarea dilutiilor in serie ale hMAB-A parental (2.2) si cele zece variante de
CDR#u3 hMAB-A (2A.2). Curbele de legare la cynoADAMY si huADAMO sunt ilustrate in FIG. 4A si,
respectiv, FIG. 4B,. Variantele hMAB-A (2A.2) care cuprind fiecare dintre domeniile VH selectate au
prezentat o legare imbunitatitd la cynoADAMY cu MAB-A VH(2B), MAB-A VH(2C), MAB-A VH(2D)
st MAB-A VH(2I), prezentind cea mai mare imbunatitire a legarii la cynoADAMS9, mentinind in acelasi
timp o legare similard la huADAMDO ca si anticorpul parental hMAB-A (2.2).
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Afinitatea de legare relativi a anticorpilor umanizati/optimizati suplimentar MAB-A VH(2B.2),
MAB-A VH(2C.2), MAB-A VH(2D.2) si MAB-A VH(21.2) si hMAB-A parental (2.2), la huADAM9-
His si cynoADAMY-His a fost investigatii utilizind analiza BIACORE® in esenti astfel cum este descris
anterior. ks, kq si Kp calculate din aceste studii sunt prezentate in Tabelul 6.

Tabelul 6
Anticorp huADAM9 cynoADAM9
Fa (x10° ) (M's7[ka (x10%) (1) |[KD (nM) |ka (x10%) (M's)) |ka (x10™) (s')) [KD (nM)
)
hMAB-A (2.2) (9,0 5,5 0,6 2,0 220 110
hMAB-A (2B.2) (6,1 3,9 0,6 3,4 0,66 0,2
hMAB-A (2C.2) (5,9 8,1 1,4 3,5 <0,1 <0,3
hMAB-A (2D.2) (6,9 5,8 0,8 4,2 3,0 0,7
hMAB-A (21.2) (6,6 2,3 0,4 4,0 0,85 0,2

Studiile de legare demonstreaza faptul ci cele patru clone de top au prezentat o imbunitatire
intre 150-550 de ori in afinitatea de legare la cynoADAMY, mentinind in acelasi timp aceeasi legare de
mare afinitate la huADAMY ca si anticorpul parental. hMAB-A (2C.2) si hMAB-A (21.2) au fost
selectate pentru studii suplimentare.

Exemplul 5.
Studiul imunohistochimic al anticorpului hMAB-A (21.2)

Specificitatea celulard a hMAB-A (21.2) a fost investigatd prin IHC. Celulele martor pozitive si
negative si tesuturile normale umane si de maimutd cynomolgus au fost puse in contact cu hMAB-A
(21.2) (2,5. ng/mL) sau un martor izotip (2,5 pg/mL) iar gradul de colorare a fost vizualizat. Rezultatele
studiului sunt rezumate in Tabelul 7.

Tabelul 7

Celula/Tesut hMAB-A (21.2) (2,5pg/ml) Martor negativ IgG1 (2,5 pg/ml)
Celulele parentale Cho-|- -

K

Expresie medie Cho-|2-4+ (gr ¢ > m) rar pand la|-

K/huADAMO P:1 ocazional si 1+ (gr ¢ > m)

ocazional

Expresie crescutd Cho-|2-4+ (gr ¢ > m) frecvent -

K/huADAM9
Clona Cho-|2-4+ (gr ¢ > m) frecvent -
K/cynoADAMO 2
Clona Cho-|2-4+ (gr ¢ > m) frecvent -
K/cynoADAMO #16
Celule A498 2-4+ (gr ¢ > m) rar pani la|-
ocazional si 1+ (gr ¢ > m)
ocazional pand la frecvent
Colon MG06-CHTN-|- numeroase 2-4+ (gr c) celule compatibile cu
96 B macrofage
Plimidn MGO6-CHN-|- ocazional 2-4+ (gr c) celule compatibile cu
162B1 A macrofage

Ficat ILS11103 B

hepatocite 1+ (gr c) rar pani la ocazional

Pancreas 1L.S10266

Mostenirea vietii celule musculare cardiace cu numeroase 1-3+
cardiace 0910035D focare mici de (gr ¢) compatibile cu pigmentul
de lipofuscind

Rinichi ILS10241 B

epi tubul 1+ (gr ¢) rar

Vezica urinard|- ocazional 2-4+ (gr c) celule compatibile cu
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Tabelul 7

Celula/Tesut hMAB-A (21.2) (2,5pg/ml) Martor negativ IgG1 (2,5 pg/ml)

ILSD8011J macrofage

Colon Cyno #1 - epi mucoasd (luminal m) 2-4+ rar pand la
ocazional si 1+ rar pand la ocazional; numeroase
2-3+ (gr c) celule compatibile cu macrofagele
predominant in LP

Pliman Cyno #1 - foarte rar 2-4+ (gr c) celule compatibile cu
macrofage

Ficat Cyno #1 - -

Pancreas Cyno #1 - -

Cord Cyno #1 - -

Rinichi Cyno |- epi tubul 2+ (gr c) rar si 1+ (gr c) rar pani la

#070368M ocazional

Vezica Urinard Cyno|epi celule tranzitionale + (gr ¢)|rar 1-4+ (gr ¢) celule compatibile cu macrofage

#1 rar

Pliman CA ILS10108 [Scorul H 150 tu -

Pliman CA ILS7223  [Scorul H 180 tu -

Pliman CA ILS2156 A [Scorul H 80 tu -

Pliman CA ILS7295 A [Scorul H 60 tu -

Studiile THC au fost, de asemenea, efectuate pentru a evalua legarea hMAB-A (21.2)
umanizat/optimizat la o concentratic de 12,5 pg/mL (5x concentratia optimi de colorare). In acest studiu
au fost utilizate celule martor pozitive si negative si tesuturi normale umane si de maimutd cynomolgus.

Rezultatele studiului sunt rezumate in Tabelul 8.

Tabelul 8

Cell/Tissue

hMAB-A (21.2) (12,5 pg/ml)

Martor negativ IgG1 (12,5 png/ml)

Celule parentale Cho-|-
K

Expresie medie Cho-|2-4+ (gr ¢ > m) ocazional pani la

K/huADAMO P:1 frecvent

Expresie

Cho-K/huADAM9 frecvent

crescutd|3-4+ (gr ¢ > m) ocazional pani la

Clona Cho-|3-4+ (gr ¢ > m) frecvent
K/cynoADAMO 2

Clona Cho-|3-4+ (gr ¢ > m) frecvent
K/cynoADAMO #16

Celule A498
frecvent

2-4+ (gr ¢ > m) ocazional pani la

Colon MGO6-CHTN-|epi + - 1+ rar pand la ocazional

96 B

numeroase 2-4+ (gr c) celule compatibile cu
macrofage predominant in LP in articolul
de testat si martorul negativ

Plaman MGO06-CHtN-|celule
162B1 A

alveolare

(favorizeazi|ocazional
pneumocitele) 2-3+ (gr ¢ > m) rar,|compatibile cu macrofage
1+ (gr ¢ > m) rar pand la ocazional;|testat si martorul negativ

EC 2-4+ (c,m) rar, 1+ (c,m) rar

celule risipite 2-4+ (gr c)

in articolul de

Ficat ILS11103 B -

ocazional celule risipite
compatibile cu macrofage
testat 51 martorul negativ

2-4+ (gr c)
in articolul de

Pancreas 1L.S10266

epi ductal 1+ (gr ¢ > m) foarte rar

celule (favorizeaza celulele acinare) 1+ (gr
c¢) foarte rar; ocazional celule risipite 2-4+
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Tabelul 8
Cell/Tissue hMAB-A (21.2) (12,5 ng/ml) Martor negativ IgG1 (12,5 pg/ml)
(gr ¢) compatibile cu macrofage in articolul
de testat si martorul negativ
Mostenirea vietii|- numeroase focare mici 1-3+ colorare
cardiace 0910035D granulard cu celule musculare cardiace

compatibile cu pigmentul de lipofuscind
compatibile cu artefactul in articolul de
testat si martorul negativ

Rinichi ILS10241 B

epi tubul 1+ (gr c¢) rar pani la
ocazional

epi tubul + (gr ¢) rar

Vezica urinard|epi celule tranzitionale 1+ (grc) rar [rar 2-4+ (gr c¢) celule copatibile cu

ILSD8011 J macrofage in articolul de testat si martorul
negativ

Colon Cyno #1 - epi mucoasd (luminal m) 2-4+ ocazional si

1+ rar pana la ocazional

Pliman Cyno #1

epi brongic 1+ (gr ¢ > m) rar pana la
ocazional si + (gr ¢ > m) ocazional
pand la frecvent

Ficat Cyno #1 - -

Pancreas Cyno #1 - -

Cord Cyno #1 - -

Rinichi Cyno|- epi tubul 1+ (gr c) rar si + (gr c) rar
#070368M

Vezica urinard #1

epi celule tranzitionale 2+ (gr ¢ > m)
rar si 1+ (gr ¢ > m) rar pand la
ocazional

Pliman CA ILS10108 [Scorul H 180 tu -
Pliman CA ILS7223 [Scorul H 180 tu -
Plimin CA ILS2156(Scorul H 115 tu -
A

Pliman CA ILS7295|Scorul H 115 tu -

A

A fost efectuat un studiu IHC comparativ pentru a evalua diferentele in legarea hMAB-A (2.2),
hMAB-A (2.3), hMAB-A (2C.2) si hMAB-A (21.2) 1a 2,5 pg/mL sau 5 pg/mL. In acest studiu au fost
utilizate celule martor pozitive si negative si fesuturi normale umane si de maimuti cynomolgus.
Rezultatele studiului sunt rezumate in Tabelul 9.

Tabelul 9
Tesut hMAB-A (2,3)|hMAB-A  (2,2)]hbMAB-A  (2C.2)|hMAB-A (21.2) 2,5|Martor
Sug/mL 2,5ng/mL 2,5 ng/mL pg/mL izotip 5

pg/mL

Cho-K  parental |- - - - -

P:3

Expresie medie|l+ (©))2-4+ (gr ¢ > m)|2-4+ (gr ¢ > m) rar|2-4+ (gr ¢ > m) rar|-

Cho-K/hu ocazional rar si 1+ (gr ¢ >[pand la ocazional|pani la ocazional si

ADAMO.2 P:1 m) rar pand lafsi 1+ (grc>m)rar|l+ (gr ¢ > m)

ocazional pani la ocazional |ocazional

Expresie crescutd |3+ (m,c)[2-4+ (gr ¢ > m)|2-4+ (gr ¢ > m)|2-4+ (gr ¢ > m)|-

Cho-K/hu frecvent ocazional pana lalocazional pana la|frecvent

ADAM9.18 P:1 frecvent si 1+ (gr|frecvent si 1+ (grc
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Tabelul 9
Tesut hMAB-A (2,3)|hMAB-A (2,2)lhMAB-A  (2C.2)|hMAB-A (21.2) 2,5|Martor
Sug/mL 2,5ng/mL 2,5 ng/mL pg/mL izotip 5
pg/mL
¢ > m) ocazional |> m) ocazional
Cho-K Cyno #2  [1+(c) - 34+ (gr ¢ > m)|2-4+ (gr ¢ > m)|-
ocazional frecvent frecvent
Cho-K Cyno #16 |2+ (c,m)[2-4+ (gr ¢ > m)|3-4+ (gr ¢ > m)|2-4+ (gr ¢ > m)|-
ocazional pani|rar si 1+ (gr ¢ >|frecvent frecvent
la frecvent m) rar pand la
ocazional
A498 (072210 3-4+ (c,m)|2-4+ (gr ¢ > m)|2-4+ (gr ¢ > m) rar|2-4+ (gr ¢ > m) rar|-
frecvent rar si 1+ (gr ¢ >|si 1+ (gr ¢ > m)|pand la ocazional si
m) ocazional pand|ocazional I+ (gr ¢ > m)
la frecvent ocazional pana la
frecvent
Plaman CA|Scorul IHC 3 [Scorul H 55 Scorul H 17 Scorul H 150 -
ILS10108
Plaman CA|Scorul IHC 3 |Scorul H 205 Scorul H 160 Scorul H 180 -
1L.S7223
Plaman CA|Scorul IHC 1 |[Scorul H 5 Scorul H 0 Scorul H 80 -
ILS2156 A
Plaman CA|Scorul THC 1 [Scorul H 1 Scorul H 0 Scorul H 60 -
1LS7295 A

A fost efectuat un studiu IHC comparativ pentru a evalua diferentele in legarea hMAB-A (2.2),
hMAB-A (2.3), hMAB-A (2C.2) si hMAB-A (21.2) si MAB-A murinic la 2,5 pg/mL, 5 pg/mL sau 12,5
pg/mL. In acest studiu au fost utilizate celule martor pozitive si negative si fesuturi normale umane si de
maimuti cynomolgus. Rezultatele studiului sunt rezumate in Tabelul 10.

Tabelul 10.

Tesut hMAB-A (2.3) 5ug/mL. |hMAB-A |hMAB-A |hMAB-A (2L.2)|[MAB-A 5§
2.2) 25|2C.2) 2,5(12,5 pg/ml pg/mL
pg/mL pg/mL

Colon MGO6-|epi 1+ (c,m) rar; sm|- - epi £ - 1+ rar|Epiteliu 1-3+

CHTN-96 B negativ pana la|[m, c]

ocazional (ocazional
pana la
frecvent);
Altele (Neg)
Pliman MGO6-|pneumocite/macrofage |- - celule alveolare|Monocite 1+
CHtN-162B1 A 2+ (c,m) ocazional (favorizeazd [c] (rar pana
pneumocitele) |la
2-3+ (gr ¢ > m)|ocazional);
rar, 1+ (gr ¢ >|Altele (Neg)
m) rar pani la
ocazional; EC
2-4+ (c,m) rar,
1+ (c,m) rar
Ficat ILS11103 B hepatocite 1+ (c) rar pand|hepatocite [hepatocite |- celule
la ocazional 1+ (gr c©)|2+ (grc) rar Kupffer 3+
frecvent st 1+ (gr ¢) [c]
frecvent (ocazional);
Altele (Neg)
Pancreas ILS 10266 [epi 1+ (c) rar; celule|- - epi ductal 1+|Epiteliul
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Tabelul 10.

Tesut hMAB-A (2.3) 5ug/mL. |hMAB-A |hMAB-A |hMAB-A (2I.2)[MAB-A 5§
2.2) 25|2C2) 2,5|12,5 pg/ml pg/mL
pg/mL pg/mL

insulare 1+ (c) foarte rar (gr ¢ > m)|ductal 1-2+
foarte rar [c, m] (rar
pana la
ocazional);
Fibrila 2+
(rar); Altele
(Neg)

Mostenirea vietil [+ - - - Neg

cardiace(0910035D

Rinichi ILS10241 B |epi 2-3+ (c,m) frecvent [epi  tubul|epi tubul 2+|epi tubul 1+ (gr|Epiteliu 1+
2+ (gr c)|(gr ¢) rar|c) rar pand la|[c] (rar);
rar pand la|pand lafocazional Altele (Neg)
ocazional sijocazional si
I+ (gr ol+ (gr o©
ocazional |ocazional
pana la|pana la
frecvent frecvent

Vezica urinard|epi tranzitional 1+ (c) rar|- - epi celular|Epiteliu

ILSD8011 J pana la ocazional tranzifional 1+|tranzitional

(gr ) rar 2+ [c, m]
(ocazional
pana la
frecvent);
Celule
stromale 3+
[c] (rar);
Altele (Neg)
Colon Cyno #1 epi 1+ (c,m) rar - - -
Pliman Cyno #1 Macrofage si pneumocite |- epi bronsic|epi bronsic 1+|-
1+ (c¢) foarte rar 3-4+ (gr o)|(gr ¢ > m) rar
rar, 2+ (gr|{pand la
¢) ocazional|ocazional si *
sil+ (grol@ ¢ > m
ocazional |ocazional pand
la frecvent

Ficat Cyno #1 hepatocite 1+ (c) frecvent [hepatocite [hepatocite |- -
2+ (gr ©)|2+ (grc) rar
rar pana la|pana la
ocazional sijocazional si
I+ (gr ol+ (gr o©
rar pand laocazional;
ocazional |epi ductal

I+ (gr c¢)
ocazional
Pancreas Cyno #1 epi si celule insulare 1+[- celule - pozitiv
(¢) foarte rar insulare +
(gr 9

frecvent; epi

ductal 1+
(gr ¢) rar
pana la

ocazional
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Tabelul 10.

Tesut hMAB-A (2.3) 5ug/mL. |hMAB-A |hMAB-A |hMAB-A (21.2)|MAB-A
2.2) 25|2C2) 2,5|12,5 pg/ml pg/mL
pg/mL pg/mL

Cord Cyno #1 miocard 1+ (c) frecvent |- - - -

Rinichi Cyno|epi 2+ (c) frecvent epi  tubul|epi tubul 2+|- pozitiv

#070368M 2+ (gr o)|(gr c¢) rar
rar pana la|pana la
ocazional sijocazional si
I+ (gr ol+ (gr o©
rar pand laocazional
ocazional |pand la

frecvent

Vezica urinard Cynolepi tranzitional =+ (c);|- epi celular|epi celular

#1 macrofage foarte rar tranzitional [tranzitional 2+

2-3+ (gr ¢ >|(gr c > m) rar si
m) rar si 1+|1+ (gr ¢ > m)
(gr ¢ > m)|rar pand la
ocazional |ocazional

Rezultatele demonstreaza astfel cd hMAB-A (2.2) a prezentat o colorare globald redusi a
hepatocitelor umane si a tubulilor renali la concentratie optimd, cu o intensitate/frecventd de colorare mai
redusd a reactivitdtfii in hepatocite si tubulii renali observate la martorul negativ. hMAB-A (2.2) a
prezentat o colorare similard la nivel scdzut a hepatocitelor de cyno si a tubulilor renali la concentratie
optimi, cu o intensitate/frecventd de colorare mai redusd a reactivititii in tubulii renali observate la
martorul negativ.

Rezultatele demonstreaza, de asemenea, faptul ci hMAB-A (2C.2) a prezentat o colorare
generald redusd a hepatocitelor umane si a tubulilor renali la concentrafie optimd, cu o
intensitate/frecventd de colorare mai redusd a reactivitdtii in hepatocite si tubulii renali observate la
martorul negativ. hWMAB-A (2C.2) a prezentat o colorare similard la nivel scdzut in hepatocitele de cyno
si tubulii renali la concentratic optimd. Constatdri minime suplimentare in epiteliul pulmonar, celulele
insulare pancreatice/epiteliul si epiteliul vezicii urinare de cyno pentru hMAB-A (2C.2) nu au fost
observate in tesutul uman corespunzitor; o intensitate/frecventd de colorare mai redusa a reactivititii a
fost observata in epiteliul pulmonar, tubulii renali, epiteliul vezicii urinare la martorul negativ. Rezultatele
demonstreazi, de asemenea, faptul cdA hMAB-A (21.2) nu a prezentat nicio colorare a tesuturilor umane
sau de cyno la concentratie optimi, cu o colorare rard +/- a epiteliului celular tranzitional al vezicii
urinare. hMAB-A (21.2) a prezentat, de asemenea, o colorare generald la nivel si la frecventd scizute a
celulelor alveolare pulmonare umane, a epiteliului ductal pancreatic, a tubului renal, a epiteliului celular
tranzifional al vezicii urinare la de 5x concentratia optima si o colorare generald la nivel scizut a
epiteliului bronsic de cyno si a epiteliului celular tranzifional al vezicii urinare la de 5x concentratia
optimi. hMAB-A (21.2) prezintd un profil IHC general favorabil pe tesuturile umane normale testate si
un profil similar pe tesuturile corespunzatoare de maimuti cynomolgus.

Exemplul 6
Variante de regiuni Fc care cuprind hMAB-A (21.2)

hMAB-A (21.2) cuprinde un lant usor (SEQ ID NO:68) care are o regiune constanti a lantului
usor kappa si un lant greu (SEQ ID NO:52) care are regiuni constante ale lantului greu de IgG de tip
salbatic. Variantele Fc au fost generate prin introducerea urmitoarelor substitutii in regiunea Fc:
L234A/L235A (a se vedea, de exemplu, SEQ ID NO: 78) desemnat hMAB-A (21.2)(AA); S442C (a se
vedea, de exemplu, SEQ ID NO: 79) desemnat hMAB-A (21.2)(C); si L234A/L235A/S442C (a se vedea,
de exemplu, SEQ ID NO: 80) desemnat hMAB-A (21.2)(AA/C). Legarea ficcirei variante de Fc la
huADAMO9-His si cynoADAMO9-His a fost examinata prin testul ELISA. Pe scurt, anticorpii care se leaga
la peptidele care contin histidina si care au fost acoperiti pe plici de microtitrare au fost utilizafi pentru a
captura cynoADAMY solubil marcat cu peptida His sau huADAM9 solubil marcat cu peptida His (0,5
pg/mL) si a fost examinatd legarea dilutiilor in serie ale hMAB-A parental (2.2) si a variantelor de Fc.
Curbele de legare huADAMY si cynoADAMY sunt ilustrate in FIG. 5A si, respectiv, FIG. 5B, si
ilustreaza faptul ca fiecare dintre variantele de Fc a retinut afinitatea de legare a hMAB-A (21.2) care are
o regiune Fc de tip silbatic.
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Exemplul 7.
Analiza expresiei tinta

Pentru a evalua expresia ADAMY in diverse indicatii, o micromatrice de tesut (TMA) cu 20 de
tipuri diferite de tumori a fost evaluatd mai intai utilizind un test ADAM9 THC dezvoltat la ImmunoGen
pentru utilizare in cercetarea preliminara.

Toate probele analizate au fost probe FFPE (fixate pe formol si incorporate in parafind). TMA cu
500 de nuclee 20 de carcinom a fost achizitionat de la Folio Biosciences (Cat# ARY-HH0212). NSCLC
TMA cu 80 de nuclee pentru adenocarcinom si 80 de nuclee pentru carcinom cu celule scuamoase a fost
achizitionat de la US Biomax (Cat# LC1921A). TMA pentru cancer colorectal cu 80 de nuclee pentru
adenocarcinom a fost achizitionat de la Pantomics Inc. (Cat# COC1261). Probele de cancer gastric au fost
achizifionate de la Avaden Biosciences.

Colorarea imunohistochimicd pentru ADAMY a fost efectuatd utilizAnd autostainerul Ventana
Discovery Ultra. Anticorpul primar pentru ADAM9 a fost un anticorp monoclonal de iepure disponibil pe
piatd. Toate probele au fost evaluate si punctate de un patolog certificat de consiliu, instruit in algoritmul
de punctare. Prezenta a cel putin 100 de celule tumorale viabile a fost necesard pentru punctare.
Intensitatea colordrii a fost punctatd pe o scard semi-cantitativd intre 0 si 3, cu O reprezentind nicio
colorare, 1 reprezentind colorare slaba, 2 reprezentind colorare moderatd si 3 reprezentind colorare
puternicd. S-a inregistrat procentul de celule colorate pozitiv la fiecare nivel de intensitate. Punctarea s-a
bazat pe localizarea Adam9 doar pe membrana celulard, precum si pe evaluarea localizarii atit la
citoplasmd, cat si la membrand. Rezultatele colordrii au fost analizate prin punctajul H, care combind
componentele intensitdtii colordrii cu procentul de celule pozitive. Acesta are o valoare intre 0 si 300 si
este definit astfel:

¥ {procental de colorare celulard la intensitate 1+
+ 2% {procenta; de colorare celilarg la intensitate 2+
+ 37 {procental de colorare celulard la intensitate 3+)
= Secorui H

TMA cu 500 de nuclee 20 de carcinom cu 5 martori tisulari normali pentru fiecare tip de
tumoare a fost colorat si punctat in doud moduri diferite: (1) pe baza colordrii membranei singure sau (2)
pe baza colordrii membranei si citoplasmei. Tabelul 11 de mai jos si FIG. 6 A rezuma prevalenta ADAM9
pe baza colordrii membranei pentru toate cele doudizeci de indicatii si Tabelul 12 si FIG. 6B rezumi
rezultatele colorarii membranei si citoplasmei pentru opt indicatii selectate.

Pe baza rezultatelor din TMA multicarcinom, au fost alese trei indicatii pentru o analiza extinsad
a prevalentei: cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC), cancer colorectal (CRC) si cancer gastric.
Pentru NSCLC, un TMA cu 80 de nuclee pentru adenocarcinom si 80 de nuclee pentru carcinom cu
celule scuamoase a fost colorat si evaluat. Pentru CRC, a fost analizat un TMA cu 80 de nuclee pentru
adenocarcinom, dintre care 78 au fost evaluabile. Pentru cancer gastric, au fost analizate 15 sectiuni
tisulare integrale de adenocarcinom. Toate aceste probe au fost punctate pentru colorarea membranei si
citoplasmei, iar rezultatele sunt rezumate in Tabelul 13. Rezultatele acestor studii preliminare aratd faptul
cd ADAMY este exprimat intr-o gamid largd de cancere solide si sprijind utilizarea conjugatilor
medicamentosi anti-AD AM9 in multe tumori solide care exprima ADAM9.
Tabelul 11: Prevalenta ADAM9 in 20 de indicatii diferite bazate pe colorarea membranei

Tip de tumoare % Pozitiv (scorul H >=1) Scorul H: 1-100 Scorul H: 101-200
Pancreas (n=17) 95% 24% 71%
Uter (n=18) 89% 67% 22%
Glanda tiroida (n=17) 88% 88% 0%
Rinichi (n=17) 88% 59% 29%
Testicul (n=17) 83% 65% 18%
Prostata (n=20) 80% 45% 35%
Colon (n=16) 76% 38% 38%
Vezica urinard (n=16) 76% 63% 13%
San (n=20) 75% 65% 10%
Creier (n=19) 68% 63% 5%
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Tip de tumoare % Pozitiv (scorul H >=1) Scorul H: 1-100 Scorul H: 101-200
Stomac (n=17) 59% 24% 35%
Pliman (n=19) 58% 58% 0%
Esofag (n=19) 43% 32% 11%
Col uterin (n=20) 40% 40% 0%
Ovar (n=18) 39% 33% 6%
Cap si gat (n=20) 35% 30% 2%
Ficat (n=19) 32% 32% 0%
Piele (n=20) 10% 10% 0%
Tesut moale (n=20) 0% 0% 0%
Limfom (n=20) 0% 0% 0%
Tabelul 12: Prevalenta ADAMD in 8 indicatii selectate pe baza coloririi membranei si citoplasmei
Tip de tumoare |% Pozitiv (Scorul H|Scorul H: 1-100 |Scorul H: 101-200 |Scorul H: 201-300
>=1)
Colon 100% 31% 63% 6%
Pliman 100% 58% 42% 0%
Pancreas 100% 18% 76% 6%
Prostata 95% 25% 55% 15%
Esofag 95% 58% 37% 0%
Stomac 94% 18% 71% 6%
San 70% 50% 20% 0%
Ovar 61% 449 17% 0%

Tabelul 13: Prevalenta ADAMY in probe suplimentare pentru NSCLC, CRC si cancer gastric pe

baza coloririi membranei si citoplasmei
Tip de tumoare Numair de probe |% pozitiv (Scorul H >=1) |Distributia scorului H
1-100 |101-200 (201-300
Adenocarcinom NSCLC 80 90% 46% (39% 5%
NSCLC scuamos 80 81% 65% (13% 3%
Adenocarcinom CRC 78 91% 51% |[41% 0%
Adenocarcinom gastric 15 100% 27% (53% 20%
Exemplul 8

Studii de internalizare a anticorpilor anti-ADAMY

Pentru a evalua internalizarea anticorpilor anti-ADAM9 conform inventiei, au fost efectuate
experimente de internalizare bazate pe citometrie de flux pe anticorpi hMAB-A(2.2), h(MAB-A(21.2) si
hMAB-A(21.2)-S442C conjugati catre Alexa Fluor 488.

Conjugatii de anticorpi anti-ADAM9 Alexa488 pentru hMAB-A(2.2), hMAB-A(21.2), hMAB-
A(21.2)-S442C au fost generati utilizand esterul tetrafluorfenilic Alexa Fluor 488 conform instructiunilor
producitorului (Thermofisher). Conjugatii au fost eluati in PBS fard azida de sodiu, pH 7,2 pentru a
permite testele de internalizare. Concentratia si gradul de marcare au fost calculate din misuritorile de
absorbtie la 280 nm si 494 nm. Au fost efectuate teste de legare FACS pentru a se asigura faptul cd
marcarea Alexa488 nu a afectat negativ legarea tintei.

Internalizarea conjugatilor anti-ADAMO9-Alexa488 a fost determinatd atit in urma expunerii
continue cat si cu impulsuri la conjugatii fluorescenti. Pentru experimente continue, celulele NCI-HI703
au fost tratate cu o concentratic saturatid de anticorp indicat marcat Alexa488 pe gheatd sau la 37 °C
pentru tot timpul indicat. In timp ce pentru experimentele cu impulsuri, conjugatii anti-ADAM9-
Alexa488 au fost legati in prealabil la celule pe gheatd, iar excesul de conjugat a fost spalat inainte de a
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trece la 37 °C si de a monitoriza internalizarea. La momentele indicate, dupa expunerea fie continud, fie
cu impulsuri, celulele au fost crescute cu versene (Thermofisher) si au fost spalate cu PBS cu gheata de
doud ori, iar godeurile replicate au fost resuspendate in PBS cu gheat fard (probe nestinse) sau cu 300
nM anticorp anti-A488 (probe stinse). Toate probele au fost incubate timp de 30 de minute pe gheata.
Celulele au fost apoi peletizate, au fost fixate in 1% paraformaldehida si au fost analizate prin citometrie
in flux. Fluorescenta celulelor incubate pe gheatd timp de 30 de minute si apoi incubate cu anticorp anti-
Alexa488 reprezintd fractia fluorescentd nestinsd si a fost scdzutd din toate celelalte probe inainte de
calcularea internalizarii. Procentul de internalizare a fost calculat ca fluorescentd a probelor stinse
corectate pentru stingerea incompletd de suprafatd (fluorescentd intracelulard) impartitd la cea a celulelor
nestinse (fluorescentd totald). Internalizarea conjugatilor de anticorpi anti-ADAMY9 a fost reprezentati
grafic si datele au fost ajustate utilizAnd o ecuafie de dezintegrare exponentiald cu o singurd faza
(GraphPad Prism, ver. 5.01).

Internalizarea anticorpilor anti-ADAM9 marcati cu Alexa488 legati la suprafati a fost evaluata
atat dupd tratamentul cu impulsuri, cat si dupa tratamentul continuu in celulele NCI-HI703. Toti cei trei
conjugati anti-ADAM9-Alexa488 testati au ardtat o internalizare rapidd, cu ~39% dintre conjugati
mternalizati in primele 15 minute si un total de ~77% internalizati dupd 6 ore (FIG. 7A). Interesant, dupa
expunere continud timp de 24 de ore, semnalul fluorescent internalizat a fost de ~7 ori mai mare decat
semnalul fluorescent initial total legat la suprafata celulard dupd 30 de minute (FIG. 7B). Prin urmare,
ADAMDY este probabil alimentat la suprafata celulard intr-un bazin intracelular in timpul incubatiilor la 37
°C, permitind mai multe runde de internalizare a conjugatului de anticorp anti-ADAMS9. Eficacitatea
imunoconjugatilor anti-ADAM9 se bazeazd pe internalizarea, traficul intracelular si degradarea
imunoconjugatilor. Potenta imunoconjugatilor anti-ADAMY9 poate fi explicatd partial prin internalizarea
crescutd a imunoconjugatilor anti-ADAMY, care conduce probabil la generarea de cantititi mari de
cataboliti citotoxici.

Exemplul 9
Studii de procesare celulari cu anticorpi anti-ADAM9

Pentru a evalua legarea {intd pe celuld, absorbtia si degradarea lizozomald a chMAB-A, a fost
utilizat un procedeu de procesare a anticorpilor marcati cu *H-propionamidi descris anterior (Lai si
colab., Pharm Res. 2015 Nov; 32(11):3593-603). Utilizind acest procedeu, anticorpul chMAB-A care
finteste ADAMY a fost marcat in urmi cu propionat tritiat prin resturi de lizind. S-a demonstrat anterior
faptul ci la legarea celulard, absorbtia si traficul la lizozom, Ab marcat cu [*H]propionat (*H-Ab) este
degradat si lizina-[*H]propionamida este eliberati in mediul de crestere celulard. Adiugarea de solvent
organic precipitd anticorpul intact, marcat si lasi lizina-[*H]propinoamida in solutie, permitind misurarea
convenabild si precisa a gradului de procesare a anticorpilor.

chMAB-A a fost marcat cu [*H]-propionat astfel cum a fost descris anterior. Linia NSCLC, NCI-
H1703, si linia CRC, DLD-1, au fost tratate cu 10 nM anticorpi *H-chMAB-A dupd determinarea
saturatiei cu antigen prin curba de legare. Unele probe celulare au fost tratate cu anticorpul martor izotip
tritiat, fard tintire, *H-chKTT, in timp ce altele au fost netratate. Celulele au fost placate si cultivate peste
noapte in plici cu 6 godeuri si apoi tratate cu impulsuri cu reactiv(i) astfel cum s-a descris anterior. Pe
scurt, celulele au fost incubate fie cu anticorp *H-chMAB-A, fie cu *H-chKTI timp de 20 de minute
inainte de spalare de 3 ori in mediu proaspat. Celulele au fost incubate peste noapte la 37 °C cu 5% CO..
Dupi o incubare de 20-24 ore, celulele au fost recoltate si proteinele au fost precipitate cu 4:3 volum
acetond: medie/amestec celular. Probele au fost congelate la -80 °C timp de minim 1 ord inainte de
decongelare si separare prin centrifugare. Peletele au fost tratate pentru a solubiliza proteina inainte de
numdrare timp de 5 minute intr-un contor de scintilatie lichidd Tri-Carb (LSC). Conform protocolului
producitorului, 1 mL de SOLVABLE (Perkin Elmer) a fost adiugat la fiecare proba de pelete si s-a
incubat intr-o baie de apd la 50 °C peste noapte. Probele au fost indepartate din baia de apa, au fost
transferate in flacoane de sticli cu scintilatie de 20 mL si EDTA si H>O, au fost addugate la probe urmate
de o incubare suplimentard de 1 ord la 50 °C. Probele au fost stinse cu HCL, s-au addugat 15 mL de fluid
de scintilatie lichid Optima Gold (Perkin Elmer) si probele au fost agitate bine in vortex. Probele au fost
finute la intuneric timp de minim 4 ore inainte de numéirare prin LSC. Probele de extract de acetona fard
proteine au fost uscate pana la volume < 1 mL in vid si au fost procesate utilizind Solvable astfel cum s-a
descris anterior inainte de LSC. Cantitatea de anticorp marcat legat, degradat si intact a fost calculati din
valorile CPM ale probei rezultate.

Nivelul de procesare a anticorpului *H-chMAB-A a fost determinat dupd tratamentul cu
impulsuri si incubarea peste noapte la 37 °C. Celulele NCI-HI703 au prezentat 93% din *H-chMAB-A
procesat in 24 de ore, iar celulele DLD-1 au prezentat 92% din *H-chMAB-A procesat in aceeasi perioadi
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de timp. Legarea si procesarca *H-chKTI a fost neglijabild (>100 de ori CPM total mai mic decit pentru
anticorpul tintit). Valorile de procesare pentru aceste linii celulare sunt crescute, in special in comparatie
cu valorile de procesare cu impulsuri in 24 de ore raportate anterior pentru alte tinte ADC/anticorpi,
sustinind anticorpii anti-ADAMY descrisi in prezenta inventie in calitate de conjugati medicamentosi
eficienti.

Exemplul 10
Studii de afinitate de legare a anticorpilor anti-ADAM9 umanizati/optimizati si conjugati
medicamentosi

Pentru a evalua consecintele conjugdrii asupra legarii antigenului, afinitatea de legare relativa a
fiecdrui imunoconjugat anti-ADAMS9 si respectivul anticorp neconjugat la ADAMY a fost determinata
prin analiza FACS pe 300-19 celule care exprimd ectopic fie ADAMY9 umani, fie ADAMY9 de
cynomolgus. Pe scurt, celulele 300-19 care exprimd ADAMY au fost incubate cu serii de dilufii de
anticorpi anti-ADAMY sau imunoconjugati timp de 30 de minute @ 4 °C in tampon FACS (PBS, 0,1%
BSA, 0,01% NaN3). Probele au fost apoi spilate si incubate cu anticorp secundar marcat fluorescent timp
de 30 de minute la 4 °C. Media normalizat a intensititii fluorescentei la fiecare concentratic a fost
reprezentatd grafic si EC50 de legare a fost calculata utilizind o analiza de regresie neliniard (GraphPad
Prims 4.0). Rezultatele acestui studiu sunt rezumate in Tabelul 14.

Toti anticorpii si imunoconjugatii anti-ADAMO testati s-au legat cu afinitate similard la ADAM9
umand cu 0 EC50 de aproximativ 1,4 nM masuratd prin citometrie in flux, indicand faptul ca conjugarca
nu a modificat in mod apreciabil afinitatea de legare a anticorpilor (a se vedea,

FIG. 8A-8D). In timp ce umanizarea a imbunitatit legarea la ADAMY de cynomolgus in raport
cu anticorpul himeric (chMAB-A), variantele optimizate in plus (hWMAB-A(2C.2), hMAB-A(21.2) si
hMAB-A(21.2) S442C) si imunoconjugatii acestora au prezentat o legare in mod semnificativ
imbunitititd la ADAMY de cynomolgus. Imbunititirea semnificativi a legirii la ADAM9 de cynomolgus
faciliteaza studiile de toxicologie si sigurantd pentru a valida utilizarea imunoconjugatior ADAM9 ca

terapii medicamentoase.
Tahelul 14

BMEA A2 2 B30 133 33 3
FRAR-AGT 2 STC-DEN D R &2 2

Exemplul 11

Sinteza N-(2-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)etil)-11-(3-((((S)-8-metoxi-6-0x0-11,12,12a,13-
tetrahidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-a]indol-9-il)oxi)metil)-5-((((S)-8-metoxi-6-oxo-12a,13-
dihidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-alindol-9-il)oxi)metiD)fenil)-13,13-dimetil-2,5,8-trioxa-
14,15-ditia-11-azanonadecan-19-amidei, Compusul D6
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DGN462

Etapa 1: La o solutie de tiol liber DGN462 (40 mg, 0,042 mmoli) si 4-(2-piridilditio)butanat de
NHS (35 mg, 80% npuritate, 0,085 mmoli) in diclorometan anhidru (0,5 mL) s-a adidugat
diizopropiletilamind anhidra (0,015 mL, 0,085 mmoli) si s-a agitat la temperatura camerei timp de 16 ore.
Amestecul de reactie s-a stins cu clorurd de amoniu saturatd si s-a diluat cu diclorometan. Amestecul
obtinut s-a separat Intr-o palnie de separare. Stratul organic s-a spalat cu solutie salind, s-a uscat pe sulfat
de sodiu anhidru, s-a filtrat si s-a stripat sub presiune redusd. Restul s-a purificat prin HPLC semi-
preparativd cu fazi inversd (coloanid CI8, CH3CN/H>0O). Fractiile care au confinut produsul pur s-au
combinat, congelat si liofilizat pentru a rezulta esterul de NHS dorit, compusul 6a (29,7 mg, randament
60%). CLSM = 9,1 minute (procedeul de 15 minute) SM (m/z): 11573 (M + 1)*

O,
Meo«\o’\ﬂj&i S\/J%Q " /jp MeO\/\o/\/O\/\/E\‘j/i S\/\)OJ\N”\C’)Q
dr\no ji/\;r ,b DIPEA, DCM d(:’(\@ ij%r;b

Etapa 2: La o solutie de ester de NHS, compusul 6a (12,3 mg, 0,011 mmoli) si clorhidrat de N-
(2-aminoetil)maleimida (2,0 mg, 0,011 mmoli) in diclorometan anhidru (0,3 mL) s-a adaugat DIPEA
(0,0022 mL, 0,013 mmoli). Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 3 ore apoi s-a stripat sub
presiune redusd. Restul s-a purificat prin HPLC semi-preparativd cu fazd inversd (coloand CIS,
CH3CN/H>0). Fractiile care au continut produsul pur s-au combinat, congelat si liofilizat pentru a rezulta
maleimida doritd, compusul D6 (10 mg, randament 80%). CLSM = 8,3 minute (procedeul de 15 minute)
SM (m/z): 1181,8 M + 1)*

Exemplul 12

Sinteza N1-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)etil)-N6-((S)-1-(((S)-1-((3-((((S)-8-metoxi-6-0x0-
11,12,12a,13-tetrahidro-6H-benzo[ 5,6][1,4]diazepino[1,2-alindol-9-il)oxi)metil)-5-((((S)-8-metoxi-6-
oxo0-12a,13-dihidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-a]indol-9-il)oxi)metil)fenil)amino)-1-
oxopropan-2-il)amino)-1-oxopropan-2-il)adipamidei, compusul D5

)Kf Y\HM )f) . )Kr \(\ )K/\/\r )j}
B g A

Ester de NHS, compusul 5a (8,2 mg, 7,6 umoli) si clorhidrat de 1-(2-aminoetil)-1H-pirol-2,5-
diond (2,2 mg, 0,011 mmoli) s-au dizolvat, la temperatura camerei, in diclorometan anhidru (305 pL). S-a
addugat DIPEA (2,66 puL, 0,015mmoli) si reactia si s-a agitat timp de 3,5 ore. Produsul brut s-a concentrat
si s-a purificat prin RPHPLC (coloani C18, CH3CN/H,O, gradient, 35% pana la 55%). Fractiile de produs
dorit s-au inghetat si s-au liofilizat pentru a rezulta maleimida, compusul D5 sub forma de pulbere albd
solida (5,3 mg, randament 58%). CLSM = 5,11 minute (procedeul de 8 minute) SM (m/z): 1100,6 (M +
*

Exemplul 13

Sinteza acidului 1-((2-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)etil)amino)-4-((5-((3-((((S)-8-metoxi-6-
oxo0-11,12,12a,13-tetrahidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-alindol-9-il)oxi)metil)-5-((((S)-8-
metoxi-6-oxo-12a,13-dihidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[ 1,2-a]indol-9-il)oxi)metil)fenil)amino)-2-
metil-5-oxopentan-2-il)disulfanil)-1-oxobutan-2-sulfonic, compusul D4
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La o suspensie de tiol liber, D1 (88 mg, 0,105 mmoli) si acid 1-((2,5-dioxopirolidin-1-il)oxi)-1-
oxo-4-(piridin-2-ildisulfanil)butan-2-sulfonic (sulfo-SPDB) (64,0 mg, 0,158 mmoli) in diclorometan
anhidru (2,10 mL) s-a addugat DIPEA (55,0 pL, 0,315 mmoli) la temperatura camerei sub azot.
Amestecul s-a agitat timp de 16 ore si apoi s-au adiugat clorhidrat 1-(2-aminoetil)-1H-pirol-2,5-diona
(55,6 mg, 0,315 mmoli), diclorometan anhidru (1,0 mL) si DIPEA (0,055 mL, 0,315 mmoli). Amestecul
s-a agitat timp de inca 5 ore la temperatura camerei dupd care reactia s-a concentrat in vid. Restul rezultat
s-a purificat prin RP-HPLC (Ci8, CH3CN/H-0). Fractiile care au continut produsul dorit s-au congelat si
s-au liofilizat pentru a rezulta maleimida, D4 (20 mg, randament 16%) sub forma unui solid alb. CLSM =
4,92 minute (procedeul de 8§ minute) SM (m/z): 1158,6 M + 1)*

o
Q @ M)
i QL A
HN
HN)\/XSH \/\)Lo N:,j - {
(sulfo-SPDB) "

Exemplul 14

Sinteza N-(2-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)etil)-11-(3-((((S)-8-metoxi-6-0x0-11,12,12a,13-
tetrahidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-a]indol-9-il)oxi)metil)-5-((((S)-8-metoxi-6-oxo-12a,13-
dihidro-6H-benzo[5,6][1,4]diazepino[1,2-alindol-9-il)oxi)metil)fenil)-2,5,8-trioxa-11-azapentadecan-
15-amidei, compusul D7

o]

O\AONO\ANW ;; H(;zNw ( o Oy /\/Y ){é

La o solutic de ester de NHS, 7a (5 mg, 4,82 umoli) si clorhidrat de 1-(2-aminoetil)-1H-pirol-
2,5-diond (1,7 mg, 9,64 umoli) in diclorometan anhidru (200 pL) s-a addugat, sub azot, DIPEA (1,512
pL, 8,68 pmoli). Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 4 ore si apoi s-a concentrat in vid.
Restul rezultat s-a purificat prin RP-HPLC (C18, CH3CN / H»O). Fractiile care au continut produsul dorit
s-au congelat si s-au liofilizat pentru a rezulta maleimida, compusul D7 (3,5 mg, randament 68%). CLSM
= 4,61 minute (procedeul de 15 minute) SM (m/z): 1062,8 (M + 1)*

Exemplul 15
Prepararea conjugatului specific situsului de cisteina al anticorpului anti-ADAM9 hMAB-A(21.2)-
S442C-DGN549

hMAB-A(21.2)-S442C este un anticorp umanizat/optimizat cu o secventd de lant usor a SEQ ID
NO:68 (care cuprinde o secventd VL a SEQ ID NO:55) si o secventd de lant greu a SEQ ID NO:142 (care
cuprinde o secventid VH a SEQ ID NO:28), care include o Cys modificati care corespunde celui de-al 6'2
pand la ultimul rest al SEQ ID NO:142, atunci cind X este o lizind, sau care corespunde celui de-al 52
pana la ultimul rest al SEQ ID NO: 142, atunci cind X este absent.

Cele doud resturi de cisteind nepereche din anticorpul hMAB-A(21.2)-S442C au fost reduse
utilizind proceduri standard. La o solutie de acest intermediar in solutie salind tamponata cu fosfat (PBS),
5 mM acid N,N,N',N'-etilendiaminetetracetic (EDTA) pH 6,0 s-a addugat N,N-dimetilacetamidd (DMA),
propilenglicol si 10 echivalenti molari de DGN549-C (compusul D5) ca o solutie in stoc in DMA pentru a
rezulta un amestec de reactic cu o compozitic finald a solventului de 2% v/v DMA si 38% v/iv
propilenglicol in PBS 5 mM EDTA pH 6,0 si reactia a fost 13sata si se desfasoare peste noapte la 25 °C.

Conjugatul s-a purificat in 20 mM succinat, 8,5% sucroza, 0,01% Tween-20, 50 uM bisulfit de
sodiu, pH 4,2 utilizand un sistem de cromatografic lichida rapidi a proteinelor (FPLC) echipat cu coloane
de desalinizare Sephadex G-25 Fine cu rata de flux stabilitd la 5 mL/min. Conjugatul a fost apoi filtrat
printr-un filtru de seringd de 0,22 pm. S-a descoperit faptul ca conjugatul arc o medic de 1,9 moli
DGN549/mol anticorp prin UV-vis, 97,6% monomer prin SEC si 0,8% DGN549 neconjugat prin
SEC/RP-UPLC in tandem. CL-SM a conjugatului deglicozilat nu este ilustrata.
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Exemplul 16.
Prepararea conjugatilor IGN legati la lizina ai anticorpilor anti-ADAM9
a. Prepararea hMAB-A(21.2)-DGN549

hMAB-A(21.2) este un anticorp umanizat/optimizat cu o secventa de lant usor a SEQ ID NO:68
si 0 secventd de lanf greu a SEQ ID NO:52. La o solutie care contine anticorpul hMAB-A(21.2) tamponat
la pH 8,5 cu 15 mM acid 2-[4-(hidroxietil)piperzin-1-illetansulfonic (HEPES), s-a adiugat N,N-
dimetilacetamidd (DMA) impreuni cu 4,8 echivalenti de DGN549-L (compusul D2) ca solutie in stoc in
DMA, astfel incit compozitia finald de solvent a fost de 10% (v/v) DMA si 90% (v/v) tampon apos.
Reactia a fost 13sata s se desfdsoare timp de 4 de ore la 25 °C.

Conjugatul s-a purificat in 20 mM succinat, 8,5% sucrozd, 0,01% Tween-20, 50 uM bisulfit de
sodiu, pH 5,2 pe coloane de desalinizare Sephadex G-25, s-a dializat fatd de acest tampon utilizind o
membrand cu o limitd de greutate moleculard de 10 kDa si s-a filtrat printr-un filtru de seringd de 0,22
um.

Conjugatul a avut o medie de 2,8 moli DGN549/mol anticorp prin UV -vis, 98,6% monomer prin
SEC si < 0,5% DGNS549 neconjugat prin SEC/RP-UPLC in tandem. CL-SM a conjugatului deglicozilat
nu este ilustrata.

b. Prepararea hMAB-A(2.2)-DGN549

hMAB-A(2.2) este un anticorp umanizat cu o secventd de lan{ usor a SEQ ID NO:68 si o
secventd de lant greu a SEQ ID NO:50. Anticorpul hMAB-A(2.2) a fost conjugat la DGN549 utilizand
aceleasi condifii ca cele descrise pentru hMAB-A(21.2)-DGN549, cu exceptia faptului cid s-au adiugat la
reactie 4,4 echivalenti de DGN549-L (compusul D2). hMAB-A(2.2)-DGN549 a fost purificat in acelasi
mod ca cel descris pentru hMAB-A(21.2)-DGN549.

hMAB-A(2.2)-DGN549 purificat a avut o medie de 2,7 moli DGN549/mol anticorp prin UV -vis,
95,6% monomer prin SEC si 0,6% DGN549 neconjugat prin SEC/RP-UPLC in tandem. CL-SM a
conjugatului deglicozilat nu este ilustrata.

¢. Prepararea hMAB-A(2C.2)-DGN549
hMAB-A(2C.2) este un anticorp umanizat/optimizat cu o secven{a de lant usor a SEQ ID NO:68
si 0 secventd de lant greu a SEQ ID NO:51.

Anticorpul hMAB-A(2C.2) a fost conjugat la DGN549 utilizind aceleasi condifii ca cele
descrise pentru hMAB-A(21.2)-DGNS549, cu exceptia faptului cd s-au addugat la reactie 4,9 echivalenti de
DGN549-L (compusul D2). hMAB-A(2C.2)-DGNS549 a fost purificat in acelasi mod ca cel descris pentru
hMAB-A(21.2)-DGN549.

hMAB-A(2C.2)-DGN549 purificat a avut o medie de 2,8 moli DGN549/mol anticorp prin UV-
vis, 98,6% monomer prin SEC si < 0,6% DGN549 neconjugat prin SEC/RP-UPLC in tandem. CL-SM a
conjugatului deglicozilat nu este ilustrata.

d. Prepararea chMAB-A-DGN549, chMAB-A-sSPDB-IGN137, chMAB-A-IGN23 si chMAB-A-
sSPDB-DGN462

Anticorpul chMAB-A a fost conjugat cu DGN549 utilizand aceleasi conditii ca cele descrise
pentru hMAB-A(21.2)-DGN549, cu exceptia faptului cd s-au addugat la reactie 3,4 echivalenti de
DGN549-L (compusul D2). chMAB-A-DGN549 a fost purificat in acelasi mod ca cel descris pentru
hMAB-A(21.2)-DGN549, cu exceptia faptului ca conjugatul a fost purificat in 20 mM histidind, 50 mM
clorura de sodiu, 8,5% sucrozi, 0,01% Tween-20, 50 uM bisulfit de sodiu, pH 6,2. chMAB-A-DGN549
purificat a avut o medie de 2,7 moli DGN549/mol anticorp prin UV -vis, 94,4% monomer prin SEC si <
0,4% DGNS549 neconjugat prin SEC/RP-UPLC in tandem. CL-SM a conjugatului deglicozilat nu este
ilustrata.

Anticorpul chMAB-A a fost conjugat cu IGN137 (compusul D1) prin intermediul linker-ului
sulfo-SPDB astfel cum s-a descris anterior in Brevetul SUA nr. 9,381,256. Conjugatul a fost purificat in
acelasi mod ca cel descris pentru hMAB-A(21.2)-DGN549, cu exceptia faptului ci conjugatul a fost
purificat in 20 mM histidind, 50 mM clorura de sodiu, 8,5% sucrozi, 0,01% Tween-20, 50 uM bisulfit de
sodiu, pH 6,2. Conjugatul a avut o medie de 2,9 moli IGN137/mol anticorp prin UV-vis, 88,4% monomer
prin SEC si <0,4% IGN137 neconjugat prin SEC/RP-UPLC in tandem. CL-SM a conjugatului
deglicozilat nu este ilustrata.
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Anticorpul chMAB-A a fost conjugat cu IGN23 (compusul D3) astfel cum s-a descris anterior in
Brevetul SUA nr. 8,426,402. Conjugatul a fost purificat in acelasi mod ca cel descris pentru hMAB-
A(21.2)-DGN549, cu exceptia faptului cd conjugatul a fost purificat in 20 mM histidind, 50 mM clorurd
de sodiu, 8,5% sucroza, 0,01% Tween-20, 50 pM bisulfit de sodiu, pH 6,2 si nu s-a efectuat dializa.
Conjugatul a avut o medie de 3,2 moli IGN23/mol anticorp prin UV-vis, 97,9% monomer prin SEC si
1,2% IGN23 neconjugat prin analiza HPLC in fazd inversd. CL-SM a conjugatului deglicozilat nu este
ilustrata.

Anticorpul chMAB-A a fost conjugat cu DGN462 prin sulfo-SPDB astfel cum s-a descris
anterior in Brevetul SUA nr. 8765740. Conjugatul a fost purificat in acelasi mod ca cel descris pentru
hMAB-A(21.2)-DGN549, cu exceptia faptului ca conjugatul a fost purificat in 20 mM histidind, 50 mM
clorurd de sodiu, 8,5% sucrozd, 0,01% Tween-20, 50 pM bisulfit de sodiu, pH 6,2 si nu s-a efectuat
dializi. Conjugatul a avut o medie de 2,8 moli DGN462/mol anticorp prin UV-vis, 95,6% monomer prin
SEC si 0,5% DGN462 neconjugat prin analizd HPLC in faza inversi. CL-SM a conjugatului deglicozilat
nu este ilustrata.

Exemplul 17.
Prepararea conjugatilor DM legati la lizini ai anticorpilor anti-ADAM9
a. Prepararea hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4
hMAB-A(21.2) este un anticorp umanizat/optimizat cu o secventa de lant usor a SEQ ID NO:68
si 0 secventd de lanf greu a SEQ ID NO:52.

Pentru a prepara conjugatul hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4, s-au efectuat adaosuri de sulfo-SPDB
(sSPDB) si DM4 intr-un mod treptat. Mai intai, o solutie care contine anticorp hMAB-A(21.2) tamponat
la pH 8,1 cu 50 mM acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinpropansulfonic (EPPS), 50 mM clorurd de sodiu a
fost amestecatd cu DMA si 11,5 echivalenti de sSPDB dintr-o solutic de stoc de DMA astfel incat
compozifia finald de solvent sa fie de 10% (v/v) DMA si 90% (v/v) tampon apos. Dupd ce prima etapd de
reactie s-a desfisurat timp de 4 ore la 25 °C, 17,3 echivalenti de DM4 dintr-o solutie de stoc de DMA,
DMA si 500 mM EPPS/500 mM tampon de clorurd de sodiu pH 8,1 s-au addugat la amestecul de reactie
astfel incit compozitia finala de solvent de 10% (v/v) DMA si 90% (v/v) tampon apos sd fie mentinutd
din prima etapd de reactie. Cea de-a doua etapd de reactie a fost ldsati sd se desfisoare peste noapte la
25°C.

Conjugatul s-a purificat in 10 mM succinat, 250 mM glicind, 0.5% sucroza, 0.01% Tween-20,
pH 5,5 pe coloane de desalinizare Sephadex G-25, s-a dializat fatd de acest tampon utilizind o membrana
cu o limitd de greutate moleculard de 10 kDa si s-a filtrat printr-un filtru de seringd de 0,22 pm.

Conjugatul a avut o medie de 3,5 moli DM4/mol anticorp prin UV-vis, 99,2% monomer prin
SEC si < 1,7% DM4 neconjugat prin HPLC in mod mixt. CL-SM a conjugatului deglicozilat nu este
ilustrata.

b. Prepararea hMAB-A(2C.2)-sSPDB-DM4
hMAB-A(2C.2) este un anticorp umanizat/optimizat cu o secven{d de lant usor a SEQ ID NO:68
si 0 secventd de lanf greu a SEQ ID NO:51.

Anticorpul hMAB-A(2C.2) a fost conjugat cu DM4 prin linkerul sSPDB utilizind acelasi
procedeu ca cel descris pentru hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4. Conjugatul a fost purificat in acelasi mod ca
cel descris pentru hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4.

Conjugatul a avut o medie de 3,2 moli DM4/mol anticorp prin UV-vis, 98,9% monomer prin
SEC si 2,6% DM4 neconjugat prin HPLC in mod mixt. CL-SM a conjugatului deglicozilat nu este
ilustrata.

¢. Prepararea hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4
hMAB-A(2.2) este un anticorp umanizat cu o secventd de lant usor a SEQ ID NO:68 si o
secventd de lant greu a SEQ ID NO:50.

Anticorpul hMAB-A(2.2) a fost conjugat cu DM4 prin linkerul sSPDB utilizind acelasi
procedeu ca cel descris pentru hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4. Conjugatul s-a purificat in 10 mM succinat,
250 mM glicind, 0.5% sucroza, 0.01% Tween-20, pH 5,5 utilizind un sistem de cromatografie lichida
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rapida a proteinelor (FPLC) echipat cu coloane de desalinizare Sephadex G-25 Fine si apoi s-a filtrat
printr-un filtru de seringd de 0,22 um

Conjugatul a avut o medie de 3,2 moli DM4/mol anticorp prin UV-vis, 97,4% monomer prin
SEC si < 1,1% DM4 neconjugat prin HPLC in mod mixt. CL-SM a conjugatului deglicozilat nu este
ilustrata.

d. Prepararea chMAB-A-sSPDB-DM4 si chMAB-A-SMCC-DM1

Anticorpul chMAB-A a fost conjugat cu DM4 prin linkerul sulfo-SPDB utilizind acelasi
procedeu ca cel descris pentru hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4, cu exceptia faptului ci 6,4 echivalenti de
sSPDB si 9,6 echivalenti de DM4 s-au utilizat in respectivele etape de reactie. Conjugatul a fost purificat
in acelasi mod ca cel descris pentru hMAB-A(21.2)-sSPDB-DMA4, cu exceptia faptului cd nu s-a efectuat
dializi. Conjugatul a avut o medie de 3,4 moli DM4/mol anticorp prin UV-vis, 97,0% monomer prin SEC
si 4,7% DM4 neconjugat prin HPLC in mod mixt. CL-SM a conjugatului deglicozilat nu este ilustrata.

Anticorpul chMAB-A a fost conjugat cu DM1 prin linkerul SMCC utilizind procedee descrise
anterior in Brevetul SUA nr. 8624003. Conjugatul a fost purificat in acelasi mod ca cel descris pentru
hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4, cu exceptia faptului ca nu s-a efectuat dializi. Conjugatul a avut o medie de
3,9 moli DM 1/mol anticorp prin UV -vis, 99,7% monomer prin SEC si 4,9% DM1 neconjugat prin HPLC
in mod mixt. CL-SM a conjugatului deglicozilat nu este ilustrata.

Exemplul 18
Citotoxicitatea in vitro a conjugatilor medicamentosi cu anticorpi anti-ADAM9

Citotoxicitatea in vitro a diversilor imunoconjugati de anticorpi anti-ADAM9 impotriva unui
panou de linii celulare care exprimd ADAMY a fost comparatd cu conjugatii IgG1 fard tintire. Mai precis,
de la 500 pani la 2000 celule/godeu au fost placate in plici cu 96 de godeuri cu 24 de ore inainte de
tratament. Conjugatii s-au diluat in mediul de culturd utilizind serii de dilufie de 3 ori si s-au addugat 100
L per godeu. In fiecare placi de testare s-au inclus godeuri martor care contin celule, dar care nu contin
conjugati, precum si godeuri care contin doar mediu. Analizele au fost efectuate in triplicat pentru fiecare
punct de date. Plicile s-au incubat la 37 °C intr-un incubator umidificat 5% cu CO, timp de 4 péni la 5
zile. Apoi, s-a determinat numirul relativ de celule viabile din fiecare godeu utilizand kit-8 de contorizare
celulard bazat pe WST-8 (Dojindo Molecular Technologies). S-a calculat fractiunea aparent
supravietuitoare a celulelor din fiecare godeu mai intdi prin corectarea pentru absorbanta medie a
fundalului si apoi prin impartirea fiecirei valori la media valorilor din godeurile martor (celule netratate).
Procentul de celule supravietuitoare a fost reprezentat grafic in functie de concentrafia de conjugat si
EC50 a activitatii a fost calculatd utilizind o analiza de regresie neliniard (GraphPad Prims 4.0).

Aceste rezultate aratd faptul cd imunoconjugatii anti-ADAM9 pot distruge un panou larg de linii
de celule tumorale pozitive la ADAMO care includ linii de celule tumorale pulmonare, pancreatice,
renale, de prostata si de colon (a se vedea FIG. 9A-9H). In fiecare caz testat, se observi o fereastrd de
specificitate buni, ceea ce sugereazi faptul ci citotoxicitatea este rezultatul legirii anticorpului specific
anti-ADAMDY la celulele finta. In special, conjugatii anti-ADAM9-DGN549 (hMAB-A(2.2)-DGN549 si
hMAB-A(21.2)-S442C-DGN549) au fost extrem de puternici, cu valori ale IC50 cuprinse intre 1 si 115
pM si au fost de ~3 ori mai active decat un conjugat IgG1 fira fintire (a se vedea Tabelul 15).
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Exemplul 19
Activitatea antitumorala a conjugatilor medicamentosi cu anticorpi anti-ADAM9 la soareci SCID
purtitori de xenogrefe de adenocarcinom pulmonar uman cu celule non-mici Calu3

Activitatea antitumorald a diverselor doze de hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 si o dozd unica de
conjugati chMAB-A-DGN549 a fost evaluati la soareci SCID femele purtitoare de celule Calu3, un
model de xenogrefd subcutanati de adenocarcinom pulmonar uman.

Celulele Calu3 au fost recoltate pentru inoculare, cu o viabilitate de 99% determinatd prin
excluderea albastrului tripan. Soarecilor le-au fost inoculate 5 x 106 celule Calu3 in 0,2 ml mediu liber
50% matrigel/50% ser prin injectare subcutanati in zona flancului posterior drept. Optzeci si patru de
soareci SCID femele (in varstd de 6 sdptdmani) au fost achizitionate de la Charles River Laboratories. La
primire, animalele au fost observate timp de 9 zile inainte de inceperea studiului. Animalele nu au
prezentat semne de boald sau imbolnavire la sosire sau inainte de tratament.

Optzeci si patru de soareci au fost randomizati in 8 grupuri (8 soareci per grup) in functic de
volumul tumoral. Volumul tumoral a variat de la 74,09 pand la 150,21 (106,41 £ 18,69, medic + SD)
mm?, Soarecii au fost misurati si randomizati pe baza volumului tumoral in ziua 6 post implantare.
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Soarecii au fost dozati in ziua 7 post implantare. Greutatea corporald a soarecilor a variat de la 16,05 pana
la 21,72 (18,64 + 1,03, medie + SD) grame. Soarecii din fiecare grup au fost identificafi prin metoda
pumnului. Administrarea agentilor de testat si a vehiculului s-a efectuat intravenos utilizand o seringd de
1,0 ml prevazutd cu un ac de % inch de calibrul 27. Grupurile au inclus: un grup martor dozat cu vehicul
(PBS), chKTI-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg, qdx1, hMAB-A(2,2)-sSPDB-DM4 la 1,25 mg/kg (in functie de
anticorp), qdx1, hMAB-A(2,2)-sSPDB-DM4 la 2,5 mg/kg (in functie de anticorp), qdx1, hMAB-A(2,2)-
sSPDB-DM4 la 5 mg/kg (in functie de anticorp), qdx1 si chMAB-A-DGN549 la 10pg/kg (in functie de
sarcind utild; 0,6 mg/kg in functie de anticorp), qdx1.

Dimensiunea tumorald a fost misuratd de doud ori pe sdptimand in trei dimensiuni utilizand un
etrier. Volumul tumoral a fost exprimat in mm? utilizand formula V = Lungime x Litime x Iniltime x %.
Un soarece a fost considerat a avea o regresie partiald (PR) atunci cand volumul tumoral a fost redus cu
50% sau mai mult, regresie tumorald completd (CR) atunci cind nu a putut fi detectatd nicio tumoare
palpabild, iar supravietuitorii fard tumori (TFS) reprezintd multimea de soareci fard tumori la finalul
studiului. Volumul tumoral si greutatea corporald au fost determinate cu software-ul StudyLog. Logio
distrugerea celulelor (LCK) a fost calculatd cu formula LCK = (T - C) / T; x 3,32, unde (7 - C) sau
intArzierea cresterii tumorale (TGD), este timpul mediu (in zile) pentru ca tumorile grupului de tratament
si grupului martor s atingd o dimensiune predeterminati de 815 mm? (supravietuitorii fir tumori sunt
exclusi) !, 7, este timpul de dublare a tumorii la soareci (estimat din potrivirea curbei exponentiale
neliniare a mediei zilnice a cresterii tumorale martor) si x este numarul de dubléri celulare per log de
crestere celulard. %T/C (inhibarea cresterii tumorale) este raportul dintre volumul tumoral (TV) mediu al
grupului de tratament la un moment predeterminat (adicd momentul in care TV mediu pentru tumorile
martor atinge volumul tumoral maxim, adici TV@ ~1000mm? sau atunci ciAnd tumorile au devenit
necrotice, astfel ca acesta este momentul in care tofi soarecii din grupul martor au iesit din studiu) si TV
mediu al martorilor la punctul final pentru martori.

Greutatea corporald a tuturor soarecilor a fost misuratd de doud ori pe sdptdmana ca indice
aproximativ al toxicititii medicamentului. Greutitile corporale (BW) ale soarecilor au fost exprimate ca
modificare procentuald a greutdtii corporale fati de greutatea corporald anterioard tratamentului, dupd
cum urmeaza: % modificare BW = [(BW post / BW pre) - 1] x 100, unde BW post reprezintd greutatea
dupa tratament si BW pre reprezintd greutatea corporald initiald inainte de tratament. Pierderea
procentuald in greutate corporald (BWL) a fost exprimata ca modificarea medie a greutdtii corporale dupa
tratament. Animalele au fost sacrificate atunci cand volumul tumoral a fost mai mare de 1000 mm3 sau
necrozat, sau dacd greutatea corporald a scizut cu 20% mai mult in orice moment al studiului.

Rezultatele studiului sunt ilustrate in FIG. 10. Conjugatul hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 a fost
activ la toate dozele testate. Conjugatul hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 a avut o valoare a inhibdrii cresterii
tumorale (T/C) de 39%, o valoare T-C de 17 si o valoare LCK de 0,5 la o doza de 1,25mg/kg (cu 3
regresii partiale din 8 soareci si regresii complete); o valoare T/C de 25%, o valoare T-C de 22 si o
valoare LCK de 0,7 la 2,5mg/kg (cu 3 regresii partiale din 8 soareci si fara regresii complete) si o valoare
T/C de 14%, o valoare T-C de 36 si o valoare LCK de 1,1 la o doza de 5mg/kg (cu 4 regresii partiale din
8 soareci si 1 regresie completd din 8 soareci). chMAB-A-DGN3549 a fost foarte activ 1a 10pg/kg (in
functie de sarcina utila; 0,6 mg/kg in functie de anticorp) cu 8 regresii complete din 8 soareci. Nu s-a
observat nicio pierdere semnificativd in greutate corporald nici cu hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4, nici cu
chMAB-DGN3549 sau cu conjugatii chKTI-sSPDB-DM4 la dozele indicate si, prin urmare, toti cei trei
conjugati au fost bine tolerati la soareci la dozele indicate in prezentul studiu. Rezultatele arati faptul ca
conjugatul hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 este activ la doze diferite la acest model. Rezultatele aratd, de
asemenea, faptul cd chMAB-A-DGN549 este puternic activ la 10 pg/kg (in functie de sarcina utild; 0,6
mg/kg in functie de anticorp).

Activitatea antitumorala a diverselor doze de hMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 ca dozi unicd iv a
fost, de asemenea, evaluati la soareci SCID femele purtitoare de xenogrefe tumorale Calu-3, un model
NSCLC. La sase zile post inoculare, soarecii au fost randomizati in 8 grupuri (n=8 per grup) in functie de
volumul tumoral. Grupurile de tratament au inclus un grup martor dozat cu vehicul (PBS), conjugat
hMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 dozat la 0,5 (in functie de sarcina utild; 0,04 mg/kg in functic de
anticorp), 1 (in functie de sarcina utild; 0,08 mg/kg in functie de anticorp), 3 (in functie de sarcina utilg;
0,25 mg/kg in functic de anticorp) si 10pg/kg (in functie de sarcina utila; 0,8 mg/kg in functic de
anticorp) ca o doza unicd iv, precum si martor fard tintire al conjugatului huK'TI-S442C-DGN549 dozat la
1 (in functie de sarcina utild; 0,08 mg/kg in functie de anticorp), 3 (in functie de sarcina utild; 0,25 mg/kg
in functie de anticorp) si 10pg/kg (in functie de sarcina utild; 0,8 mg/kg in functie de anticorp) ca o dozi
unic iv.
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Volumele tumorale si greutdtile corporale au fost misurate astfel cum este descris anterior si
rezultatele sunt ilustrate in FIG. 11. Pe scurt, htMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 a fost puternic activ chiar
si la cea mai micd dozi de 0,5ug/kg (in functie de sarcina utild; 0,04 mg/kg in functie de anticorp) si
activitate puternica a fost observatd la doze de 1 (in functie de sarcina utild; 0,08 mg/kg in functie de
anticorp), 3 (in functie de sarcina utild; 0,25 mg/kg in functie de anticorp), 10ug/kg (in functie de sarcina
utild; 0,8 mg/kg in functie de anticorp). Martor fara fintire, huKTI-S442C-DGN549 a fost inactiv la acest
model la toate cele trei doze testate, adicd 1 (in functie de sarcina utild; 0,08 mg/kg in functic de
anticorp), 3 (in functie de sarcina utild; 0,25 mg/kg in functie de anticorp) si 10ug/kg (in functie de
sarcina utild; 0,8 mg/kg in functie de anticorp). hMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 la 0,5pg/kg (in functie
de sarcina utild; 0,04 mg/kg in functie de anticorp) a avut o T/C din 7 %, cu 7/8 PR si 0/8 CR la punctul
final al studiului. hMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 la 1pg/kg (in functie de sarcina utila; 0,08 mg/kg in
functie de anticorp) a avut o T/C din 2 %, cu 8/8 PR si 2/8 CR la punctul final al studiului. hMAB-
A(21.2)-S442C-DGN549 1a 3pg/kg (in functie de sarcina utild; 0,25 mg/kg in functie de anticorp) a avut o
T/C de 0 %, cu 8/8 PR si 8/8 CR la punctul final al studiului si hMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 la
10ug/ke (in functie de sarcina utild; 0,8 mg/kg in functie de anticorp) a avut o T/C de 0 %, cu 8/8 PR si
8/8 CR la punctul final al studiului.

Atat hMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 (la 0,5, 1, 3, 10pg/kg, in functic de sarcina utild) cat si
huKTI-S442C-DGN549 (la 1, 3, 10pg/ke, in functie de sarcina utild) au fost bine tolerate la soareci la
toate dozele indicate in prezentul studiu. Nu s-a observat nicio pierdere semnificativd in greutate
corporald cu niciunul dintre cei doi conjugati la dozele indicate. Rezultatele prezentului studiu sugereaza
faptul cid conjugatul hMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 a demonstrat o activitate antitumorala
convingitoare si este foarte eficient la modelul de xenogrefd tumorald canceroasd pulmonard cu celule
non-mici Calu-3.

Exemplul 20

Activitatea antitumorala a conjugatilor medicamentosi cu anticorpi anti-ADAM9 la soareci SCID

purtitori de xenogrefe de carcinom pulmonar cu celule scuamoase cu celule non-mici H1703
Activitatea antitumorald a diverselor doze de conjugat hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 a fost

evaluatd la soareci SCID femele purtitoare de celule H1703, un model de xenogrefd de carcinom cu

celule scuamoase NSCLC.

Celulele H1703 au fost recoltate pentru inoculare, cu o viabilitate de 100% determinatd prin
excluderea albastrului tripan. Soarecilor le-au fost inoculate 5 x 108 celule H1703 in 0,2 ml mediu liber
50% matrigel/50% ser prin injectare subcutanati in zona flancului posterior drept. Saptezeci si doi de
soareci nuzi femele (in varstd de 6 siptiméni) au fost achizitionate de la Charles River Laboratories
3/24/16. La primire, animalele au fost observate timp de 8 zile inainte de inceperea studiului. Animalele
nu au prezentat semne de boald sau imbolndvire la sosire sau inainte de tratament. Optzeci si patru de
soareci au fost randomizati in 8 grupuri (6 soareci per grup) in functie de volumul tumoral. Volumul
tumoral a variat de 1a 76,18 pani la 159,00 (115,19 £ 22,08, medie + SD) mm?. Soarecii au fost misurati
si randomizati pe baza volumului tumoral in ziua 19 post implantare. Soarecii au fost dozati in ziua 20
post implantare (4/21/16). Greutatea corporald a soarecilor a variat de la 20,20 pani la 29,15 (23,88 +
1,95, medie + SD) grame. Soarecii din fiecare grup au fost identificafi prin metoda pumnului.
Administrarea agentilor de testat si a vehiculului s-a efectuat intravenos utilizind o seringd de 1,0 ml
prevazuta cu un ac de % inch de calibrul 27. Grupurile au inclus: un grup martor dozat cu vehicul (PBS)
la 150pL/soarece, qdx1, chKTI-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg, qdx1, hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 la 1,25
mg/kg, qdx1, hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 la 2,5 mg/kg, qdx1 si hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg,
qdxl.

Misurdtorile dimensiunii tumorale si ale greutdtii corporale au fost determinate astfel cum este
descris in Exemplul 19. Rezultatele studiului sunt ilustrate in FIG. 12. hMAB-A(2,2)-sSPDB-DM4 a fost
puternic activ la o doza mica de 2,5 mg/kg cu T/C de 6%, T-C de 28 si LCK de 1.4 (cu 3 regresii partiale
din 6 soareci si fard regresii complete) si puternic activ la doze de 5Smg/kg cu un T/C de 1%, T-C de 63 si
LCK de 3.2 (cu 6 regresii partiale din 6 soareci, 3 regresii complete din 6 soareci si 1 supravietuitor fard
tumoare). Conjugatul hMAB-A(2,2)-sSPDB-DM4 a fost inactiv 1a o doza de 1,25mg/kg si a avut o
inhibare a cresterii tumorale (T/C) de 79%, T-C de 4 si LCK de 0,2 (cu 1 regresie partiala din 6 soareci si
fard regresii complete). Nu s-a observat nicio pierdere semnificativa in greutate corporald nici cu hMAB-
A(2.2)-sSPDB-DM4, nici cu conjugatii chKTI-sSPDB-DM4 la dozele indicate si, prin urmare, ambii
conjugati au fost bine tolerati la soareci la dozele indicate in prezentul studiu. Rezultatele arati faptul ca
conjugatul hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 este puternic activ la doze mici de 2,5 mg/kg la acest model.
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Exemplul 21
Activitatea antitumorala a conjugatilor medicamentosi cu anticorpi anti-ADAM9 la soarecii SCID
purtitori de carcinom cu celule scuamoase DetroitS62 al xenogrefelor de cap si git

Activitatea antitumorala a diverselor doze de conjugati chMAB-A-sSPDB-DM4 a fost evaluati
la soareci femele cu imunodeficientd CD-1 purtitoare de celule Detroit562, un model de xenogrefd de
carcinom faringian.

Soarecii (in varstd de 6 sdptdmani) au fost achizitionati de la Charles River Laboratories 7/1/14.
La primire, animalele au fost observate timp de 15 zile inainte de inceperea studiului. Animalele nu au
prezentat semne de boald sau imbolndvire 1a sosire sau inainte de inceperea studiului. Celulele Detroit562
au fost recoltate pentru inoculare, cu o viabilitate mai mare de 90% determinatd prin excluderea
albastrului tripan. Soarecilor le-au fost inoculate 5 x 106 celule Detroit562 in 0,2 ml mediu liber 50%
matrigel/50% ser prin injectare subcutanata in zona flancului posterior drept.

Patruzeci si doi de soareci au fost randomizati in 6 grupuri (7 soareci per grup) in functie de
volumul tumoral. Volumul tumoral a variat de la 95,76 pani la 450,83 mm?. Soarecii au fost misurati si
randomizati pe baza volumului tumoral in ziva 26 post implantare. Administrarea agentilor de testat si a
vehiculului s-a efectuat in ziua urmitoare randomizarii (Zi de studiu 0) prin injectic intraperitoneald
utilizand o seringd de 1,0 ml prevazutd cu un ac de % inch de calibrul 27. Grupurile au inclus: un grup
martor dozat cu vehicul (PBS), chKTI-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg, qdx1, chKTI-sSPDB-DM4 la 2.5 mg/kg,
qdx1, chMAB-A-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg, qdx1, chMAB-A-sSPDB-DM4 la 2,5 mg/kg, qdx1, chMAB-
A-sSPDB-DM4 la 1,25 mg/kg, qdx1.

Misurdtorile dimensiunii tumorale si ale greutdtii corporale au fost determinate astfel cum este
descris in Exemplul 19. Rezultatele studiului sunt ilustrate in FIG. 13. Pe scurt, chtMAB-A-sSPDB-DM4
a fost activ la toate cele 3 niveluri de doza testate (5, 2,5 si 1,25 mg/kg) pe parcursul studiului. chMAB-
A-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg a avut o T/C de 32%, si 6/7 PR si 1/7 CR la punctul final al studiului.
chMAB-A-sSPDB-DM4 la 2.5 mg/kg a avut o T/C de 27%, si 6/7 PR si 2/7 CR la punctul final al
studiului. chMAB-A-sSPDB-DM4 la 1,25 mg/kg a avut o T/C de 37% si 5/7 PR 1 0/7 CR la punctul final
al studiului. chKTI-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg a avut o T/C de 89% si 3/7 PR si 0/7 CR la punctul final al
studiului. chKTI-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg a avut o T/C de 80% si 3/7 PR si 1/7 CR la punctul final al
studiului.

chMAB-A-sSPDB-DM4 a fost bine tolerat la soareci la toate dozele examinate in prezentul
studiu. Nu s-a observat o pierdere semnificativd in greutate corporald la dozele indicate. Rezultatele
prezentului studiu sugereazd faptul cd conjugatul chMAB-A-sSPDB-DM4 demonstreazd activitate
antitumorald si este eficient la modelul de xenogrefa tumorald de carcinom faringian Detroit562.

Intr-un al doilea studiu, activitatea antitumorali a diverselor doze de conjugati
chMAB-A-sSPDB-DM4 a fost evaluati la soareci femele cu imunodeficientdi CD-1 purtitoare de
xenogrefe tumorale Detroit562 de volum mai mare.

Soarecii (in varstd de 5 sdptdmani) au fost achizitionati de 1a Charles River Laboratories 9/17/14.
La primire, animalele au fost observate timp de 7 zile inainte de inceperea studiului. Animalele nu au
prezentat semne de boald sau imbolndvire 1a sosire sau inainte de inceperea studiului. Celulele Detroit562
au fost recoltate pentru inoculare, cu o viabilitate mai mare de 90% determinatd prin excluderea
albastrului tripan. Soarecilor le-au fost inoculate 5 x 106 celule Detroit562 in 0,2 ml mediu liber 50%
matrigel/50% ser prin injectare subcutanata in zona flancului posterior drept.

Optsprezece soareci au fost randomizati in 3 grupuri (6 soareci per grup) in functie de volumul
tumoral. Volumul tumoral a fost cuprins intre 277,51 si 503,49 mm?. Soarecii au fost misurati si
randomizati pe baza volumului tumoral in ziva 35 post implantare. Administrarea agentilor de testat si a
vehiculului s-a efectuat in ziua urmaitoare randomizarii (Zi de studiu 1) prin injectic intraperitoneald
utilizand o seringd de 1,0 ml prevazutd cu un ac de % inch de calibrul 27. Grupurile au inclus: un grup
martor dozat cu vehicul (PBS), chMAB-A-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg, qdx1 si chMAB-A-sSPDB-DM4 la
1,25 mg/kg, qdx1.

Misurdtorile dimensiunii tumorale si ale greutdtii corporale au fost determinate astfel cum este
descris in Exemplul 19. Rezultatele studiului sunt ilustrate in FIG. 14. Pe scurt, chtMAB-A-sSPDB-DM4
a fost activ la cele 2 niveluri de doz4 testate (5 si 1,25 mg/kg) pe parcursul studiului. chMAB-A-sSPDB-
DM4 la 5 mg/kg a avut o T/C de 3%, si 6/6 PR si 1/7 CR la punctul final al studiului. chtMAB-A-sSPDB-
DM4 1a 1,25 mg/kg a avut o T/C de 14%, si 6/6 PR s1 0/7 CR la punctul final al studiului.
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chMAB-A-sSPDB-DM4 a fost bine tolerat de soareci la ambele doze examinate in prezentul
studiu. Nu s-a observat o pierdere semnificativd in greutate corporald la dozele indicate. Rezultatele
prezentului studiu sugercazd faptul cd conjugatul chMAB-A-sSPDB-DM4 demonstreazd activitate
antitumorald si este eficient la modelul de xenogrefd tumorala de carcinom faringian Detroit562 cu volum
mail mare.

Exemplul 22
Activitatea antitumoralid a conjugatilor medicamentosi cu anticorpi anti-ADAM?9 la soareci nuzi
purtitori de xenogrefe de carcinom gastric SNU-5

Activitatea antitumorald a diverselor doze de huMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 si o doza unica de
conjugati huMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 a fost evaluatd la soareci femele nude purtitoare de celule
Snu-5, un model de xenogrefa de carcinom gastric uman.

Celulele Snu-5 au fost recoltate pentru inoculare, cu o viabilitate de 100% determinatd prin
excluderea albastrului tripan. Soarecilor le-au fost inoculate 5 x 10° celule Snu-5 in 0,1 ml mediu liber
50% matrigel/50% ser prin injectare subcutanatd in zona flancului posterior drept. Cincizeci si sase de
soareci nude femele (in varstd de 6 siptdmani) au fost achizifionate de la Charles River Laboratories
1/25/17. La primire, animalele au fost observate timp de 8 zile inainte de inceperea studiului. Animalele
nu au prezentat semne de boald sau imbolndvire la sosire sau inainte de tratament.

Cincizeci si sase de soareci au fost randomizati in 7 grupuri (8 soareci per grup) in functic de
volumul tumoral. Volumul tumoral a variat de la 76,29 pani la 129,12 (130,58 + 13,28, medic £ SD)
mm?, Soarecii au fost misurati si randomizati pe baza volumului tumoral in ziua 13 post implantare.
Soarecii au fost dozati in ziua 14 post implantare (2/17/17). Greutatea corporald a soarecilor a variat de la
19,50 pand la 26,35 (22,69 £+ 1,40, medie + SD) grame. Soarecii din fiecare grup au fost identificafi prin
metoda pumnului. Administrarea agentilor de testat si a vehiculului s-a efectuat intravenos utilizand o
seringd de 1,0 ml previzuta cu un ac de ' inch de calibrul 27. Grupurile au inclus: un grup martor dozat
cu vehicul (PBS), chKTI-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg, huMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 la 2,5 mg/kg, huMAB-
A(2.2)-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg, huKTI-S442C-DGN349 la 10pg/kg, huMAB-A(21.2)-S442C-DGN549
la 3pg/kg si uMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 1a 10pg/kg.

Dimensiunca tumorald a fost masuratd de doud ori pe sdptimand in trei dimensiuni utilizind un
etrier. Volumul tumoral a fost exprimat in mm? utilizand formula V = Lungime x Litime x Iniltime x %.
Un soarece a fost considerat a avea o regresie partiald (PR) atunci cind volumul tumoral a fost redus cu
50% sau mai mult, regresie tumorald completd (CR) atunci cind nu a putut fi detectatd nicio tumoare
palpabild, iar supravietuitorii fard tumori (TFS) reprezintd multimea de soareci fird tumori la finalul
studiului. Volumul tumoral si greutatea corporald au fost determinate cu software-ul StudyLog. Logio
distrugerea celulelor (LCK) a fost calculatd cu formula LCK = (T - C) / T; x 3,32, unde (7 - C) sau
intArzierea cresterii tumorale (TGD), este timpul mediu (in zile) pentru ca tumorile grupului de tratament
si grupului martor s atingd o dimensiune predeterminati de 798 mm? (supravietuitorii fird tumori sunt
exclusi) !, 7, este timpul de dublare a tumorii la soareci (estimat din potrivirea curbei exponentiale
neliniare a mediei zilnice a cresterii tumorale martor) si x este numarul de dubléri celulare per log de
crestere celulard. %T/C (inhibarea cresterii tumorale) este raportul dintre volumul tumoral (TV) mediu al
grupului de tratament la un moment predeterminat (adicd momentul in care TV mediu pentru tumorile
martor atinge volumul tumoral maxim, adici TV@ ~1000mm? sau atunci ciAnd tumorile au devenit
necrotice, astfel ca acesta este momentul in care tofi soarecii din grupul martor au iesit din studiu) si TV
mediu al martorilor la punctul final pentru martori.

Greutatea corporald a tuturor soarecilor a fost misuratd de doud ori pe sdptdmana ca indice
aproximativ al toxicititii medicamentului. Greutitile corporale (BW) ale soarecilor au fost exprimate ca
modificare procentuald a greutdtii corporale fatd de greutatea corporald anterioard tratamentului, dupd
cum urmeaza: % modificare BW = [(BW post / BW pre) - 1] x 100, unde BW post reprezintd greutatea
dupad tratament si BW pre reprezintd greutatea corporald inifiald inainte de tratament. Pierderea
procentuald in greutate corporald (BWL) a fost exprimata ca modificarea medie a greutdtii corporale dupa
tratament. Animalele au fost sacrificate atunci cand volumul tumoral a fost mai mare de 1000 mm3 sau
necrozat, sau daca greutatea corporald a scazut cu 20% mai mult in orice moment al studiului.

Rezultatele studiului sunt ilustrate in FIG. 15 si FIG. 16. Conjugatul huMAB-A(2.2)-sSPDB-
DM4 a fost puternic activ la ambele doze testate. Conjugatul huMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 a avut o
valoare a inhibarii cresterii tumorale (T/C) de 5%, la doza de 2,5 mg/kg (cu 8 regresii partiale din 8
soareci s1 2 regresii complete); o valoare T/C de 1%, 5 mg/kg (cu 8 regresii partiale din 8 soareci si 6
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regresii complete). huMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 a fost puternic activ la ambele doze testate.
Conjugatul huMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 a avut o valoare (T/C) de 7%, la o dozi de 3 pg/kg (cu 8
regresii parfiale din 8 soareci si 4 regresii complete); o valoare T/C de 4%, 5 mg/kg (cu 8 regresii partiale
din 8 soareci si 5 regresii complete). Nu s-a observat nicio pierdere semnificativi in greutate corporald
nici cu huMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4, nici cu huMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 sau cu conjugatii chKTI-
sSPDB-DM4 sau huKTI-S442C-DGN549 la dozele indicate si, prin urmare, tofi conjugatii au fost bine
tolerafi la soareci la dozele indicate in prezentul studiu.

Exemplul 23
Activitatea antitumorald a conjugatilor medicamentosi cu anticorpi anti-ADAM9 la soareci
purtitori de xenogrefe de linie celulard de cancer colorectal SW48

Activitatea antitumorala a diverselor doze de conjugati hMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 si huMAB-
A(21.2)-5442C-DGN649 a fost evaluata la soareci femele nude purtitoare de celule SW48, un model de
xenogrefd de linie celulard de cancer colorectal.

Celulele SW48 au fost recoltate pentru inoculare. Soarecii au fost inoculati cu celule SW48 prin
injectare subcutanatd in zona flancului posterior drept. Animalele nu au prezentat semne de boald sau
imbolndvire la sosire din laboratoare sau inainte de tratament.

Patruzeci si doi de soareci au fost randomizati in 7 grupuri (6 soareci per grup) in functiec de
volumul tumoral. Volumul tumoral a variat de la 89 pani la 169 mm3. Soarecii au fost misurati,
randomizati si dozafi pe baza volumului tumoral in ziua 17 post implantare. Soarecii din fiecare grup au
fost identificati prin crotalii. Administrarea agentilor de testat si a vehiculului a fost efectuatd intravenos.
Grupurile au inclus: un grup martor dozat cu vehicul (PBS), chKTI-sSPDB-DM4 la 10 mg/kg, huMAB-
A(2.2)-sSPDB-DM4 la 5 mg/kg, huMAB-A(2.2)-sSPDB- DM4 la 10 mg/kg, huKTI-S442C-DGN549 la
Spg/kg, uMAB-A(21.2)-S442C-DGN3549 1a 2,5 pg/kg si huMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 1a Spg/ke.

Misurdtorile dimensiunii tumorale si ale greutdtii corporale au fost determinate astfel cum este
descris in Exemplul 22. Rezultatele studiului sunt ilustrate in FIG. 17 si FIG. 18. Conjugatul huMAB-
A(2.2)-sSPDB-DM4 a fost activ la ambele doze testate. Conjugatul huMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4 a avut o
valoare a inhibdrii cresterii tumorale (T/C) de 13%, la o dozd de 5mg/kg (fard regresii parfiale sau
complete); o valoare a T/C de 5%, 10mg/kg (cu 6 regresii partiale din 6 soareci). huMAB-A(21.2)-S442C-
DGN549 a fost activ la o doza de Spg/kg si inactiv la o doza de 2,5pg/kg testatd. Conjugatul huMAB-
A(21.2)-S442C-DGN549 a avut o valoare a (T/C) de 92%, la o dozi de 2,5ug/kg; o valoare a T/C de 41%,
Sug/kg (cu 2 regresii partiale din 6 soareci). Nu s-a observat nicio pierdere semnificativa in greutate
corporald nici cu huMAB-A(2.2)-sSPDB-DM4, nici cu huMAB-A(21.2)-S442C-DGN549 sau cu
conjugatii chKTI-sSPDB-DM4 sau huKTI-S442C-DGN549 la dozele indicate si, prin urmare, toti
conjugatii au fost bine tolerati la soareci la dozele indicate in prezentul studiu (necesitd confirmare cu
MGNX).

Exemplul 24
Extinderea expunerii conjugatilor maitansinoizi cu anticorpi anti-ADAMY9 prin imbunitatirea
legirii FcRn

Pentru a maximiza potentialul conjugatilor maitansinoizi cu anticorpi anti-ADAM9 de a
determina eficacitatea, au fost introduse substitufii M252Y, S254T si T256E ("mutatia YTE") in regiunea
Fc a anticorpilor anti-ADAM9, hMAB-A(21.2) si hMAB-A(21.2)-S442C, pentru a extinde expunerea
conjugatilor medicamentosi cu anticorpi prin imbunititirea legdrii FcRn. FcRn joacd un rol major in
mentinerea nivelurilor serice de IgG. IgG care sunt endocitate nespecific se leagd la FcRn in endozom
datorita unei interactiuni dependente de pH. IgG legata la FcRn este apoi sortatd in endozomi de reciclare
si transportatd inapoi la suprafata celulard unde IgG este eliberatd datoritd pH-ului neutru. imbunété;irea
legarii FcRn poate imbundtati sortarea si farmacocinetica.

Conjugatul hMAB-A(21.2)-YTE-sSPDB-DM4 a fost preparat astfel cum este detaliat in
Exemplul 17a. Conjugatul hMAB-A(21.2)-S442C-YTE-sSPDB-DM4 a fost preparat astfel cum s-a
descris anterior in Publicatia PCT nr. W02017/004025. Astfel cum se observa in Figurile 19A si 19B,
mutatia YTE a crescut afinitatea de legare si aviditatea anticorpului hMAB-A(21.2) la FcRn uman si de
Cyno. In plus, conjugatul hMAB-A(21.2)-YTE-sSPDB-DM4 a prezentat activitate similard in vitro si in
vivo in NCI-H1703, SNUS si Calu3 ca si in conjugatul parental hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4.

PK de cynomolgus si studii de tolerabilitate au fost efectuate pentru a caracteriza tolerabilitatea
st profilul farmacocinetic al conjugatului hMAB-A(21.2)-YTE-sSPDB-DM4 in comparatie cu conjugatul
parental hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4. Ambii conjugati au fost administrati sub forma de perfuzii IV de
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10 minute la masculi de maimutd cynomolgus in doze de 4 si 12 mg/kg (dozi de anticorpi) pentru a
evalua atat profilul PK, cat si tolerabilitatea acuti. in plus, anticorpii nuzi, hMAB-A(21.2) si hMAB-
A(21.2)-YTE, au fost administrafi masculilor de maimute cynomolgus in dozd de 4 mg/kg pentru a aborda
efectele potentiale ale conjugdrii asupra parametrilor PK. Sangele a fost recoltat pe parcursul a 28 de zile
pentru a permite mdsurarea concentratiilor ADC, a anticorpilor totali si a incdrcdturii libere.
Tolerabilitatea a fost determinatd pe baza supravietuirii, observatiilor clinice, greutdtii corporale si
patologiei clinice.

Astfel cum se observa in Figurile 20, datele PK de cynomolgus ale conjugatului hMAB-A(21.2)-
YTE-sSPDB-DM4 in comparatic cu conjugatul parental au aritat faptul cd mutatia YTE a crescut
expunerea in comparatie cu conjugatul parental. In plus, datele PK de cynomolgus ale anticorpului nud
hMAB-A(21.2) si anticorpului hMAB-A(21.2)-YTE au aratat faptul ca conjugarea are un efect minim
asupra parametrilor PK si cd mutatia YTE imbunatiteste atat anticorpul nud, cét si parametrii PK ai
conjugatului. In plus, conjugatii hMAB-A(21.2)-sSPDB-DM4 si hMAB-A(21.2)-YTE-sSPDB-DM4 au
fost bine tolerafi pana la o dozd de 12 mg/kg cu observatii clinice cutanate minime si efecte dependente
de doza asupra parametrilor hematologici.

Desi inventia a fost descrisd in legdturd cu variante specifice de realizare a acesteia, se va
intelege faptul ca aceasta poate suporta modificdri suplimentare care se incadreazi in domeniul de
aplicare al revendicarilor anexate.
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Lys

660

Lys

Asn

Gly

Tyr

485

Asn

Cys

Lys

Arg

Thr

565

Ile

Gly

Asp

Cys

Asp

645

Asn

Gly

Thr
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Gly

470

Cys

Gly

Gln

Ala

Phe

550

Gly

Pro

Thr

Pro

Arg

630

Vval

Cys

Tyr

Ala

455

Thr

Asn

Tyr

Tyr

Ala

535

Gly

Asn

val

Lys

Gly

615

Asn

Gln

His

Gly

Leu
695

Leu

Gly

Pro

Tyr

520

Pro

Asn

Ala

Phe

Cys

600

Met

Phe

Lys

Cys

Gly

680

Arg

Cys

Ser

Cys

505

Asp

Lys

Cys

Leu

Gly

585

Trp

val

Gln

Lys

Glu

665

Ser

Asp

Arg

Ser

490

Gln

Ala

Asp

Gly

Cys

570

Ile

Gly

Asn

Cys

Cys

650

Asn

Val

Gly

128

Gly

475

Gln

Asn

Gln

Cys

Phe

555

Gly

val

vVal

Glu

vVal

635

His

Gly

Asp

Leu

460

Lys

Phe

Asn

Cys

Phe

540

Ser

Lys

Pro

Asp

Gly

620

Asp

Gly

Trp

Ser

Leu
700

Thr

Cys

Lys

Gln

525

Ile

Gly

Leu

Ala

Phe

605

Thr

Ala

His

Ala

Gly

685

Val

Ser

Gln

Ala

510

Val

Glu

Asn

Gln

Ile

590

Gln

Lys

Ser

Gly

Pro

670

Pro

Phe

Glu

Pro

495

Tyr

Ile

Val

Glu

Cys

575

Ile

Leu

Cys

val

Val

655

Pro

Thr

Phe

Cys

480

Asp

Cys

Phe

Asn

Tyr

560

Glu

Gln

Gly

Gly

Leu

640

Cys

Asn

Tyr

Phe



Leu Ile
705

Asp Gln

Glu Ser

Val Pro

Tyr Ala
770

Gln Phe
785

Gly Asn

Ser Leu
<210> 6
<211> 819

Val Pro

Leu Trp

Asp Gly

740

Arg His

755

Asn Arg

Pro Ser

Leu Ile

Thr

<212> PRT
<213> Macaca fascicularis

<400> 6
Met Gly
1

Leu Leu

Gly Phe

Trp Arg
50

Gln Vval
65

Leu Glu

Tyr Asn

Ser Gly

Leu Leu

20

Gln Gln

35

Leu Thr

Ser Tyr

Arg Asn

Lys Glu

Leu

Arg

725

Lys

Val

Phe

Arg

Pro
805

val

5

Cys

Thr

Arg

Leu

Lys

85

Gly
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Ile

710

Ser

Asn

Ser

Ala

Pro

790

Ala

Gly

Leu

Ser

Glu

Ile

70

Asp

Thr

Val

Tyr

Gln

Pro

val

775

Pro

Ser

Vval

His

55

Gln

Leu

Val

Cys

Phe

Ala

Val

760

Pro

Pro

Pro

Pro

Gly

Leu

40

Arg

Ala

Leu

Ile

Ala

Arg

Asn

745

Thr

Thr

Pro

Ala

Ser

Pro

25

Ser

Glu

Glu

Pro

Thr

Ile

Lys

730

Pro

Pro

Tyr

Gln

Pro
810

Gly

10

val

Ser

Ala

Gly

Glu

Asp

129

Phe

715

Lys

Ser

Pro

Ala

Pro

795

Ala

Thr

Leu

Tyr

Pro

Lys

75

Asp

His

Ile

Arg

Arg

Arg

Ala

780

Lys

Pro

Leu

Gly

Glu

Arg

60

Glu

Phe

Pro

Phe

Ser

Gln

Glu

765

Lys

val

Pro

Arg

Ala

Ile

45

Pro

His

val

Asn

Ile

Gln

Pro

750

val

Gln

Ser

Leu

val

Ala

30

Ile

Tyr

Ile

Val

Ile

Lys

Thr

735

Gly

Pro

Pro

Ser

Tyr
815

Arg

15

Arg

Thr

Ser

Ile

Tyr

95

Gln

Arg

720

Tyr

Ser

Ile

Gln

Gln

800

Ser

Trp

Pro

Pro

Lys

His

80

Thr

Asn



His

Ala

Ala

145

Ile

Val

Glu

Pro

Tyr

225

Leu

Ile

Ile

Glu

Leu

305

Val

Thr

Cys

Leu

130

Ser

Ile

Ser

Pro

Gln

210

Asp

Leu

Val

Ala

Lys

290

Lys

Cys

Val

His

115

Ser

Tyr

Tyr

Asn

Pro

195

Thr

Met

Ala

Leu

Gly

275

Phe

Lys

Ser

Glu

100

Phe

Asn

Gly

Arg

Lys

180

Ser

Arg

Met

Asn

val

260

Gly

Leu

Gly

Arg

Thr
340

Arg

Cys

Ile

Met

165

Asp

Met

Tyr

Gly

Tyr

245

Gly

Ala

Ile

Phe

Ser

325

Phe
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Gly

Phe

Glu

150

Asp

Ile

Thr

Val

Arg

230

Leu

Leu

Gly

Thr

Gly

310

His

Ala

Tyr

Gly

135

Pro

Asp

Glu

Gln

Glu

215

Asn

Asp

Glu

Asp

Arg

295

Gly

Ala

Ser

val

120

Leu

Leu

Val

Lys

Leu

200

Leu

Gln

Ser

Ile

val

280

Arg

Thr

Gly

Ile

105

Glu

Arg

Gln

His

Glu

185

Leu

Phe

Thr

Met

Trp

265

Leu

Arg

Ala

Gly

val
345

Gly

Gly

Asn

Lys

170

Thr

Arg

Ile

Ala

Tyr

250

Thr

Gly

His

Gly

Ile

330

Ala

130

Vval Tyr

Leu Leu
140

Ser Ser
155

Glu Pro

Thr Lys

Arg Arg

Val Val
220

Val Arg
235

Ile Met

Asn Gly

Asn Phe

Asp Ser

300

Met Ala
315

Asn Val

His Glu

Asn

125

His

His

Leu

Asp

Arg

205

Asp

Glu

Leu

Asn

val

285

Ala

Phe

Phe

Leu

110

Ser

Leu

Phe

Lys

Glu

190

Ala

Lys

Glu

Asn

Leu

270

Gln

Gln

val

Gly

Gly
350

Ser

Glu

Glu

Cys

175

Glu

val

Glu

Met

Ile

255

Ile

Trp

Leu

Gly

His

335

His

val

Asn

His

160

Gly

Glu

Leu

Arg

Ile

240

Arg

Asn

Arg

Val

Thr

320

Ile

Asn



Leu

Ser

Cys

385

Cys

Cys

Pro

Leu

Arg

465

Asp

val

Tyr

Gly

Ser

545

Lys

Asn

Thr

Gly

Cys

370

Ser

Leu

Gly

Lys

Lys

450

Phe

val

Phe

Asn

Ser

530

Lys

Lys

val

Pro

Met

355

Ile

Ala

Leu

Asn

Glu

435

Ser

Leu

Pro

Ile

Gly

515

Lys

Gly

Cys

Gln

Ser
595

Asn

Met

Glu

Asn

Lys

420

Cys

Phe

Pro

Glu

Gln

500

Met

Ala

Asp

Ala

Glu

580

Arg

His

Asn

Asp

Ile

405

Leu

Glu

Ala

Gly

Tyr

485

Asn

Cys

Lys

Arg

Thr

565

Ile

Gly
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Asp

Ser

Phe

390

Pro

val

Leu

Glu

Gly

470

Cys

Gly

Gln

Ala

Phe

550

Gly

Pro

Thr

Asp

Gly

375

Glu

Lys

Asp

Asp

Cys

455

Thr

Asn

Tyr

Tyr

Ala

535

Gly

Asn

val

Lys

Gly

360

Ala

Lys

Pro

Ala

Pro

440

Ala

Leu

Gly

Pro

Tyr

520

Pro

Asn

Ala

Phe

Cys
600

Arg

Ser

Leu

Asp

Gly

425

Cys

Tyr

Cys

Ser

Cys

505

Asp

Lys

Cys

Leu

Gly

585

Trp

Asp

Gly

Thr

Glu

410

Glu

Cys

Gly

Arg

Ser

490

Gln

Ala

Asp

Gly

Cys

570

Ile

Gly

131

Cys

Ser

Leu

395

Ala

Glu

Glu

Asp

Gly

475

Gln

Asn

Gln

Cys

Phe

555

Gly

val

val

Ser

Arg

380

Asn

Tyr

Cys

Gly

Cys

460

Lys

Phe

Asn

Cys

Phe

540

Ser

Lys

Pro

Asp

Cys

365

Asn

Lys

Ser

Asp

Ser

445

Cys

Thr

Cys

Lys

Gln

525

Ile

Gly

Leu

Ala

Phe
605

Gly

Phe

Gly

Ala

Cys

430

Thr

Lys

Ser

Gln

Ala

510

Val

Glu

Asn

Gln

Ile

590

Gln

Ala

Ser

Gly

Pro

415

Gly

Cys

Asp

Glu

Pro

495

Tyr

Ile

Vval

Glu

Cys

575

Ile

Leu

Lys

Ser

Asn

400

Ser

Thr

Lys

Cys

Cys

480

Asp

Cys

Phe

Asn

Tyr

560

Glu

Gln

Gly



Ser

Ala

625

Asn

Asn

Cys

Asn

Leu

705

Asp

Glu

vVal

Tyr

Gln

785

Gly

Asp

610

Asp

Tyr

Ser

Glu

Glu

630

Ile

Gln

Ser

Pro

Ala

770

Phe

Asn

vVal

Lys

Asp

Asn

Thr

675

Met

vVal

Leu

Asp

Arg

755

Asn

Pro

Leu

Ser Leu Thr
<210> 7

<211> 123

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sintetici"

Pro

Ile

Cys

Lys

660

Lys

Asn

Pro

Trp

Gly

740

His

Arg

Ser

Ile

Asp

Cys

Asp

645

Asn

Gly

Thr

Leu

Arg

725

Lys

Val

Phe

Arg

Pro
805
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Pro

Arg

630

Ile

Cys

Tyr

Ala

Ile

710

Arg

Asn

Ser

Pro

Pro

790

Ala

Gly

615

Asn

Gln

His

Gly

Leu

695

Val

Tyr

Gln

Pro

Val

775

Pro

Arg

Met

Phe

Lys

Cys

Gly

680

Arg

Cys

Phe

Ala

Val

760

Pro

Pro

Pro

Val

Gln

Lys

Glu

665

Ser

Asp

Ala

Arg

Asn

745

Thr

Thr

Pro

Ala

Asn

Cys

Cys

650

Asn

val

Gly

Ile

Lys

730

Pro

Pro

Tyr

Gln

Pro
810

132

Glu

val

635

His

Gly

Asp

Leu

Phe

715

Lys

Ser

Pro

Ala

Pro

795

Ala

Gly

620

Asp

Gly

Trp

Ser

Leu

700

Ile

Arg

Arg

Arg

Ala

780

Lys

Pro

Thr

Ala

His

Ala

Gly

685

val

Phe

Ser

Gln

Glu

765

Lys

val

Pro

Lys

Ser

Gly

Pro

670

Pro

Phe

Ile

Gln

Pro

750

val

Gln

Ser

Leu

Cys

val

Val

655

Pro

Thr

Phe

Lys

Thr

735

Val

Pro

Pro

Ser

Tyr
815

Gly

Leu

640

Cys

Asn

Tyr

Phe

Arg

720

Tyr

Ser

Ile

Gln

Gln

800

Ser
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25

30

<400> 7
Gln Val
1

Ser Vval

Trp Met

Gly Glu

Lys Ser

65

Met Gln

Ala Arg

Trp Gly

<210> 8
<211>5

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Gln
115

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptidd sinteticd"

<400> 8

Ser Tyr Trp Met His

15
<210>9
<211> 17

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400>9

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Ala

Ser

Gly

100

Gly

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr
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Gln

Cys

Lys

Ile

Leu

70

Leu

Tyr

Thr

Pro

Lys

Gln

Asn

Thr

Ala

Tyr

Leu

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Leu

Ser

Tyr

Thr
120

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Gly

105

vVal

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Ser

Ser

133

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Arg

Ser

val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Phe
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Asp

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Glu Ile Ile Pro Ile Asn Gly His Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1

Ser
<210> 10
<211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 10

5

10

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Ser Arg Asp Tyr Phe Asp Tyr

1510
<210> 11
<211> 111

15
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134

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<400> 11

Asp Tle Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser

1 5 10

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val

20 25

Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Ile Pro Gly

35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asp Leu Glu Ser Gly

50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

65 70 75

Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln

85 90

Glu Asp Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu
100 105

<210> 12

<211> 15

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 12

Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn
151015

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 13

Ala Ala Ser Asp Leu Glu Ser

15

<210> 14

<211>9

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 14

Gln Gln Ser His Glu Asp Pro Phe Thr

15

<210> 15

<211> 123

Asp

Gln

Ile

Asn

Gln

Ile
110

Leu

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Asp

Pro

Ala

His

80

His
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135

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<220>
<221> VARIANTA
<222> (34)..(34)
<223> /inlocuire="1le"
<220>

<221> VARIANTA
<2225 (55)..(55)
<223> /inlocuire="Phe"
<220>

<221> VARIANTA
<2225 (63)..(63)
<223> /inlocuire="Arg"
<220>

<221> VARIANTA
<2225 (65)..(65)
<223> /inlocuire="GIn"
<220>

<221> VARIANTA
<2225 (66)..(66)
<223> /inlocuire="Gly"
<220>

<221> VARIANTA
<222> (105)..(105)

<223> /inlocuire="Phe" sau "Tyr" sau "Trp" sau "lle" sau "Leu" "Val" sau "Thr" sau "Gly" sau "Asp"

<220>

<221> VARIANTA

<222> (106)..(106)

<223> /inlocuire="Arg" sau "Asn" sau "His" sau "Gly" sau "Ser"
<220>

<221> VARIANTA

<222> (107)..(107)

<223> finlocuire="Met" sau "Ser" sau "Lys" sau "Asn"
<220>

<221> VARIANTA

<222> (108)..(108)

<223> /inlocuire="Ala"

<220>

<221> VARIANTA

<222> (109)..(109)

<223> /inlocuire="Phe" sau "Thr" sau "Val"
<220>

<221> VARIANTA

<222> (110)..(110)

<223> finlocuire="Leu" sau "Lys"

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(123)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru

variantele de pozitii"
<220>
<221> sursa

<223> /notd="A se vedea specificatia astfel cum este depusa pentru descrierea detaliatd a substitutiilor si

a variantelor de realizare preferate”
<400> 15

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1 5 10



10

15

Ser Leu Arg Leu
20

Trp Met His Trp
35

Gly Glu Ile Ile
50

Lys Ser Arg Phe
65

Leu Gln Met Gly

Ala Arg Gly Gly
100

Trp Gly Gln Gly
115

<210> 16

<211> 123

<212> PRT
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Ser Cys

Val Arg

Pro Ile

Thr Ile

70

Ser Leu

Tyr Tyr

Thr Thr

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sintetica"

<400> 16

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Pro

105

val

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Lys

Ser

136

Phe

Lys

Asn

Ser

Thr

Phe

Ser

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Trp

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Met
110

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro

1

Ser Leu Arg Leu
20

Trp Met His Trp
35

Gly Glu Ile Ile
50

Lys Ser Arg Phe
65

Leu Gln Met Gly

Ala Arg Gly Gly
100

Trp Gly Gln Gly
115

<210> 17

<211> 123

<212> PRT

5

Ser Cys

Val Arg

Pro Ile

Thr Ile

70

Ser Leu
85

Tyr Tyr

Thr Thr

<213> Secventd artificiald

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Tyr

val

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Ser
25

Pro

His

Asp

Glu

Gly
105

val

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Ser

Ser

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Arg

Ser

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Tyr

Ser
30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Phe
110

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr
95

Asp

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr
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137

<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<400> 17
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Gly Glu Ile Ile Pro Ile Phe Gly His Thr Asn Tyr Asn
50 55 60

Lys Ser Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ser Lys Asn
65 70 75

Leu Gln Met Gly Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
85 20

Ala Arg Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Ser Arg Asp Tyr
100 105

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 18
<211> 123
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Phe
110

Gly

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr
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<400> 18
Glu val
1

Ser Leu

Trp Met

Gly Glu
50

Gln Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Trp Gly

<210> 19
<211> 123

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gln
115

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<400> 19

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr
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Glu

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Gly

105

val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Ser

138

Leu

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Arg

Ser

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Phe
110

Glu vVal Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro

1

Ser Leu

Trp Ile

Gly Glu

Gln Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Trp Gly

<210> 20
<211> 123

Arg

His

35

Tle

Arg

Met

Gly

Gln
115

Leu
20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly
100

Gly

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

Tyr

Thr

Cys

Arg

Ile

Ile
70

Leu

Tyr

Thr

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Ser
25

Pro

His

Asp

Glu

Gly
105

Val

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Ser

Phe

Lys

Asn

Ser
75

Thr

Arg

Ser

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Tyr

Ser
30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Phe
110

Gly
15

Ser

Trp

Arg

Leu

Tyr

95

Asp

Gly
15

Ser

Trp

Leu

Tyr
95

Asp

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr
80

Cys

Tyr
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<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<400> 20
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Gly Glu Ile Ile Pro Ile Phe Gly His Thr Asn Tyr Asn

Lys Ser Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ser Lys Asn
65 70 75

Leu Gln Met Gly Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
85 90

Ala Arg Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Phe Asn Ser Gly Thr
100 105

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 21
<211> 123
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu
110

Gly

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr
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<400> 21
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met His
35

Gly Glu Ile
50

Lys Ser Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Gly

Trp Gly Gln
115
<210> 22

<211> 123
<212> PRT

<213> Secventi artificiald

<220>
<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<400> 22

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr
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Glu

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Ile

105

vVal

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Ser

140

Leu

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Lys

Ser

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

val

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu
110

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro

1

Ser Leu Arg

Trp Met His
35

Gly Glu Ile
50

Lys Ser Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Gly

Trp Gly Gln
115

<210> 23

<211> 123

Leu
20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Ala

Gln

Phe
55

Ser

Arg

Tyr

val

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Ser
25

Pro

His

Asp

Glu

Pro

105

val

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Arg

Ser

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Ser

Thr

Gly

Tyr
60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Trp

Ser
30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu
110

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr
95

Asp

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr
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<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<400> 23

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu

Trp Met

Gly Glu
50

Lys Ser
65

Leu Gln

Ala Arg

Trp Gly

<210> 24

<211> 123

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gln
115

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

Leu

20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly
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Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Thr

105

Val

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

920

Gly

Ser

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Lys

Ser

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

val

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu
110

Gly

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr
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<400> 24
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met His
35

Gly Glu Ile
50

Lys Ser Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Gly

Trp Gly Gln
115
<210> 25
<211> 123
<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sintetici"

<400> 25

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr
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Glu

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Asp

105

val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Ser

142

Leu

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Asn

Ser

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

val

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu
110

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro

1

Ser Leu Arg

Trp Met His
35

Gly Glu Ile

50

Lys Ser Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Gly

Trp Gly Gln
115

Leu
20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

val

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Ser
25

Pro
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Asp

Glu

Phe

105

val

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

His

Ser

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu
45

Asn

Asn

val

Thr

Ser
30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr
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Tyr

val
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<210> 26
<211> 123
<212> PRT
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<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa
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<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<400> 26

Glu val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Trp Met His Trp
35

Gly Glu Ile Ile
50

Lys Ser Arg Phe
65

leu Gln Met Gly

Ala Arg Gly Gly
100

Trp Gly Gln Gly
115
<210> 27
<211> 123
<212> PRT

Vval Glu
5

Ser Cys

Val Arg

Pro Ile

Thr Ile

70

Ser lLeu
85

Tyr Tyr

Thr Thr

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

Ser

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Gly Gly Gly Leu Val Lys

Ala

Ala

40

Gly

Len

Ala

Tyr

Thr
120

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Phe

105

Val

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asn

Ser

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Lys

Ser

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ala

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

val

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sintetica"

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

BAsp

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr
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Cys
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<400> 27
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met His
35

Gly Glu Ile
50

Lys Ser Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Gly

Trp Gly Gln
115
<210> 28
<211> 123
<212> PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr
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Glu

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sintetica"

<400> 28

Ser

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Gly

105

vVal

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Ser

144

Leu

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Ser

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

val

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu
110

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro

1

Ser Leu Arg

Trp Met His
35

Gly Glu Ile
50

Lys Ser Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Gly

Trp Gly Gln
115

<210> 29

<211> 123

Leu
20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

Ala
40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Ser
25

Pro

His

Asp

Glu

Pro

105

Val

10
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Gly

Thr

Asn

Asp

Arg

Ser

Phe

Lys

Asn

Ser

Thr

Gln

Ser

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu
45

Asn

Asn

val

Phe

Ser

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu
110

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys
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Tyr

val

Phe
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80

Cys
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<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<400> 29
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Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly

1

Ser Leu Arg

Trp Met His
35

Gly Glu Ile
50

Lys Ser Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Gly

Trp Gly Gln
115
<210> 30
<211> 30
<212> PRT

Leu

20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<400> 30

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr
120

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Tyr

105

Val

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

920

Asn

Ser

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Thr

Ser Ser
30

Glu Trp

Glu Lys

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Leu Asp
110

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser

<210> 31
<211> 14
<212> PRT

20

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

25

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 31

30

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly

1

<210> 32
<211> 32
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

10
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<400> 32
Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Gly Ser lLeu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 33

<211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 33
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 34

<211>5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 34

Ser Tyr Trp Ile His

15

<210> 35

211> 17

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 35
Glu Ile Ile Pro Ile Phe Gly His Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Ser

<210> 36

211> 17

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 36
Glu Tle Ile Pro Ile Phe Gly His Thr Asn Tyr Asn Glu Arg Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 37

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 37
Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Phe Asn Ser Gly Thr Leu Asp Tyr
1 5 10
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<210> 38

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 38

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Ile Gly Lys Gly Val Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 39

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 39

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Pro Arg Phe Gly Trp Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 40

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 40

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Thr Gly Lys Gly Val Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 41

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 41

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Asp Ser Asn Ala Val Leu Asgp Tyr
1 5 10

<210> 42

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 42

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Phe His Ser Gly Thr Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 43

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 43

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Phe Asn Lys Ala Val Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 44

211> 14
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<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 44

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Gly Ser Gly Val Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 45

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 45
Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Pro Arg Gln Gly Phe Leu Asp Tyr

1 5 10

<210> 46

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptidd sinteticd"
<400> 46

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Ser Gly Thr Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 47

<211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<220>

<221> VARIANTA

<222> (4)..(4)

<223> /inlocuire="1le"

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(5)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru

variantele de pozitii"
<400> 47

Ser Tyr Trp Met His

15

<210> 48

211> 17

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetica'
<220>

<221> VARIANTA
<222> (6)..(6)

<223> /inlocuire="Phe"
<220>

<221> VARIANTA
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<222> (14)..(14)

<223> /inlocuire="Arg"

<220>

<221> VARIANTA

<222> (16)..(16)

<223> /inlocuire="GIn"

<220>

<221> VARIANTA

<222> (17)..(17)

<223> /inlocuire="Gly"

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(17)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 48

Glu Ile Ile Pro Ile Asn Gly His Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Ser

<210> 49

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<220>

<221> VARIANTA

<222> (N).A7)

<223> /inlocuire="Phe" sau "Tyr" sau "Trp" sau "lle" sau "Leu" "Val" sau "Thr" sau "Gly" sau "Asp"
<220>

<221> VARIANTA

<222> (8)..(8)

<223> finlocuire="Arg" sau "Asn" sau "His" sau "Gly" sau "Ser"

<220>

<221> VARIANTA

<222> (9)..(9)

<223> /inlocuire="Met" sau "Ser" sau "Lys" sau Asn"

<220>

<221> VARIANTA

<222> (10)..(10)

<223> /inlocuire="Ala"

<220>

<221> VARIANTA

<222> (11)..(11)

<223> /inlocuire="Phe" sau "Thr" sau "Val"

<220>

<221> VARIANTA

<222> (12)..(12)

<223> finlocuire="Leu" sau "Lys"

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(14)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<220>

<221> sursa

<223> /notd="A se vedea specificatia astfel cum este depusa pentru descrierea detaliatd a substitutiilor si
a variantelor de realizare preferate”
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<400> 49

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Pro Lys Phe Gly Trp Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 50

<211> 453

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"
<220>

<221> VARIANTA

<222> (453)..(453)

<223> /inlocuire=""

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(453)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 50
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45



Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

225

Leu

Leu

Ser

Glu

Glu

50

Ser

Gln

Arg

Gly

Ser

130

Ala

val

Ala

Val

His

210

Cys

Gly

Met

His

val

Ile

Arg

Met

Gly

Gln

115

Val

Ala

Ser

val

Pro

195

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

275

His

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

260

Asp

Asn

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

245

Arg

Pro

Ala
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Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

His

230

val

Thr

Glu

Lys

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Thr

Phe

Pro

val

Thr

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr

120

Pro

val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

280

Lys

His

Asp

Glu

Gly

105

val

Ser

Lys

Leu

Leu

185

Thr

Val

Pro

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

Asn

Asp

20

Ser

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

151

Asn

Ser

75

Thr

Arg

Ser

Lys

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

220

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

Asn

Asn

Val

Tyr

Ser

125

Thr

Pro

val

Ser

Ile

205

Val

Ala

Pro

Val

val

285

Gln

Glu

Thr

Tyr

Phe

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

270

Asp

Tyr

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

175

val

Asn

Pro

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Gly

Gly

Val

160

Phe

Val

Val

Lys

Leu

240

Thr

Val

val

Ser
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290 295 300

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
305 310 315 320

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
325 330 335

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
340 345 350

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
355 360 365

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
370 375 380

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395 400

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
405 410 415

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425 430

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

Leu Ser Pro Gly Lys
450
<210> 51
<211> 453
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"
<220>
<221> VARIANTA
<222> (453)..(453)
<223> finlocuire=""
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(453)
<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"



<400> 51

Glu

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser
225

val

Leu

Met

Glu

50

Ser

Gln

Arg

Gly

Ser

130

Ala

val

Ala

val

His

210

Cys

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gln

115

Val

Ala

Ser

vVal

Pro

195

Lys

Asp

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Lys

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr
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Glu

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

His
230

Ser

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

Vval

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr

120

Pro

val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Pro

105

val

Ser

Lys

Leu

Leu

185

Thr

val

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Arg

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Pro

153

Leu

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Ser

Lys

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys
235

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

220

Pro

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Trp

Ser

125

Thr

Pro

val

Ser

Ile

205

val

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

175

val

Asn

Pro

Glu

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Gly

Gly

val

160

Phe

val

val

Lys

Leu
240



10

15

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

305

Asn

Pro

Gln

Val

Val

385

Pro

Thr

Val

Leu

Gly

Met

His

val

290

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

370

Glu

Pro

Val

Met

Ser
450

<210> 52

<211> 453

Gly

Ile

Glu

275

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

355

Leu

Trp

val

Asp

His

435

Pro

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Polipeptida sintetica"

<220>

<221> VARIANTA

Pro

Ser

260

Asp

Asn

val

Glu

Lys

340

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

420

Glu

Gly

<222> (453)..(453)
<223> /inlocuire="
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(453)

Ser

245

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

325

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

405

Ser

Ala

Lys

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

val

Thr

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

390

Ser

Arg

Leu

Phe

Pro

Val

Thr

295

Val

Cys

Ser

Pro

Val

375

Gly

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Lys

280

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

360

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
440

Phe

val

265

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

345

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

425

His

Pro

250

Thr

Asn

Arg

val

Ser

330

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

410

Gly

Tyr

154

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

395

Phe

Asn

Thr

Lys

val

Tyr

Glu

300

His

Lys

Gln

Met

Pro

380

Asn

Leu

val

Gln

Pro

val

Val

285

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

365

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
445

Lys

Val

270

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

350

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

430

Ser

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

335

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

415

Cys

Leu

Thr

val

Val

Ser

Leu

320

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

400

Leu

Ser

Ser
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<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 52
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Glu Ile Ile Pro Ile Phe Gly His Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Ser Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Gly Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Pro Arg Gln Gly Phe Leu Asp Tyr
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser lLys Ser Thr Ser Gly Gly
130 135 140

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
145 150 155 160

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
165 170 175

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val
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180 185 190

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
195 200 205

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys
210 215 220

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu
225 230 235 240

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
245 250 255

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
260 265 270

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
275 280 285

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
290 295 300

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
305 310 315 320

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
325 330 335

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
340 345 350

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
355 360 365

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
370 375 380

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395 400

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
405 410 415

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425 430

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

Leu Ser Pro Gly Lys
450

<210> 53

<211> 111

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
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<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"
<220>
<221> VARIANTA

<222> (24)..(24)
<223> /inlocuire="Arg"
<220>

<221> VARIANTA
<222> (32)..(32)
<223> /inlocuire="Ser"
<220>

<221> VARIANTA
<222> (37)..(37)
<223> /inlocuire="Leu"
<220>

<221> VARIANTA
<222> (96)..(96)
<223> /inlocuire="Tyr"
<220>

<221> VARIANTA
<222> (97)..(97)
<223> /inlocuire="Ser"
<220>

<221> VARIANTA
<222> (98)..(98)
<223> finlocuire="Thr"
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(111)
<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 53
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Asp
20 25 30

Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asp Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ala

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser His
85 90 95

Glu Asp Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 54

<211> 111

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"



10

15

<400> 54
Asp Ile Vval
1

Glu Arg Ala

Gly Asp Ser
35

Lys Leu Leu

Arg Phe Ser

Ser Leu Glu

Glu Asp Pro

<210> 55
<211> 111
<212> PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Pro

Phe
100
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Thr Gln Ser Pro Asp

Ile Ser Cys Lys Ala
25

Met Asn Trp Tyr Gln
40

Tyr Ala Ala Ser Asp
55

Ser Gly Ser Gly Thr

Glu Asp Phe Ala Thr

Thr Phe Gly Gln Gly
105

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

158

Leu Ala

Gln Ser

Lys Pro

Glu Ser

60

Phe Thr
75

Tyr Cys

Lys Leu

Val Ser

Val Asp
30

Gly Gln

45

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
110

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<400> 55
Asp Ile Vval
1

Glu Arg Ala

Gly Asp Ser
35

Lys Leu Leu
50

Arg Phe Ser
65

Ser Leu Glu

Glu Asp Pro

<210> 56
<211> 111
<212> PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Pro

Phe
100

Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser

5

Ile Ser Cys Lys Ala
25

Met Asn Trp Tyr Gln
40

Tyr Ala Ala Ser Asp
55

Ser Gly Ser Gly Thr
70

Glu Asp Phe Ala Thr
85

Thr Phe Gly Gln Gly
105

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Gln Ser

Lys Pro

Glu Ser
60

Phe Thr
75

Tyr Cys

Lys Leu

Val Asp
30

Gly Gln

45

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
110

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

Leu

15

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

Lys

Leu

15

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Asp

Pro

Ala

Ser

His

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

His
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<400> 56
Asp Ile Val
1

Glu Arg Ala

Gly Asp Ser
35

Lys Leu Leu
50
Arg Phe Ser

65

Ser Leu Glu

Glu Asp Pro

<210> 57
<211> 111
<212> PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Pro

Phe
100
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Thr Gln Ser Pro

Ile Ser Cys Arg

Met Asn Trp Tyr
40

Tyr Ala Ala Ser
55
Ser Gly Ser Gly
70

Glu Asp Phe Ala
85

Thr Phe Gly Gln

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

Asp

Ala

25

Gln

Asp

Thr

Thr

Gly
105

Ser
10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr
90

Thr

159

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe
75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser
60

Thr

Cys

Leu

vVal Ser

val Asp
30

Gly Gln
45

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
110

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Polipeptida sintetici"

<400> 57
Asp Tle Val
1

Glu Arg Ala

Gly Asp Ser
35

Lys Leu Leu
50

Arg Phe Ser
65

Ser Leu Glu

Ser Thr Pro

<210> 58
<211>23
<212> PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Pro

Phe
100

Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser

5

Ile Ser Cys Arg

Leu Asn Trp Tyr
40

Tyr Ala Ala Ser
55

Ser Gly Ser Gly
70

Glu Asp Phe Ala
85

Thr Phe Gly Gln

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

Ala

25

Gln

Asp

Thr

Thr

Gly
105

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Val Asp
30

Gly Gln

45

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
110

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

Leu
15

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Leu

15

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser
80

His

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Tyr
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<400> 58
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys
20
<210> 59
211> 15
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 59
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15
<210> 60
<211> 32
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<400> 60
Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser lLeu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 61

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 61

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

1 5 10

<210> 62

<211> 15

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 62

Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Ser Gly Asp Ser Tyr Met Asn

1 5 10 15

<210> 63

<211> 15

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 63

Arg Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Ser Gly Asp Ser Tyr Met Asn

1 5 10 15

<210> 64

<211> 15
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<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 64
Arg Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Ser Gly Asp Ser Tyr Leu Asn
1 5 10 15
<210> 65
<211>9
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 65
Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Phe Thr
15
<210> 66
211> 15
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursd
<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<220>
<221> VARIANTA
<222> (1)..(1)
<223> /inlocuire="Arg"
<220>
<221> VARIANTA
<222> (9)..(9)
<223> /inlocuire="Ser"
<220>
<221> VARIANTA
<222> (14)..(14)
<223> /inlocuire="Leu"
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(15)
<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"
<400> 66
Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn
1 5 10 15
<210> 67
<211>9
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<220>
<221> VARIANTA
<222> (4)..(4)
<223> /inlocuire="Tyr"
<220>
<221> VARIANTA
<222> (5)..(5)
<223> /inlocuire="Ser"
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<220>

<221> VARIANTA

<222> (6)..(6)

<223> finlocuire="Thr"

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(9)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 67

Gln Gln Ser His Glu Asp Pro Phe Thr

1 5

<210> 68

<211> 218

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Polipeptida sintetica"

<400> 68

Asp Tle Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Ser
20 25 30

Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asp Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ala

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser His

Glu Asp Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105 110

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120 125

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190
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His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
200

195

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
215

210
<210> 69
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 69
Arg Thr Val Ala
1

Gln Leu Lys Ser
20

Tyr Pro Arg Glu
35

Ser Gly Asn Ser

Thr Tyr Ser Leu

Lys His Lys Val

Pro Val Thr Lys
100

<210> 70

<211> 104

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70
Gln Pro Lys Ala
1

Glu Leu Gln Ala
20

Tyr Pro Gly Ala
35

Lys Ala Gly Vval
50

Ala

5

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Ala

Asn

Val

Glu

Pro

Thr

Lys

Glu

sSer

Ala

Phe

Pro

Lys

Thr

Thr

Ser

Ala

val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Ser

Ala

Val

Thr
55

Val

Ser

Gln

40

val

Leu

Glu

Arg

val

Thr

Ala

40

Pro

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

Thr

Leu

25

Trp

Ser

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

30

Glu

Leu

10

val

Lys

Lys

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

His

Cys

Phe

Cys

Ala

Gln

205

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asp

Ser
60

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Pro

Ile

Ser

45

Asn

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser

30

Ser

Asn

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
35

Ser

15

Asp

Pro

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

Glu

Phe

Val

Tyr



10

Ala Ala Ser Ser
65

Arg Ser Tyr Ser

Thr Val Ala Pro
100

<210> 71

<211> 98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71
Ala Ser Thr Lys
1

Ser Thr Ser Gly
20

Phe Pro Glu Pro
35

Gly Val His Thr
50

Leu Ser Ser Val
65

Tyr Ile Cys Asn

Arg Val

<210> 72

<211> 98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72
Ala Ser Thr Lys
1

Ser Thr Ser Glu
20

Phe Pro Glu Pro
35

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

Tyr Leu
70

Cys Gln
85

Thr Glu

Gly Pro

Gly Thr

Val Thr

Phe Pro

Val Thr

70

Val Asn
85

Ser

Vval

Cys

Ser

Ala

vVal

Ala

55

Val

His

164

Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His
75 80

Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys
90 95

Ser

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
10 15

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
25 30

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
40 45

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
75 80

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
90 95

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

5

10 15

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

Val Thr val

25 30

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
40 45
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Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr

50 55 60

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

65 70 75

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

85 90

Thr Val

<210> 73

<211> 98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
1 5 10

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val
20 25

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala
35 40 45

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

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

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys
85 90

Arg Val

<210> 74

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 74

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

vVal

95

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp
85

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro

1 5 10

<210> 75

211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 76

211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro
1 5 10

15

Ser

Thr

80

Lys

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys
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<210> 77

211> 12

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 77

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10

<210> 78

<211> 217

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"
<220>

<221> VARIANTA

<222> 217)..217)

<223> finlocuire=""

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(217)

<223> /nota="Variantele de resturi din secventd nu au preferintd in raport cu cele din adnotarile pentru

variantele de pozitii"
<400> 78

Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys

1 5 10

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
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20 25 30

Val val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
50 55 60

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
65 70 75 80

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
85 90 95

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
100 105 110

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met
115 120 125

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
130 135 140

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
145 150 155 160

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
165 170 175

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
180 185 190

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
195 200 205

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
210 215
<210> 79
<211> 217
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"
<220>
<221> VARIANTA
<222> 217)..217)
<223> finlocuire=""
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(217)
<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"
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15

<400> 79

Ala

1

Pro

val

vVal

Gln

65

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

145

Tyr

Tyr

Phe

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

130

Asp

Lys

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

35

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

115

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
195

Leu

Thr

20

val

val

Ser

Leu

Ala

100

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

180

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

85

Pro

Gln

val

val

Pro

165

Thr

Val
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Gly

Met

His

Vval

Tyr

70

Gly

Ile

val

Ser

Glu

150

Pro

vVal

Met

Gly

Ile

Glu

His

55

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

135

Trp

Val

Asp

His

Pro

Ser

Asp

40

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

120

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
200

Lys Ser Leu Cys Leu Ser Pro
210
<210> 80
<211> 217
<212> PRT

<213> Secventd artificiala

<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"
<220>
<221> VARIANTA
<222> 217)..217)

<223> /inlocuire=""

<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (1)..(217)

215

Ser

Arg

25

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

105

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

185

Ala

Val

10

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

90

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Arg

Leu

Phe

Pro

val

Thr

val

75

Cys

Ser

Pro

val

Gly

155

Asp

Trp

His

Gly Lys

Leu

Glu

Lys

Lys

60

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

140

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

val

Phe

45

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

125

Gly

Pro

Ser

Gln

His
205

Pro

Thr

30

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

110

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

190

Tyr

Pro

15

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

95

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

175

Asn

Thr

Lys

val

Tyr

Glu

His

80

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

160

Leu

val

Gln
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<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 80
Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys

10

15

1

Pro

Val

Val

Gln

65

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

145

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

val

Agp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys
130

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
210

<210> 81
<211> 6

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(6)

Asp

Asp

35

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

115

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

195

Leu

Thr

20

vVal

Val

Ser

Leu

Ala

100

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

180

Ser

Cys

5

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

85

Pro

Gln

Val

Val

Pro

165

Thr

Val

Leu

Met

His

val

Tyr

70

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

150

Pro

val

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
135

Trp

Val

Asp

His

Pro
215

Ser

Asp

40

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

120

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

200

Gly

Arg

25

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

105

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

185

Ala

Lys

10

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

90

Tle

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Arg

Leu

Pro

val

Thr

Val

75

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

155

Asp

Trp

His

Glu

Lys

Lys

60

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys
140

Gln

Gly

Gln

Asn

vVal

Phe

45

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

125

Gly

Pro

Ser

Gln

His
205

Thr

30

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

110

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

190

Tyr

15

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

95

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

175

Asn

Thr

Val

Tyr

Glu

His

80

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

160

Leu

Val

Gln



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31
170

<223> /notd="Variantele de resturi din secventa nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 81

Gly Ser Arg Asp Tyr Phe

15

<210> 82

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 82

Asp Gly Glu Gly Val Met

1 5

<210> 83

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 83

Phe His Ser Gly Leu Leu

1 5

<210> 84

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 84

Phe Asn Ser Ala Thr Leu

1 5

<210> 85

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptidd sintetici"
<400> 85

Phe Asn Ser Gly Thr Leu

1 5

<210> 86

<211> 6

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursd
<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 86

Phe Asn Ser Ser Thr Leu

1 5

<210> 87

<211> 6

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
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<400> 87

Gly Lys Ser Lys Trp Leu
1 5

<210> 88

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 88

Gly Met Gly Gly Thr Leu
1 5

<210> 89

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiala
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 89

His Ala Lys Gly Gly Met
1 5

<210> 90

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventa artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 90

Ile Gly Glu Ala Val Leu
1 5

<210> 91

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 91

Ile Gly Lys Gly Val Phe
1 5

<210> 92

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetica'
<400> 92

Ile Gly Lys Gly Vval Leu
1 5

<210> 93

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 93

Lys His Asp Ser Val Leu
1 5
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<210> 94

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 94

Leu Asn Thr Ala Val Met

1 5

<210> 95

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetica
<400> 95

Asn Gly Glu Gly Thr Leu

1 5

<210> 96

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 96

Asn Gly Lys Asn Thr Leu

1 5

<210> 97

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetica'
<400> 97

Asn Ser Ala Gly Ile Leu

1 5

<210> 98

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetica'
<400> 98

Pro Lys Glu Gly Trp Met

5

1

<210> 99
<211> 6
<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetica'
<400> 99

Pro Lys Phe Gly Trp Lys

1 5

<210> 100

<211> 6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31
173

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 100

Pro Lys Met Gly Trp Val
1 5

<210> 101

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 101

Pro Arg Leu Gly His Leu
1 5

<210> 102

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 102

Pro Ser Phe Gly Trp Ala
1 5

<210> 103

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 103

Gln Ala Lys Gly Thr Met
1 5

<210> 104

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 104

Arg Gly Met Gly Val Met
1 5

<210> 105

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 105

Arg Lys Glu Gly Trp Met
1 5

<210> 106

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
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<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 106

Thr Gly Lys Gly Val Leu

1 5

<210> 107

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptidd sinteticd"
<400> 107

Thr Gly Met Gly Thr Leu

1 5

<210> 108

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 108

Thr Gly Asn Gly Val Met

1 5

<210> 109

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 109

Trp Asn Ala Gly Thr Phe

1 5

<210> 110

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 110
Tyr His His Thr Pro Leu

1 5

<210> 111

211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptidd sintetici"
<400> 111

Tyr Gln Ser Ala Thr Leu
1 5

<210> 112

211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
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<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 112

Asp Gly Lys Ala Val Leu

1 5

<210> 113

211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 113
Phe Asn Lys Ala Val Leu

1 5

<210> 114

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 114

Phe Asn Ser Gly Thr Trp
1 5

<210> 115

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventa artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 115

Phe Asn Thr Gly Val Phe
1 5

<210> 116

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 116

Gly Lys Ser Arg Phe His
1 5

<210> 117

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 117

Ile Gly Lys Asn Val Tyr
1 5

<210> 118

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
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<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 118

Met Gly Lys Gly Val Met

1 5

<210> 119

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 119

Asn Gly Glu Ser Vval Phe

1 5

<210> 120

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 120

Pro Asp Phe Gly Trp Met

1 5

<210> 121

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 121

Pro Gly Ser Gly Val Met

1 5

<210> 122

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 122

Pro Lys Asp Ala Trp Leu

1 5

<210> 123

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 123

Pro Lys Phe Gly Trp Leu

1 5

<210> 124

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
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<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 124

Pro Lys Ile Gly Trp His

1 5

<210> 125

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 125

Pro Lys Met Gly Trp Ala

1 5

<210> 126

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 126

Pro Lys Met Gly Trp Met

1 5

<210> 127

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 127

Pro Gln Met Gly Trp Leu

1 5

<210> 128

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 128

Pro Arg Phe Gly Trp Leu

1 5

<210> 129

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 129

Pro Arg Met Gly Phe Leu

1 5

<210> 130

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
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<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptidd sinteticd"
<400> 130

Pro Arg Met Gly Phe Met

1 5

<210> 131

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptidd sinteticd"
<400> 131

Pro Ser Phe Gly Trp Met

1 5

<210> 132

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 132

Arg Arg Glu Gly Trp Met

1 5

<210> 133

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 133

Ser Gly Glu Gly val Leu

1 5

<210> 134

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptidd sintetici"
<400> 134

Ser Gly Asn Gly Val Met

1 5

<210> 135

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursd

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 135

Val Gly Lys Ala Val Leu

1 5

<210> 136

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
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<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 136

Asp Ser Asn Ala Val Leu

1 5

<210> 137

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 137

Phe His Ser Gly Thr Leu

1 5

<210> 138

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventa artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 138

Gly Gly Ser Gly Val Leu

1 5

<210> 139

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 139
Pro Arg Gln Gly Phe Leu

1 5

<210> 140

<211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 140

Tyr Asn Ser Gly Thr Leu
1 5

<210> 141

<211> 453

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"
<220>

<221> VARIANTA

<222> (453)..(453)

<223> /inlocuire=" "

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(453)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventa nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru

variantele de pozitii"



<400> 141

Glu Vval Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Leu

Met

Glu

50

Ser

Gln

Arg

Gly

Ser

130

Ala

Vval

Ala

Val

His
210

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gln

115

val

Ala

Ser

val

Pro

1395

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

180

Glu

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

Ser

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
215

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr

120

Pro

val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Pro

105

val

Ser

Lys

Leu

Leu

185

Thr

Val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Arg

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Leu

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Gln

Ser

Lys

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg
220

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Phe

Ser

125

Thr

Pro

val

Ser

Ile

205

Val

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

175

val

Asn

Pro

Gly

Tyr

vVal

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Gly

Gly

vVal

160

Phe

val

Val

Lys
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Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala
225 230 235 240

Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
245 250 255

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
260 265 270

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
275 280 285

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
290 295 300

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
305 310 315 320

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
325 330 335

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
340 345 350

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
355 360 365

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
370 375 380

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395 400

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
405 410 415

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425 430

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

Leu Ser Pro Gly Lys
450

<210> 142

<211> 453

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<220>

<221> VARIANTA

<222> (453)..(453)

<223> finlocuire=""
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(453)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 142
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Glu Ile Ile Pro Ile Phe Gly His Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Ser Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Gly Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 95

Ala Arg Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Pro Arg Gln Gly Phe Leu Asp Tyr
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
130 135 140

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
145 150 155 160

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
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165 170 175

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val
180 185 190

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
195 200 205

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys
210 215 220

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu
225 230 235 240

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
245 250 255

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu VvVal Thr Cys Val Val Val Asp Val
260 265 270

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
275 280 285

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
290 295 300

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
305 310 315 320

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
325 330 335

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
340 345 350

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
355 360 365

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
370 375 380

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395 400

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
405 410 415
Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser

420 425 430

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

Leu Ser Pro Gly Llys
450



10

15
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<210> 143

<211> 453

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"
<220>

<221> VARIANTA

<222> (453)..(453)

<223> finlocuire=""

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(453)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 143
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Glu Ile Ile Pro Ile Phe Gly His Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Ser Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Gly Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Pro Arg Gln Gly Phe Leu Asp Tyr
100 105 110



Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

225

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

305

Asn

Pro

Gln

Gly

Ser

130

Ala

val

Ala

val

His

210

Cys

Gly

Met

His

Val

290

Tyr

Gly

Ile

val

Gln

115

Val

Ala

Ser

val

Pro

195

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

275

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
355

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

260

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

340

Thr

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

245

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

325

Thr

Leu
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Thr

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

His

230

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Ile

Pro

Val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

295

Vval

Cys

Ser

Pro

Thr

120

Pro

vVal

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

280

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser
360

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

185

Thr

val

Pro

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

345

Arg

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

val

Ser

330

Lys

Glu

185

Ser

Lys

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Gly

Glu

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

220

Pro

Lys

VvVal

Tyr

Glu

300

His

Lys

Gln

Met

Ser

125

Thr

Pro

val

Ser

Ile

205

val

Ala

Pro

vVal

vVal

285

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr
365

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

270

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

350

Lys

Lys

Gly

Pro

Thr

175

val

Asn

Pro

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

335

Glu

Asn

Gly

Gly

Val

160

Phe

val

vVal

Lys

Ala

240

Thr

val

Val

Ser

Leu

320

Ala

Pro

Gln
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Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
370 375 380

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
385 390 395

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
405 410

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
420 425

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
435 440

Leu Ser Pro Gly Lys
450

<210> 144

211> 4

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 144

AlaLeu Ala Leu

1

<210> 145

211> 4

<212> PRT

<213> Secventd artificiala

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventeli artificiale: Peptida sinteticd"

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> Beta-Ala

<400> 145

AlaLeu Ala Leu

1

<210> 146

211> 4

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptidd sintetici"

<400> 146

Gly Phe Leu Gly

1

<210> 147

<211> 217

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursd

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
445

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

Asp

Lys

Ser

Ser

430

Ser

Ile

Thr

Lys

415

Cys

Leu

Ala

Thr

400

Leu

Ser

Cys



10

15

<220>
<221> VARIANTA
<2225 (217)..(217)
<223> /inlocuire=""
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..217)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventd nu au preferintd in raport cu cele din adnotirile pentru

variantele de pozitii"
<400> 147

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser

1 5

Pro Lys Asp Thr Leu
20

Val Val Asp Val Ser
35

Val Asp Gly Val Glu
50

Gln Tyr Asn Ser Thr
65

Gln Asp Trp Leu Asn
85

Ala Leu Pro Ala Pro

100

Tyr

His

Val

Tyr

70

Gly

Ile

Pro Arg Glu Pro Gln Val

115

Thr Lys Asn Gln Val
130

Ser Asp Ile Ala Val
145

Tyr Lys Thr Thr Pro
165

Tyr Ser Lys Leu Thr
180

Phe Ser Cys Ser Vval
195

Lys Ser Leu Ser Leu
210

<210> 148

<211> 217

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

Ser

Glu

150

Pro

Val

Met

Ser

Ile

Glu

His

55

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

135

Trp

val

Asp

His

Pro
215

Thr

Asp

40

Asn

val

Glu

Lys

Thr

120

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

200

Gly

Arg

25

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

105

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

185

Ala

Lys

187

Val Phe Leu Phe Pro

10

Glu

Glu

Lys

Ser

Lys

90

Tle

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

vVal

75

Cys

Ser

Pro

val

Gly

155

Asp

Trp

His

Glu

Lys

Lys

60

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

140

Gln

Gly

Gln

Asn

val

Phe

45

Pro

Thr

val

Ala

Arg

125

Gly

Pro

Ser

Gln

His
205

Thr

30

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

110

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

190

Tyr

Pro Lys
15

Cys Val

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His
80

Asn Lys
95

Gly Gln

Glu Met

Tyr Pro

Asn Asn
160

Phe Leu
175

Asn Val

Thr Gln
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<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"
<220>
<221> VARIANTA

<222> 217)..217)

<223> finlocuire=""

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(217)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 148
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
1 5 10 15

Pro Lys Asp Thr Leu Tyr Ile Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val
20 25 30

Val val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
35 40 45

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
65 70 75 80

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
85 90 95

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
100 105 110

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met
115 120 125

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
130 135 140

Ser Asp TIle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
145 150 155 160

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
165 170 175

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
180 185 190

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
1395 200 205

Lys Ser Leu Cys Leu Ser Pro Gly Lys
210 215

<210> 149

<211> 217

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
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189
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sintetica"
<220>
<221> VARIANTA

<222> 217)..217)

<223> finlocuire=""

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(217)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 149
Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
1 5 10 15

Pro Lys Asp Thr Leu Tyr Ile Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val
20 25 30

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
50 55 60

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
65 70 75 80

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
100 105 110

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met
115 120 125

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
130 135 140

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
145 150 155 160

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
165 170 175

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
180 185 190

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
195 200 205

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
210 215

<210> 150

<211> 217
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<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descricrea secventei artificiale: Polieptida sinteticd"
<220>

<221> VARIANTA

<222> 217)..217)

<223> /inlocuire=" "

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(217)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 150
Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
1 5 10 15

Pro Lys Asp Thr Leu Tyr Ile Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val
20 25 30

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
35 40 45

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
50 55 60

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
65 70 75 80

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
85 90 95

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
100 105 110

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met
115 120 125

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
130 135 140

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn

145 150 155 160

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
165 170 175

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
180 185 190

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
195 200 205

Lys Ser Leu Cys Leu Ser Pro Gly Lys
210 215
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15
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<210> 151

<211> 453

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"
<220>

<221> VARIANTA

<222> (453)..(453)

<223> finlocuire=""

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(453)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventa nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 151
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Glu Ile Ile Pro Ile Phe Gly His Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Ser Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80



Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

225

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

305

Asn

Gln

Arg

Gly

Ser

130

Ala

val

Ala

Val

His

210

Cys

Gly

Tyr

His

val

290

Tyr

Gly

Met

Gly

Gln

115

vVal

Ala

Ser

Val

Pro

195

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

275

His

Arg

Lys

Gly

Gly

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Lys

Pro

Thr

260

Asp

Asn

Val

Glu

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

245

Arg

Pro

Ala

val

Tyr
325
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Leu

Tyr

Thr

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

His

230

Val

Glu

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Arg

Tyr

Val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Thr

Phe

Pro

val

Thr

295

val

Cys

Ala

Tyr

Thr

120

Pro

val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

280

Lys

Leu

Lys

Glu

Pro

105

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

185

Thr

Val

Pro

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

val

Asp

90

Arg

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

val

Ser
330

192

Thr

Gln

Ser

Lys

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Ala

Gly

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

220

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

300

His

Lys

val

Phe

Ser

125

Thr

Pro

val

Ser

Ile

205

Vval

Ala

Pro

val

val

285

Gln

Gln

Ala

Tyr

Leu

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

270

Asp

Tyr

Asp

Leu

Tyr

95

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

175

Vval

Asn

Pro

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
335

Cys

Tyr

Gly

Gly

val

160

Phe

val

Val

Lys

Leu

240

Thr

val

val

Ser

Leu

320

Ala
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193

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
340 345 350

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
355 360 365

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
370 375 380

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395 400

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
405 410 415

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425 430

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

Leu Ser Pro Gly Lys
450
<210> 152
<211> 453
<212> PRT
<213> Secventa artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"
<220>
<221> VARIANTA
<222> (453)..(453)
<223> finlocuire=""
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(453)
<223> /notd="Variantele de resturi din secventd nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 152
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30



Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

225

Leu

Leu

Ser

Met

Glu

50

Ser

Gln

Arg

Gly

Ser

130

Ala

Vval

Ala

Val

His

210

Cys

Gly

Tyr

His

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gln

115

val

Ala

Ser

val

Pro

195

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Lys

Pro

Thr

260

Asp

val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

245

Arg

Pro

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

His

230

val

Glu

Glu

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Thr

Phe

Pro

val

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr

120

Pro

val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

Pro

His

Asp

Glu

Pro

105

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

185

Thr

val

Pro

Phe

val

265

Phe

Gly

Thr

Asn

Asp

Arg

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

250

Thr

Asn

194

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Gln

Ser

Lys

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

220

Pro

Lys

val

Tyr

Leu

45

Asn

Asn

Val

Phe

Ser

125

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

205

Vval

Ala

Pro

val

val

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Pro

Lys

vVal

270

Asp

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

175

val

Asn

Pro

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Gly

Gly

val

160

Phe

Val

Val

Lys

Leu

240

Thr

val

val
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195

275 280 285

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
290 295 300

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
305 310 315 320

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
325 330 335

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
340 345 350

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
355 360 365

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
370 375 380

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395 400

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
405 410 415

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425 430

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

Leu Ser Pro Gly Lys
450
<210> 153
<211> 453
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"
<220>
<221> VARIANTA
<222> (453)..(453)
<223> finlocuire=""
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(453)
<223> /notd="Variantele de resturi din secventd nu au preferinti in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"



<400> 153

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Leu

Met

Glu

50

Ser

Gln

Arg

Gly

Ser

130

Ala

val

Ala

vVal

His
210

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gln

115

Val

Ala

Ser

val

Pro

195

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Phe

Gly

Gly

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser
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Glu

Cys

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

Ser

Ala

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
215

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Thr

120

Pro

val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Pro

105

val

Ser

Lys

Leu

Leu

185

Thr

val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Arg

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

196

Leu

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Gln

Ser

Lys

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg
220

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Phe

Ser

125

Thr

Pro

val

Ser

Ile

205

val

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

175

Val

Asn

Pro

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Gly

Gly

val

160

Phe

Val

val

Lys



10

Ser

225

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

305

Asn

Pro

Gln

val

val

385

Pro

Thr

val

Cys

Gly

Tyr

His

vVal

290

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

370

Glu

Pro

val

Met

Asp

Gly

Ile

Glu

275

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

355

Leu

Trp

val

Asp

His
435

Leu Ser Pro

450

<210> 154

<211> 453

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Polipeptida sinteticd"

<220>

<221> VARIANTA

Lys

Pro

Thr

260

Asp

Asn

val

Glu

Lys

340

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

420

Glu

Gly

<222> (453)..(453)
<223> /inlocuire="

Thr

Ser

245

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

325

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

405

Ser

Ala

Lys

MD/EP 3558391 T2 2022.05.31

His

230

Val

Glu

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

390

Ser

Arg

Leu

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

295

val

Cys

Ser

Pro

val

375

Gly

Asp

Trp

His

Cys

Leu

Glu

Lys

280

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

360

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
440

Pro

Phe

val

265

Phe

Pro

Thr

val

Ala

345

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

425

His

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

val

Ser

330

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

410

Gly

Tyr

197

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

395

Phe

Asn

Thr

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

300

His

Lys

Gln

Met

Pro

380

Asn

Leu

val

Gln

Ala

Pro

val

val

285

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

365

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
445

Pro

Lys

val

270

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

350

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

430

Ser

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

335

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

415

Cys

Leu

Ala

240

Thr

val

val

Ser

Leu

320

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

400

Leu

Ser

Ser
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(453)

<223> /notd="Variantele de resturi din secventi nu au preferinta in raport cu cele din adnotirile pentru
variantele de pozitii"

<400> 154
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Glu Ile Ile Pro Ile Phe Gly His Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Ser Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Gly Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Pro Arg Gln Gly Phe Leu Asp Tyr
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser lLys Ser Thr Ser Gly Gly
130 135 140

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
145 150 155 160

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
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165 170 175

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val
180 185 190

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
195 200 205

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Llys
210 215 220

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala
225 230 235 240

Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
245 250 255

Leu Tyr Ile Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
260 265 270

Ser His Glu Asp Pro Glu Val lLys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
275 280 285

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
290 295 300

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
305 310 315 320

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
325 330 335

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
340 345 350

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
355 360 365

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
370 375 380

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395 400

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
405 410 415
Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser

420 425 430

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

Leu Ser Pro Gly Llys
450
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(57) Revendiciri:

1. Imunoconjugat care cuprinde un anticorp anti-ADAM9 umanizat sau un fragment de legare a
ADAMDY al acestuia care se leagd in mod specific la ADAMY umana si ADAMY9 de cyno:

(D) in care anticorpul anti-ADAM?9 umanizat mentionat sau fragmentul de legare a ADAMY al
acestuia este conjugat cu un agent farmacologic; si

(II) in care anticorpul anti-ADAM9 umanizat mentionat sau fragmentul de legare a ADAMY al
acestuia cuprinde un domeniu variabil al lantului usor (VL) si un domeniu variabil al lanfului greu (VH),
in care domeniul variabil al lanfului greu mentionat cuprinde un domeniu CDRg1, un domeniu CDRg2 si
un domeniu CDRyu3 si domeniul variabil al lantului usor menfionat cuprinde un domeniu CDR1, un
domeniu CDR12 si un domeniu CDR13, in care:

(A) domeniul CDRyu1 mentionat cuprinde secventa de aminoacizi a SEQ ID NO:8 sau SEQ ID
NO:34; si

(B) domeniul CDRyx2 mentionat cuprinde secventa de aminoacizi a SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO:35 sau SEQ ID NO:36; si

(C) domeniul CDR#3 mentionat cuprinde secventa de aminoacizi a oricareia dintre SEQ ID
NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID
NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45 sau SEQ ID NO:46; si

in care:

(A) domeniul CDR:11 mentionat are secventa de aminoacizi a SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:62,
SEQ ID NO:63 sau SEQ ID NO:64; si

(B) domeniul CDR;2 mentionat are secventa de aminoacizi a SEQ ID NO:13; si

(C) domeniul CDR13 mentionat are secventa de aminoacizi a SEQ ID NO:14 sau SEQ ID
NO:65.

2. Imunoconjugat conform revendicirii 1, in care anticorpul anti-ADAMY umanizat menfionat
sau fragmentul de legare a ADAMO al acestuia cuprinde un domeniu CDRg1, un domeniu CDRy2 si un
domeniu CDR#3 si un domeniu CDR11, un domeniu CDR;2 si un domeniu CDR3 care au secventele
selectate din grupul constand din:

(a) SEQ ID NO: 8, 35 si 45 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(b) SEQ ID NO: 8, 35 si 38 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
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(c) SEQ ID NO: 8, 35 si 39 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(d) SEQ ID NO: 8, 35 51 40 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(e) SEQ ID NO: 8, 35 si 41 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(f) SEQ ID NO: 8, 35 51 42 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(g) SEQ ID NO: 8, 35 5143 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(h) SEQ ID NO: 8, 35 si 44 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14;
(1) SEQ ID NO: 8, 35 si 37 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14; si
() SEQ ID NO: 8, 35 si 46 si, respectiv, SEQ ID NO: 62, 13, 14.

3. Imunoconjugat conform revendicarii 1 sau 2, in care:

(A) domeniul VH mentionat cuprinde SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ
ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28 sau
SEQ ID NO:29; si

(B) domeniul VL mentionat cuprinde SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56 sau
SEQ ID NO:57.

4. Imunoconjugat conform revendicirii 1, in care domeniul CDRu1 mentionat cuprinde secventa
de aminoacizi SYWMH (SEQ ID NO:8), domeniul CDRu2 mentionat cuprinde secventa de aminoacizi
EIIPIFGHTNYNEKFKS (SEQ ID NO:35), domeniul CDRg3 mentionat cuprinde secventa de
aminoacizi GGYYYYPRQGFLDY (SEQ ID NO:45), domeniul CDR..1 mentionat cuprinde secventa de
aminoacizi KASQSVDYSGDSYMN (SEQ ID NO:62), domeniul CDR;2 mentionat cuprinde secventa
de aminoacizi AASDLES (SEQ ID NO:13) si domeniul CDR13 mentionat cuprinde secventa de
aminoacizi QQSHEDPFT (SEQ ID NO:14).

5. Imunoconjugat conform revendicarii 4, in care imunoconjugatul mentionat cuprinde:
(A) domeniul variabil al lanfului greu (VH) al hMAB-A (21.2) (SEQ ID NO:28); si/sau
(B) domeniul variabil al lantului usor (VL) al hWMAB-A (21.2) (SEQ ID NO:55); si/sau

(C) domeniul variabil al lantului greu (VH) al hMAB-A (21.2) (SEQ ID NO:28) si domeniul
variabil al lantului usor (VL) al hWMAB-A (21.2) (SEQ ID NO:55).

6. Imunoconjugat conform oricareia dintre revendicdrile 1-5, in care imunoconjugatul menfionat
cuprinde o regiune Fc, in mod optional in care regiunea Fc mentionatd este o varianti de regiune Fc care
cuprinde:

(a) una sau mai multe modificiri de aminoacizi care reduc afinitatea variantei de regiune Fc
pentru un FcyR; si/sau

(b) una sau mai multe modificdri de aminoacizi care introduc un rest de cisteind; si/sau

(c) una sau mai multe modificari de aminoacizi care prelungesc timpul de injumdtatire serici.

7. Imunoconjugat conform revendicarii 6, in care

(I) una sau mai multe modificdri de aminoacizi mentionate care reduc afinitatea variantei de
regiune Fc pentru un FcyR cuprind:

(A) L234A;
(B) L235A; sau
(C)L234A 51 L235A; s1

(II) una sau mai multe modificiri de aminoacizi mentionate care introduc un rest de cisteina
cuprind S442C; si

(1) una sau mai multe modificiri de aminoacizi mentionate care prelungesc timpul de
injumatatire sericd cuprind:

(A) M252Y;
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(B) M252Y si S254T;

(C) M252Y si T256E;

(D) M252Y, S254T si T256E; sau
(E) K288D si H435K si

in care numerotarea mentionat este cea din indicele UE Kabat.

8. Imunoconjugat conform oricireia dintre revendicdrile 1-7, in care anticorpul anti-ADAM9
umanizat menfionat cuprinde un lant greu si un lant usor care au secventele selectate din grupul constind
din:

(a) SEQ ID NO:152 si, respectiv, SEQ ID NO:68;
(b) SEQ ID NO:141 si, respectiv, SEQ ID NO:68;
(c) SEQ ID NO:142 si, respectiv, SEQ ID NO:68;
(d) SEQ ID NO:143 si, respectiv, SEQ ID NO:68;
(e) SEQ ID NO:151 si, respectiv, SEQ ID NO:68;
(f) SEQ ID NO:52 si, respectiv, SEQ ID NO:68;

(g) SEQ ID NO:153 si, respectiv, SEQ ID NO:68; si
(h) SEQ ID NO:154 si, respectiv, SEQ ID NO:68.

9. Imunoconjugat conform revendicirii 8, in care X din SEQ ID NO:141, SEQ ID NO:142, SEQ
ID NO:143, SEQ ID NO:151, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:153 sau SEQ ID NO:154 este absent.

10. Imunoconjugat conform oricireia dintre revendicdrile 1-9, in care anticorpul anti-ADAM9
umanizat mentionat cuprinde un lant greu si un lan{ usor care au secventele SEQ ID NO:152 si, respectiv,
SEQ ID NO:68.

11. Imunoconjugat conform revendicdrii 1, in care anticorpul anti-ADAM?9 umanizat mentionat
sau fragmentul de legare a ADAMY al acestuia cuprinde un domeniu variabil al lanfului greu (VH) si un
domeniu variabil al lantului usor (VL) care au secventele SEQ ID NO:28 si, respectiv, SEQ ID NO:55.

12. Imunoconjugat conform oricdreia dintre revendicdrile 1-11, in care agentul farmacologic
mentionat este un compus maitansinoidic, un compus pirolobenzodiazepinic sau un compus

indolinobenzodiazepinic.

13. Imunoconjugat conform revendicirii 12, in care agentul farmacologic mentionat este un
compus maitansinoidic.

14. Imunoconjugat conform oricireia dintre revendicdrile 1-13, in care imunoconjugatul este

reprezentat de 0 formula selectatd din grupul constand din:
M
CBA+CyL1)
WL
in care:

CBA este un anticorp anti-ADAM9 umanizat mentionat sau un fragment de legare a ADAM9 al
acestuia care este legat covalent la Cy™ printr-un rest de lizing;

Wi este un numdr intreg de la 1 pana la 20; si

Cy*! este reprezentat de urmétoarca formuli:
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i <
L 2 e
N Hig
_,{ I = N \S‘-“
. 0%
- B P %
H w* ms@ S ,\“\,‘
S o T sau
HN—,

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld ~_ dintre N si C reprezintd o legiturd simpla sau o legaturd dubld, cu conditia ca,
atunci cand este o legiturd dubld, X s fie absent s1 Y sd fie -H sau un (C;-Cy)alchil; si atunci cind este o
legaturd simpla, X sd fie -H sau o fractiune protectoare pentru o amind, si Y s fie -OH sau -SOzH sau o
sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia;

W' este -NR®,

R¢ este -(CH,-CHz-0),-RX,

n este un numdr intreg de la 2 pand la 6;

R" este -H sau -Me;

R*? este un (C1-Ce)alchil;

L' este reprezentat de urmatoarea formula:

- NR5-P-C(=0)-(CR:Rp)m-C(=0)- (B1"); sau

- NR5-P-C(=0)-(CR.Rp)m-S-Z51- (B2Y;

R5 este -H sau un (C;-Cs)alchil;

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

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

m este un numar intreg de la 1 pand la 6; si

Z°! este selectat din oricare dintre urméitoarele formule:

0]
o)
§ OJQ)‘\E : .
N N Aq %
0 (b1), © (b2), 0 (b3)
SOzH
;V;;\SJ\A’(E f\s/\)ﬁ‘/“%
o (b4 o (b3),
o Hoq i
%&WN\)LH/\WN\)LN/\)S:’:H
0 (b6)
e R
ISP Maae:
(b7); © (b8), 0 (b9)

si
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SO3H
A
o (b10),

in care q este un numar intreg de la 1 pand la 5 si, in mod optional, in care sarea acceptabila din
punct de vedere farmaceutic este o sare de sodiu sau potasiu;

1y
CBA —FCyLZ)W
L

in care:

CBA este un anticorp anti-ADAM9 umanizat mentionat sau un fragment de legare a ADAM9 al
acestuia care este legat covalent la Cy™? printr-un rest de lizing;

W, este un numdr intreg de la 1 pand la 20; si

Cy"? este reprezentat de urmitoarea formuli:

(@] .S
RE\N)\_RX1 \251_§

sau

o) HN—,
o\'@gr%
Me

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld =~ dintre N si C reprezinti o legiturd simpli sau o legaturi dubla, cu conditia ca,
atunci cand este o legiturd dubld, X s fie absent s1 Y sd fie -H sau un (C;-Cy)alchil; si atunci cind este o
legaturd simpld, X sa fie -H sau o fractiune protectoare pentru o amind si Y sd fie -OH sau -SO:zH;

R*! si R*? sunt in mod independent (C;-Cs)alchil;
R®este -H sau un (C;-Cg)alchil;

W' este -NR®,

R® este -(CH,-CH,-0),-R¥;

n este un numdr intreg de la 2 pand la 6;

R" este -H sau -Me;

75! este selectat din oricare dintre urmatoarele formule:
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A s

o ;\S/\/YHH

0 (b1); o (b2); 0 (b3),
SOsM
AAAPs Ay
O (b4 o (b3),

et

I ? ON/\/C(
f\)j\fr (b7); ‘iéo d

(bo),

O
%ﬁN/\/\]/z
8., O ° o)

si
SO;M
Ag Sy
O (b10),
in care q este un numar intreg de la 1 pand la 5 si, in mod optional, in care sarea acceptabila din

punct de vedere farmaceutic este o sare de sodiu sau potasiu;

(I1I)
CBA —FCyw)
WL

in care:

CBA este un anticorp anti-ADAM9 umanizat mentionat sau un fragment de legare a ADAM9 al
acestuia care este legat covalent la Cy™® printr-un rest de lizing;

Wi, este un numdr intreg de la 1 pana la 20;

Cy"? este reprezentat de urmitoarea formuli:

MeQ

m' este 1 sau 2;
R1 51 Ry, sunt fiecare in mod independent H sau un (C;-Cs)alchil; si

73! este selectat din oricare dintre urmatoarele formule:
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o) (b1), o] (b2), 0 (b3);
SOsM
ﬁ\s)\/\’(%} j\s/‘\/J\’(‘zﬁ
o (b4, o (b3),
Ho§ g /\j\
STa0 e s At
o} (b6),
° o)
i; %ﬁr\/k ﬁfi A/YE
-’JJ (b7); o (b8); (b9)
si
SO5H
o S
O  (b10),

in care q este un numar intreg de la 1 pand la 5 si, in mod optional, in care sarea acceptabila din
punct de vedere farmaceutic este o sare de sodiu sau potasiu;

(V)

ceA-—cy®')
we

in care:

CBA este un anticorp anti-ADAM9 umanizat mentionat sau un fragment de legare a ADAM9 al
acestuia care este legat covalent la Cy®! printr-un rest de cisteind;

Weeste 1 sau 2;

Cy*! este reprezentat de urmitoarca formuli:

na*“‘

x3

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care:

linia dubld - dintre N si C reprezintd o legiturd simpld sau o legitura dubld, cu conditia ca, atunci
cand este o legiturd dubld, X sa fie absent si Y sd fie -H sau un (C;-Cy)alchil; si atunci cand este o
legaturd simpla, X s fie -H sau o fractiune protectoare pentru o amind si Y sa fie -OH sau -SO3H sau o
sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia;
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R5 este -H sau un (C;-Cs)alchil;
P este un rest de aminoacid sau o peptidd care contine 2 pand la 20 de resturi de aminoacizi;

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

W' este -NR®,

R® este -(CH>-CH,-0O),-RY;

n este un numdr intreg de la 2 pand la 6;
Rk este -H sau -Me;

R* este un (Ci-Ce)alchil; si

Lc este reprezentat de

R ?
g
—
X *Sn“i}f s
R20 R19 O

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

R s1 Ry, 1a fiecare aparitie, sunt in mod independent -H sau un (C;-Cs)alchil;

m" este un numir intreg cuprins intre 1 si 10; si

R! este -H sau un (C;-Cs)alchil si in mod optional in care sarea acceptabila din punct de vedere
farmaceutic este o sare de sodiu sau potasiu;

V)

CBA+Cy°2)
Wwe

in care:

CBA este un anticorp anti-ADAM9 umanizat mentionat sau un fragment de legare a ADAM9 al
acestuia care este legat covalent la Cy®? printr-un rest de cistein;

Weeste 1 sau 2;

Cy*? este reprezentat de urmétoarea formuli:

sau

gt~ oely

sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, in care:
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linia dubld ~ - dintre N si C reprezintd o legiturd simpla sau o legaturd dubld, cu conditia ca,
atunci cand este o legiturd dubld, X s fie absent s1 Y sd fie -H sau un (C;-Cy)alchil; si atunci cind este o
legaturd simpla, X s fie -H sau o fractiune protectoare pentru o amind si Y s fie -OH sau -SOsH sau o
sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia;

R*! este un (C1-Ce)alchil;

Re¢ este -H sau un (C;-Cg)alchil;

W' este -NR*;

R® este -(CH,-CH,-0),-R";

n este un numdr intreg de la 2 pand la 6;
Rk este -H sau -Me;

R*? este un (C1-Cg)alchil;

Lc' este reprezentat de urméatoarca formula:

Riz  Ry2

0] Rh 0]
0 |
N N N
LL[HL \W)J\P./ \W/ 551
s2 n m
o R22 R21 Rzo R19 0

in care:

s1 este locul legat covalent la CBA i s2 este locul legat covalent la gruparea -S- pe Cy“?;
Z este -C(=0)-NRo-,sau -NRo-C(=0)-;

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

Ro, Rio, Ri1, Ri2, Ri3, Rig, Rao, R21 and R, 1a fiecare aparitie, sunt in mod independent -H sau un
(Ci-Cy)alchil;

q sir, la fiecare aparitie, sunt in mod independent un numadr intreg cuprins intre 0 si 10;
m si n sunt fiecare in mod independent un numar intreg cuprins intre 0 si 10;
R! este -H sau un (Ci-Cs)alchil; si

P’ este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 pana la 20 de resturi de aminoacizi si, in
mod optional, in care sarea acceptabild din punct de vedere farmaceutic este o sare de sodiu sau potasiu;

si
(VD)

cBA—cy®)
wc

in care:

CBA este un anticorp anti-ADAM9 umanizat mentionat sau un fragment de legare a ADAM9 al
acestuia care este legat covalent la Cy®® printr-un rest de cistein;

Weeste 1 sau 2;

Cy® este reprezentat de urmitoarea formuli:
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in care:
m' este 1 sau 2;
R1 si Ry, sunt fiecare in mod independent -H sau un (C;-Cs)alchil;

Lc' este reprezentat de urméatoarca formula:

O Rh @]
o |
N N N
L’~,7\LL' \WJ\P'/ \W 551
s2 n m
O Ry Ry Rag Rig ©

in care:

s1 este locul legat covalent la CBA si s2 este locul legat covalent la gruparea -S- de pe Cy©3;
Z este -C(=0)-NRo-, sau -NRg-C(=0)-;

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

Ro, Rio, Ri1, Ri2, Ri3, Rig, Rao, R21 and R, 1a fiecare aparitie, sunt in mod independent -H sau un
(Ci-Cy)alchil;

q sir, la fiecare aparitie, sunt in mod independent un numir intreg cuprins intre 0 si 10;
m si n sunt fiecare in mod independent un numar intreg cuprins intre 0 si 10;
R" este -H sau un (C;-Cs)alchil;

P’ este un rest de aminoacid sau o peptida care contine 2 pana la 20 de resturi de aminoacizi si, in
mod optional, in care sarea acceptabild din punct de vedere farmaceutic este o sare de sodiu sau potasiu.

15. Compozitie farmaceuticd ce cuprinde o cantitate eficienti de conjugat conform oricdreia
dintre revendicarile 1-14 si un purtitor, excipient sau diluant acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

16. Imunoconjugat conform oricireia dintre revendicirile 1-14 sau compozitie farmaceutici
conform revendicirii 15 pentru utilizare in tratamentul unei boli sau afectiuni asociate cu sau
caracterizate prin expresia ADAMO.

17. Imunoconjugat sau compozitie farmaceuticd pentru utilizare conform revendicdrii 16, in care
boala sau afectiunea mentionatd asociata cu sau caracterizatd prin expresia ADAMOY este cancer, in mod
optional in care cancerul mentionat este selectat din grupul constind din cancer pulmonar cu celule non-
mici, cancer colorectal, cancer de vezica urinard, cancer gastric, cancer pancreatic, carcinom celular renal,
cancer de prostatd, cancer esofagian, cancer mamar, cancer de cap si git, cancer uterin, cancer ovarian,
cancer hepatic, cancer de col uterin, cancer tiroidian, cancer testicular, cancer mieloid, melanom si cancer
limfoid.

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