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Descriere:
(Descrierea se publicii in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta dezvaluire se referd in general la conjugati medicament anticorp activabili
(AADC) care leagd CD71 intr-o stare activati si la metodele de fabricare si utilizare a acestor
anticorpi activabili conjugati anti-CD71 intr-o varietate de indicatii terapeutice, de diagnoza si
profilactice.

FUNDALUL INVENTIEI

Terapiile bazate pe anticorpi s-au dovedit a fi tratamente eficiente pentru mai multe boli,
dar in unele cazuri, toxicitifile datorate expresiei largi a tintei au limitat eficacitatea lor
terapeuticd. In plus, produsele terapeutice pe bazi de anticorpi au prezentat alte limitiri, cum ar fi
eliminarea rapidi din circulatie dupd administrare.

In domeniul terapiei cu micromolecule, au fost dezvoltate strategii pentru a furniza
promedicamentele unei entitdti chimice active. Astfel de promedicamente se administreaza intr-o
forma relativ inactiva (sau semnificativ mai pufin activd). Odatd administrat, promedicamentul este
metabolizat in vivo in compusul activ. Astfel de strategii de promedicament pot asigura o
selectivitate crescutd a medicamentului pentru tinta sa doritd si pentru o reducere a efectelor
adverse.

In consecintd, existi o nevoie continui in domeniul terapeuticii pe baza de anticorpi
pentru anticorpi care imitd caracteristicile dorite ale promedicamentului cu micromolecule.

WO 2016/179257 se referd in general la anticorpi care leagd CD71, anticorpi activabili
care se leagd in mod specific la CD71 si la metode de fabricare si utilizare a acestora.
REZUMATUL INVENTIEI

Prezenta inventie furnizeaz anticorpi activabili conjugati care se leaga in mod specific la
CD71, cunoscutd si ca proteina 1 a receptorului transferinei (TfR1), anticorpii activabili conjugati
fiind definiti dupa cum urmeaza.

Prezenta inventie furnizeazd un anticorp activabil conjugat care cuprinde structura cu
Formula (I) sau o sare a acesteia:

MM-LP1.CM-LP2.ABw Wﬁ{f’ i /Q/\ %\Of /“/X\/
A \/’\«/\/LLﬁ \)L (Lm N
s}

Lz«m
o"fL\NH2

Formula (I)

(a) in care (i) AB este un anticorp care se leagd in mod specific la CD71 uman si cuprinde o
regiune variabild a lantului greu cuprinzind o secventd CDRHI cuprinzind SECV ID NR: 9, o
secven{d CDRH2 cuprinzand SECV ID NR: 10 si o secventd CDRH3 cuprinzand ID SECV NR:
11; si o regiune variabild a lantului usor cuprinzand o secventd CDRL1 cuprinzand SECV ID NR:
12 sau SECV ID NR: 13, o secventd CDRL2 cuprinzind SECV ID NR: 14 si o secventd CDRL3
cuprinzand SECV ID NR: 15; (ii)) MM este un radical de mascare care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV ID NR: 18, in care MM inhibd legarea AB la CD71 uman atunci cand
anticorpul activabil conjugat este intr-o stare neclivatd; (iii) LP1 este un prim radical de legitura
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 207; (iv) CM este un radical clivabil care
cuprinde secventa SECV ID NR: 156, in care CM este o polipeptidd care functioneazi ca un
substrat pentru o proteazi; si (v) LP2 este un al doilea radical de legidtura cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV ID NR: 38; si (b) in care ,,n” este 2. In unele realizari, AB cuprinde un izotip
IgG1. in unele realiziri, AB este un anticorp avand o regiune constanti a lantului greu si in care
reziduul C-terminal al regiunii constante a lanfului greu nu este o lizind. in unele reallzan
glutamatul N-terminal fie pe lantul greu si/sau fie pe lantul usor este optional fie piroglutamat, fie
modificat post-translational in piroglutamat.
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Intr-un aspect inrudit al inventiei, este prezentat aici un anticorp activabil conjugat care
cuprinde structura cu Formula (I) sau o sare a acesteia in care (i) AB este un anticorp care s¢ leaga
in mod specific la CD71 uman si cuprinde o regiune variabild a lantului greu cuprinzind o
secventd a SECV ID NR: 5 si o regiune variabild a lanfului usor cuprinzind o secventd a SECV ID
NR: 7; (i1) MM este un radical de mascare care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR:
18, in care MM inhibd legarca AB la CD71 uman atunci cind anticorpul activabil conjugat este
intr-o stare neclivatd; (iii) LP1 este un prim radical de legidturd care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV ID NR: 207; (iv) CM este un radical clivabil care cuprinde secventa SECV
ID NR: 156, in care CM este o polipeptidd care functioneazi ca un substrat pentru o proteazi; si
(v) LP2 este un al doilea radical de legitura cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV ID NR:
38; si (b) in care ,,n” este 2. in unele realiziri, AB cuprinde un izotip IgG1. In uncle realiziri, AB
este un anticorp avind o regiune constant a lantului greu si in care reziduul C-terminal al regiunii
constante a lantului greu nu este o lizina. in unele realiziri, glutamatul N-terminal fie pe lantul
greu si/sau fie pe lantul usor este optional fie piroglutamat, fie modificat post-translational in
piroglutamat.

Intr-un aspect inrudit al inventiei, este prezentat aici un anticorp activabil conjugat care
cuprinde structura cu Formula (I) sau o sare a acesteia in care (i) AB este un anticorp care se leaga
in mod specific la CD71 uman si cuprinde un lant greu care cuprinde o secventd a SECV ID NR:
167 si un lant usor cuprinzand o secventd a SECV ID NR: 19; (ii) MM este un radical de mascare
care cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 18, in care MM inhiba legarea AB la CD71
uman atunci cand anticorpul activabil conjugat este intr-o stare neclivatd; (iii) LP1 este un prim
radical de legaturd care cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 207; (iv) CM este un
radical clivabil care cuprinde secventa SECV ID NR: 156, in care CM este o polipeptida care
functioneaza ca un substrat pentru o proteazd; si (v) LP2 este un al doilea radical de legitura
cuprinzand secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 38; si (b) in care ,,n” este 2. In unele realizri,
AB cuprinde un izotip IgG1. In unele realiziri, AB este un anticorp avind o regiune constantii a
lantului greu si in care reziduul C-terminal al regiunii constante a lantului greu nu este o lizina. in
unele realizari, glutamatul N-terminal fie pe lantul greu si/sau fie pe lantul usor este optional fie
piroglutamat, fie modificat post-translational in piroglutamat.

Intr-un aspect inrudit al inventiei, este prezentat aici un anticorp activabil conjugat care
cuprinde structura cu Formula (I) sau o sare a acesteia in care MM-LP1-CM-LP2-AB este un
anticorp activabil, in care AB este un anticorp care se leagd specific la CD71 uman, in care
anticorpul activabil cuprinde un lant greu cuprinzind o secventd a SECV ID NR: 167 si un lant
usor cuprinzand o secventi a SECV ID NR: 169 si in care ,n” este 2. in unele realiziri, AB
cuprinde un izotip IgGl. In uncle realiziri, AB este un anticorp avand o regiune constanti a
lantului greu si in care reziduul C-terminal al regiunii constante a lantului greu nu este o lizina. in
unele realizari, glutamatul N-terminal fie pe lantul greu si/sau fie pe lantul usor este optional fie
piroglutamat, fie modificat post-translational in piroglutamat.

Intr-un aspect inrudit al inventiei, este prezentat aici un anticorp activabil conjugat care
cuprinde structura cu Formula (I) sau o sare a acesteia in care MM-LP1-CM-LP2-AB este un
anticorp activabil, in care AB este un anticorp care se leagd specific la CD71 uman, in care
anticorpul activabil cuprinde un lant greu cuprinzind o secventd a SECV ID NR: 167 si un lant
usor cuprinzind o secventd a SECV ID NR: 170 in care ,,n” este 2. In unele realiziri, AB cuprinde
un izotip IgG1. in unele realiziri, AB este un anticorp avand o regiune constanti a lanfului greu, si
in care reziduul C-terminal al regiunii constante a lanfului greu nu este o lizini. In unele realiziri,
glutamatul N-terminal fie pe lantul greu si/sau fie pe lantul usor este optional fie piroglutamat, fie
modificat post-translational in piroglutamat.

Intr-un alt aspect al dezviluirii care este parte a inventiei revendicate, sunt furnizate aici
metode de fabricare a unui anticorp activabil conjugat cum s-a revendicat, metoda cuprinzand (i)
reducerea unui anticorp activabil cuprinzand MM-LP1-CM-LP2-AB cu un agent de reducere; si
(ii) conjugarea a doud veMMAE la anticorpul activabil redus.

Intr-un alt aspect al dezviluirii, sunt furnizate aici compozitii farmaceutice care cuprind
anticorpul activabil conjugat conform revendicirilor. In unele realiziri, compozitiile farmaceutice
pot cuprinde un purtitor acceptabil farmaceutic.

Intr-un alt aspect al dezvaluirii care nu este parte a inventiei revendicate, sunt prezentate
aici metode de tratare, ameliorare a unui simptom sau intarziere a evolufiel unui cancer la un
subiect, metoda cuprinzind administrarea unei cantitdti eficiente terapeutic de anticorp activabil
conjugat conform revendicirilor sau a unei compozifii farmaceutice cuprinzind anticorpul
activabil conjugat conform revendicdrilor si opfional, un purtitor acceptabil farmaceutic, la un
subiect care are nevoie de acesta pentru un cancer selectat din grupul format din: cancer gastric,
cancer ovarian, cancer esofagian, cancer pulmonar nonmicrocelular, cancer mamar ER +, cancer
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mamar triplu negativ, cancer colorectal, melanom, cancer de prostati, miclom multiplu, limfom
difuz cu celule B mari, carcinom cu celule mici la cap si gat, cancer pancreatic, mezoteliom,
limfom non-Hodgkin, carcinom hepatocelular si glioblastom.

Intr-un alt aspect al dezvaluirii care este parte a inventiei revendicate, este furnizat aici un
anticorp activabil conjugat conform revendicdrilor, sau o compozitie farmaceutici cuprinzandu-1
pe acesta pentru utilizare ca un medicament.

Intr-un alt aspect al dezvaluirii care nu este parte a inventiei revendicate, este furnizat aici
un anticorp activabil conjugat conform revendicdrilor, sau o compozitie farmaceutica cuprinzandu-
1 pe acesta pentru utilizare in tratamentul cancerului, optional in care cancerul este selectat din
grupul format din: cancer gastric, cancer ovarian, cancer esofagian, cancer pulmonar
nonmicrocelular, cancer mamar ER +, cancer mamar triplu negativ, cancer colorectal, melanom,
cancer de prostatd, mielom multiplu, limfom difuz cu celule B mari, carcinom cu celule mici la cap
si git, cancer pancreatic, mezoteliom, limfom non-Hodgkin, carcinom hepatocelular si
glioblastom.

Intr-un alt aspect al dezviluirii, este prezentatd aici o trusd care cuprinde cel putin un
anticorp activabil cum s-a revendicat. Trusa poate cuprinde in plus unul sau mai multe veMMAE
si/sau un agent de reducere.

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

FIG. 1, asa cum s-a discutat in Exemplul 5, descrie teste imunohistochimice (IHC)
exemplificative pentru a determina nivelurile de expresie CD71 in diferite tipuri de tesuturi
canceroase primare si metastatice. Rezultatele exemplificative prezentate in aceastd figurd si
exemplul au aratat cd CD71 este exprimat la niveluri ridicate in tumorile primare ale unei varietiti
de cancere umane.

FIG. 2, asa cum s-a discutat in Exemplul 5, descrie studii exemplificative ale nivelului de expresie
al CD71 in mai multe mostre de cancer metastatic derivate de la pacienti. Rezultatele
exemplificative prezentate in aceastd figurd si exemplul au aratat cd CD71 este exprimat la niveluri
ridicate in tumorile metastatice intr-o varietate de tipuri de cancer uman.

FIG. 3A si 3B, asa cum s-a discutat in Exemplul 4, descriu un test exemplificativ in vitro al
capacitdtii anticorpilor activabili anti-CD71 neconjugati si conjugati ai dezvaluirii de a lega CD71
recombinant uman sau de cinomolgus atunci cand anticorpul activabil este intact sau activat
proteolitic (denumit ca ,,ACT”). Rezultatele exemplificative prezentate in aceste figuri si exemple
au ardtat ¢a anticorpul activabil conjugat anti-CD71 se leagd la CD71 la niveluri comparabile cu
omologul sdu anticorp activabil anti-CD71 neconjugat si, de asemenea, ambii se leagd la CD71 cu
o afinitate crescutd echivalenta la activarea proteazei.

FIG. 3C si 3D, asa cum s-a discutat in Exemplul 4, descriu un test exemplificativ in vitro al
capacitdtii anticorpilor activabili anti-CD71 neconjugati si conjugati ai dezvaluirii de a lega CD71
uman sau de cinomolgus pe o suprafati celulard atunci cand anticorpul activabil este intact sau
activat proteolitic (denumit ca ,,ACT”). Rezultatele exemplificative prezentate in aceste figuri si
exemple au ardtat ca anticorpul activabil conjugat anti-CD71 se leagi la suprafata celulard CD71
la niveluri comparabile cu omologul sdu anticorp activabil anti-CD71 neconjugat si, de asemenea,
ambii se leagd la suprafata celulard a CD71 cu o afinitate crescutd echivalentd la activarea
proteazei.

FIG. 4A, 4B si 4C, asa cum s-a discutat in exemplul 6, descriu studii de eficacitate exemplificative
ale anticorpilor activabili conjugati anti-CD71 (AADC) ai prezentei dezvaluiri intr-un model de
xenogrefd pe soarece (anti-CD71 TFO1-3011-MMAE vs. anti-CD71 TF02.13-2011-MMAE).
Aceste rezultate exemplificative prezentate in aceste figuri si exemple au ardtat cd un AADC cu
radicalul de mascare cu afinitate mai mici (TF02.13) a demonstrat o eficacitate mai mare decat un
AADC cu un radical de mascare cu afinitate mai mare (TFO1).

FIG. 5, asa cum s-a discutat in Exemplul 7, descrie un studiu exemplificativ de eficacitate al
anticorpilor activabili conjugati anti-CD71 (AADC) ai prezentei dezvaluiri intr-un model de
xenogrefd pe soarece. Rezultatele exemplificative prezentate in aceastd figurd si exemplul
demonstreaza ci eficacitatea AADC indicatd (anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE) cu un substrat
mai putin clivabil este substantial aceeasi cu cea a AADC (anti-CD71 TF02. 13-3011-veMMAE)
cu un substrat mai clivabil prezentate in FIG. 4B si 4C.

FIG. 6A, 6B, 6C si 6D, asa cum s-a discutat in exemplul 8, descriu studii de eficacitate
exemplificative ale anticorpilor activabili conjugati anti-CD71 (AADC-uri) cu DAR diferiti (anti-
CD71 TF02.13-2011-veMMAE cu un DAR ~ 3 vs. anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE E2 cu un
DAR ~ 2) ai prezentei dezviluiri intr-un model de xenogrefi pe soarece. Rezultatele
exemplificative prezentate in aceste figuri si exemplul demonstreaza ci eficacitatea AADC-urilor
potrivite cu doza (anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE) avand DAR-uri diferite au ardtat o
eficacitate comparabila.
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FIG. 7A, 7B si 7C, asa cum s-a discutat in Exemplul 9, prezintd fluxuri de lucru schematice
exemplificative pentru analiza produselor metabolice rezultate din administrarea anticorpilor
activabili conjugati anti-CD71 (AADC-uri) din prezenta dezvaluire.
FIG. 8A, 8B, 9A, 9B, 10 si 11, asa cum s-a discutat in Exemplele 11-14, descriu cursuri de timp
exemplificative ale produselor metabolice secundare dupd administrarea anticorpilor activabili
conjugati anti-CD71 (AADC-uri) ai prezentei dezviluiri intr-un model pe animal. Rezultatele
exemplificative prezentate in aceste figuri si exemplul demonstreaza ca cantitatea de AADC totald
si intactd a prezentei dezvaluiri (anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE E2) este mentinutd la
animale pe tot parcursul dozarii intr-o cantitate proportionald cu doza si cantitatea de MMAE care
este conjugatd la anticorpul activabil este substantial mai mare decat cantitatea de MMAE
neconjugat pe parcursul dozarii si la toate nivelurile de dozare.
FIG. 12, asa cum s-a discutat in Exemplul 17, descrie titrarea exemplificativa a articolelor de test
indicate la fragmentul de proteind iC3b, reprezentind capacitatea lor de a activa cascada
complementului. Rezultatele exemplificative prezentate in aceasti figurd si  exemplul
demonstreazd ¢cd AADC din prezenta dezviluire (anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE E2) a
demonstrat o capacitate mai mica pentru activarea complementului in comparatie cu anticorpul sdu
activabil neconjugat.
FIG. 13, asa cum s-a discutat in Exemplul 19, ilustreaza eficacitatea exemplificativdi a AADC din
prezenta dezvaluire (anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE E2) intr-un model de xenogrefd pe
soarece folosind linii celulare colorectale umane. Rezultatele exemplificative prezentate in aceasta
figurd si exemplul demonstreazd cid AADC din prezenta dezviluire a ardtat o inhibare
semnificativd a cresterii tumorii la toate dozele, cu regresia completd observata la dozele cele mai
mari.
FIG. 14, asa cum s-a discutat in Exemplul 20, ilustreaza eficacitatea exemplificativd a AADC din
prezenta dezvaluire (anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE E2) intr-un model de xenogrefd pe
soarece folosind tumori derivate de la pacienfi umani (DLBCL). Rezultatele exemplificative
prezentate in aceastd figurd si exemplul demonstreaza cd AADC din prezenta dezviluire a aritat o
inhibare semnificativd a cresterii tumorii dupd o singurd administrare, cu raspunsuri complete
observate in unele cazuri.
FIG. 15A, 15B si 15C, asa cum s-a discutat in Exemplul 21, ilustreaza eficacitatea exemplificativa
a AADC din prezenta dezviluire (anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE E2) la modelele de
xenogrefd (PDX) derivate de la soarece. Rezultatele exemplificative prezentate in aceste figuri si
exemplul demonstreazi cd AADC din prezenta dezviluire a demonstrat eficacitate, inclusiv
raspunsuri complete in unele cazuri, in modelele PDX derivate dintr-o varietate de tipuri de cancer
uman.
FIG. 16, asa cum s-a discutat in Exemplul 22, ilustreaza eficacitatea exemplificativd a AADC din
prezenta dezvdluire (anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE E2) intr-un model de xenogrefa derivat
de la soarece. Rezultatele exemplificative prezentate in aceasta figura si exemplul demonstreaza ca
AADC din prezenta dezviluire a demonstrat eficacitate, inclusiv rdspunsuri complete in unele
cazuri, la modelul de cancer pancreatic PDX.
FIG. 17, asa cum s-a discutat in Exemplul 10, rezuma rezultatele care aratd anticorpii activabili
CD71 anti-umani cu toxine conjugate (AADC-uri) din prezenta dezviluire (anti-CD71 TF02.13-
2011-veMMAE E2) sunt bine tolerati si stabili la maimutele cinomolgus, chiar si la doze relativ
mai mari, comparativ cu conjugatul medicament anticorp anti-CD71 parental corespunzitor
(ADC), AADC avand un substrat cu clivabilitate mai mare si AADC avind un DAR mai mare
FIG. 18A, 18B si 18C, asa cum s-a discutat in Exemplul 27, arata profilul HIC separat al speciilor
prezente in anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE nepurificat si  anti-CD71-TF02.13-2011-
veMMAE E2 purificat, precum si viteza lor de eliminare la soareci. Aceste cifre si exemple aratd
cd anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 migreazi ca o singurd specie de conjugat si are o viteza
de eliminare mai mica.
DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Prezenta dezviluire furnizeaza anticorpi activabili conjugati anti-CD71 care leaga
specific CD71 intr-o stare activatd. CD71 este, de asemenea, cunoscut sub numele de proteina 1 a
receptorului transferinei (TfR1). In general, prezenta dezviluire este directionati cdtre un anticorp
activabil conjugat anti-CD71 care cuprinde un radical de mascare, un radical clivabil, un liant vc si
o toxind MMAE. Radicalul de mascare (MM) reduce capacitatea situsului de legare al anticorpului
de a se lega la antigenul siu tintd CD71 atunci cAnd anticorpul activabil este intr-o stare neclivati;
radicalul clivabil (CM) este un substrat activabil cu proteazd care este clivat in microambientul
tumoral, rezultind indepirtarea radicalului de mascare si activarea concomitentd a CDR-urilor care
fintesc anti-CD71. In mod specific, prezenta dezviluire descrie selectia unui anticorp monoclonal
activabil conjugat anti-CD71 care are o eficacitate si tolerabilitate superioara fatd de alti anticorpi
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monoclonali activabili conjugati anti-CD71, altfel cunoscuti in domeniu, datoritd faptului ci au
combinatia unicd a unui radical de mascare cu afinitate mai micd, a unui substrat al radicalului mai
putin clivabil si o incarcare redusd de 2 a medicamentului, care are conduc Impreund la
imbunititirea eficacititii si tolerabilititii la modelele de tumori pe soarece. In plus, anticorpului
monoclonal activabil conjugat anti-CD71 ii lipseste, de asemenea, in mod surprinzitor, capacitatea
de a se lega la receptorul inhibitor FcyRIIb, spre deosebire de alfi anticorpi care contin un IgG1 Fc
de tip silbatic, ceea ce este important deoarece legarea la astfel de receptori este cunoscutd ci
inhib3 procesele dependente de calciu precum degranularea, fagocitoza, citotoxicitatea mediatd de
celule dependente de anticorpi (ADCC), eliberarea citokinelor si activarea proinflamatorie, din
care toate ar fi de asteptat sd conducd la o eficacitate scazuti daca receptorul FcyRIIb ar fi activat.

CD71 este receptorul suprafetei celulare care este exprimat pe celulele care se divid,
inclusiv pe celulele canceroase. Este exprimat la niveluri ridicate intr-o mare varietate de tipuri de
celule canceroase, iar CD71 este interiorizat, ficAndu-1 astfel o {inta atractivd pentru terapia {intiti
a cancerului utilizand toxine conjugate directionate cdtre anticorp. Radicalii de mascare (MM) cu
afinitdti mai mari si mai mici, ca si radicalii clivabili (CM) avand clivabilitate mai micd sau mai
mare, au fost identificafi si utilizati pentru a construi o varietate de anticorpi activabili si apoi
anticorpi conjugati veMMAE (adicd conjugati de medicament anticorp activabili sau AADC-uri).
Studiile exemplificative de eficacitate ale acestor anticorpi activabili conjugati intr-un model de
xenogrefd pe soarece au ardtat cd AADC-urile cu radicali de mascare cu afinitate mai mare (de
exemplu, CD71-TF01-3011-veMMAE) au demonstrat eficacitate mai mica decat cei cu maisti de
afinitate mai micd (de exemplu, CD71-TF02.13- 3011-veMMAE). Mai mult, alte studii de
eficacitate folosind AADC-uri care au aceeasi mascd de afinitate mai micd, dar cu substraturi de
clivabilitate diferite, au aritat cd, in timp ce eficacitatea a fost aceeasi, la primatele neumane,
AADC cu substratul mai pufin clivabil (CD71-TF02.13-2011-veMMAE) a fost mai bine tolerat si
cu niveluri mai scizute de AADC circulant in forma activatd in comparatie cu AADC cu substratul
mai clivabil (CD71-TF02.13-3011-veMMAE), oferind astfel un indice terapeutic mai mare.
Studiile ulterioare au ardtat cd AADC-urile care au un raport mai mic de medicamente la anticorpi
activabili (de exemplu, CD71-TF02.13-3011-veMMAE E2, unde DAR este 2) au fost mai tolerate
la doze mai mari comparativ cu acelasi anticorp activabil conjugat, cu DAR mai mare (de exemplu
DAR ~ 3). Mai mult, CD71-TF02.13-3011-vcMMAE E2 a aritat o eficacitate echivalenti cu
dozajele potrivite cu doza la AADC cu DAR mai mare intr-o varietate de modele CDX si PDX pe
soareci de cancere umane. In cele din urmd, CD71-TF02.13-3011-veMMAE E2 a ardtat o toleranta
semnificativ fatd de omologul sdu nemascat, care nu a fost tolerat chiar si la doze mici.

In unele realiziri, anticorpii monoclonali activabili conjugati sunt internalizati de celule
care contin CD71. Utilizarea termenului ,,CD71” este destinatd sd acopere orice variatie a acestuia,
cum ar fi, ca exemplu nelimitativ, CD-71 si/fsau CD 71, si toate variatiile sunt utilizate aici
interschimbabil.

CD71 este o glicoproteind transmembranard care leagi in principal transferina. CD71 este
esential pentru homeostazia celulard. CD71 este reciclat continuu prin endocitozd mediatd de
ligand, unde ligandul principal este transferina. CD71 este, de asemenea, cunoscut a fi exprimat
omniprezent pe celulele care se divid.

Expresia si/sau activitatea aberantd a CD71 si a semnalizdrii legate de CD71 au fost
implicate in patogeneza multor boli si tulburdri, cum ar fi cancerul. CD71 este supraexprimat in
multe cancere, incluzand atat cancerele solide, cat si pe cele hematologice. CD71 are o expresie
largd a suprafetei celulare. CD71 in celulele maligne mediazd o absorbtie mai mare a fierului
necesard diviziunii celulare. CD71 este de asemenea asociat cu prognoza slabd in leucemii. CD71
este tinta de dorit, deoarece este rdspanditd in mai multe afectiuni de cancer.

Dezviluirea furnizeazd anticorpi anti-CD71 activabili conjugati care sunt utili in
metodele de tratare, prevenire, intarziere a evolufiei, ameliorarea si/sau atenuarea unui simptom al
unei boli sau tulburdri asociate cu exprimarea si/sau activitatea aberantd a CD71. De exemplu,
anticorpii anti-CD71 activabili sunt utilizati in metode de tratare, prevenire, intirziere a evolutiei,
ameliorarea si/sau atenuarea unui simptom al unui cancer sau al unei alte afectiuni neoplazice.

Dezviluirea furnizeazd anticorpi anti-CD71 activabili conjugati care sunt utili in
metodele de tratare, prevenire, intarziere a evolufiei, ameliorarea si/sau atenuarea unui simptom al
unei boli sau tulburiri asociate cu celulele care exprimid CD71. In unele realiziri, celulele sunt
asociate cu expresia si/sau activitatea aberanti a CD71. In unele realiziri, celulele sunt asociate cu
expesia si/sau activitatea normald a CD71. De exemplu, anticorpii anti-CD71 activabili sunt
utilizati in metode de tratare, prevenire, intarziere a evolutiei, ameliorarea si/sau atenuarea unui
simptom al unui cancer sau al unei alte afectiuni neoplazice.

Dezviluirea furnizeazd anticorpi anti-CD71 activabili conjugati care sunt utili in
metodele de tratare, prevenire, intarziere a evolufiei, ameliorarea si/sau atenuarea unui simptom al



10

15

20

25

30

35

MD/EP 3691692 T2 2021.05.31
8

unei boli sau tulburiri in care celulele bolnave exprimid CD71. In unele realiziri, celulele bolnave
sunt asociate cu expresia si/sau activitatea aberanti a CD71. In unele realiziri, celulele bolnave
sunt asociate cu expresia si/sau activitatea normald a CD71. De exemplu, anticorpii anti-CD71
activabili sunt utilizati in metode de tratare, prevenire, intirziere a evolufiei, ameliorarea si/sau
atenuarea unui simptom al unui cancer sau al unei alte afectiuni neoplazice.

Anticorpii anti-CD71 activabili conjugati includ un anticorp care leagd specific CD71
cuplat la un radical de mascare (MM), astfel incat cuplarea MM reduce capacitatea anticorpului
sau a fragmentului de legare la antigen al acestuia de a lega CD71. MM este cuplat printr-o
secventd care include un substrat pentru o proteaza, de exemplu, o proteaza care este colocalizata
cu CD71 la un situs de tratament la un subiect.

Exemple de anticorpi anti-CD71 activabili conjugati ai inventiei includ, de exemplu,
anticorpi activabili care includ un lan{ greu si un lan{ usor care sunt, sau sunt derivafi din,
secventele variabile ale lantului greu si ale lantului usor prezentate mai jos (secventele CDR sunt
prezentate cu caractere aldine si subliniate):
muM21 VH:
EVOLQESGTVLARPGASVKMSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGAIYPGNSETGYNOQNFKGKAKLTAV

TSASTAYMDILSSLTNEDSAVYYCTRENWDPGFAFWGOGTLITVSA (SECV ID NR: 1)

muM21 VL:
DIVMTQTPAIMSASPGEKVTITCSASSSVYYMYWFQOKPGTSPKLWIYSTSNLASGVPVRESGSGSGTSYSLT
ISRMEAEDAATYYCQQRRNYPYTFGGGTKLEIKRA (SECV ID NR: 2)

lant greu variabil hu2vHa
OVQLVOSGAEVKKPGASVRVSCKASGYTFTSYWMHWVROAPGOGLEWMGAIYPGNSETGYAQKFQGRVTMTRD
TSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARENWDPGFAFWGQGTLVTVSS (SECV ID NR: 3)

lant greu variabil hu2vHb
QVQLVOSGAEVKKPGASVEMSCKASGY TEFTSYWMHWVROAPGOGLEWIGAIYPGNSETGYAQKFOQGRATLTAD
TSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTRENWDPGFAFWGQGTLVTVSS (SECV ID NR: 4)

lant greu variabil hu2vHc

QVQLVOSGAEVKKPGASVEMSCKASGY TEFTSYWMHWVROQAPGOGLEWIGAIYPGNSETGYAQKFQGRATLTAD
TSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTRENWDPGFAFWGQGTLITVSS (SECV ID NR: 5)

lant usor variabil hu2lvKa
DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVYYMYWYQQKPGKAPKLLIYSTSNLASGVPSRESGSGSGTDETLT
TSSLOPEDFATYYCQQERRNYPYTFGQGTKLETK (SECV ID NR: 6)

lant usor variabil hu2lvKb
DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVYYMYWEFOOKPGKAPKLWIYSTSNLASGVPSRESGSGSGTDYTLT

TSSMQPEDFATYYCQQRRNYPYTFGQGTKLEIK (SECV ID NR: 7)

lant usor variabil hu2lvKc
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVYYMYWFQOKPGKAPKLWIYSTSNLASGVPSRFSGSGSGTDYTLT
TSSMOPEDFATYYCQORRNYPYTFGQOGTKLEIK (SECV ID NR: 8)

Exemple de anticorpi anti-CD71 activabili conjugati conform inventiei includ anticorpi
activabili care includ o combinatic a unei secvenfe variabile a regiunii 1 determinantd a
complementaritdtii lanfului greu (VH CDRI, denumitd de asemenea aici ca CDRHI), o secventa
variabild a regiunii 2 determinantd a complementarititii lantului greu (VH CDR2, denumita de
asemenea aici ca CDRH2), o secventd variabild a regiunii 3 determinantd a complementaritafii
lantului greu (VH CDR3, denumita de asemena aici ca CDRH3), o secventi variabila a regiunii 1
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determinantd a complementarititii lantului usor (VL CDRI1, denumitd de asemenea aici ca
CDRLI1), o secventa variabild a regiunii 2 determinantd a complementaritdtii lanfului usor (VL
CDR2, denumitd de asemenea aici ca CDRL2) si o secventd variabild a regiunii 3 determinanta a
complementaritdtii lanfului usor (VL CDR3, denumitd de asemenea aici ca CDRL3).

In prezenta inventie, anticorpul anticorpului activabil conjugat cuprinde o combinatie
dintr-o secventd VH CDRI1, o secventd VH CDR2, o secventd VH CDR3, o secventd VL CDRI, o
secven{d VL CDR2 si o secventd VL CDR3, in care secventa VH CDRI cuprinde secventa de
aminoacizi GYTFTSYWMH (SECV ID NR: 9); secventa VH CDR2 cuprinde secventa de
aminoacizi AIYPGNSETG (SECV ID NR: 10); secventa VH CDR3 cuprinde secventa de
aminoacizi ENWDPGFAF (SECV ID NR: 11); secventa VL CDRI1 cuprinde secventa de
aminoacizi SASSSVYYMY (SEQ ID NO: 12) sau CRASSSVYYMY (SECV ID NR: 13);
secvenfa VL CDR2 cuprinde secventa de aminoacizi STSNLAS (SECV ID NR: 14); iar secvenia
VL CDR3 cuprinde secventa de aminoacizi QQRRNYPYT (SECV ID NR: 15).

In prezenta inventie, anticorpul anticorpului activabil conjugat leaga specific CD71. In
unele realiziri, anticorpul activabil conjugat include un anticorp monoclonal care leagi CD71. in
unele realizéri, un astfel de anticorp monoclonal care leagdi CD71 este un anticorp monoclonal
umanizat sau complet uman.

In unele realiziri, anticorpul anticorpului activabil conjugat din prezenta dezviluire
cuprinde o secventi de aminoacizi a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind SECV ID NR: 5.
In unele realiziri, anticorpul anticorpului activabil conjugat conform prezentei dezviluiri cuprinde
o secventdi de aminoacizi a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand SECV ID NR: 7. in unele
realizari, anticorpul anticorpului activabil conjugat conform prezentei inventii cuprinde o secventi
de aminoacizi a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand SECV ID NR: 5 si o secventd de
aminoacizi a regiunii variabile a lanfului usor cuprinzand SECV ID NR: 7.

in unele realiziri, anticorpul anticorpului activabil conjugat din prezenta dezviluire
cuprinde o secventi de aminoacizi a regiunii variabile a lantului greu care este de cel pufin 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %, 98% sau 99% identicd cu o secventd de aminoacizi
cuprinzand SECV ID NR: 5. in unele realiziri, anticorpul anticorpului activabil conjugat din
prezenta dezviluire cuprinde o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a lantului usor care este
de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %, 98% sau 99% identici cu o secventa de
aminoacizi cuprinzand SECV ID NR: 7. In unele realiziri, anticorpul anticorpului activabil
conjugat din prezenta dezviluire cuprinde o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a lantului
greu care este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %, 98% sau 99% identica cu
o secventd de aminoacizi cuprinzind SECV ID NR: 1 si 3-5 si o secventd de aminoacizi a regiunii
variabile a lantului usor care este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94 %, 95%, 96%, 97%, 98%
sau 99% identica cu o secventa de aminoacizi cuprinzind SECV ID NR: 7.

in unele realiziri, anticorpul anticorpului activabil conjugat din prezenta dezviluire este
codificat de o secven{d de acid nucleic care cuprinde o secventd de acid nucleic care codificd o
secventd de aminoacizi a lantului greu care cuprinde o secventd de aminoacizi cuprinzind SECV
ID NR: 5. in unele realiziri, anticorpul anticorpului activabil conjugat din prezenta dezviluire este
codificat de o secven{d de acid nucleic care cuprinde o secventd de acid nucleic care codificd o
secven{d de aminoacizi a lanfului usor cuprinzand o secven{d de aminoacizi cuprinzind SECV ID
NR: 7. In unele realiziri, anticorpul anticorpului activabil conjugat din prezenta dezviluire este
codificat de o secven{d de acid nucleic care cuprinde o secventd de acid nucleic care codificd o
secventd de aminoacizi a lantului greu care cuprinde o secventd de aminoacizi cuprinzand SECV
ID NR: 5 si o secventd de acid nucleic care codificd o secventd de aminoacizi a lantului usor
cuprinzand o secventd de aminoacizi cuprinzind SECV ID NR: 7.

in unele realiziri, anticorpul anticorpului activabil conjugat din prezenta dezviluire este
codificat de o secventd de acid nucleic care cuprinde o secventd de acid nucleic care este cel putin
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% identica cu o secventd de acid nucleic
care codificd o secventd de aminoacizi a lanfului greu care cuprinde o secventd de aminoacizi
cuprinzand SECV ID NR: 5. in unele realiziri, anticorpul anticorpului activabil conjugat din
prezenta dezviluire este codificat de o secventd de acid nucleic care cuprinde o secventd de acid
nucleic care este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% identica cu
o secventd de acid nucleic care codificd o secventd de aminoacizi a lanfului usor cuprinzind o
secventd de aminoacizi cuprinzind SECV ID NR: 7. in unele realiziri, anticorpul anticorpului
activabil conjugat din prezenta dezviluire este codificat de o secventd de acid nucleic care
cuprinde o secventd de acid nucleic care este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% sau 99% identica cu o secventd de acid nucleic care codifici o secventd de aminoacizi a
lantului greu care cuprinde o secventd de aminoacizi cuprinzand SECV ID NR: 5 si o secventd de
acid nucleic care este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99%
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identicd cu o secventd de acid nucleic care codificd o secventd de aminoacizi a lantului usor
cuprinzand o secventd de aminoacizi cuprinzind SECV ID NR: 7.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele pentru producerea unui anticorp activabil al unui anticorp activabil conjugat al
dezvaluirii prin cultivarea unei celule in conditii care conduc la exprimarea anticorpului activabil,
in care celula cuprinde o moleculi de acid nucleic a divulgdrii sau un vector al divulgirii.

Anticorpii anti-CD71 activabili conjugati furnizati aici, referiti aici de asemenea
interschimbabil ca anticorpi activabili conjugati anti-CD71 sau anticorpi activabili conjugati
CD71, sunt stabili in circulatie, activati la situsurile inten{ionate de terapie si/sau de diagnoza, dar
nu in mod normal, de exemplu, la fesutul sdndtos sau alt fesut care nu este tintit pentru tratament
si/sau diagnozd si, atunci cind sunt activati, prezintd legare la CD71 care este cel putin
comparabild cu anticorpul nemodificat, corespunzdtor, referit aici ca anticorp parental.

O parte a prezentei dezvaluiri, dar nu inventia revendicati, o constituic metodele de
tratare, prevenire si/sau intrziere a debutului sau evolutiei, sau atenuare a unui simptom asociat cu
expresia si/sau activitatea aberantd a CD71 la un subiect folosind anticorpii activabili conjugati din
revendicari.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de tratare, prevenire si/sau intdrziere a debutului sau evolutiei, sau atenuare a unui
simptom asociat cu prezenta, cresterea, proliferarea, metastaza si/sau activitatea celulelor care
exprimd CD71 sau exprima aberant CD71 la un subiect folosind anticorpii activabili conjugati din
revendicari.

O parte a prezentei dezvaluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de tratare, prevenire si/sau intirziere a debutului sau evoltiei, sau atenuare a unui
simptom asociat cu prezenta, cresterea, proliferarea, metastaza si/sau activitatea celulelor care
exprimd CD71 intr-un subiect folosind anticorpii activabili conjugati din revendicari.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de tratare, prevenire si/sau intdrziere a debutului sau evolutiei, sau atenuare a unui
simptom asociat cu prezenta, cresterea, proliferarea, metastaza si/sau activitatea celulelor care
exprimd aberant CD71 1a un subiect folosind anticorpii activabili conjugati din revendicdri.

Anticorpii activabili conjugati intr-o stare activatd leagd CD71 si includ (i) un anticorp
(AB) care se leagd specific la CD71; (ii) un radical de mascare (MM) care, atunci cand anticorpul
activabil este intr-o stare neclivatd, inhibd legarea AB la CD71; si (c) un radical clivabil (CM)
cuplat la AB, in care CM este o polipeptida care functioneazi ca substrat pentru o proteaza.

In prezenta inventie, anticorpul activabil conjugat cuprinde o peptidd de legiturd intre
MM si CM si o peptida de legdturd intre CM si AB.

Astfel, in prezenta inventie, anticorpul activabil conjugat cuprinde o prima peptida de
legare (LP1) si o a doua peptidd de legare (LP2), in care anticorpul activabil conjugat in starea
neclivatd are aranjamentul structural de 1a N-terminal la C-terminal, dupd cum urmeazi: MM-LP1-
CM-LP2-AB.

In prezenta inventie, LP1 cuprinde secventa de aminoacizi GGGSSGGS (SECV ID NR:
207).

In prezenta inventie, LP2 cuprinde secventa de aminoacizi GGGS (SECV ID NR: 38).

In unele realiziri, AB are o constanti de disociere de aproximativ 100 nM sau mai putin
pentru legarea la CD71 de mamifere. In uncle realiziri, AB are o constanti de disociere de
aproximativ 10 nM sau mai putin pentru legarea la CD71 de mamifere. In unele realiziri, AB are o
constantd de disociere de aproximativ 5 nM sau mai putin pentru legarea la CD71. In unele
realizari, AB are o constantd de disociere de aproximativ 1 nM sau mai putin pentru legarea la
CD71. in unele realiziri, AB are o constanti de disociere de aproximativ 0,5 nM sau mai mici
pentru legarea la CD71. In unele realiziri, AB are o constanti de disociere de aproximativ 0,1 nM
sau mai putin pentru legarea la CD71. in unele variante, AB are o constantii de disociere de 0,01
nM la 100 nM, 0,01 nM 1a 10 nM, 0,01 nM la 5 nM, 0,01 nM 1a 1 nM, 0,01 1a 0,5 nM, 0,01 nm la
0,1 nM, 0,01 nm la 0,05 nM, 0,05 nM la 100 nM, 0,05 nM la 10 nM, 0,05 nM la 5 nM, 0,05 nM la
1 nM, 0,051a 0,5 nM, 0,05 nm 1a 0,1 nM, 0,1 nM la 100 nM, 0,1 nM la 10 nM, 0,1 nM la 5 nM,
0,1nM1lalnM,0,11a0,5nM,0,5nM1la 100 nM, 0,5nM la 10 nM, 0,5nM la5nM, 0,5nM1la 1
nM, 1 nM1a 100 nM, 1 nM 1a 10 nM, 1 nM 1a 5 nM, 5nM la 100 nM, 5 nM la 10 nM sau 10 nM
la 100 nM, pentru legarea la CD71 de mamifere.

In unele realiziri, anticorpul activabil conjugat intr-o stare neclivati se leagi specific la
CD71 de mamifer cu o constantd de disociere mai micd sau egali cu 1 nM, mai micd sau egala cu
5 nM, mai mici sau egali cu 10 nM, mai micd decat sau egald la 15 nM, mai mica sau egali cu 20
nM, mai mici sau egald cu 25 nM, mai micd sau egali cu 50 nM, mai micd sau egald cu 100 nM,
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mai micd sau egald cu 150 nM, mai mici sau egali cu 250 nM, mai micd sau egali cu 500 nM, mai
micd sau egald cu 750 nM, mai micd sau egald cu 1000 nM si/sau mai micd sau egald cu 2000 nM.

In unele realiziri, anticorpul activabil conjugat intr-o stare neclivati se leagd specific la
CD71 de mamifer cu o constanti de disociere in intervalul de 1a 1 nM 1a 2000 nM, 1 nM la 1000
nM, 1 nM la 750 nM, 1 nM la 500 nM, 1 nM la 250 nM, 1 nM la 150 nM, 1 nM Ia 100 nM, 1 nM
la50nM, 1nM1a25nM, 1nMla 15nM, 1 nM1a 10nM, 1 nM Ia 5 nM, 5 nM la 2000 nM, 5 nM
Ia 1000 nM, 5 nM 1a 750 nM, 5 nM la 500 nM, 5 nM la 250 nM, 5 nM 1a 150 nM, 5 nM 1a 100
nM, 5nMla 50 nM, SnM 1a 25 nM, S5nM la 15 nM, 5 nM la 10 nM, 10 nM 1a 2000 nM, 10 nM la
1000 nM, 10 nM la 750 nM, 10 nM la 500 nM, 10 nM la 250 nM, 10 nM la 150 nM, 10 nM la 100
nM, 10 nM la 50 nM, 10 nM 1a 25 nM, 10 nM 1a 15 nM, 15 nM 1a 2000 nM, 15 nM la 1000 nM,
15 nM 1a 750 nM, 15 nM 1a 500 nM, 15 nM 1a 250 nM, 15 nM la 150 nM, 15 nM la 100 nM, 15
nM la 50 nM, 15 nM la 25 nM, 25 nM la 2000 nM, 25 nM la 1000 nM, 25 nM la 750 nM, 25 nM
Ia 500 nM, 25 nM 1a 250 nM, 25 nM la 150 nM, 25 nM la 100 nM, 25 nM la 50 nM, 50 nM la
2000 nM, 50 nM 1a 1000 nM, 50 nM 1a 750 nM, 50 nM la 500 nM, 50 nM la 250 nM, 50 nM la
150 nM, 50 nM la 100 nM, 100 nM Ia 2000 nM, 100 nM la 1000 nM, 100 nM la 750 nM, 100 nM
la 500 nM, 100 nM la 250 nM, 100 nM la 150 nM, 150 nM la 2000 nM, 150 nM la 1000 nM, 150
nM la 750 nM, 150 nM la 500 nM, 150 nM la 250 nM, 250 nM la 2000 nM, 250 nM la 1000 nM,
250 nM la 750 nM, 250 nM la 500 nM, 500 nM la 2000 nM, 500 nM la 1000 nM, 500 nM la 750
nM, 500 nM la 500 nM, 500 nM la 250 nM, 500 nM la 150 nM, 500 nM la 100 nM, 500 nM la 50
nM, 750 nM 1a 2000 nM, 750 nM 1a 1000 nM sau 1000 nM Ia 2000 nM.

In unele realiziri, anticorpul activabil conjugat intr-o stare activati se leagd specific la
CD71 de mamifer cu o constantd de disociere care este mai micd sau egald cu 0,01 nM, 0,05 nM,
0,1 nM, 0,5 nM, 1 nM, 5 nM sau 10 nM.

in unele realiziri, anticorpul activabil conjugat intr-o stare activati se leagd specific la
CD71 de mamifer cu o constantii de disociere in intervalul de 1a 0,01 nM 1a 100 nM, 0,01 nM 1a 10
nM, 0,01 nM la 5 nM, 0,01 nM 1a 1 nM, 0,01 1a 0,5 nM, 0,01 nm la 0,1 nM, 0,01 nm la 0,05 nM,
0,05 nM la 100 nM, 0,05 nM la 10 nM, 0,05 nM la 5 nM, 0,05 nM la 1 nM, 0,05 la 0,5 nM, 0,05
nm la 0,1 nM, 0,1 nM Ia 100 nM, 0,1 nM la 10 nM, 0,1 nM 1a 5 nM, 0,1 nM la 1 nM, 0,11a 0,5
nM, 0,5 nMla 100 nM, 0,5 nM 1a 10 nM, 0,5nM 1a 5nM, 0,5nM la 1 nM, 1 nM la 100 nM, 1 nM
la10nM, 1 nM 1a 5 nM, 5 nM Ia 100 nM, 5 nM la 10 nM sau 10 nM Ia 100 nM.

In prezenta inventie, CD71 de mamifer este CD71 uman. In unele realiziri, AB se leagi
specific la CD71 uman cu o constanti de disociere mai micd de 1 nM.

in unele realiziri, AB blocheazi capacitatea unui ligand natural de a se lega la CD71 de
mamifer cu un ECso mai mic sau egal cu 5 nM, mai mic sau egal cu 10 nM, mai mic sau egal cu 50
nM, mai mic sau egal cu 100 nM, mai mic sau egal cu 500 nM si/sau mai mic sau egal cu 1000
nM. In unele realiziri, AB blocheazi capacitatea unei transferine de a se lega la CD71 de mamifer
cu un ECsp mai mic sau egal cu 5 nM, mai mic sau egal cu 10 nM, mai mic sau egal cu 50 nM, mai
mic sau egal la 100 nM, mai mic sau egal cu 500 nM si/sau mai mic sau egal cu 1000 nM. in unele
realizdri, ligandul natural al CD71 este transferina.

in unele realiziri, AB blocheazi capacitatea unui ligand natural de a se lega la CD71 de
mamifer cu un ECsp de 5 nM 1a 1000 nM, 5 nM 1a 500 nM, 5 nM 1a 100 nM 5 nM la 50 nM, 5 nM
Ia 10 nM, 10 nM Ia 1000 nM, 10 nM 1a 500 nM, 10 nM 1a 100 nM 10 nM 1a 50 nM, 50 nM la
1000 nM, 50 nM la 500 nM, 50 nM la 100 nM, 100 nM la 1000 nM, 100 nM la 500 nM, 500 nM
la 1000 nM. In unele realiziri, AB blocheazi capacitatea unei transferine de a se lega la CD71 de
mamifer cu un ECsg de 5 nM 1a 1000 nM, 5 nM 1a 500 nM, 5 nM 1a 100 nM 5 nM 1a 50 nM, 5 nM
la 10 nM, 10 nM la 1000 nM, 10 nM 1la 500 nM, 10 nM 1a 100 nM 10 nM 1a 50 nM, 50 nM 1la
1000 nM, 50 nM la 500 nM, 50 nM la 100 nM, 100 nM la 1000 nM, 100 nM la 500 nM, 500 nM
la 1000 nM. In unele realiziri, ligandul natural al CD71 este transferina.

in unele realiziri, AB din prezenta dezviluire inhibi sau reduce cresterea, proliferarea
si/sau metastaza celulelor care exprimd CD71 de mamifer. Fard a intentiona sa fie legat de nicio
teorie, AB din prezenta dezviluire poate inhiba sau reduce cresterea, proliferarea si/sau metastaza
celulelor care exprimd CD71 de mamifer prin legarea specificd la CD71 si inhibarea, blocarea
si/sau prevenirea legirii unui ligand natural la CD71 de mamifer. In unele realiziri, ligandul
natural al CD71 de mamifer este transferina.

In unele realiziri, MM are o constant de disociere pentru legarea la AB care este mai
mare decat constanta de disociere a AB la CD71.

In unele realiziri, MM are o constanti de disociere pentru legarea la AB care nu este mai
mare ca constanta de disociere a AB la CD71.

In unele realiziri, MM are o constant de disociere pentru legarea la AB care este mai
micd decit constanta de disociere a AB la CD71.
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In unele realiziri, constanta de disociere (Kq) a MM citre AB nu este mai mult de 2, 3, 4,
5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1.000, 2.500, 5.000, 10.000, 50.000, 100.000, 500.000, 1.000.000,
5.000.000, 10.000.000, 50.000.000 de ori sau mai mult, sau intre 1 - 5, 5 - 10, 10 - 100, 10 - 1.000,
10 - 10.000, 10 - 100.000, 10 - 1.000.000, 10 - 10.000.000, 100 - 1.000, 100 - 10.000, 100 -
100.000, 100 - 1.000.000, 100 - 10.000.000, 1.000 - 10.000, 1.000 - 100.000, 1.000 - 1.000.000,
1000 - 10.000.000, 10.000 - 100.000, 10.000 - 1.000.000, 10.000 - 10.000.000, 100.000 -
1.000.000, sau 100.000 - 10.000.000 de ori sau mai mare decat constanta de disociere a AB citre
fintd.

in unele realiziri, MM nu interfereazi sau concureazi cu AB pentru legarea la CD71
atunci cand anticorpul activabil este intr-o stare clivata.

In unele variante, MM este o polipeptida cu o lungime de aproximativ 2 pand la 40 de
aminoacizi. In unele realiziri, MM este o polipeptidi cu o lungime de pani la aproximativ 40 de
aminoacizi.

in unele realiziri, secventa de polipeptidd MM este diferitd de cea a CD71. in unele
realizari, secventa de polipeptidd MM nu este mai mult de 50% identicad cu orice partener natural
de legare a AB. In unele realiziri, secventa de polipeptidd MM este diferitd de cea a CD71 si nu
este mai mult de 40%, 30%, 25%, 20%, 15% sau 10% identica cu orice partener natural de legare
al AB.

In unele realiziri, cuplarea MM la AB reduce capacitatea AB de a lega CD71 astfel incat
constanta de disociere (Kq) a AB atunci cand este cuplat la MM spre CD71 este de cel putfin doud
ori mai mare decat Kq a AB atunci cind nu este cuplat 1la MM citre CD71.

In unele realiziri, cuplarea MM la AB reduce capacitatea AB de a lega CD71 astfel incat
constanta de disociere (Kq) a AB atunci cand este cuplat la MM spre CD71 este de cel putin cinci
ori mai mare decat Kq a AB atunci cind nu este cuplat la MM citre CD71.

In unele realiziri, cuplarea MM la AB reduce capacitatea AB de a lega CD71 astfel incat
constanta de disociere (Kq) a AB atunci cand este cuplat la MM spre CD71 este de cel putin de 10
ori mai mare decat Kq a AB atunci cind nu este cuplat la MM citre CD71.

In unele realiziri, cuplarea MM la AB reduce capacitatea AB de a lega CD71 astfel incat
constanta de disociere (Kq) a AB atunci cand este cuplat la MM spre CD71 este de cel putin 20 de
ori mai mare decat Kq a AB atunci cand nu este cuplat la MM spre CD71.

In unele realiziri, cuplarea MM la AB reduce capacitatea AB de a lega CD71 astfel incat
constanta de disociere (Kq) a AB atunci cand este cuplat la MM spre CD71 este de cel putin 40 de
ori mai mare decat Kq a AB atunci cand nu este cuplat la MM spre CD71.

In unele realiziri, cuplarea MM la AB reduce capacitatea AB de a lega CD71 astfel incat
constanta de disociere (Kq) a AB atunci cand este cuplat la MM spre CD71 este de cel putin 100 de
ori mai mare decat Ky a AB atunci cind nu este cuplat la MM citre CD71.

In unele realiziri, cuplarea MM la AB reduce capacitatea AB de a lega CD71 astfel incat
constanta de disociere (Kq) a AB atunci cand este cuplat la MM spre CD71 este de cel putin 1000
de ori mai mare decat Kq a AB atunci cand nu este cuplat la MM spre CD71.

In unele realiziri, cuplarea MM la AB reduce capacitatea AB de a lega CD71 astfel incat
constanta de disociere (Kq) a AB atunci cand este cuplat la MM spre CD71 este de cel putin
10.000 de ori mai mare decat K4 a AB atunci cAnd nu este cuplat 1a MM citre CD71.

in unele realiziri, in prezenta CD71, MM reduce capacitatea AB de a lega CD71 cu cel
putin 90% atunci cind CM este neclivat, comparativ cu atunci cand CM este clivat atunci cind
este testat in vitro folosind un test de deplasare {intd, cum ar fi de exemplu, testul descris in
publicatia PCT nr. WO 2010/081173.

In prezenta inventie, MM cuprinde o secven{d de aminoacizi din SECV ID NR: 18.

In unele realiziri, proteaza care cliveazi CM este activd, adicd, reglati pozitiv sau altfel
nereglatd, in tesutul bolnav, iar proteaza cliveazi CM in anticorpul activabil atunci cand anticorpul
activabil este expus la proteaza.

In unele realiziri, proteaza este colocalizati cu CD71 intr-un tesut, iar proteaza cliveazi
CM 1n anticorpul activabil conjugat atunci cind anticorpul activabil este expus la proteaza.

in unele realiziri, CM este pozitionat in anticorpul activabil conjugat astfel incat atunci
cand anticorpul activabil conjugat este in stare neclivatd, legarea anticorpului activabil conjugat la
CD71 este redusd pentru a avea loc cu o constanta de disociere care este cel putin de doud ori mai
mare decat constanta de disociere a unui AB nemodificat care se leagd la CD71, in timp ce in
starea clivatd (adicd, atunci cand anticorpul activabil conjugat este in starea clivatd), AB se leagi la
CD71.

in unele realiziri, CM este pozitionat in anticorpul activabil conjugat astfel incat atunci
cand anticorpul activabil conjugat este in stare neclivatd, legarea anticorpului activabil la CD71
este redusa pentru a avea loc cu o constantd de disociere care este de cel putin cinci ori mai mare
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decat constanta de disociere a unui AB nemodificat care se leaga la CD71, in timp ce in starca
clivatd (adica, atunci cand anticorpul activabil conjugat este in starca clivatd), AB se leagi la
CD71.

in unele realiziri, CM este pozitionat in anticorpul activabil conjugat astfel incat atunci
cand anticorpul activabil conjugat este in stare neclivatd, legarea anticorpului activabil la CD71
este redusd pentru a avea loc cu o constanti de disociere care este de cel putin 10 ori mai mare
decat constanta de disociere a unui AB nemodificat care se leagd de CD71, in timp ce in starca
clivatd (adica, atunci cand anticorpul activabil conjugat este in starea clivati), AB s¢ leagi la
CD71.

in unele realiziri, CM este pozitionat in anticorpul activabil conjugat astfel incat atunci
cand anticorpul activabil conjugat este in stare neclivati, legarea anticorpului activabil conjugat la
CD71 este redusi pentru a avea loc cu o constantd de disociere care este de cel putin 20 de ori mai
mare decat constanta de disociere a unui AB nemodificat care se leaagd la CD71, in timp ce in
starea clivata (adicd, atunci cind anticorpul activabil conjugat este 1n starea clivatd), AB se leagi la
CD71.

in unele realiziri, CM este pozitionat in anticorpul activabil conjugat astfel incat atunci
cand anticorpul activabil conjugat este in stare neclivati, legarea anticorpului activabil conjugat la
CD71 este redusi pentru a avea loc cu o constanti de disociere care este de cel putin 40 de ori mai
mare decat constanta de disociere a unui AB nemodificat care se leagd la CD71, in timp ce in
starea clivatd, AB se leaagd la CD71.

In unele realiziri, CM este pozitionat in anticorpul activabil conjugat astfel incat atunci
cand anticorpul activabil conjugat este in stare neclivati, legarea anticorpului activabil conjugat la
CD71 este redusi pentru a avea loc cu o constantd de disociere care este de cel putin 50 de ori mai
mare decat constanta de disociere a unui AB nemodificat care se leagd la CD71, in timp ce in
starea clivatd, AB se leagi la CD71.

in unele realiziri, CM este pozitionat in anticorpul activabil conjugat astfel incat atunci
cand anticorpul activabil conjugat este in stare neclivati, legarea anticorpului activabil conjugat la
CD71 este redusd pentru a avea loc cu o constantd de disociere care este de cel putin 100 de ori
mai mare decit constanta de disociere a unui AB nemodificat care se leaga la CD71, in timp ce in
starea clivatd, AB se leagd la CD71.

in unele realiziri, CM este pozitionat in anticorpul activabil conjugat astfel incat atunci
cand anticorpul activabil conjugat este in stare neclivati, legarea anticorpului activabil conjugat la
CD71 este redusd pentru a avea loc cu o constantd de disociere care este de cel putin 200 de ori
mai mare decit constanta de disociere a unui AB nemodificat care se leaga la CD71, in timp ce in
starea clivatd, AB se leagi la CD71.

in unele realiziri, CM este o polipeptidi cu o lungime de pani la 15 aminoacizi.

in unele realiziri, CM este o polipeptidi care include un prim radical clivabil (CM1) care
este un substrat pentru cel putin o metaloproteaza matriciald (MMP) si un al doilea radical clivabil
(CM2) care este un substrat pentru cel putin o proteazd serind (SP). In unele realiziri, fiecare
dintre secventa de substrat CM1 si secventa de substrat CM2 ale substratului CM1-CM2 este
independent o polipeptida cu o lungime de pand la 15 aminoacizi.

in unele realiziri, CM este un substrat pentru cel putin o proteazd care este sau se crede
¢ este reglatd pozitiv sau altfel nereglati in cancer.

In unele realiziri, CM este un substrat pentru cel putin o proteazd selectatd din grupul
constand dintr-o metaloproteazd matriciald (MMP), trombind, o clastazd neutrofild, o proteazi
cisteind, legumaind si o proteaza serind, cum ar fi matriptaza (MT-SP1) si urokinaza (uPA). Fard a
fi legat de teorie, se crede ci aceste proteaze sunt reglate pozitiv sau altfel nereglate in cel putin
unul dintre cancere.

In unele realiziri, CM este selectat pentru utilizare cu o proteazi specificd, de exemplu o
proteaza despre care se stie ci este colocalizatd cu finta anticorpului activabil.

in unele realiziri, CM este un substrat pentru cel putin o MMP. in unele realiziri, CM
este un substrat pentru o proteazi selectatd din grupul format din NIW 9, MMP14, MMP1, MMP3,
MMP13, MMP17, MMP11 si MMP19. In unele realiziri CM este un substrat pentru MMP9. in
unele realizdri, CM este un substrat pentru MMP14.

In prezenta inventie, CM cuprinde secventa de aminoacizi ISSGLLSGRSDNP (SECV ID
NR: 156), care este de asemenea mentionatd aici ca substrat 2011.

In unele realiziri, CM este un substrat pentru cel putin doud proteaze. In unele realiziri,
CM este un substrat pentru cel putin doud proteaze selectate din grupul constind dintr-o MMP,
trombind, o elastaza neutrofild, o proteaza cisteind, uPA, legumaind si matriptaza.

In unele realiziri, anticorpul activabil conjugat include cel putin un prim CM si un al
doilea CM. In unele realizari, primul CM si al doilea CM sunt fiecare polipeptide cu o lungime de
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cel mult 15 aminoacizi. In unele realiziri, cel putin unul dintre primul CM si al doilea CM este o
polipeptidi care functioneaza ca un substrat pentru o proteaza selectati din grupul constand dintr-o
MMP, trombind, o elastazi neutrofild, o proteaza cisteind, uPA, legumaind si matriptaza. in unele
realizéri, primul CM este clivat de un prim agent de clivare selectat din grupul constind dintr-o
MMP, o trombind, o elastazd neutrofild, o proteazi cisteind, uPA, legumaind si matriptazi intr-un
tesut tintd, si al doilea CM este clivat de un al doilea agent de clivare intr-un tesut tinti. in unele
realizdri, cealaltd proteazi este selectatd din grupul constand din cele prezentate in Tabelul (I). In
unele realizdri, primul agent de clivare si al doilea agent de clivare sunt aceeasi proteaza selectata
din grupul constand dintr-o MMP, trombind, o clastazd ncutrofild, o proteazi cisteind, uPA,
legumaini si matriptaz3, iar primul CM si al doilea CM sunt substraturi diferite pentru enzima. In
unele realizdri, primul agent de clivare si al doilea agent de clivare sunt aceeasi proteaza selectata
din grupul constand din cele prezentate in Tabelul (I). In unele realiziri, primul agent de clivare si
al doilea agent de clivare sunt proteaze diferite. In unele realiziri, primul agent de clivare si al
doilea agent de clivare sunt colocalizati in tesutul tinti. In unele realiziri, primul CM si al doilea
CM sunt clivati de cel putin un agent de clivare in tesutul tinta.

In unele realiziri, anticorpul activabil conjugat este expus la, si clivat de o proteaza astfel
incét, in starea activati sau clivatd, anticorpul activabil conjugat include o secventd de aminoacizi
a lantului usor care include cel pufin o portiune din secventa LP2 si/sau CM dupd ce proteaza a
clivat CM.

In prezenta inventie, anticorpul activabil este conjugat la doi echivalenti de agent. In
unele realiziri ale dezviluirii, anticorpul activabil este parte a unui amestec de anticorpi activabili
avand un numir omogen de echivalenti de agenti conjugati. In unele realiziri, anticorpul activabil
este parte a unui amestec de anticorpi activabili avAnd un numar eterogen de echivalenti de agenti
conjugati. In unele realiziri, amestecul de anticorpi activabili este astfel incat numirul mediu de
agenti conjugati la fiecare anticorp activabil este intre zero si unu, intre unu si doi, intre doi si trei,
sau intre trei si patru. in unele realiziri, amestecul de anticorpi activabili este astfel incat numsrul
mediu de agenti conjugati la fiecare anticorp activabil este unu, doi, trei sau patru.

in unele realiziri, anticorpul activabil cuprinde una sau mai multe modificiri ale
secventel de aminoacizi specifice situsului, astfel incdt numarul reziduurilor de lizind si/sau
cisteind este crescut sau scdzut in raport cu secventa originald de aminoacizi a anticorpului
activabil, astfel in unele realiziri crescind sau scdzAnd corespunzitor numdrul de agenti care pot fi
conjugati cu anticorpul activabil sau, in unele realiziri, limitind conjugarea agentilor la anticorpul
activabil intr-o manierd specifici situsului. In unele realiziri, anticorpul activabil modificat este
modificat cu unul sau mai multi aminoacizi nenaturali intr-o manierd specifica situsului, astfel, in
unele variante, limitand conjugarea agentilor doar la situsurile aminoacizilor nenaturali.

Termenul ,,incdrcare de medicament" sau "incircand medicamentul" se referd la raportul
molar al moleculelor de medicament pe anticorp intr-un anticorp activabil conjugat individual. In
prezenta inventie, incarcarea medicamentului este de 2 molecule de medicament.

In scopul prezentei inventii, un specialist in domeniu ar intelege ca ,incdrcarea
medicamentului” si raportul medicament-anticorp” (denumit de asemenea ca DAR) nu sunt
aceleasi. DAR se referd la raportul molar mediu al moleculelor medicamentului pe anticorp intr-o
populatie de cel putin doud molecule de anticorp activabil conjugat, in timp ce Incircarea
medicamentului se referd la raportul molar al moleculelor de medicament pe anticorp dintr-o
moleculd individuald de anticorp activabil conjugat. Incircarea medicamentului are relevanta in
principal pentru constructia si proiectarea unui anticorp activabil conjugat, in timp ce DAR are
relevantd In principal pentru compozitia farmaceutica terapeutica a anticorpului activabil conjugat
care va fi administratd pacientilor.

In unele realiziri, anticorpii activabili ai prezentei inventii pot fi conjugati pentru a genera
prepardri relativ omogene de anticorpi activabili conjugati avind o distribufic DAR ingusta. in
unele realizdri, o preparare de anticorp activabil conjugat poate fi substantial omogena in ceea ce
priveste distributia sa DAR, ceea ce inseamna c3 in cadrul prepardrii este o specie predominanta de
ADC specific situsului cu un DAR particular (de ex., un DAR de 2 si/sau 4). In unele realiziri,
prepararea de anticorp activabil conjugat substantial omogena poate fi, de asemenea, uniforma in
ceea ce priveste situsul de incdrcare (adicd, pe cisteinele libere).

In unele realiziri, DAR-ul anticorpilor activabili conjugati ai dezvaluirii va fi de
aproximativ 2 si/sau 4. In acest context, termenul Laproximativ” ar trebui interpretat ca insemnand
o preparare de anticorp activabil conjugat care contine mai mult de 80% din doud specii primare in
agregat avand un DAR egal cu 2 si 4 cu o distributie aproximativ egald (de ex., mai mare de 40%
fiecare), iar restul constand din alte specii DAR.

In unele realiziri, DAR-ul anticorpilor activabili conjugati ai dezvaluirii va fi imbogatit
pentru a fi aproximativ 2. In acest context, termenul ,aproximativ’ ar trebui interpretat ca
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insemnand o preparare de anticorp activabil conjugat care contine mai mult de aproximativ 90%,
9%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% =+ 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9%.

In unele variante, DAR-ul anticorpilor activabili conjugati din dezviluire va fi imbogatit
pentru a fi aproximativ 2, termenul ,,aproximativ” fiind interpretat ca insemnand o preparare de
anticorp activabil conjugat continAnd mai mult de aproximativ 94% + 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,
0,7, 0,8, 0,9%.

in unele realiziri, DAR-ul anticorpilor activabili conjugati din dezvaluire va fi imbogatit
pentru a fi aproximativ 2, termenul ,aproximativ” fiind interpretat ca insemnand o preparare de
anticorp activabil conjugat continAnd mai mult de aproximativ 95% + 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0.5, 0,6,
0,7, 0,8, 0,9%.

in unele realiziri, DAR-ul anticorpilor activabili conjugati din dezvaluire va fi imbogatit
pentru a fi aproximativ 2, termenul ,aproximativ” fiind interpretat ca insemnand o preparare de
anticorp activabil conjugat continAnd mai mult de aproximativ 96% + 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,
0,7, 0,8, 0,9%.

In unele variante, DAR-ul anticorpilor activabili conjugati din dezviluire va fi imbogatit
pentru a fi aproximativ 2, termenul ,,aproximativ” fiind interpretat ca insemnand o preparare de
anticorp activat conjugat continind mai mult de aproximativ 97% =+ 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,
0,8, 0,9%.

In unele variante, DAR-ul anticorpilor activabili conjugati din dezvaluire va fi imbogatit
pentru a fi aproximativ 2, termenul ,,aproximativ” fiind interpretat ca insemnand o preparare de
anticorp activabil conjugat continAnd mai mult de aproximativ 98% + 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0.5, 0,6,
0,7, 0,8, 0,9%.

In unele variante, DAR-ul anticorpilor activabili conjugati din dezviluire va fi imbogatit
pentru a fi aproximativ 2, termenul ,,aproximativ” fiind interpretat ca insemnand o preparare de
anticorp activabil conjugat continAnd mai mult de aproximativ 99% + 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,
0,7, 0,8, 0,9%.

In unele variante, DAR-ul anticorpilor activabili conjugati ai dezviluirii va fi de
aproximativ 2 si/sau 4. In acest context, termenul Laproximativ” ar trebui interpretat ca insemnand
o preparare de anticorp activabil conjugat care contine mai mult de 80% din doud specii primare in
agregat avand un DAR egal cu 2 si 4 cu o distributie aproximativ egald (de ex., mai mare de 40%
fiecare), iar restul constand din alte specii DAR.

In unele realiziri, este posibil si se obtind omogenitatea dorita prin utilizarea anticorpilor
activabili specifici situsului si/sau reducerea selectivi si conjugarea. In unele realiziri,
omogenitatea doritd poate fi atinsi prin utilizarea constructiilor specifice situsului in combinatie cu
reducerea selectivi. In unele realiziri, preparatele pot fi purificate in continuare, cum ar fi prin
utilizarea tehnicilor de cromatografic analitici sau preparativi. in aceste realiziri, omogenitatea
prepardrii de anticorp activabil conjugat poate fi analizata utilizind diverse tehnici cunoscute in
domeniu, inclusiv, dar fird a se limita la, spectrometria de masi, HPLC (de exemplu, HPLC de
excludere a dimensiunii, RP-HPLC, HIC-HPLC etc.) sau electroforeza capilara.

In ceea ce priveste purificarea prepardrilor de anticorp activabil conjugat, se va aprecia ca
pot fi utilizate metode preparative farmaceutice standard pentru a obtine puritatea doritd. Dupa
cum s-a discutat aici, metodele de cromatografie lichidd, cum ar fi faza inversd (RP) si
cromatografia de interactiune hidrofoba (HIC), pot separa compusii din amestec prin valoarea de
incircare a medicamentului. In unele cazuri, schimbul de ioni (IEC) sau cromatografia in mod
mixt (MMC) pot fi de asemenea utilizate pentru a izola speciile cu o incdrcdturd specifica de
medicament.

In unele realiziri, o preparare de anticorp activabil conjugat al dezviluirii avind un DAR
dat cu un nivel relativ ridicat de omogenitate a incdrciturii de medicament poate cuprinde de fapt
un amestec de conjugati cu o gamd sau o distributie a incircarilor de medicament, dar unde
distributia incdrcdrilor de medicament in amestec este centratd in jurul (sau avind o medie
ponderatd de) valorii medii DAR. Astfel, in unele realiziri, prepardrile de anticorp activabil
conjugat vor include un amestec de conjugati in care DAR-ul mediu al amestecului este de
aproximativ 1, 2 sau 3, fiecare +/- 0,5. Se va aprecia cd intervalul sau deviatia pot fi mai mici de
0,4 in anumite realizdri preferate. Astfel, in alte realizdri, compozitiile vor cuprinde un DAR
mediu de 1, 2 sau 3, fiecare +/- 0,3.

in unele realiziri, distributia medicamentelor pe anticorp in preparatele de anticorpi
activabili conjugati din reactiile de conjugare poate fi caracterizatd prin mijloace conventionale,
cum ar fi spectrofotometria UV-Vis, HPLC in faza inversa, HIC, spectroscopie de masa, ELISA si
electroforeza.

in unele realiziri, un amestec de anticorpi activabili conjugati din dezviluire care include
un amestec de conjugati avand incirciri diferite de medicamente poate fi purificat sau imbogatit
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pentru una sau mai multe specii de conjugat avand o incdrcare specificA de medicament. De
exemplu, un amestec de anticorp activabil conjugat care include un amestec de AADC-uri avind o
incdrciturd de medicament de 0, 2, 4, 6 si 8 poate fi imbogitit sau purificat pentru anticorpii
activabili conjugati cu o incdrcare de medicament de 2. Asa cum este utilizat aici, o preparare sau
purificare sau anticorp activabil conjugat aviand o preparare relativ omogend a speciilor de specii
conjugate avand o incircare de medicament de 2 este denumitd ,E2”, care are un DAR de
aproximativ 2. Asa cum este utilizat aici, o preparare sau purificare sau anticorp activabil conjugat
avand un amestec de specii conjugate avand o incircare de medicament de 2 sau 4 denumiti ,,DE”
(DAR-imbogitit), are un DAR de aproximativ 3. In acest context, termenul ,.aproximativ” este
interpretat ca insemnand +/- 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 sau 1,0 din cantitatea interzisa.

In unele realiziri, o preparare a unui anticorp activabil conjugat care este purificat sau

imbogstit pentru specii date de conjugat cu o incdrcare specificd de medicament, include cel putin
un anumit procent din speciile date de incircare ale medicamentului. De exemplu, in uncle
realizari, o preparare de anticorp activabil conjugat E2 care include cel pufin 50% din preparare,
este anticorpul activabil conjugat avind o incircare de medicament de 2. In unele realiziri, o
preparare de anticorp activabil conjugat E2 include cel putin 75% din anticorpul activabil conjugat
avand o incdrcare de medicament de 2.
In uncle realiziri, o preparare de anticorp activabil conjugat E2 include cel putin 85% din
anticorpul activabil conjugat avind o incircare de medicament de 2. In unele realiziri, o preparare
de anticorp activabil E2 conjugat include cel putin 90% din anticorpul activabil conjugat avand o
incircare de medicament de 2. In unele realiziri, o preparare de anticorp activabil E2 conjugat
include cel putin 95% din anticorpul activabil conjugat avand o incircare de medicament de 2. in
unele realizdri, o preparare de anticorp activabil E2 conjugat include cel putin 98% din anticorpul
activabil conjugat avand o incédrcare de medicament de 2.

In unele realiziri, o preparare de anticorp activabil conjugat care este purificat sau
imbogétit pentru specii date de incircare de medicament include mai multi echivalenti molari ai
speciilor date de incidrcare de medicament decét echivalentii molari totali ai tuturor celorlalte
specii de incircare de medicament combinate. De exemplu, in unecle realizdri, o preparare a
anticorpului activat conjugat E2 este astfel incat echivalentii combinati ai fiecireia din speciile de
anticorp activabil conjugat din compozitia in care incircarea medicamentului nu este 2, este mai
micd decat echivalentii anticorpului activabil conjugat cu o incédrcare de medicament de 2.

in unele realiziri, o preparare de anticorp activabil conjugat care este purificati sau
imbog3titd pentru speciile DAR date (de exemplu E2 asa cum s-a discutat aici) include mai putin
de un anumit procent din anticorpul activat conjugat care nu este specia de iIncircare de
medicament datd. De exemplu, in unele realiziri, o preparare de anticorp activabil conjugat E2
include mai pufin de 50% din anticorpul activat conjugat care nu este incircarea de medicament
pentru 2 specii. De exemplu, in uncle realizédri, o preparare de anticorp activabil E2 conjugat
include mai putin de 25% din anticorpul activat conjugat care nu este incircarea de medicament a
2 specii. De exemplu, in unele realiziri, o preparare de anticorp activabil conjugat E2 include mai
putin de 15% din anticorpul activat conjugat care nu este incircarea de medicament pentru 2
specii. De exemplu, in unele realiziri, o preparare de anticorp activabil conjugat E2 include mai
putin de 10% din anticorpul activat conjugat care nu este incircarea de medicament a 2 specii. De
exemplu, in unele realizdri, o preparare de anticorp activabil conjugat E2 include mai putin de 5%
din anticorpul activat conjugat care nu este incircarea de medicament pentru 2 specii. De exemplu,
in unele realizdri, o preparare de anticorp activabil conjugat E2 include mai putin de 2% din
anticorpul activat conjugat care nu este incircarea de medicament pentru 2 specii. In alte realiziri,
sau preparatele imbogatite sau purificate (de exemplu, E4 sau DE) pot avea mai putin de 50%, mai
putin de 25%, mai putin de 15%, mai putin de 10%, mai pufin de 5% sau mai putin de 2%, adica
nu sunt speciile corespunzitoare de incdrcare a medicamentelor din compozitia de anticorp
activabil conjugat imbogatite sau purificate.

in unele realiziri, anticorpul activabil conjugat include de asemenea un radical detectabil.
In unele realiziri, radicalul detectabil este un agent de diagnoza.

In unele realiziri, anticorpul activabil conjugat include de asemenea o peptidi semnal. in
unele realiziri, peptida semnal este conjugatd la anticorpul activabil printr-un distantier. in unele
realizari, distanfierul este conjugat la anticorpul activabil in absenta unei peptide semnal. In unele
realizdri, distan{ierul este unit direct la MM-ul anticorpului activabil. Un exemplu de distantier unit
direct la N-terminalul lui MM al anticorpului activabil este QGQSGQ (SECV ID NR: 109). Alte
exemple de un distanfier unit direct la N-terminalul lui MM al anticorpului activabil includ
QGQSGQG (SECV ID NR: 138), QGQSG (SECV ID NR: 139), QGQS (SECV ID NR: 140),
QGQ, QG, si Q. Alte exemple de un distantier unit direct 1a N-terminalul lui MM al anticorpului
activabil includ GQSGQG (SECV ID NR: 143), QSGQG (SECV ID NR: 144), SGQG (SECV ID
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NR: 145), GQG, si G. In unele realiziri, nici un distanfier nu este unit 1a N-terminalul lui MM. In
unele realizdri, distantierul include cel putin secventa de aminoacizi QGQSGQ (SECV ID NR:
109). In unele realizdri, distantierul include cel putin secventa de aminoacizi QGQSGQG (SECV
ID NR: 138). In unele realiziri, distantierul include cel putin secventa de aminoacizi QGQSG
(SECV ID NR: 139). In unele realiziri, distantierul include cel putin secventa de aminoacizi
QGQS (SECV ID NR: 140). In unele realiziri, distantierul include cel putin secvenfa de
aminoacizi QGQ. In unele realiziri, distantierul include cel putin secventa de aminoacizi QG. In
unele realiziri, distantierul include cel putin reziduul de aminoacizi Q. In unele realiziri,
distantierul include cel putin secventa de aminoacizi GQSGQG (SECV ID NR: 143). in unele
realizari, distantierul include cel putin secventa de aminoacizi QSGQG (SECV ID NR: 144). in
unele realizdri, distantierul include cel putin secventa de aminoacizi SGQG (SECV ID NR: 145).
In unele realiziri, distantierul include cel putin secventa de aminoacizi GQG. In unele realizari,
distantierul include cel putin secventa de aminoacizi G. In unele realizari, distan{ierul este absent.

in unele realiziri, AB al anticorpului activabil conjugat confine in mod natural una sau
mai multe legituri disulfurd. In unele realiziri, AB poate fi modificat genetic pentru a include una
sau mai multe legdturi disulfura.

In unele realiziri, anticorpul activabil al anticorpului activabil conjugat al dezvaluirii este
codificat de o secven{d de acid nucleic care cuprinde o secventd de acid nucleic care codificd o
secventd de aminoacizi a regiunii variabile a lantului greu selectata din grupul constand din SECV
ID NR: 5. In unele realiziri, anticorpul activabil al anticorpului activabil conjugat al dezviluirii
este codificat de o secventa de acid nucleic care cuprinde o secventd de acid nucleic care codificd o
secventd de aminoacizi a regiunii variabile a lantului usor selectatd din grupul constind din SECV
ID NR: 7. In unele realiziri, anticorpul activabil al anticorpului activabil conjugat al dezviluirii
este codificat de o secventa de acid nucleic care cuprinde o secventd de acid nucleic care codificd o
secventd de aminoacizi a regiunii variabile a lantului greu selectata din grupul constand din SECV
ID NR: 5 si o secventa de acid nucleic care codificd o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a
lantului usor selectatd din grupul constand din SECV ID NR: 7.

In unele realiziri, anticorpul activabil al anticorpului activabil conjugat al dezviluirii este
codificat de o secventd de acid nucleic care cuprinde o secventd de acid nucleic care este cel putin
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 9% identicd cu o secventd de acid nucleic
care codificd o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a lantului greu selectatd din grupul
constand din SECV ID NR: 5. In uncle realiziri, anticorpul activabil al anticorpului activabil
conjugat al dezviluirii este codificat de o secventa de acid nucleic care cuprinde o secventd de acid
nucleic care este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% identica cu
o secventd de acid nucleic care codificd o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a lantului
usor selectati din grupul constind din SECV ID NR: 7. In uncle variante, anticorpul activabil al
anticorpului activabil conjugat al dezviluirii este codificat de o secventd de acid nucleic care
cuprinde o secventd de acid nucleic care este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% sau 99% identica cu o secventd de acid nucleic care codificd o secventd de aminoacizi a
regiunii variabile a lantului greu selectatd din grupul constind din SECV ID NR: 5 si o secventa de
acid nucleic care este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99%
identicd cu o secventd de acid nucleic care codifica o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a
lantului usor selectatd din grupul constand din SECV ID NR: 7.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele pentru producerea unui anticorp activabil al dezviluirii prin cultivarea unei celule in
conditii care conduc la exprimarea anticorpului activabil, in care celula cuprinde o moleculd de
acid nucleic a dezviluirii sau un vector al dezvaluirii.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de fabricare a unui anticorp activabil care, intr-o stare activatd, leagi CD71, metoda
cuprinzand: (a) cultivarea unei celule care contine o constructic de acid nucleic care codificd
anticorpul activabil in conditii care conduc la exprimarea anticorpului activabil, in care anticorpul
activabil cuprinde un anticorp activabil al dezv3luirii; si (b) recuperarea anticorpului activabil.

in unele realiziri, timpul de injumadtatire seric al anticorpului activabil conjugat este mai
lung decat cel al anticorpului corespunzitor; de ex., pK al anticorpului activabil conjugat este mai
mare decat cel al anticorpului corespunzitor. In unele realiziri, timpul de injumdtitire seric al
anticorpului activabil conjugat este similar cu cel al anticorpului corespunzitor. In unele realiziri,
timpul de injumatitire seric al anticorpului activabil conjugat este de cel putin 15 zile cand este
administrat unui organism. in unele variante, timpul de injumadtatire seric al anticorpului activabil
conjugat este de cel putin 12 zile cand este administrat unui organism. In unele variante, timpul de
injumdtdatire seric al anticorpului activabil conjugat este de cel putin 11 zile cind este administrat
unui organism. In unele variante, timpul de injumdtatire seric al anticorpului activabil conjugat



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3691692 T2 2021.05.31
18

este de cel putin 10 zile cind este administrat unui organism. in unele variante, timpul de
injumatatire seric al anticorpului activabil conjugat este de cel putin 9 zile cind este administrat
unui organism. In unele variante, timpul de injumdtatire seric al anticorpului activabil conjugat
este de cel pufin 8 zile cind este administrat unui organism. in unele variante, timpul de
injumatatire seric al anticorpului activabil conjugat este de cel putin 7 zile cind este administrat
unui organism. in unele variante, timpul de injumadtatire seric al anticorpului activabil este de cel
putin 6 zile cAnd este administrat unui organism. in unele variante, timpul de injumititire seric al
anticorpului activabil este de cel putin 5 zile atunci cand este administrat unui organism. in unele
variante, timpul de injumitdtire seric al anticorpului activabil este de cel putin 4 zile atunci cand
este administrat unui organism. In unele variante, timpul de injumadtatire seric al anticorpului
activabil este de cel putin 3 zile cAnd este administrat unui organism. In unele variante, timpul de
injumatatire seric al anticorpului activabil este de cel putin 2 zile cind este administrat unui
organism. In unele variante, timpul de injumadtatire seric al anticorpului activabil este de cel putin
24 de ore atunci cand este administrat unui organism. In unele variante, timpul de injumititire
seric al anticorpului activabil este de cel putin 20 de ore atunci cind este administrat unui
organism. In unele variante, timpul de injumadtatire seric al anticorpului activabil este de cel putin
18 ore atunci cand este administrat unui organism. In unele variante, timpul de injumdtatire seric al
anticorpului activabil este de cel putin 16 ore atunci cand este administrat unui organism. In unele
variante, timpul de injumatitire seric al anticorpului activabil este de cel putin 14 ore atunci cand
este administrat unui organism. In unele variante, timpul de injumadtatire seric al anticorpului
activabil este de cel putin 12 ore atunci cand este administrat unui organism. in unele variante,
timpul de Injumdtitire seric al anticorpului activabil este de cel putin 10 ore atunci cand este
administrat unui organism. in unele variante, timpul de injumadtatire seric al anticorpului activabil
este de cel putin 8 ore atunci cind este administrat unui organism. in unele variante, timpul de
injumdtatire seric al anticorpului activabil este de cel putin 6 ore atunci cind este administrat unui
organism. In unele variante, timpul de injumadtatire seric al anticorpului activabil este de cel pufin 4
ore atunci cand este administrat unui organism. In unele variante, timpul de injumititire seric al
anticorpului activabil este de cel putin 3 ore atunci cind este administrat unui organism.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de producere a unui anticorp anti-CD71 si/sau a polipeptidei anticorpului anti-CD71
activabil prin cultivarea unei celule in conditii care conduc la exprimarea polipeptidei, in care
celula cuprinde o moleculd de acid nucleic izolatd care codificd un anticorp si/sau un anticorp
activabil descris aici si/sau vectori care includ aceste secvente de acid nucleic izolate. Dezvaluirea
oferd metode de producere a unui anticorp si/sau a unui anticorp activabil prin cultivarea unei
celule in conditii care conduc la exprimarea anticorpului si/sau a anticorpului activabil, in care
celula cuprinde o moleculd de acid nucleic izolatd care codificd un anticorp si/sau un anticorp
activabil descris aici si/sau vectori care includ aceste secvente izolate de acid nucleic.

O parte din prezenta dezvaluire, dar nu inventia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de prevenire, intarziere a evolutiei, tratare, atenuare a unui simptom sau altfel
ameliorarea unei boli mediate de CD71 la un subiect prin administrarea unei cantitifi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp anti-CD71 activabil conjugat activat conform revendicirilor.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de prevenire, intarziere a evolutiei, tratare, atenuare a unui simptom sau altfel
ameliorarea cancerului la un subiect prin administrarea unei cantitati eficiente terapeutic dintr-un
anticorp anti-CD71 activabil conjugat al revendicdrilor la un subiect care are nevoie de acesta.
CD71 este cunoscut a fi exprimat intr-o varietate de cancere, cum ar fi, ca exemplu nelimitativ,
adenocarcinom, cancer al ciilor biliare (biliar), cancer al vezicii urinare, cancer de san, de
exemplu, cancer de san triplu-negativ si cancer de sin Her2-negativ; cancer carcinoid; cancer
cervical; colangiocarcinom; colorectal; endometrial; gliom; cancer de cap si git, de exemplu,
cancer de celule scuamoase de cap si git; leucemie; cancer de ficat; cancer pulmonar, de exemplu,
NSCLC, SCLC; limfom; melanom; cancer osofaringian; cancer ovarian; cancer pancreatic; cancer
de prostatd, de ex., carcinom de prostatd rezistent la castrare metastaticd; cancer renal; cancer de
piele; cancer cu celule scuamoase, cancer de stomac; cancer de testicule; cancer tiroidian; si cancer
urotelial.

In unele realiziri, cancerul este asociat cu o tumoare care exprimi CD71. in unele
realizari, cancerul se datoreaza unei tumori care exprimd CD71.

Un anticorp anti-CD71 activabil conjugat utilizat in oricare dintre realizdrile acestor
metode si utilizari poate fi administrat in orice stadiu al bolii. De exemplu, un astfel de anticorp
anti-CD71 activabil conjugat poate fi administrat unui pacient care suferd de cancer in orice stadiu,
de la timpuriu la metastatic. Termenii subiect si pacient sunt folositi aici interschimbabil.

In unele realiziri, subiectul este un mamifer, cum ar fi o primati umand sau neumand.
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Anticorpul anti-CD71 activabil conjugat conform revendicarilor si formularile terapeutice
ale acestuia sunt administrate unui subiect care suferd sau este susceptibil de o boald sau tulburare
asociata cu expresia si/sau activitatea aberantd a CD71. Un subiect care suferd sau este susceptibil
de o boala sau tulburare asociatd cu expresia si/sau activitatea aberantd a CD71 este identificat
folosind oricare dintre o varietate de metode cunoscute in domeniu. De exemplu, subiectii care
suferd de cancer sau alte afectiuni neoplazice sunt identificati folosind oricare dintr-o varietate de
teste clinice si/sau de laborator, cum ar fi, examinarea fizici si analiza sangelui, urinei si/sau a
scaunului pentru a evalua starea de sdndtate. De exemplu, subiectii care suferd de inflamatie si/sau
o tulburare inflamatorie sunt identificafi folosind oricare dintre o varietate de teste clinice si/sau de
laborator, cum ar fi examinarea fizicd si/sau analiza fluidelor corporale, de exemplu, analiza
sangelui, urinei si/sau a scaunului, pentru a evalua starea de sindtate.

Administrarea unui anticorp anti-CD71 activabil conjugat conform revendicdrilor la un
pacient care suferd de o boald sau tulburare asociatd cu exprimarea si/sau activitatea aberantd a
CD71 este considerat reusitd daci se atinge oricare dintr-o varietate de obiective de laborator sau
clinice. De exemplu, administrarea unui anticorp anti-CD71 activabil conjugat la un pacient care
suferd de o boala sau tulburare asociatd cu exprimarea si/sau activitatea aberantd a CD71 este
consideratd reusitd dacd unul sau mai multe dintre simptomele asociate bolii sau tulburdrii este
atenuat, redus, inhibat sau nu evolueaza citre o stare ulterioari, adicd, mai rea. Administrarea unui
anticorp anti-CD71 activabil conjugat la un pacient care suferd de o boala sau tulburare asociatid cu
exprimarea si/sau activitate aberantd a CD71 este consideratd reusitd dacd boala sau tulburarea
intrd in remisie sau nu evolueaza citre o stare ulterioara, adicd, mai rea.

in unele realiziri, anticorpul anti-CD71 activabil conjugat si formuldrile terapeutice ale
acestuia sunt administrate unui subiect care suferd sau este susceptibil de o boald sau tulburare,
cum ar fi subiectii care suferd de cancer sau alte afectiuni neoplazice, in care celulele bolnave ale
subiectului exprimi CD71. In unele realiziri, celulele bolnave sunt asociate cu exprimarea si/sau
activitatea aberanti a CD71. In unele realiziri, celulele bolnave sunt asociate cu exprimarea si/sau
activitatea normald a CD71. Un subiect care suferd sau este susceptibil de o boald sau tulburare in
care celulele bolnave ale subiectului exprimd CD71 este identificat utilizind oricare dintre o
varietate de metode cunoscute in domeniu. De exemplu, subiectii care suferd de cancer sau alte
afectiuni neoplazice sunt identificati folosind oricare dintre o varietate de teste clinice si/sau de
laborator, cum ar fi, examinarea fizic3 si analiza singelui, urinei si/sau a scaunului pentru a evalua
starea de sdndtate. De exemplu, subiectii care suferd de inflamatie si/sau o tulburare inflamatorie
sunt identificati folosind oricare dintre o varietate de teste clinice si/sau de laborator, cum ar fi
examinarea fizica si/sau analiza fluidelor corporale, de exemplu, analiza sangelui, urinei si/sau a
scaunului, pentru a evalua starea de sdnitate.

in unele realiziri, anticorpul anti-CD71 activabil conjugat si formuldrile terapeutice ale
acestuia sunt administrate unui subiect care suferd sau este susceptibil de o boald sau tulburare
asociatd cu celulele care exprimd CD71 sau prezenta, cresterea, proliferarea, metastaza si/sau
activitatea unor astfel de celule, cum ar fi subiectii care suferd de cancer sau alte afectiuni
neoplazice. In unele realiziri, celulele sunt asociate cu expresia si/sau activitatea aberanti a CD71.
In unele realiziri, celulele sunt asociate cu exprimarea si/sau activitatea normali a CD71. Un
subiect care suferd sau este susceptibil de o boald sau tulburare asociati cu celulele care exprima
CD71 este identificat utilizand oricare dintre o varietate de metode cunoscute in domeniu. De
exemplu, subiectii care suferd de cancer sau alte afectiuni neoplazice sunt identificati folosind
oricare dintre o varietate de teste clinice si/sau de laborator, cum ar fi, examinarea fizica si analiza
sangelui, urinei si/sau a scaunului pentru a evalua starea de sandtate. De exemplu, subiectii care
suferd de inflamatie si/sau o tulburare inflamatorie sunt identificati folosind oricare dintre o
varietate de teste clinice si/sau de laborator, cum ar fi examinarea fizicd si/sau analiza fluidelor
corporale, de exemplu, analiza sangelui, urinei si/sau a scaunului, pentru a evalua starea de
sandtate.

Administrarea unui anticorp anti-CD71 activabil conjugat la un pacient care suferd de o
boala sau tulburare asociata cu celulele care exprimd CD71 este considerata reusitd daca se atinge
oricare dintr-o varietate de obiective de laborator sau clinice. De exemplu, administrarea unui
anticorp anti-CD71 activabil conjugat la un pacient care sufera de o boald sau tulburare asociatd cu
celule care exprimd CD71 este consideratd reusitd dacd unul sau mai multe dintre simptomele
asociate bolii sau tulburarii este atenuat, redus, inhibat sau nu a evoluat citre un o stare ulterioara,
adicd, mai rea. Administrarea unui anticorp anti-CD71 activabil conjugat la un pacient care suferd
de o boald sau tulburare asociatd cu celule care exprimd CD71 este considerati reusitd dacd boala
sau tulburarea intrd in remisie sau nu evolueaza citre o stare ulterioard, adicd, mai rea.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de tratare, ameliorare a unui simptom sau intarziere a evolutiei unei tulburdri sau a unei
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boli in care celulele bolnave exprimd CD71, care cuprind administrarea unei cantititi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp conjugat al revendicdrilor sau dintr-o compozitie farmaceutica
cuprinzand un anticorp conjugat al revendicdrilor la un subiect care are nevoie de acestea.

O parte din prezenta dezvaluire, dar nu inventia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de tratare, ameliorare a unui simptom sau intarziere a evolutiei unei tulburdri sau a unei
boli asociate cu celulele care exprimd CD71, care cuprinde administrarea unei cantititi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp conjugat al revendicdrilor, sau dintr-o compozitie farmaceutici
cuprinzand un anticorp conjugat conform revendicirilor unui subiect care are nevoie de acesta. in
unele realiziri, tulburarea sau boala asociati cu celulele care exprimid CD71 este cancerul. In unele
variante, cancerul este un adenocarcinom, un cancer al cdilor biliare (biliar), un cancer de vezica
urinard, un cancer de os, un cancer de san, un cancer de sin triplu negativ, un cancer de san Her2-
negativ, un cancer carcinoid, un cancer cervical, colangiocarcinom, cancer colorectal, cancer de
colon, cancer endometrial, un gliom, un cancer de cap si git, un cancer de celule scuamoase de cap
si git, o leucemie, un cancer de ficat, un cancer de pldmani, un cancer pulmonar nonmicrocelular,
un cancer pulmonar microcelular, un limfom, un melanom, un cancer orofaringian, un cancer
ovarian, un cancer pancreatic, un cancer de prostatd, un carcinom de prostata rezistent la castrare
metastaticd, un cancer renal, un sarcom, un cancer de piele, un cancer cu celule scuamoase, un
cancer de stomac, un cancer la testicule, un cancer tiroidian, un cancer urogenital sau un cancer
urotelial. In unele realiziri, ligandul natural este transferina. In unele realiziri, expresia si/sau
activitatea CD71 de mamifer este aberantd. In unele realiziri, metoda cuprinde administrarea unui
agent suplimentar. In unele realiziri, agentul suplimentar este un agent terapeutic.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de inhibare sau reducere a cresterii, proliferdrii sau metastazarii celulelor care exprima
CD71 de mamifer care cuprinde administrarea unei cantitati eficiente terapeutic dintr-un anticorp
conjugat conform revendicarilor sau dintr-o compozitie farmaceuticd cuprinzand un anticorp
conjugat al revendicarilor unui subiect care are nevoie de acesta. In unele realiziri, ligandul natural
este transferina. In unele realiziri, expresia si/sau activitatea CD71 de mamifer este aberanti. in
unele variante, metoda cuprinde administrarea unui agent suplimentar. In unele realiziri, agentul
suplimentar este un agent terapeutic.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de inhibare, blocare sau prevenire a legdrii unui ligand natural la CD71 de mamifere,
cuprinzdnd administrarea unei cantititi eficiente terapeutic dintr-un anticorp conjugat conform
revendicdrilor sau dintr-o compozifie farmaceutici cuprinzind un anticorp conjugat al
revendicirilor la un subiect care are nevoic de acesta. In uncle realiziri, ligandul natural este
transferina. in unele realiziri, expresia si/sau activitatea CD71 de mamifer este aberantd. in unele
realiziri, metoda cuprinde administrarea unui agent suplimentar. In unele realiziri, agentul
suplimentar este un agent terapeutic.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de tratare, ameliorare ale unui simptom sau intarzierea evolufiei unei tulburdri sau boli in
care celulele bolnave exprimd CD71 care cuprinde administrarea unei cantitati eficiente terapeutic
dintr-un anticorp activat conjugat al revendicarilor sau dintr-o compozitie farmaceutici cuprinzand
un anticorp activabil conjugat al revendicirilor la un subiect care are nevoie de acesta. In unele
realizari, tulburarea sau boala este cancerul.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu invenfia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de tratare, ameliorare ale unui simptom sau intarziere a evoltiei unei tulburdri sau a unei
boli asociate cu celule care exprimd CD71 care cuprinde administrarea unei cantititi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp activat conjugat al revendicdrilor sau dintr-o compozifie farmaceutici
cuprinzand un anticorp activabil conjugat al revendicarilor la un subiect care are nevoie de acesta.
In unele realiziri, tulburarea sau boala asociati cu celulele care exprimd CD71 este cancerul. in
unele realizdri, cancerul este un adenocarcinom, un cancer al ciilor biliare (biliar), un cancer de
vezicd urinard, un cancer de os, un cancer de sin, un cancer de sin triplu negativ, un cancer de san
Her2-negativ, un cancer carcinoid, un cancer cervical, un colangiocarcinom, un cancer colorectal,
un cancer de colon, un cancer endometrial, un gliom, un cancer de cap si gat, un cancer de celule
scuamoase de cap si git, o leucemie, un cancer de ficat, un cancer de plamani, un cancer pulmonar
nonmicrocelular, un cancer pulmonar microcelular, un limfom, un melanom, un cancer
orofaringian, un cancer ovarian, un cancer pancreatic, un cancer de prostatd, un carcinom de
prostatd rezistent la castrare metastaticd, un cancer renal, un sarcom, un cancer de piele, un cancer
cu celule scuamoase, un cancer de stomac, un cancer de testicule, un cancer tiroidian, un cancer
urogenital sau un cancer urotelial. In unele realiziri, ligandul natural este transferina. In unele
realiziri, expresia si/sau activitatea CD71 de mamifer este aberanti. In unele realiziri, metoda
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cuprinde administrarea unui agent suplimentar. In unele realizdri, agentul suplimentar este un
agent terapeutic.

O parte a prezentei dezviluiri, dar nu inventia revendicati, o constituie de asemenea
metodele de inhibare sau reducere a cresterii, proliferdrii sau metastazei celulelor care exprimd
CD71 de mamifer care cuprinde administrarea unei cantitdti eficiente terapeutic dintr-un anticorp
activabil conjugat conform revendicdrilor sau dintr-o compozitie farmaceuticd cuprinzind un
anticorp activabil conjugat conform revendicarilor la un subiect care are nevoie de acesta. In unele
realiziri, ligandul natural este transferina. in unele realiziri, expresia si/sau activitatea CD71 de
mamifer este aberantd. in unele realiziri, metoda cuprinde administrarea unui agent suplimentar.
In unele realiziri, agentul suplimentar este un agent terapeutic.

O parte din prezenta dezvaluire, dar nu inventia revendicatd, o constituie, de asemenea,
metodele de inhibare, blocare sau prevenire a legarii unui ligand natural la CD71 de mamifer,
cuprinzdnd administrarea unei cantititi eficiente terapeutic dintr-un anticorp activabil conjugat
conform revendicdrilor sau dintr-o compozitie farmaceuticd cuprinzand un anticorp activabil
conjugat conform revendicirilor la un subiect care are nevoie de acesta. In unele realiziri, ligandul
natural este transferina. In unele realiziri, expresia si/sau activitatea CD71 de mamifer este
aberanti. In unele realiziri, metoda cuprinde administrarea unui agent suplimentar. in unele
realizdri, agentul suplimentar este un agent terapeutic.

in unele realiziri ale acestor metode si truse, anticorpul activabil conjugat anti-CD71
include o eticheti detectabild. In unele realiziri ale acestor metode si truse, eticheta detectabili
include un agent de imagisticd, un agent de contrast, o enzimi, o etichetd fluorescentd, un
cromofor, un colorant, unul sau mai multi ioni metalici sau o etichetd pe baza de ligand. in unele
realizari ale acestor metode si truse, agentul imagistic cuprinde un radioizotop. in unele realiziri
ale acestor metode si truse, radioizotopul este indiu sau tecnetiu. in unele realiziri ale acestor
metode si truse, agentul de contrast cuprinde iod, gadoliniu sau oxid de fier. In unele realizari ale
acestor metode si truse, enzima cuprinde peroxidazd de hrean, fosfataza alcalind sau f-
galactozidazi. In unele realiziri ale acestor metode si truse, eticheta fluorescentd cuprinde proteini
fluorescenta galbend (YFP), proteind fluorescentd cian (CFP), proteind fluorescentd verde (GFP),
proteind fluorescentd rosie modificatd (mRFP), proteind fluorescentd rosie tdimer2 (RFP tdimer2),
HCRED sau un derivat de europiu. in unele realiziri ale acestor metode si truse, eticheta
luminiscenti cuprinde un derivat de N-metilacridiu. In unele realiziri ale acestor metode, eticheta
cuprinde o ctichetd Alexa Fluor®, cum ar fi Alex Fluor® 680 sau Alexa Fluor® 750. In unele
realizari ale acestor metode si truse, eticheta pe bazd de ligand cuprinde biotind, avidind,
streptavidind sau una sau mai multe haptene.

In unele realiziri ale acestor metode si truse, subiectul este un mamifer. In unele realiziri
ale acestor metode, subiectul este un om. In unele realiziri, subiectul este un mamifer neuman,
cum ar fi o primati neumand, un animal Insotitor (de exemplu, pisicd, cline, cal), animal de ferm3,
animal de lucru sau animal de gridini zoologici. In unele realiziri, subiectul este un rozitor.

In unele realiziri ale acestor metode si truse, metoda este o metodd in vivo. In unele
realiziri ale acestor metode, metoda este 0 metodd in sifw. In unele realiziri ale acestor metode,
metoda este 0 metodi ex vivo. In unele realiziri ale acestor metode, metoda este o metoda in vitro.

In unele realiziri ale metodelor si truselor, metoda este utilizati pentru a identifica sau
altfel rafina o populatie de pacienti adecvatd pentru tratamentul cu un anticorp activabil conjugat
anti-CD71 conform revendicirilor, urmati de tratamentul prin administrarea acelui anticorp anti-
CD71 activabil conjugat la un subiect care are nevoie de aceasta. De exemplu, pacientii care au
fost testati pozitiv atit pentru tintd (de exemplu, CD71), cat si pentru o proteazd care cliveazi
substratul in radicalul clivabil (CM) al anticorpului activabil anti-CD71 care este testat in aceste
metode, sunt identificafi ca candidati potriviti pentru tratamentul cu un astfel de anticorp activabil
anti-CD71 cuprinzind un astfel de CM, iar pacientului i se¢ administreaza apoi o cantitate eficientd
terapeutic din anticorpul anti-CD71 activabil conjugat care a fost testat. La fel, pacientii care au
fost testati negativ pentru una sau ambele tinte (de ex., CD71) si proteaza care cliveaza substratul
din CM in anticorpul activabil care este testat folosind aceste metode, ar putea fi identificati ca
candidati potriviti pentru o alti forma de terapie. In unele realiziri, astfel de pacienti pot fi testati
cu alti anticorpi activabili anti-CD71 pand cind este identificat un anticorp activabil anti-CD71
adecvat pentru tratament (de ex., un anticorp activabil anti-CD71 care cuprinde un CM care este
clivat de pacient la situsul bolii). in unele realiziri, pacientului i se administreazi apoi o cantitate
eficientd terapeutic din anticorpul anti-CD71 activabil si/sau conjugat pentru care pacientul a fost
testat pozitiv.

Comporzitiile farmaceutice conform inventiei pot include anticorpul conform
revendicarilor si optional un purtitor acceptabil farmaceutic. Aceste compozitii farmaceutice pot fi
incluse in truse, cum ar fi, de exemplu, trusele de diagnoza.
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in unele realiziri, compozitia farmaceuticd cuprinde un anticorp activabil conjugat
conform revendicirilor si optional un purtitor acceptabil farmaceutic. in unele realiziri,
comporzitia farmaceutici cuprinde un agent suplimentar. In unele realiziri, agentul suplimentar
este un agent terapeutic.

AB-urile din anticorpii activabili conform inventiei leaga specific CD71 uman.

Anticorpii anti-CD71 activabili conjugati conform prezentei inventii includ un radical de
mascare. In prezenta inventie, radicalul de mascare este o secventd de aminoacizi care este cuplatd
sau altfel atasatd la anticorpul anti-CD71 si este pozitionatd in constructia activabild a anticorpului
anti-CD71 astfel incat radicalul de mascare reduce capacitatea anticorpului anti-CD71 de a lega
specific CD71. Radicalii de mascare adecvati sunt identifica{i folosind oricare dintr-o varietate de
tehnici cunoscute. De exemplu, radicalii de mascare peptidici sunt identificati folosind metodele
descrise in Publicatia PCT nr. WO 2009/025846 de Daugherty si colab. Radicalul de mascare al
anticorpilor anti-CD71 activabili conjugati conform prezentei inventii cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV ID NR: 18.

Anticorpii anti-CD71 activabili conjugati conform prezentei inventii includ un radical
clivabil. In prezenta inventie, radicalul clivabil include o secventd de aminoacizi care este un
substrat pentru o proteazd, de obicei o proteazd extracelulard. Substraturile adecvate sunt
identificate folosind oricare dintr-o varietate de tehnici cunoscute. De exemplu, substraturile
peptidice sunt identificate folosind metodele descrise in brevetul SUA nr. 7.666.817 de Daugherty
si colab.; in brevetul SUA nr. 8.563.269 de Stagliano si colab.; si in publicatia PCT nr. WO
2014/026136 de La Porte si colab. (vezi de asemenea, Boulware si colab. ,Evolutionary
optimization of peptide substrates for proteases that exhibit rapid hydrolysis kinetics." Biotechnol.
Bioeng. 106.3 (2010): 339-46 Conform inventiei, radicalul clivabil cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV ID NR: 156.

Substraturile exemplificative includ, dar nu se limiteaza la, substraturile clivabile de una
sau mai multe dintre urméitoarele enzime sau proteaze enumerate in Tabelul (I).

Tabelul (I): Proteaze si/sau enzime exemplificative

ADAMS, ADAMTS, de ex. [Proteinaze cisteinice, de ex., |Proteaze serine, de ex.,
ADAMS Cruzipain proteina C activata
ADAM9 Legumain Catepsind A
ADAMI10 Otubain-2 Catepsind G
ADAMI12 Cimaza
ADAM15 KLK-uri, de ex., proteaze ale factorului de coagulare
ADAM17/TACE KLK4

(de ex., FVIIa, FIXa, FXa, FXIa,
ADAMDEC1 KLKS FXIla)
ADAMTS1 KLK6 Elastaza
ADAMTS4 KLK7 Granzimd B
ADAMTSS KLKS8 Guanidinobenzoataza

KLK10 HtrAl

Proteazele aspartate, de ex., [KLK11 Elastazd neutrofild umand
BACE KLK13 Lactoferind
Renin KLK14 Marapsin

INS3/4A
Catepsine aspartice, de ex., [Metalo proteinaze, de ex., PACE4
Catepsind D Meprin Plasmin
Catepsind E Neprilisin PSA

PSMA tPA

Caspaze, de ex., BMP-1 Trombind
Caspaza 1 Triptaza
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Caspazi 2 MMP-uri, de ex., uPA
Caspazi 3 MMP1
Caspaza 4 MMP2 Transmembrand de tip I1
Caspaza 5 MMP3 Proteaze serine (TTSP), de ex.,
Caspazi 6 MMP7 DESC1
Caspazi 7 MMP8 DPP-4
Caspazi 8 MMP9 FAP
Caspaza 9 MMP10 Hepsin
Caspaza 10 MMPI11 Matriptaza-2
Caspaza 14 MMP12 MT-SP1/Matriptaza

MMP13 TMPRSS2
Catepsine cisteinice, de ex., [MMP14 TMPRSS3
Catepsind B MMP15 TMPRSS4
Catepsind C MMP16
Catepsind K MMP17
Catepsind L MMP19
Catepsind S MMP20
Catepsind V/L2 MMP23
Catepsind X/Z/P MMP24

MMP26

MMP27

Anticorpii activabili anti-CD71 descrisi aici depdsesc o limitare a terapeuticelor
anticorpilor, in special a terapeuticelor anticorpilor despre care se stie cd sunt toxice cel pufin intr-
0 oarecare masurd in vivo. Toxicitatea mediatd de {intd constituic o limitare majord pentru
dezvoltarea anticorpilor terapeutici. Anticorpii anti-CD71 activabili furnizafi aici sunt conceputi
pentru a aborda toxicitatea asociati cu inhibarea tintei in tesuturile normale de citre anticorpii
terapeutici traditionali. Acesti anticorpi anti-CD71 activabili rAmin mascati pAnd cind sunt activati
proteolitic la situsul bolii. Incepand cu un anticorp anti-CD71 ca anticorp terapeutic parental,
anticorpii anti-CD71 activabili conform inventiei au fost modificati genetic prin cuplarea
anticorpului 1a 0 masci inhibitoare printr-un liant care incorporeazi un substrat de proteaza.

Cand AB este modificat cu un MM si se afla in prezenfa tintei, legarea specificd a AB la
finta sa este redusd sau inhibatd, in comparatie cu legarea specificd a AB care nu este modificati
cu un MM sau legarea specificd a AB parental la tinta.

Kq4 a AB modificat cu MM citre tinta este de cel putin 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1.000,
2.500, 5.000, 10.000, 50.000, 100.000, 500.000, 1.000.000, 5.000.000, 10000000, 50.000.000 sau
mai mare sau intre 5 - 10, 10 - 100, 10 - 1.000, 10 - 10.000, 10 - 100.000, 10 - 1.000.000, 10 -
10.000.000, 100 - 1.000, 100 - 10.000, 100 - 100.000, 100 - 1.000.000, 100 - 10.000.000, 1.000 -
10.000, 1.000 - 100.000, 1.000 - 1.000.000, 1000 - 10.000.000, 10.000 - 100.000, 10.000 -
1.000.000, 10.000 - 10.000.000, 100.000 - 1.000.000, sau 100.000 - 10.000.000 ori mai mare decat
Ks a AB nemodificat cu un MM sau un AB parental citre tinti. In schimb, afinitatea de legare a
AB modificat cu un MM citre tinta este de cel putin 2, 3, 4, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1.000,
2.500, 5.000, 10.000, 50.000, 100.000, 500.000, 1.000.000, 5.000.000, 10.000.000, 50.000.000 sau
mai mare sau intre 5 - 10, 10 - 100, 10 - 1.000, 10 - 10.000, 10 - 100.000, 10 - 1.000.000, 10 -
10.000.000, 100 - 1.000, 100 - 10.000, 100 - 100.000, 100 - 1.000.000, 100 - 10.000.000, 1.000 -
10.000, 1.000 - 100.000, 1.000 - 1.000.000, 1000 - 10.000.000, 10.000 - 100.000, 10.000 -
1.000.000, 10.000 - 10.000.000, 100.000 - 1.000.000, sau 100.000 - 10.000.000 ori mai mici decat
afinitatea de legare a AB nemodificat cu un MM sau un AB parental citre {inta.

Constanta de disociere (Kq) a MM citre AB este in general mai mare decat Kq a AB citre
tintd. Kq-ul MM citre AB poate fi de cel putin 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1.000, 2.500, 5.000,
10.000, 100.000, 1.000.000 sau chiar 10.000.000 de ori mai mare decat Kq-ul AB citre {inta. in
schimb, afinitatea de legare a MM citre AB este in general mai mica decat afinitatea de legare a
AB citre fintd. Afinitatea de legare a MM citre AB poate fi de cel putin 5, 10, 25, 50, 100, 250,
500, 1.000, 2.500, 5.000, 10.000, 100.000, 1.000.000 sau chiar 10.000.000 de ori mai mici decat
afinitatea de legare a AB citre tinta.
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In unele realizdri, constanta de disociere (Kq) a MM citre AB este aproximativ egali cu
K4 a AB citre tintd. In unele realizdri, constanta de disociere (Kq) a MM citre AB nu este mai
mare decat constanta de disociere a AB citre tinta.

In unele realizdri, constanta de disociere (Kq) a MM citre AB este mai micd decét
constanta de disociere a AB citre tinta.

In unele realiziri, constanta de disociere (Kq) a MM citre AB este mai mare decét
constanta de disociere a AB citre tinta.

In unele realizari, MM are o K4 pentru legarea la AB care nu este mai mare decat Kq
pentru legarea AB la tinta.

In unele realizari, MM are o K4 pentru legarea la AB care nu este mai micd decit Ky
pentru legarea AB la tinta.

In unele realiziri, MM are o K4 pentru legarea la AB, care este aproximativ egald cu Kq
pentru legarea AB la tinta.

In unele realiziri, MM are o K4 pentru legarea 1a AB, care este mai mica decat Kq pentru
legarea AB la {inta.

In unele realiziri, MM are o Ky pentru legarea la AB, care este mai mare decat Kq pentru
legarea AB la {inta.

In unele realiziri, MM are o K4 pentru legarea la AB care nu este mai mult de 2, 3, 4, 5,
10, 25, 50, 100, 250, 500 sau 1000 de ori mai mare decat Kq pentru legarea AB la tintd. In unele
realiziri, MM are o K4 pentru legarea la AB care este intre 1 - 5,2 - 5,2 - 10,5 - 10, 5 - 20, 5 - 50,
5 -100, 10 - 100, 10 - 1,000, 20 - 100, 20 - 1000, sau 100 - 1.000 de ori mai mare decat K4 pentru
legarea AB la {inta.

In unele realizari, MM are o afinitate pentru legarea la AB care este mai micd decit
afinitatea de legare a AB la {inta.

in unele realiziri, MM are o afinitate pentru legarea la AB care nu este mai mare decit
afinitatea de legare a AB la {inta.

In unele realiziri, MM are o afinitate pentru legarea la AB care este aproximativ egali cu
afinitatea de legare a AB la {inta.

In unele realiziri, MM are o afinitate pentru legarea la AB care nu este mai mici decit
afinitatea de legare a AB la {inta.

In unele realiziri, MM are o afinitate pentru legarea la AB care este mai mare decat
afinitatea de legare a AB la {inta.

In unele realiziri, MM are o afinitate de legare la AB care este cu 2, 3, 4, 5, 10, 25, 50,
100, 250, 500 sau 1.000 mai mica decat afinitatea de legare a AB la tint4. 1 In unele realizari, MM
are o afinitate de legare la AB care este intre 1 -5,2-5,2-10,5-10,5- 20,5 -50, 5 - 100, 10 -
100, 10 - 1.000, 20 - 100, 20 - 1000 sau 100 - 1.000 ori mai micad decit afinitatea de legarc a AB la
fintd. In unele realizari, MM are o afinitate pentru legarea la AB care este de 2 pani la 20 de ori
mai micd decat afinitatea de legare a AB la {inta. In unele realiziri, un MM care nu este legat
covalent la AB si la concentrafie echimolard de AB nu inhibd legarea AB Ia {inta.

Cand AB este modificat cu un MM si este In prezenfa fintei, legarea specificd a AB la
finta sa este redusd sau inhibatd, in comparatie cu legarea specificd a AB, nemodificat cu un MM
sau legarea specifici a AB parental la tinti. In comparatie cu legarea AB nemodificat cu un MM
sau legarea AB parental la tintd, capacitatea AB-ului de a lega tinta atunci cand a fost modificat cu
un MM poate fi redusa cu cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% si chiar 100% pentru cel putin 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 84 sau 96
de ore, sau 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 sau 180 de zilesau 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8§, 9, 10, 11 sau
12 luni sau mai mult atunci cand este misuratd in vivo sau intr-un test in vitro.

MM inhiba legarea AB la tintd. MM leagd domeniul de legare la antigen al AB-ului si
inhibd legarea AB la tintd. MM poate inhiba steric legarea AB la tintd. MM poate inhiba alosteric
legarea AB la tinta sa. In aceste realiziri, atunci cAnd AB este modificat sau cuplat la un MM si in
prezenta fintei nu exista nici o legare sau substantial nici o legare a AB la {intd sau nu mai mult de
0,001%, 0,01%, 0,1%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 1%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40% sau 50% din legarea AB la {intd, in comparatie cu legareca AB nemodificat cu un MM, AB
parental sau AB necuplat la un MM la tintd, pentru cel pufin 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30, 36, 48, 60,
72, 84 sau 96 de ore, sau 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 sau 180 de zile sau 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, §,
9, 10, 11 sau 12 luni sau mai mult atunci cand este méasurata in vivo sau intr-un test in vitro.

Cand un AB este cuplat la, sau modificat de un MM, MM-ul ,,mascheazd” sau reduce sau
altfel inhib3 legarea specificd a AB la tintd. Cand un AB este cuplat la, sau modificat de un MM, o
astfel de cuplare sau modificare poate efectua o schimbare structurald care reduce sau inhiba
capacitatea AB de a se lega la tinta sa.
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In anumite realiziri, MM nu este un partener natural de legare al AB. In unele realiziri,
MM nu contine nici o, sau substantial nici o omologie la orice partener natural de legare al AB. in
unele realizari, MM nu este mai mult de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70 %, 75% sau 80% similar cu orice partener de legare natural al AB. In unele
realizédri, MM nu este mai mult de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70 %, 75% sau 80% identic cu orice partener natural de legare al AB. In unele
realizari, MM nu este mai mult de 25% identic cu orice partener de legare natural al AB. In unele
realiziri, MM nu este mai mult de 50% identic cu orice partener de legare natural al AB. In unele
realiziri, MM nu este mai mult de 20% identic cu orice partener de legare natural al AB. In unele
realizari, MM nu este mai mult de 10% identic cu orice partener natural de legare al AB.

In prezenta inventie, anticorpii activabili includ un AB care este modificat de un MM si
includ, de asemenea, unul sau mai mulfi radicali clivabili (CM). Astfel de anticorpi activabili
prezintd legare activabild/comutabild, la tinta AB. Anticorpii activabili includ, in general, un
anticorp sau un fragment de anticorp (AB), modificat de sau cuplat la un radical de mascare (MM)
si un radical modificabil sau clivabil (CM). In prezenta inventie, CM contine o secventi de
aminoacizi care serveste ca un substrat pentru cel putin o proteaza.

Elementele anticorpilor activabili sunt aranjate astfel incat MM si CM sunt pozitionate
astfel incat intr-o stare clivatd (sau relativ activd) si in prezenta unei tinte, AB leag o tinta in timp
ce anticorpul activabil este intr-o stare neclivatd (sau relativ inactivd) in prezenta tintei, legarea
specificd a AB la tinta sa fiind redusi sau inhibatd. Legarea specificd a AB la tfinta sa poate fi
redusd datoritd inhibarii sau mascdrii capacitatii AB de a se lega specific la tinta sa prin MM

Kg-ul AB-ului modificat cu un MM si un CM citre {intd este de cel putin 5, 10, 25, 50,
100, 250, 500, 1.000, 2.500, 5.000, 10.000, 50.000, 100.000, 500.000, 1.000.000, 5.000.000,
10.000.000, 50.000.000 sau mai mare, sau intre 5 - 10, 10 - 100, 10 - 1.000, 10 - 10.000, 10 -
100.000, 10 - 1.000.000, 10 - 10.000.000, 100 - 1.000, 100 - 10.000, 100 - 100.000, 100 -
1.000.000, 100 - 10.000.000, 1.000 - 10.000, 1.000 - 100.000, 1.000 - 1.000.000, 1000 -
10.000.000, 10.000 - 100.000, 10.000 - 1.000.000, 10.000 - 10.000.000, 100.000 - 1.000.000, sau
100.000 - 10.000.000 de ori mai mare decat K4 a AB nemodificat cu un MM si un CM sau a AB
parental citre tinti. In schimb, afinitatea de legare a AB modificat cu un MM si un CM citre tinti
este de cel putin 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1.000, 2.500, 5.000, 10.000, 50.000, 100.000,
500.000, 1.000.000, 5.000.000, 10.000.000, 50.000.000 sau mai mare sau intre 5 - 10, 10 - 100, 10
- 1.000, 10 - 10.000, 10 - 100.000, 10 - 1.000.000, 10 - 10.000.000, 100 - 1.000, 100 - 10.000, 100
- 100.000, 100 - 1.000.000, 100 - 10.000.000, 1.000 - 10.000, 1.000 - 100.000, 1.000 - 1.000.000,
1000 - 10.000.000, 10.000 - 100.000, 10.000 - 1.000.000, 10.000 - 10.000.000, 100.000 -
1.000.000 sau 100.000 - 10.000.000 de ori mai micd decat afinitatea de legare a AB nemodificat cu
un MM si un CM sau cu AB parental catre tinta.

Cand AB este modificat cu un MM si un CM si se afld in prezenta tintei, dar nu in
prezenta unui agent modificator (de exemplu, cel putin o proteaza), legarea specificd a AB la tinta
sa este redusd sau inhibatd, In comparatie cu legarea specifici a AB nemodificat cu un MM si un
CM sau cu AB parental la tinti. In comparatic cu legarea AB parental sau legarea unui AB
nemodificat cu un MM si un CM la {inta sa, capacitatea AB de a lega tinta atunci cand este
modificat cu un MM si un CM poate fi redusi cu cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% si chiar 100% pentru cel pufin 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30, 36, 48,
60, 72, 84, sau 96 de ore sau 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 sau 180 de zile sau 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11 sau 12 luni sau mai mult atunci cand este masurati in vivo sau intr-un test in vitro.

Asa cum este utilizat aici, termenul stare clivatd se referd la starea anticorpilor activabili
dupd modificarea CM prin cel putin o proteazd. Termenul stare neclivatd, asa cum este utilizat aici,
se referd la starea anticorpilor activabili in absenta clivarii CM de citre o proteaza. Dupa cum s-a
discutat mai sus, termenul ,anticorpi activabili” este utilizat aici pentru a se referi la un anticorp
activabil atat in starea sa neclivatd (nativa), cit si in starea sa clivatd. Va fi evident pentru un
specialist obisnuit calificat ¢, in unele realizdri, un anticorp activabil clivat poate sd nu aibA MM
datoritad clivirii CM prin proteazd, rezultind eliberarea a cel putin MM (de ex., in cazul in care
MM nu este unit cu anticorpii activabili printr-o legiturd covalenta (de ex., o legitura disulfurd
intre resturile de cisteind).

Prin activabil sau comutabil se intelege cd anticorpul activabil prezintd un prim nivel de
legare la o tintd atunci cand anticorpul activabil este intr-o stare inhibatd, mascatd sau neclivatd
(adicd, o prima conformatie) si un al doilea nivel de legare la {intd in starea neinhibatd, nemascatd
si/sau clivatd (adicd, o a doua conformatie), unde al doilea nivel de legare la tintd este mai mare
decat primul nivel de legare. In general, accesul tintei la AB-ul anticorpului activabil este mai
mare in prezenta unui agent de clivare capabil s cliveze CM, adica o proteazd, decat in absenta
unui astfel de agent de clivare. Astfel, atunci cind anticorpul activabil este in starea neclivatd, AB-
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ul este inhibat de legarea fintei si poate fi mascat de legarea tintei (adicd, prima conformatie este
astfel incat AB-ul nu poate lega tinta), iar in starea clivatd AB-ul este nu este inhibat sau este
nemascat pentru a lega tinta.

CM si AB ale anticorpilor activabili sunt selectati astfel incit AB sa reprezinte un radical
de legare pentru o {intd dati si CM sd reprezinte un substrat pentru o proteaza. In unele realiziri,
proteaza este colocalizati cu tinta la un situs de tratament sau la un situs de diagnoza la un subiect.
Asa cum este utilizat aici, colocalizat se referd la a fi in acelasi situs sau relativ in vecindtatea
apropiati. in unele realiziri, o proteazi cliveazi un CM care produce un anticorp activat care se
leagd la o tintd situatd in apropierea situsului de clivare. Anticorpii activabili dezvaluiti aici gdsesc
o utilizare speciald unde, de exemplu, o proteazad capabild si cliveze un situs iIn CM, adicid o
proteaza, este prezentd la niveluri relativ mai ridicate in tesutul care contine tinta al unui situs de
tratament sau in situsul de diagnozi decit in tesutul situsurilor de nontratament (de exemplu in
tesutul sinitos). In unele variante, un CM al dezviluirii este de asemenea clivat de una sau mai
multe alte proteaze. in unele realiziri, una sau mai multe alte proteaze sunt colocalizate cu tinta si
sunt responsabile pentru clivarea CM in vivo.

In unele realiziri, anticorpii activabili asigurd o toxicitate si/sau efecte secundare adverse
reduse care ar putea rezulta altfel din legarca AB la situsurile de nontratament dacd AB nu ar fi
mascat sau altfel inhibat de legarea la tinta.

In general, un anticorp activabil poate fi proiectat selectand un AB de interes si
construind restul anticorpului activabil astfel incat, atunci cand este constrans conformational, MM
sa asigure mascarea AB sau reducerea legirii AB la finta sa. Pentru a asigura aceasta caracteristicd
functionald, pot fi Iuate in considerare criteriile de proiectare structurald.

Sunt furnizati anticorpi activabili care prezintd un fenotip comutabil al unui interval
dinamic dorit pentru legarea tintei intr-o conformatie inhibatd versus una neinhibat. Intervalul
dinamic se referd in general 1a un raport de (a) un nivel maxim detectat al unui parametru sub un
prim set de conditii 1a (b) o valoare minima detectatd a acelui parametru sub un al doilea set de
conditii. De exemplu, in contextul unui anticorp activabil, intervalul dinamic se referd la raportul
dintre (a) un nivel maxim detectat de proteind tintd care se leagd de un anticorp activabil in
prezenta a cel putin unei proteaze capabile sa cliveze CM a anticorpilor activabili la (b) un nivel
minim detectat de proteind tintd care se leagd la un anticorp activabil in absenta proteazei.
Intervalul dinamic al unui anticorp activabil poate fi calculat ca raportul dintre constanta de
disociere a unui tratament cu agent de clivare al anticorpului activabil (de ex., enzimd) si constanta
de disociere a tratamentului cu agent de clivare al anticorpilor activabili. Cu cat este mai mare
intervalul dinamic al unui anticorp activabil, cu atat este mai bun fenotipul comutabil al
anticorpului activabil. Anticorpii activabili avand valori ale intervalului dinamic relativ mai mari
(de ex., mai mari de 1) prezintd fenotipuri de comutare mai dorite, astfel incat legarea proteinei
fintd de catre anticorpii activabili are loc intr-o mdsurd mai mare (de ex., apare predominant) in
prezenta unui agent de clivare (de ex., enzimd) capabil si cliveze CM a anticorpilor activabili decat
in absenta unui agent de clivare.

In anumite realiziri, MM nu este un partener natural de legare al AB. In unele realiziri,
MM nu contine nici o, sau substantial nici o omologie la orice partener natural de legare al AB. In
unele realizari, MM nu este mai mult de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75% sau 80% similar cu orice partener de legare natural al AB. In unele
realizédri, MM nu este mai mult de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70 %, 75% sau 80% identic cu orice partener natural de legare al AB. In unele
realiziri, MM nu este mai mult de 50% identic cu orice partener de legare natural al AB. In unele
realizari, MM nu este mai mult de 25% identic cu orice partener de legare natural al AB. In unele
realiziri, MM nu este mai mult de 20% identic cu orice partener de legare natural al AB. In unele
realiziri, MM nu este mai mult de 10% identic cu orice partener natural de legare al AB.

In multe realiziri se poate dori si se introducd unul sau mai multi lianti, de ex., lianti
flexibili, in constructia anticorpului activabil, astfel incat sa se asigure flexibilitate la una sau mai
multe dintre jonctiunea MM-CM, jonctiunea CM-AB sau ambele. De exemplu, AB, MM si/sau
CM pot sa nu confind un numir suficient de reziduuri (de ex., Gly, Ser, Asp, Asn, in special Gly si
Ser, in particular Gly) pentru a oferi flexibilitatea doritd. Ca atare, fenotipul comutabil al unor
astfel de constructii de anticorp activabil poate beneficia de introducerea unuia sau mai multor
aminoacizi pentru a asigura un liant flexibil. In plus, asa cum este descris mai jos, cand anticorpul
activabil este furnizat ca o constructie constransa conformational, un liant flexibil poate fi introdus
operational pentru a facilita formarea si men{inerea unei structuri ciclice in anticorpul activabil
neclivat.
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In prezenta inventie, anticorpul activabil cuprinde urméitoarea formula (unde formula de
mai jos reprezintd o secventd de aminoacizi fie in directia N- la C-terminal sau fie in direcfia C- la
N-terminal):

(MM)-LP1-(CM)-LP2-(AB)

in plus, formula de mai sus asiguri secvente de aminoacizi suplimentare care pot fi pozitionate N-
terminal sau C-terminal la elementele de anticorpi activabili. Exemplele includ, dar nu se limiteaza
la, radicali de tintire (de ex., un ligand pentru un receptor al unei celule prezente intr-un tesut tinta)
si radicali de extindere a timpului de injumadtitire seric (de ex., polipeptide care leagd proteinele
serice, cum ar fi imunoglobulina (de ex., IgG) sau albumina serica (de ex., albumina sericd umand
(HAS)).

CM este clivata specific de cel putin o proteaza la o ratd de aproximativ 0.001 - 1500 x
10* M1S! sau cel putin 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100,
125, 150, 200, 250, 500, 750, 1000, 1250 sau 1500 x 10* M"'S™". In unele realiziri, CM este clivat
specific la o rati de aproximativ 100.000 M™'S™. In unele realiziri, CM este clivat specific la o rati
de la aproximativ 1x10E2 la aproximativ 1x10E6 M'S! (adicd, de la aproximativ 1x10? la
aproximativ 1x10° M1S™).

Pentru clivarea specificd de citre o enzimad, se face contactul dintre enzimi si CM. Cand
anticorpul activabil cuprinzand un AB cuplat la un MM si un CM este in prezenta tintei si a unei
activitafi enzimei suficiente, CM poate fi clivat. Activitatea enzimatica suficientd se poate referi la
capacitatea enzimei de a intra in contact cu CM si de a efectua clivarea. Se poate imagina cu
usurintd ca o enzimd poate fi in vecindtatea CM, dar incapabild si cliveze din cauza altor factori
celulari sau a modificarii proteinei enzimei.

Liantii adecvati pentru utilizare in prezenta inventie sunt in general cei care asigurd
flexibilitatea AB-ului modificat sau a anticorpilor activabili pentru a facilita inhibarea legarii AB
la tintd. Astfel de lianti sunt referiti in general ca lianti flexibili. Liantii adecvati pot fi usor
selectati si pot fi de oricare dintre diferitele lungimi potrivite. in prezenta inventie LP1 cuprinde
secven{a de aminoacizi din SECV ID NR: 207 si LP2 cuprinde secventa de aminoacizi din SECV
ID NR: 38.

Specialistii obisnuiti in domeniu vor recunoaste ci proiectareca anticorpilor activabili
poate include lianti care sunt total sau parfial flexibili, astfel incat liantul poate include un liant
flexibil, precum si una sau mai multe portiuni care conferd o structurd mai putin flexibila pentru a
asigura o structura doriti de anticorpi activabili.

Dezviluirea oferd de asemenea, compozitii si metode care includ anticorpul activabil
conjugat conform revendicarilor. Compozitiile si metodele furnizate aici permit atasarea a doi
agenti la doud reziduuri de cisteind in AB fird a compromite activitatea (de ex., mascarea,
activarea sau activitatea de legare) anticorpului anti-CD71 activabil. In unele realiziri,
compozitiile si metodele furnizate aici permit atasarea a doi agenti la doud reziduuri de cisteind in
AB fard a reduce sau perturba altfel una sau mai multe legaturi disulfurd in MM. Compozitiile si
metodele furnizate aici produc un anticorp anti-CD71 activabil care este conjugat cu doi agenti,
asa cum este definit in revendicdri. Compozitiile si metodele furnizate aici produc anticorpi anti-
CD71 activabili conjugati in care MM pistreaza capacitatea de a masca efectiv si eficient AB-ul
anticorpului activabil intr-o stare neclivatd. Compozitiile si metodele furnizate aici produc
anticorpi anti-CD71 activabili conjugati, in care anticorpul activabil este incd activat, adicd clivat,
in prezenta unei proteaze care poate cliva CM.

Anticorpii anti-CD71 activabili au doud puncte de conjugare pentru un agent. in unele
realizari, punctele de conjugare sunt atomii de sulf implicati in legiturile disulfurice. in unele
realizari, punctele de conjugare sunt atomii de sulf implicati in legdturile disulfurice intercatenare.
in unele realiziri, punctele de conjugare sunt atomii de sulf implicati in legiturile sulfurice
intercatenare, dar nu si atomii de sulf implicati in legiturile disulfurice intercatenare. In unele
realizdri, punctele de conjugare sunt atomii de sulf sau cisteind sau alte reziduuri de aminoacizi
care contin un atom de sulf. Astfel de reziduuri pot apare natural in structura anticorpului sau pot fi
incorporate in anticorp prin mutagenezd directionatd la situs, conversie chimicd sau incorporare
gresitd a aminoacizilor nenaturali.

De asemenea, o parte a prezentei dezviluiri, dar nu si a inventiei revendicate, o constituie
metodele de preparare a unui conjugat al unui anticorp anti-CD71 activabil care are una sau mai
multe legituri disulfurice intercatenare in AB si una sau mai multe legituri disulfurice
intercatenare in MM si este furnizat un medicament reactiv cu tioli liberi. Metoda include, in
general, reducerea partiald a legiturilor disulfurice intercatenare in anticorpul activabil cu un agent
reducitor, cum ar fi, de exemplu, TCEP; si conjugarea medicamentului reactiv cu tioli liberi la
anticorpul activabil redus partial. Asa cum este utilizat aici, termenul de reducere partiala se referd
la situatii in care un anticorp anti-CD71 activabil este contactat cu un agent reducdtor si mai putin
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decit toate legiturile disulfurice, de ex., mai pufin decat toate situsurile posibile de conjugare sunt
reduse. In unele realiziri, mai putin de 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%,
65%, 60%, 55%, 50%, 45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10% sau mai putin de 5% din toate
situsurile posibile de conjugare sunt reduse.

In alte aspecte ale prezentei dezviluiri care nu sunt parte din inventia revendicati, este
furnizati o metodd de reducere si conjugare a unui agent, de ex., un medicament, la un anticorp
anti-CD71 activabil care are ca rezultat selectivitatea in plasarea agentului. Metoda include, in
general, reducerea parfiald a anticorpului anti-CD71 activabil cu un agent de reducere, astfel incat
orice situsuri de conjugare din radicalul de mascare sau altd portiune non-AB a anticorpului
activabil sd nu fie reduse si conjugarea agentului cu tiolii intercatenari in AB. Situsurile de
conjugare sunt selectate astfel incit sd permitd plasarea doritd a unui agent pentru a permite ca
conjugarea si aibd loc la un situs dorit. Agentul reducitor este, de exemplu, TCEP. Conditiile
reactiei de reducere, cum ar fi, de exemplu, raportul dintre agentul reducitor si anticorpul
activabil, lungimea incubatiei, temperatura in timpul incubatiei, pH-ul solutiei de reactie de
reducere etc., sunt determinate prin identificarea conditiilor care produc un anticorp activabil
conjugat in care MM pistreazd capacitatea de a masca efectiv si eficient AB-ul anticorpului
activabil intr-o stare neclivatd. Raportul dintre agentul de reducere si anticorpul anti-CD71
activabil va varia in functie de anticorpul activabil. in unele realiziri, raportul dintre agentul
reducitor si anticorpul anti-CD71 activabil va fi in intervalul de la aproximativ 20: 11a 1: 1, de la
aproximativ 10: 1 la 1: 1, de la aproximativ 9: 1 la 1: 1 de la aproximativ 8: 1 1a 1: 1, de la
aproximativ 7: 1 la 1: 1, de la aproximativ 6: 1 la 1: 1, de la aproximativ 5: 1 la 1: 1, de la
aproximativ 4: 1 la 1: 1, de la aproximativ 3: 1 la 1: 1, de la aproximativ 2: 1 la 1: 1, de la
aproximativ 20: 1 1a 1: 1,5, de la aproximativ 10: 1 1a 1: 1,5, de la aproximativ 9: 11a 1: 1,5, de la
aproximativ 8: 1 la 1: 1,5, de la aproximativ 7: 1 la 1: 1,5, de la aproximativ 6: 1 1a 1: 1,5, de la
aproximativ 5: 1 la 1: 1,5, de la aproximativ 4: 1 la 1: 1,5, de la aproximativ 3: 1 1a 1: 1,5, de la
aproximativ 2: 11a 1: 1,5, de la aproximativ 1,5: 1 1a 1: 1,5, sau de la aproximativ 1: 11a 1: 1,5. In
unele realiziri, raportul este in intervalul de la aproximativ 5: 1 la 1: 1. In unele realiziri, raportul
este in intervalul de la aproximativ 5: 1 1a 1,5: 1. In unele realiziri, raportul este in intervalul de la
aproximativ 4: 1 la 1: 1. In unele realiziri, raportul este in intervalul de la aproximativ 4: 11a 1,5:
1. In unele realiziri, raportul este in intervalul de la aproximativ 8: 1 la aproximativ 1: 1. In unele
realizari, raportul este in intervalul de la aproximativ 2,5: 11a 1: 1.

In unele aspecte care nu fac parte dintr-o parte a inventiei revendicate, este furnizatd o
metodd de reducere a legiturilor disulfurice intercatenare in AB-ul unui anticorp anti-CD71
activabil si conjugarea unui agent, de ex., un agent care contine tiol, cum ar fi un medicament, la
tiolii intercatenari rezultanfi pentru a localiza selectiv agentul pe AB. Metoda include, in general,
reducerea partiald a AB-ului cu un agent reducitor pentru a forma cel putin doi tioli intercatenari
fard a forma toti tiolii intercatenari posibili in anticorpul activabil; si conjugarea agentului cu tiolii
intercatenari ai AB-ului redus partial. De exemplu, AB-ul anticorpului activabil este redus partial
timp de aproximativ 1 ord la aproximativ 37°C la un raport dorit de agent reducitor: anticorp
activabil. In unele realizdri, raportul dintre agentul reducdtor si anticorpul activabil va fi in
intervalul de la aproximativ 20: 1 la 1: 1, de la aproximativ 10: 1 la 1: 1, de la aproximativ 9: 1 la
1: 1, de la aproximativ 8: 1 1a 1: 1, de la aproximativ 7: 1 1a 1: 1, de la aproximativ 6: 11a 1: 1, de
la aproximativ 5: 1 la 1: 1, de la aproximativ 4: 1 la 1: 1, de la aproximativ 3: 1 1a 1: 1, de la
aproximativ 2: 1 la 1: 1, de la aproximativ 20: 1 1a 1: 1,5, de la aproximativ 10: 1 1a 1: 1,5, de la
aproximativ 9: 1 la 1: 1,5, de la aproximativ 8: 1 la 1: 1,5, de la aproximativ 7: 1 1a 1: 1,5, de la
aproximativ 6: 1 la 1: 1,5, de la aproximativ 5: 1 la 1: 1,5, de la aproximativ 4: 1 1a 1: 1,5, de la
aproximativ 3: 1 la 1: 1,5, de la aproximativ 2: 1 la 1: 1,5, de la aproximativ 1,5: 1 1a 1: 1. 5, sau
de l1a aproximativ 1: 1 1a 1: 1,5. In unele realiziri, raportul este in intervalul de la aproximativ 5: 1
la 1: 1. In unele realiziri, raportul este in intervalul de la aproximativ 5: 1 la 1,5: 1. in unecle
realizri, raportul este in intervalul de la aproximativ 4: 1 la 1: 1. in unele realiziri, raportul este in
intervalul de la aproximativ 4: 1 la 1,5: 1. In unele realiziri, raportul este in intervalul de la
aproximativ 8: 1 la aproximativ 1: 1. In unele realiziri, raportul este in intervalul de la aproximativ
2,5:11a1:1.

Reactivul care contine tiol poate fi, de exemplu, cisteind sau N-acetil cisteind. Agentul
reducitor poate fi, de exemplu, TCEP. In unele realiziri, anticorpul activabil redus poate fi
purificat inainte de conjugare, utilizAnd, de exemplu, cromatografiec pe coloand, dializd sau
diafiltrare. Alternativ, anticorpul redus nu este purificat dupa reducerea partiald si inainte de
conjugare.

In alte aspecte care nu sunt parte din inventia revendicatd, o metodd de reducere si
conjugare a unui agent, de ex., un medicament, la un anticorp anti-CD71 activabil are ca rezultat
selectivitatea in plasarea agentului prin furnizarea unui anticorp anti-CD71 activabil cu un numéir
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si pozitii definite de reziduuri de lizind si/sau cisteina. In unele realiziri, numérul definit de resturi
de lizind si/sau cisteind este mai mare sau mai mic decit numarul de reziduuri corespunzitoare din
secventa de aminoacizi a anticorpului pdrinte sau a anticorpului activabil. in unele realiziri,
numdrul definit de reziduuri de lizind si/sau cisteind poate conduce la un numir definit de
echivalenti de agent care pot fi conjugati cu anticorpul anti-CD71 sau anticorpul anti-CD71
activabil. In unele realiziri, numirul definit de reziduuri de lizind si/sau cisteini poate conduce la
un numdr definit de echivalenti de agent care pot fi conjugati cu anticorpul anti-CD71 sau
anticorpul anti-CD71 activabil intr-un mod specific situsului. In unele realiziri, anticorpul
activabil modificat este modificat cu unul sau mai mul{i aminoacizi nenaturali intr-o maniera
specifica situsului, astfel, in unele realizdri, limitind conjugarea agentilor doar la situsurile de
aminoacizi nenaturali. In unele realiziri, anticorpul anti-CD71 sau anticorpul anti-CD71 activabil
cu un numdr si pozifii definite de reziduuri de lizind si/sau cisteind poate fi partial redus cu un
agent reducdtor, asa cum s-a discutat aici, astfel incat orice situsuri de conjugare din radicalul de
mascare sau alte portiuni nonAB ale anticorpului activabil nu sunt reduse si conjugind agentul cu
tiolii intercatenari in AB.

Prezenta inventie se referd la un anticorp activabil conjugat care cuprinde urmdtoarea
structurd sau o sare a acesteia:

) N W’A\/\\/‘ﬂ“

“NH
0% "hH;
Formula (I)
(a) in care
(i) AB este un anticorp care se leaga specific la CD71 uman si cuprinde
i o regiune variabild a lantului greu care cuprinde o secventd CDRH1 cuprinzand SECV ID

NR: 9, o secventd CDRH2 cuprmzand SECV ID NR: 10 si o secventd CDRH3 cuprinzand SECV
ID NR: 11; si

ii. o regiune variabild a lantului usor cuprinzand o secventd CDRL1 cuprinzind SECV ID
NR: 12 sau SECV ID NR: 13, o secventd CDRL2 cuprinzind SECV ID NR: 14 si o secventi
CDRL3 cuprinzand SECV ID NR: 15;

(i1) MM este un radical de mascare care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR:
18, in care MM inhibd legarea AB-ului la CD71 uman atunci cand anticorpul activabil conjugat
este intr-o stare neclivata;

(iii) LP1 este un prim radical de legiturd care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID
NR: 207;

@iv) CM este un radical clivabil cuprinzand secventa din SECV ID NR: 156, in care CM este o
polipeptidi care functioneaza ca un substrat pentru o proteaza; si

) LP2 este un al doilea radical de legiturd cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV ID
NR: 38; si
(b) in care ,,n" este 2.

In prezenta inventie, agentul, monometil auristatin E (MMAE), este legat la AB utilizand
un liant maleimid caproil-valind-citrulind, si aceastd constructie de incarcare utild a liantului este
referitd aici ,,vc-MMAE". Structura ve-MMAE este prezentati mai jos:

¢

0 O = .
H I
0 ~ A N ll\ﬁ‘/ N\> o 1+
v Q 0 07Ny TN D e
LP1.CMLP2-ABwand 1 H U E i W~
MM-LP1-CM-LP2.AB: MLW’N\:’H‘g‘ \ﬁ/\ 1 PR @%\\gf O\)\f NG
o i :
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ve-MMAE

FL AL D?*ﬁ%o
! :

NH

O >NH,

In unele realiziri AB cuprinde un izotip IgG1. In unele realiziri AB este un anticorp
avind o regiune constantd a lantului greu, in care reziduul C-terminal al regiunii constante a
lantului greu nu este o lizini. In unele realiziri, glutamatul N-terminal fie pe lantul greu si/sau pe
lantul usor este optional fie piroglutamat, fie modificat post-translational la piroglutamat.

In unele realiziri de anticorpi activabili conjugati conform prezentei inventii, AB include
o regiune variabild a lantului greu incluzind o secventd a SECV ID NR: 5 si o regiune variabila a
lantului usor incluzind o secventd a SECV ID NR: 7.

In unele realiziri ale prezentei inventii, AB include un lant greu care include o secventi
din SECV ID NR: 167 si un lant usor care include o secventa din SECV ID NR: 19.

In unele realiziri ale prezentei inventii, AB include un lant greu care include o secventi
din SECV ID NR: 167 si un lant usor care include o secventi din SECV ID NR: 169. in unele
realizari ale prezentei inventii, AB include un lan{ greu care include o secventd a SECV ID NR:
167 si un lant usor care include o secventd a SECV ID NR: 201.

Cuplarea poate fi realizatd prin orice reactie chimicd care va lega cele doud molecule
atata timp cat anticorpul si celdlalt radical isi pastreazi activitatile lor respective. Aceasta legiturd
poate include multe mecanisme chimice, de exemplu legarea covalentd, afinitatca de legare,
intercalarea, legarea coordonatelor si complexarea. In unele realiziri, legarea este, totusi, legarea
covalentd. Legarea covalentd poate fi realizatd fie prin condensarca directd a catenclor laterale
existente, fie prin incorporarea moleculelor de punte externe. Multi agenti de legaturd bivalenti sau
polivalenti sunt utili in cuplarea moleculelor de proteine, cum ar fi anticorpii din prezenta
dezviluire, cu alte molecule. De exemplu, agentii reprezentativi de cuplare pot include compusi
organici, cum ar fi tioesterii, carbodiimidele, esterii de succinimide, diizocianatii, glutaraldehida,
diazobenzenii si diaminele hexametilend. Aceastd listare nu intenfioneazd si fie exhaustiva
diferitelor clase de agenti de cuplare cunoscufi in domeniu, ci, mai degrabd, este exemplificativd
pentru agentii de cuplare mai uzuali. (Vezi Killen si Lindstrom, Jour. Imun. 133: 1335-2549
(1984); Jansen si colab., Immunological Reviews 62: 185-216 (1982); si Vitetta si colab., Science
238: 1098 (1987).

In unele realiziri, in plus fati de compozitiile si metodele furnizate aici, anticorpul
activabil conjugat poate fi de asemenea, modificat pentru conjugarea specificd situsului prin
secvenfe de aminoacizi modificate inserate sau altfel incluse In secventa de anticorp activabil.
Aceste secvente de aminoacizi modificate sunt concepute pentru a permite plasarea si/sau dozarea
controlatd a agentului conjugat intr-un anticorp activabil conjugat. De exemplu, anticorpul
activabil poate fi modificat genetic pentru a include substitutii de cisteind in pozitii pe lanturile
usoare si grele care furnizeazd grupdri tiol reactive si nu impacteazi negativ asupra plierii si
asambldrii proteinelor si nici nu modificd legarea la antigen. In unele realiziri, anticorpul activabil
poate fi modificat genetic pentru a include sau altfel introduce unul sau mai multe reziduuri de
aminoacizi nenaturali in anticorpul activabil pentru a furniza situsuri adecvate pentru conjugare. In
unele realiziri, anticorpul activabil poate fi modificat genetic pentru a include sau altfel introduce
secvente de peptide activabile enzimatic in secventa de anticorp activabil.

Liantii adecvati sunt descrisi in literaturd. (Vezi, de exemplu, Ramakrishnan, S. si colab.,
Cancer Res. 44: 201-208 (1984) care descrie utilizarea MBS (ester M-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida). A se vedea, de asemenea, brevetul SUA nr. 5.030.719, care descrie utilizarea
derivatului de hidrazidi acetil halogenati cuplat la un anticorp pe calea liantului oligopeptidic. In
unele realiziri, liantii adecvati includ: (i) EDC (1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodiimida
clorhidrat; (ii)) SMPT (4-succinimidiloxicarbonil-alfa-metil-alfa-(2-pridil-ditio)-toluen (Pierce
Chem. Co., Cat. (21558G); (iii) SPDP (succinimidil-6 [3- (2-piridilditio) propionamido]hexanoat
(Pierce Chem. Co., Cat # 21651G); (iv) Sulfo-LC-SPDP (sulfosuccinimidil 6 [3- (2-piridilditio)-
propianamidd]hexanoat (Pierce Chem. Co. Cat. # 2165-G); si (v) sulfo-NHS (N-hidroxisulfo-
succinimidi: Pierce Chem. Co., Cat. # 24510) conjugat cu EDC. Liantii suplimentari includ, dar
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mu se limiteazi la, SMCC ((succinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilat), sulfo-
SMCC (sulfosuccinimidil 4- (N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilat), SPDB (N -
succinimidil-4-(2-piridilditio)butanoat) sau sulfo-SPDB (N-succinimidil-4-(2-piridilditio)-2-sulfo
butanoat).

Liantii descrisi mai sus contin componente care au atribute diferite, ducind astfel la
conjugati cu proprietati fizico-chimice diferite. De exemplu, esterii sulfo-NHS de alchil carboxilati
sunt mai stabili decat esterii sulfo-NHS de carboxilafi aromatici. Lian{ii care contin NHS-ester
sunt mai pufin solubili decit esterii sulfo-NHS. Mai mult, liantul SMPT contine o legaturd
disulfura oprita steric si poate forma conjugati cu stabilitate crescuta. Legaturile disulfurice sunt in
general, mai pufin stabile decat alte legdturi, deoarece legitura disulfurd este clivatd in vitro,
rezultand mai putini conjugati disponibili. Sulfo-NHS, in special, poate spori stabilitatea cuplajelor
carbodimidice. Cuplajele carbodimidice (cum ar fi EDC) cind sunt utilizate impreund cu sulfo-
NHS, formeaz3 esteri care sunt mai rezistenti la hidrolizd decat reactia de cuplare carbodimida
singurd.

In unele realizari, liantii sunt clivabili. In unele realiziri, liantii nu sunt clivabili. in unele
realizdri, sunt prezen{i doi sau mai mulfi lianti. Cei doi sau mai mul{i lianti sunt toti la fel, adica,
clivabili sau neclivabili, sau cei doi sau mai mul{i lianti sunt diferiti, adicd, cel putin unul clivabil
si cel pufin unul neclivabil.

Prezenta dezviluire utilizeazi mai multe metode pentru atasarea agentilor la AB-uri: (a)
atasarea la radicalii de carbohidrati ai AB sau (b) atasarea la grupdrile sulthidril ale AB sau (c)
atasarea la grupdrile amino ale AB sau (d) atasarea la grupdrile carboxilat ale AB. Conform
dezvaluirii, AB-urile pot fi atasate covalent la un agent printr-un liant intermediar avand cel putin
doud grupari reactive, una pentru a reactiona cu AB si una pentru a reactiona cu agentul. Liantul,
care poate include orice compus organic compatibil, poate fi ales astfel incat reactia cu AB-ul (sau
agentul) sd nu afecteze advers reactivitatea si selectivitatea AB-ului. Mai mult, atasarea liantului la
agent ar putea si nu distrugd activitatea agentului. Lianti adecvati pentru reactia cu anticorpi
oxidati sau fragmentele de anticorpi oxidati ii includ pe cei care contin o amind selectatd din
grupul constind din grupdri de amind primard, amind secundard, hidrazind, hidrazida,
hidroxilamind, fenilhidrazind, semicarbazidi si tiosemicarbazidd. Astfel de grupdri functionale
reactive pot exista ca parte a structurii liantului sau pot fi introduse prin modificarea chimicd
adecvatd a liantilor care nu contin astfel de grupdri.

Conform prezentei dezvaluiri, iantii adecvati pentru atasarea la AB-urile reduse ii includ
pe cei care au anumite grupdri reactive capabile s reactioneze cu o grupare sulfhidril a unui
anticorp sau fragment redus. Astfel de grupdri reactive includ, dar nu se limiteaza la: grupari
haloalchil reactive (incluzind, de exemplu, grupari haloacetil), grupdri p-mercuribenzoat si grupari
capabile de reactii de aditie de tip Michael (incluzind, de exemplu, maleimide si grupiri de tipul
descris de Mitra si Lawton, 1979, J. Amer. Chem. Soc. 101: 3097-3110).

Conform prezentei dezvaluiri, liantii adecvati pentru atasarea la Ab-urile nici oxidate si
nici reduse i includ pe cei care au anumite grupdri functionale capabile s reactioneze cu grupdrile
amino primare prezente in reziduurile de lizind nemodificate din Ab. Astfel de grupari reactive
includ, dar nu se limiteaza la, esteri NHS carboxilici sau carbonici, esteri sulfo-NHS carboxilici
sau carbonici, esteri 4-nitrofenil carboxilici sau carbonici, esteri pentafluorofenil carboxilici sau
carbonici, acil imidazoli, izocianati si izotiocianafi.

Conform prezentei dezvaluiri, liantii adecvati pentru atasarea la Ab-urie nici oxidate si
nici reduse ii includ pe aceia care au anumite grupdri functionale capabile sd reactioneze cu
grupdrile de acid carboxilic prezente in reziduurile de aspartat sau glutamat din Ab, care au fost
activate cu reactivi adecvati. Reactivii de activare adecvati includ EDC, cu sau fard NHS sau sulfo-
NHS adiugat, si alti agenti de deshidratare utilizati pentru formarea carboxamidei. In aceste
cazuri, grupdrile functionale prezente in liantii adecvati ar include amine primare si secundare,
hidrazine, hidroxilamine si hidrazide.

Agentul poate fi atasat la liant inainte sau dupa ce liantul este atasat la AB. In anumite
aplicatii poate fi de dorit sd se produca mai intii un intermediar al AB-liantului in care liantul este
fard un agent asociat. in functie de aplicafia particulard, un agent specific poate fi apoi atasat
covalent la liant. In unele realizri, AB-ul este mai intai atasat la MM, CM si liantii asociati si apoi
atasat la liant in scopuri de conjugare.

Lianti ramificafi: in realizdrile specifice, sunt utiliza{i lianti ramificati care au mai multe
situsuri pentru atasarea agentilor. Pentru liantii cu situsuri multiple, o singura atasare covalentd la
un AB ar avea ca rezultat un AB-liant intermediar capabil s lege un agent la un numir de situsuri.
Situsurile pot fi grupdri aldehida sau sulfhidril sau orice situs chimic la care pot fi atasafi agenti.

in unele realiziri, o activitate specifici mai mare (sau un raport mai mare de agenti fati
de AB) poate fi obfinutd prin atasarea unui singur liant de situs la o multitudine de situsuri pe AB.
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Aceasti pluralitate de situsuri poate fi introdusi in AB prin oricare dintre cele doud metode. In
primul rand, se pot genera mai multe grupari aldehid si/sau grupiri sulfhidril in acelasi AB. In al
doilea rand, se poate atasa la o aldehidi sau sulthidril ale AB-ului un ,liant ramificat” avand mai
multe situsuri funcfionale pentru atasarea ulterioard la lianti. Situsurile functionale ale liantului
ramificat sau liantului cu mai multe situsuri pot fi grupari aldehidi sau sulthidril sau pot fi orice
situs chimic la care pot fi atasafi lian{ii. Activitdfi specifice incd mai mari pot fi obtinute prin
combinarea acestor doud metode, adicd prin atasarea liantilor cu mai multe situsuri la mai multe
situsuri pe AB.

Lianyi clivabili: liantii peptidici care sunt sensibili la clivarea de citre enzimele sistemului
complementar, cum ar fi, dar fird a se limita la, activatorul u-plasminogen, activatorul
plasminogen de tesut, tripsina, plasmina sau o altd enzimi care are activitate proteoliticd pot fi
folositi intr-o realizare a dezvaluirii prezente. Conform unei metode a prezentei dezvaluiri, un
agent este atasat printr-un liant susceptibil de clivare printr-un complement. Anticorpul este
selectat dintr-o clasd care poate activa complementul. Conjugatul anticorp-agent activeaza astfel
cascada complementului si elibereazd agentul la situsul tintd. Conform unei alte metode a
prezentei dezvaluiri, un agent este atasat printr-un liant susceptibil la clivare de cdtre enzime care
au o activitate proteoliticd, cum ar fi un activator u-plasminogen, un activator plasminogen de
tesut, plasmind sau tripsind.

Exemple nelimitative de secvente de liant clivabil sunt furnizate in Tabelul (II).

Tabelul (II): secvente de liant exemplificative pentru conjugare

Tipuri de secvente clivabile Secventa de aminoacizi
Secvente clivabile cu plasmi
Pro-urokinaza PRFKIIGG (SECV ID NR: 110)
PRFRIIGG (SECV ID NR: 111)
TGFp SSRHRRALD (SECV ID NR: 112)
Plasminogen RKSSHIRMRDVVL (SECV ID NR: 113)
Stafilokinaza SSSFDKGKYKKGDDA (SECV ID NR: 114)
SSSFDKGKYKRGDDA (ID SECV NR: 115)
Secvente clivabile cu factor Xa IEGR (SECV ID NR: 116)

IDGR (SECV ID NR: 117)
GGSIDGR (SECV ID NR: 118)

Secvente clivabile MMP

Gelatinaza A PLGLWA (SECV ID NR: 119)
Secvente clivabile de colagenaza

Colagen de piele de vitel (catena al(1)) GPQGIAGQ (SECV ID NR: 120)
Colagen de piele de vitel (catena o2(1)) GPQGLLGA (SECV ID NR: 121)
Colagen de cartilaj bovin (catena al (1)) GIAGQ (SECV ID NR: 122)
Colagen de ficat uman (catena a1(I11)) GPLGIAGI (SECV ID NR: 123)
oM uman GPEGLRVG (SECV ID NR: 124)
PZP uman YGAGLGVYV (SECV ID NR: 125)

AGLGVVER (SECV ID NR: 126)
AGLGISST (ID SECV NR: 127)

aiM de sobolan EPQALAMS (SECV ID NR: 128)
QALAMSALI (SECV ID NR: 129)
o2M de sobolan AAYHLVSQ (SECV ID NR: 130)

MDAFLESS (SECV ID NR: 131)
oul3(2T) de sobolan ESLPVVAYV (SECV ID NR: 132)
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a1 13(277) de sobolan SAPAVESE (SECV ID NR: 133)
Colagenaza de fibroblast uman DVAQFVLT (SECV ID NR: 134)
(clivaje autolitice) VAQFVLTE (SECV ID NR: 135)

AQFVLTEG (SECV ID NR: 136)
PVQPIGPQ (SECV ID NR: 137)

In plus, agentii pot fi atasati prin legituri disulfurice (de exemplu, legiturile disulfurice pe
0 moleculd de cisteind) la AB. Deoarece multe tumori elibercazd in mod natural niveluri ridicate
de glutation (un agent reducdtor), acesta poate reduce legiturile disulfurice cu cliberarea ulterioard
a agentului la situsul de livrare. In unele realiziri, agentul reducitor care ar modifica un CM ar
modifica, de asemenea, liantul anticorpului activabil conjugat.

Distantieri si elemente clivabile: in unele realizdri, poate fi necesar si se construiasca
liantul in asa fel incat sd se optimizeze distanta dintre agent si AB-ul anticorpului activabil. Acest
lucru poate fi realizat prin utilizarea unui liant cu structura generali:

W-(CHn -Q

in care

W este fie --NH--CH;-- sau --CH;--;
Q este un aminoacid, peptidd; si

n este un intreg de la 0 1a 20.

in unele realiziri, liantul poate cuprinde un element distantier si un element clivabil.
Elementul distantier serveste la pozitionarea elementului clivabil departe de miezul AB-ului astfel
incat elementul clivabil si fie mai accesibil enzimei responsabile de clivare. Anumite legituri
ramificate descrise mai sus pot servi ca elemente de distantare.

De-a lungul acestei discutii, trebuie inteles cd atasarea liantului la agent (sau a
elementului de distantiere la elementul clivabil sau a elementului clivabil la agent) nu trebuie s fie
un mod particular de atasare sau reactie. Este acceptabila orice reactie care oferd un produs de
stabilitate si compatibilitate biologicd adecvata.

Complement seric si selectia lianfilor: Conform unei metode a prezentei dezvaluiri,
atunci cand se doreste eliberarea unui agent, se utilizeazd un AB care este un anticorp dintr-o clasi
care poate activa complementul. Conjugatul rezultat pastreaza atat capacitatea de a lega antigenul,
cat si de a activa cascada complementului. Astfel, in conformitate cu aceasti realizare a prezentei
dezvaluiri, un agent este legat la un capit al elementului de legare clivabil sau clivabil si celalalt
capat al gruparii de legare este atasat la un situs specific pe AB. De exemplu, dacd agentul are o
grupare hidroxi sau o grupare amino, acesta poate fi atasat la capdtul carboxi al unei peptide, al
aminoacidului sau a altui liant ales corespunzitor printr-o legiturd ester sau respectiv amidd. De
exemplu, astfel de agenti pot fi atasati la peptida liant printr-o reactie carbodimidica. Daci agentul
confine grupdri functionale care ar interfera cu atasarea la liant, aceste grupdri functionale
interferente pot fi blocate inainte de atasare si deblocate odatd ce produsul este ficut conjugat sau
intermediar. Capdtul opus sau amino al liantului este apoi utilizat fie direct, fie dupd o modificare
ulterioard pentru legarea la un AB care este capabil si activeze complementul.

Liantii (sau elementele de distantiere ale liantilor) pot avea orice lungime doritd, un capat
al acestora putand fi atasat covalent la situsuri specifice pe AB-ul anticorpului activabil. Celalalt
capat al liantului sau elementului de distantiere poate fi atasat la un liant de aminoacid sau peptida.

Astfel, atunci cand acesti conjugati se leagd la antigen in prezenta complementului,
legdtura amidicd sau estericd care ataseazd agentul la liant va fi clivatd, conducind la eliberarea
agentului in forma sa activd. Acesti conjugati, atunci cind sunt administrati unui subiect, vor
realiza livrarea si eliberarea agentului la situsul tinta.

Lianti pentru eliberare fard activarea complementului: Intr-o altd aplicatie de livrare
{intitd, se doreste eliberarea agentului fard activarea complementului, deoarece activarea cascadei
complementului va liza celula tintd. Prin urmare, aceastd abordare este utild cind livrarea si
eliberarea agentului ar trebui realizatd fard a ucide celula tintd. Acesti conjugati pot fi preparati
prin atasarea agentului la un AB care nu este capabil s activeze complementul printr-un liant care
este usor susceptibil la clivare prin proteaze serice. Cand acest conjugat este administrat unui
individ, complexele antigen-anticorp se vor forma rapid, in timp ce clivarea agentului va avea loc
lent, conducand astfel la eliberarea compusului la situsul tint3.

Agenti biochimici reticulati: In unele realiziri, anticorpul activabil poate fi conjugat cu
agentii terapeutici utilizdnd anumiti agenti biochimici reticulati. Reactivii de reticulare formeaza
punti moleculare care leagd impreund grupdri functionale de doud molecule diferite. Pentru a lega
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doud proteine diferite intr-o manierd treptatd, pot fi folosifi agenti reticulati hetero-bifunctionali

care elimina formarea nedoritd de homopolimeri.

Liantii peptidil clivabili prin proteazele lizozomale sunt de asemenea utili, de exemplu,
Val-Cit, Val-Ala sau alte dipeptide. In plus, pot fi utilizati lianfi acid-labili clivabili in mediu cu
pH scézut al lizozomului, de exemplu: eter bisialil. Alti lianti adecvati includ substraturi labile cu

catepsind, in special pe cele care prezintd o functie optima la un pH acidic.

Exemple de agenti de reticulare hetero-bifunctionali sunt mentionate in Tabelul (III).

Tabelul (IIT): Exemple de agenti de reticulare hetero-bifunctionali

AGENTI DE RETICULARE
HETERO-
BIFUNCTIONAL
Liant Reactiv citre Avantaje si aplicatii Lungimea bratului
distantier dupd reticulare
(Angstromi)
112 A
SMPT Sulthidrili amine Stabilitate mai mare
primare
SPDP Sulfhidrili amineReticulare clivabild de tiolare 6,8 A
primare
LC-SPDP Brat distantier extins 15,6 A
Sulthidrili amine
primare
15,6 A
Sulfo-LC- Sulthidrili amine Brat distan{ier extensibil solubil in
SPDP primare apa
Grupare reactivdi de maleimidill,6 A
SMCC Amine primare stabild
Sulfhidrilii Conjugarea enzima-anticorp
Conjugarea  proteinei  Hapten-
purtator
Sulfo-SMCC 11,6 A
Sulfhidrili amine Grupare reactivd de maleimida
primare stabild solubild in apd
Conjugare enzimi-anticorp
MBS Amine primare Conjugare enzima-anticorp 9,9 A
Sulfhidrili Conjugarea  proteinei  hapten-
Sulfo-MBS Sulthidrili amine purtdtoare solubild in apa 99 A
primare
SIAB Conjugarea enzima-anticorp 10,6 A
Sulthidrili amine
primare
Sulfo-SIAB Sulfhidsili amine Solubil in apd 10,6 A
primare
SMPB 14,5 A
Sulfhidrili amine Conjugare enzimi-anticorp cu brat
primare distantier extins
Sulfo-SMPB 14,5 A
Sulthidrili amine
primare Brat distantier extins solubil in apa
Conjugarea Hapten-purtitor
EDE/Sulfo-  Grupari carboxil 0
NHS amine primare
ABH Reactioneazd cu grupurile de 119A
Carbohidrati zahir
neselectivi

Lianti neclivabili sau atasament direct: in unele realizari ale dezvaluirii, conjugatul poate
fi proiectat astfel incit agentul si fie livrat la tintd, dar sd nu fie eliberat. Acest lucru poate fi

realizat prin atasarea unui agent la un AB fie direct, fie printr-un liant neclivabil.
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Acesti lian{i neclivabili pot include aminoacizi, peptide, D-aminoacizi sau al{i compusi
organici care pot fi modificati pentru a include grupdri functionale care pot fi ulterior utilizate ca
atasament la AB-uri prin metodele descrise aici. O formuld generald pentru un astfel de liant
organic ar putea fi
W-(CHn - Q
in care
W este fie --NH--CH;-- sau --CH;--;

Q este un aminoacid, peptidd; si
n este un intreg de la 0 1a 20.

Conjugati neclivabili: in unele realizdri, un compus poate fi atasat la AB-uri care nu
activeazd complementul. Atunci cind se utilizeazd AB-uri care sunt incapabile de activare a
complementului, acest atasament poate fi realizat folosind lianti care sunt susceptibili la clivare
prin complementul activat sau utilizand lianfi care nu sunt susceptibili la clivare prin
complementul activat.

Definitii:

Cu exceptia cazului in care nu se defineste altfel, termenii stiintifici si tehnici folosi{i in
legdtura cu prezenta dezviluire vor avea semnificatiile care sunt infelese in mod obisnuit de citre
specialistii in domeniu. Termenul ,,0” entitate se referd la una sau mai multe din acea entitate. De
exemplu, un compus se referd la unul sau mai multi compusi. Ca atare, termenii ,,0”, ,,un”, ,,unul
sau mai multi” si ,.cel putin unul” pot fi folositi In mod interschimbabil. Mai mult, cu exceplia
cazului in care contextul necesitd altfel, termenii singulari trebuie sd includd pluralitati, iar
termenii plurali si includd singularul. In general, nomenclaturile utilizate in legiturd cu, si
tehnicile de, culturd celulard si de tesuturi, biologie moleculara si chimia proteinelor si oligo- sau
polinucleotidelor si hibridizarea descrise aici sunt cele bine cunoscute si utilizate in mod obisnuit
in domeniu. Tehnicile standard sunt utilizate pentru ADN-ul recombinant, sinteza
oligonucleotidelor si cultura si transformarea tesuturilor (de ex., electroporare, lipofectie).
Reactiile enzimatice si tehnicile de purificare sunt efectuate in conformitate cu specificatiile
producitorului sau asa cum se realizeaza in mod obisnuit in domeniu sau asa cum este descris aici.
Tehnicile si procedurile de mai sus sunt efectuate in general in conformitate cu metodele
conventionale bine cunoscute in domeniu si asa cum sunt descrise in diferite referinte generale si
mai specifice care sunt citate si discutate pe parcursul prezentei specificatii. Vezi, de ex., Sambrook
si colab. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (edifia 2d, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)). Nomenclaturile utilizate in legdturd cu, si procedurile si
tehnicile de laborator ale chimiei analitice, chimiei organice sintetice si chimiei medicinale si
farmaceutice descrise aici sunt cele bine cunoscute si utilizate in mod obisnuit in domeniu.
Tehnicile standard sunt utilizate pentru sinteze chimice, analize chimice, preparari farmaceutice,
formulare si livrare si tratamentul pacientilor.

Dupd cum este utilizat in conformitate cu prezenta dezvaluire, urmdtorii termeni, cu
exceptia cazului in care se indicd altfel, vor fi intelesi ci au urmatoarele semnificatii:

Asa cum este utilizat aici, termenul ,,anticorp” se referd la molecule de imunoglobulina si
portiuni active imunologic de molecule de imunoglobulind (Ig), adicd molecule care confin un
situs de legare la antigen care leagd specific (imunoreactioneazd cu) un antigen. Prin ,legare
specificd” sau ,,imunoreactioneazd cu” sau ,legare imunospecificd” se intelege ci anticorpul
reactioneaza cu unul sau mai multi determinanti antigenici ai antigenului dorit si nu reactioneaza
cu alte polipeptide sau se leagi la o afinitate mult mai micd (Kq > 10).

Se stie ca unitatea structurald de anticorp de bazi cuprinde un tetramer. Fiecare tetramer
este compus din doud perechi identice de catene polipeptidice, fiecare pereche avand un lant
,usor” (aproximativ 25 kDa) si un lant ,.greu” (aproximativ 50-70 kDa). Portiunea amino-
terminald a fiecirei catene include o regiune variabild de aproximativ 100 pand la 110 sau mai
multi aminoacizi responsabili in principal de recunoasterea antigenului. Portiunea carboxi-
terminald a fiecdrui lant defineste o regiune constantd responsabild in primul rind de functia
efectoare. In general, moleculele de anticorpi obtinute de la oameni se referd la oricare dintre
clasele IgG, IgM, IgA, IgE si IgD, care diferd intre ele prin natura lantului greu prezent in
moleculd. Anumite clase au si subclase, precum IgGi, I1gG , si altele. Mai mult, la om, lantul usor
poate fi un lant kapa sau un lant lambda.

Termenul ,anticorp monoclonal” (mAb) sau ,,compozitie de anticorp monoclonal", asa
cum este utilizat aici, se referd la o populatie de molecule de anticorp care contine doar o specie
moleculard de moleculd de anticorp constdnd dintr-un produs unic al genei lanfului usor si un
produs unic al genei lantului greu. In special, regiunile determinante de complementaritate (CDR)
ale anticorpului monoclonal sunt identice in toate moleculele populatiei. MAb-urile contin un situs
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de legare la antigen capabil sd imunoreactioneze cu un epitop particular al antigenului caracterizat
printr-o afinitate de legare unicd pentru acesta.

Termenul ,situs de legare la antigen" sau ,portiune de legare" se referd la partea
moleculei de imunoglobulind care participd la legarea antigenului. Situsul de legare la antigen este
format din reziduuri de aminoacizi din regiunile variabile N-terminale (,,V") ale lanfurilor grele
(,,H") si usoare (,,L"). Trei intinderi foarte divergente in regiunile V ale lanturilor grele si usoare,
denumite ,regiuni hipervariabile”, sunt interpuse intre intinderi de flancare mai conservate
cunoscute ca ,regiuni cadru” sau ,,FR”. Astfel, termenul ,,FR" se referd la secvente de aminoacizi
care se gisesc in mod natural intre, si adiacente, regiunilor hipervariabile din imunoglobuline. intr-
o moleculd de anticorp, cele trei regiuni hipervariabile ale unui lanf usor si cele trei regiuni
hipervariabile ale unui lant greu sunt dispuse una fatd de cealalti in spatiul tridimensional pentru a
forma o suprafati care leagd antigenul. Suprafata care leagd antigenul este complementard
suprafetei tridimensionale a unui antigen legat, iar cele trei regiuni hipervariabile ale fiecadrui lant
greu si usor sunt denumite ,regiuni determinante de complementaritate” sau ,,CDR-uri”.
Atribuirea aminoacizilor la fiecare domeniu este in conformitate cu definitiile secventelor Kabat
de proteine de interes imunologic (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 si 1991)),
sau Chothia & Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987), Chothia si colab. Nature 342: 878-883
(1989).

Asa cum este utilizat aici, termenul ,,epitop" include orice determinant proteic capabil de
legare specificd la o imunoglobulind, un scFv sau un receptor de celule T. Termenul ,.epitop”
include orice determinant proteic capabil de legare specificd la o imunoglobulind sau la receptorul
de celule T. Determinantii epitopici constau de obicei din grupdri de suprafati active chimic ale
moleculelor, cum ar fi aminoacizii sau catenele laterale ale zahdrului si au, de obicei, caracteristici
structurale specifice tridimensionale, precum si caracteristici specifice de incircare. De exemplu,
anticorpii pot fi ridicati Impotriva peptidelor N-terminale sau C-terminale ale unei polipeptide. Se
spune ¢i un anticorp leagd specific un antigen atunci ciand constanta de disociere este < 1 ?M; in
unele realizari, < 100 nM si In unele realizari, < 10 nM

Asa cum se utilizeazd aici, termenii ,legare specificd", ,legare imunologicd" si
~proprietdti de legare imunologica" se referd la interactiunile necovalente de tip care apar intre o
moleculd de imunoglobulind si un antigen pentru care imunoglobulina este specificd. Rezistenfa
sau afinitatea interactiunilor de legare imunologica pot fi exprimate in termeni de constantd de
disociere (Kq¢) a interactiunii, in care un K4 mai mic reprezintd o afinitate mai mare. Proprietitile
de legare imunologicd ale polipeptidelor selectate pot fi cuantificate folosind metode bine
cunoscute in domeniu. O astfel de metoda presupune misurarea ratelor de formare si disociere a
situsului de legare a antigenului/complexului antigenic, in care acele rate depind de concentratiile
partenerilor complecsi, afinitatea interactiunii i parametrii geometrici care influenfeaza in mod
egal rata in ambele directii. Astfel, atit ,,constanta ratei de pornire” (K pomire), cat si ,,constanta ratei
de oprire” (Koprire) pot fi determinate prin calcularea concentratiilor si a ratelor reale de asociere si
disociere. (Vezi Nature 361: 186-87 (1993)). Raportul Koprire/Kpormire permite anularea tuturor
parametrilor care nu au legitura cu afinitatea si este egal cu constanta de disociere Kq. (Vezi, in
general, Davies si colab. (1990) Annual Rev Biochem 59: 439-473). Se spune cd un anticorp al
prezentei dezvaluiri se leagd specific la tintd, atunci cand constanta de legare (Kq4) este <1 pM, in
unele realizdri < 100 nM, in unele realizari < 10 nM, si in unele realizari < 100 pM la aproximativ
1 pM, masuratd prin teste cum ar fi testele de legare la radioligand sau teste similare cunoscute
specialistilor in domeniu.

Termenul ,,polinucleotidd izolatd", asa cum este utilizat aici, ar trebui sd insemne o
polinucleotidd de origine genomicd, ADNc sau sinteticd sau o combinatie a acestora, care in
virtutea originii sale ,,polinucleotidd izolatd" (1) nu este asociatd cu toate sau cu o portiune a
polinucleotidei in care ,,polinucleotida izolatd” se giseste in naturd, (2) este legatd operational la o
polinucleotidi de care nu este legati in naturd sau (3) nu apare in naturd ca parte a unei secvente
mai mari. Polinucleotidele in conformitate cu dezvaluirea includ moleculele de acid nucleic care
codificd moleculele de imunoglobulina ale lantului greu prezentate aici si molecule de acid nucleic
care codificd moleculele de imunoglobulind ale lantului usor prezentate aici.

Termenul proteind izolatd" mentionat aici inseamnd o proteind de ADNc, ARN
recombinant sau de origine sintetici sau o combinatie a acestora, care in virtutea originii sale sau a
sursei de derivare, ,,proteina izolatd" (1) nu este asociata proteinelor gasite in naturd, (2) nu contine
alte proteine din aceeasi sursd, de ex., nu confin proteine murine, (3) este exprimata de o celuld
dintr-o specie diferitd sau (4) nu apare in natura.

Termenul ,,polipeptidd" este utilizat aici ca termen generic pentru a se referi la proteine
native, fragmente sau analogi ai unei secvente de polipeptide. Prin urmare, fragmentele de proteine
native si analogii sunt specii din genul polipeptidic. Polipeptidele in conformitate cu dezviluirea
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cuprind moleculele de imunoglobulind ale lantului greu prezentate aici si moleculele de
imunoglobulind ale lantului usor prezentate aici, precum si molecule de anticorp formate din
combinatii cuprinzind molecule de imunoglobulind ale lantului greu cu molecule de
imunoglobulina ale lantului usor, cum ar fi moleculele de imunoglobulind ale lantului usor kapa si
viceversa, precum si fragmente si analogi ai acestora.

Termenul ,,care apare natural”, asa cum este utilizat aici, aplicat unui obiect, se referd la
faptul cd un obiect poate fi gdsit in naturd. De exemplu, o secventd de polipeptidi sau
polinucleotidi care este prezentd intr-un organism (inclusiv virusi) care poate fi izolatd dintr-o
sursd in naturd si care nu a fost modificatd intentionat de om in laborator sau altfel, este care apare
natural.

Termenul ,legat operational”, asa cum este utilizat aici, se referd la pozitiile
componentelor descrise astfel care sunt intr-o relatie care le permite sa functioneze in maniera lor
intentionatd. O secventd de control . legati operational” de o secventd de codificare este ligatd in
asa fel Incit expresia secventei de codificare este obtinuta in conditii compatibile cu secventele de
control.

Termenul ,,secventd de control”, asa cum este utilizat aici, se referd la secvente de
polinucleotide care sunt necesare pentru a efectua expresia si procesarea secventelor de codificare
la care ele sunt ligate. Natura acestor secvente de control diferd in functie de organismul gazda din
procariote, astfel de secvente de control includ in general promotor, situs de legare ribozomala si
secven{d de terminare a transcriptiei in eucariote, in general, astfel de secvente de control includ
promotori si secventd de terminare a transcriptiei. Termenul ,,secvente de control" este destinat sa
includa, cel putin, toate componentele a ciror prezentd este esentiald pentru exprimare si procesare
si poate include, de asemenea, componente suplimentare a ciror prezentd este avantajoasd, de
exemplu, secvente lider si secvente partenere de fuziune. Termenul ,polinucleotidd" cum s-a
mentionat aici, Inseamnd nucleotide cu cel putin 10 baze in lungime, fie ribonucleotide sau
deoxinucleotide sau o formad modificati a oricdrui tip de nucleotidd. Termenul include forme de
monocatenare si dublu catenare de ADN.

Termenul oligonucleotidd mentionat aici include nucleotide care apar natural si
modificate legate impreund prin legdturi oligonucleotidice care apar natural si care apar nenatural.
Oligonucleotidele sunt un subset de polinucleotide care cuprinde in general o lungime de 200 de
baze sau mai putin. In unele realiziri, oligonucleotidele au 10 pani la 60 de baze in lungime si in
unele realizari, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 sau 20 pand la 40 de baze in lungime.
Oligonucleotidele sunt de obicei monocatenare, de ex., pentru sonde, desi oligonucleotidele pot fi
dublu catenare, de ex., pentru utilizare in constructia unui mutant genetic. Oligonucleotidele din
dezviluire sunt oligonucleotide fie sens, fic antisens.

Termenul ,,nucleotide care apar natural” mentionat aici include dezoxiribonucleotidele si
ribonucleotidele. Termenul ,,nucleotide modificate” mentionat aici include nucleotide cu grupdri
zaharoase modificate sau substituite si altele asemenea. Termenul ,legdturi oligonucleotidice"
mentionat aici include legituri oligonucleotidice cum ar fi fosforotioate, fosforoditioate,
fosforoselerloate, fosforodiselenoate, fosforanilotioate, fosforaniladate, fosforonmidate si altele
asemenea. Vezi, de ex., LaPlanche si colab. Nucl. Acids Res. 14: 9081 (1986); Stec si colab. J. Am.
Chem. Soc. 106: 6077 (1984), Stein si colab. Nucl. Acids Res. 16: 3209 (1988), Zon si colab. Anti
Cancer Drug Design 6: 539 (1991); Zon si colab. Oligonucleotides and Analogues: A Practical
Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford Anglia (1991)); Stec si
colab. Brevetul SUA nr. 5.151.510; Uhlmann si Peyman Chemical Reviews 90: 543 (1990). O
oligonucleotidi poate include o etichetd pentru detectare, daca se doreste.

Asa cum este utilizat aici, cei doudzeci de aminoacizi conventionali si abrevierile lor
urmeaza utilizarea conventionald. Vezi Immunology - A Synthesis (Editia a 2-a, ES Golub si DR
Green, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass. (1991)). Stereoizomerii (de ex., D-
aminoacizii) din cei doudzeci de aminoacizi conventionali, aminoacizii nenaturali precum
aminoacizii a-, a-disubstituifi, aminoacizii N-alchil, acidul lactic si al{i aminoacizi neconventionali
pot fi de asemenea, componente adecvate pentru polipeptidele din prezenta dezviluire. Exemple
de aminoacizi neconventionali includ: 4 hidroxiprolind, y-carboxiglutamat, e-N,N,N-trimetililind,
e-N-acetililizind, O-fosfoserini, N-acetilserind, N-formilmetionind, 3-metilhistiding, 5-
hidroxilizind, ¢-N-metilarginind si alti aminoacizi i iminoacizi similari (de ex., 4-hidroxiprolind).
In notatia polipeptidic utilizatd aici, directia din stinga este directia amino terminald si directia
din dreapta este directia carboxi-terminald, in conformitate cu utilizarea si conventia standard.

In mod similar, dacd nu se specificd altfel, capitul din stinga al secventelor de
polinucleotide monocatenare este capdtul 5', directia din stinga a secventelor de polinucleotide cu
catend dubld este denumitd directia 5'. Directia de addugare 5' la 3' a transcriptiilor ARN native
este denumitd ca regiuni de secventd de directie de transcriptie pe catena de ADN avand aceeasi
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secven{d ca ARN si, cea este de la 5' 1a capdtul 5' al transcriptului ARN este denumitd ca ,.secvente
in amonte", regiunile de secventd pe catena ADN avand aceeasi secventd ca ARN si care sunt de la
3' pand la capatul 3' al transcriptului ARN sunt denumite ,,secvente in aval".

Asa cum se aplicd polipeptidelor, termenul ,.identitate substantiald” inseamnd cd doud
secvente de peptide, atunci cind sunt aliniate optim, cum ar fi prin programele GAP sau BESTFIT
folosind ponderi de gol implicite, partajeazd cel putin 80% identitate de secventd, in unele
realizari, cel putin 90% identitate de secventd, in unele realizdri, cel putin 95% identitate de
secventd si in unele realiziri, cel pufin 99% identitate de secvent.

In unele realiziri, pozitiile reziduurilor care nu sunt identice diferd prin substitutii
conservative de aminoacizi.

Termenul ,,fragment de polipeptidd" asa cum este utilizat aici se referd la o polipeptida
care are o deletie amino terminald si/sau carboxi-terminald si/sau una sau mai multe deletii interne,
dar unde secventa de aminoacizi rimasa este identicd cu pozitiile corespunzitoare deduse din
secventa care apare natural, de exemplu, dintr-o secventi ADNc de lungime completa.
Fragmentele au de obicei cel putin 5, 6, 8 sau 10 aminoacizi lungime, in unele realizari, cel putin
14 aminoacizi lungime, in unele realiziri, cel pufin 20 aminoacizi lungime, de obicei cel putin 50
aminoacizi lungime, si in unele realizdri, cel pufin 70 de aminoacizi lungime. Termenul ,,analog",
asa cum este utilizat aici, se referd la polipeptide care sunt compuse dintr-un segment de cel putin
25 de aminoacizi care are o identitate substantiald la o portiune a unei secvente de aminoacizi
deduse si care are legare specifica la tintd, in conditii de legare adecvate. De obicei, analogii
polipeptidici cuprind o substitutie conservatoare de aminoacizi (sau addugare sau deletie) in raport
cu secventa care apare natural. Analogii au in mod tipic cel pufin 20 de aminoacizi lungime in
unele realizdri, cel putin 50 de aminoacizi lungime sau mai multi si pot fi adesea la fel de lungi ca
o polipeptida care apare natural de lungime completa.

Termenul ,,agent" este utilizat aici pentru a desemna un compus chimic, un amestec de
compusi chimici, 0 macromoleculd biologica sau un extract realizat din materiale biologice.

Asa cum sunt utilizafi aici, termenii ,.etichetd" sau ,.etichetat" se referd la incorporarea
unui marker detectabil, de ex., prin incorporarea unui aminoacid etichetat radio sau prin atasarea la
o polipeptidd de radicali biotinil care poate fi detectatd cu avidind marcata (de ex., streptavidind
confinand un marker fluorescent sau activitate enzimaticd care poate fi detectatd prin metode
optice sau calorimetrice). In anumite situatii, eticheta sau markerul pot fi de asemenea, terapeutice.
Diferite metode de marcare a polipeptidelor si glicoproteinelor sunt cunoscute in domeniu si pot fi
utilizate. Exemple de etichete pentru polipeptide includ, dar nu se limiteaza la, urmatoarele:
radioizotopi sau radionuclizi (de ex., *H, “C, N, 3°S, *9Y, #°Tc, !ln, I, 13l), etichete
fluorescente (de ex., FITC, rodamind, fosfori lantanidici), etichete enzimatice (de ex., peroxidaza
de hrean, p-galactozidazd, luciferazd, fosfatazd alcalind), chimiluminiscente, grupdri biotinil,
epitopi polipeptidici predeterminafi recunoscuti de un reporter secundar (de ex., secvente pereche
de leucind fermoar, situsuri de legare pentru anticorpi secundari, domenii de legare ale metalelor,
ctichete de epitop). In unele realiziri, etichetele sunt atasate de bratele distantierilor de diferite
lungimi pentru a reduce potentialul obstacol steric. Termenul ,,agent farmaceutic sau medicament",
asa cum este utilizat aici, se referd la un compus chimic sau o compozitie capabild si inducd un
efect terapeutic dorit atunci cand este administrat corect unui pacient.

Alti termeni chimici de aici sunt utilizati in conformitate cu utilizarea conventionala in
domeniu, dupd cum se exemplificd in Dictionarul McGraw-Hill de termeni chimici (Parker, S.,
Ed., McGraw-Hill, San Francisco (1985)).

Asa cum este utilizat aici, ,,substantial pur” inseamna ci o specie obiect este specia
predominantd prezentd (adicd, pe bazd molard, este mai abundentd decit orice altd specie
individuald din compozitie) si, in unele realizdri, o fractie substantial purificati este o compozitie
in care specia obiect cuprinde cel putin aproximativ 50 la sutd (pe o baza molard) din toate speciile
macromoleculare prezente.

In general, o compozitie substantial purd va cuprinde mai mult de aproximativ 80 la sutad
din toate speciile macromoleculare prezente in compozitie, In unele realizari, mai mult de
aproximativ 85%, 90%, 95% si 99%. in unele variante, specia obiect este purificati pand la
omogenitatea esentiald (speciile contaminante nu pot fi detectate in compozitie prin metode
conventionale de detectare) in care compozitia constd esential dintr-o singurd specie
macromoleculara.

Termenul pacient include subiecti umani si veterinari.

Utilizarea anticorpilor activabili conjugati

Se va aprecia ci administrarea entitdfilor terapeutice in conformitate cu dezviluirea va fi

administratd cu purtitori, excipienti si alti agenti acceptabili farmaceutic adecvati care sunt
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incorporati in formuldri pentru a asigura transfer imbunatitit, eliberare, tolerantd si altele
asemenca.

Formulirile terapeutice ale dezviluirii, care includ un anticorp activabil conjugat, sunt
utilizate pentru a preveni, trata sau altfel ameliora o boald sau o tulburare asociatd cu expresia
si/sau activitatea aberantd a fintei. De exemplu, formuldrile terapeutice ale dezvaluirii, care includ
un anticorp activabil conjugat, sunt utilizate pentru a trata sau ameliora altfel un cancer sau altd
afectiune neoplazica, inflamatie, o tulburare inflamatorie si/sau o boald autoimuni. in unele
realizari, cancerul este o tumoare solidd sau o malignitate hematologicd in care tinta este
exprimati. In unele realiziri, cancerul este o tumoare solidi in care tinta este exprimati. In unele
realiziri, cancerul este o malignitate hematologici in care tinta este exprimati. In unele realiziri,
finta este exprimatd pe parenchim (de ex., in cancer, portiunea unui organ sau fesut care
indeplineste adesea functia (functiile) organului sau tesutului). In unele realiziri, tinta este
exprimati pe o celuli, tesut sau organ. In unele realiziri, tinta este exprimati pe stromi (adica,
cadrul de sustinere conectiv al unei celule, tesuturi sau organ). in unele realiziri, tinta este
exprimati pe un osteoblast. In unele realiziri, tinta este exprimati pe endoteliu (vasculaturd). In
unele realizdri, tinta este exprimatd pe o celuld stem de cancer. In unele realiziri, agentul la care
este conjugat anticorpul si/sau anticorpul activabil este un inhibitor de microtubule. in uncle
realizari, agentul la care este conjugat anticorpul si/sau anticorpul activabil este un agent de
deteriorare a acidului nucleic.

Eficacitatea prevenirii, ameliordrii sau tratamentului este determinati in asociere cu orice
metodd cunoscutd pentru diagnoza sau tratarea bolii sau tulburdrii asociate cu expresia si/sau
activitatea tintei, cum ar fi, de exemplu, expresia si/sau activitatea aberantd a fintei. Prelungirea
supravietuirii unui subiect sau altfel intirzierea evolutiei bolii sau tulburarii asociate cu expresia
si/sau activitatea tintei, de exemplu, expresia si/sau activitatea aberantd a tintei la un subiect indica
faptul cd anticorpul, anticorpul conjugat, anticorpul activabil si/sau anticorpul activabil conjugat
conferd un beneficiu clinic.

Un anticorp activabil conjugat poate fi administrat sub forma de compozitii farmaceutice.

Formulirile care trebuie utilizate pentru administrarea in vivo trebuie s fie sterile. Acest
lucru se realizeaza cu usurinta prin filtrare prin membrane de filtrare sterile.

In unele realiziri, anticorpul activabil conjugat confine o etichetd detectabild. Se
utilizeazd un anticorp intact sau un fragment al acestuia (de ex., Fab, scFv sau F(ab),). Termenul
»ctichetat”, in ceea ce priveste sonda sau anticorpul, este destinat sa cuprindi etichetarea directd a
sondei sau a anticorpului prin cuplarea (adicd, legarea fizicd) unei substante detectabile la sonda
sau anticorp, precum si etichetarea indirect a sondei sau anticorpului prin reactivitate cu un alt
reactiv care este etichetat direct. Exemple de etichetare indirectd includ detectarea unui anticorp
primar utilizand un anticorp secundar marcat fluorescent si marcarea finald a unei sonde ADN cu
biotind, astfel incat si poatd fi detectatd cu streptavidind marcatd fluorescent. Termenul ,,mostra
biologicd" este destinat si includi tesuturi, celule si fluide biologice izolate de la un subiect,
precum si tesuturi, celule si fluide prezente in interiorul unui subiect. Prin urmare, in cadrul
termenului ,,mostrd biologicd” este inclus singele si o fractiune sau o componentd a singelui,
incluzand serul din sange, plasma sanguind sau limfa. Adici, metoda de detectare a dezvaluirii
poate fi utilizatd pentru a detecta un ARNm analit, o proteind sau un ADN genomic intr-o proba
biologica in vitro, precum si in vivo. De exemplu, tehnicile in vitro pentru detectarea unui ARNm
analit includ hibridizdri Northon si hibridizdri in situ. Tehnicile in vitro pentru detectarea unei
proteine analite includ teste imunosorbante legate de enzime (ELISA), colorare Western,
imunoprecipitatii, colorare imunochimicd si imunofluorescentd. Tehnicile in vitro pentru
detectarea unui ADN genomic abalit includ hibridizari Southern. Procedurile pentru efectuarea
imunoanalizelor sunt descrise, de exemplu in ,,ELISA: Theory and Practice: Methods in Molecular
Biology”, Vol. 42, JR Crowther (Ed.) Human Press, Totowa, NJ, 1995; , Immunoassay”, E.
Diamandis si T. Christopoulus, Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1996; si ,Practice and
Theory of Enzyme Immunoassays”, P. Tijssen, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, 1985.
Mai mult, tehnicile in vive pentru detectarea unei proteine analite includ introducerea intr-un
subiect a unui anticorp proteic anti-analit marcat. De exemplu, anticorpul poate fi marcat cu un
marker radioactiv a cirui prezentd si localizare la un subiect poate fi detectatd prin tehnici
imagistice standard.

Anticorpii activabili conjugafi ai dezvaluirii sunt de asemenea utili intr-o varietate de
formuliri de diagnozi si profilactice. Intr-o realizare, un anticorp activabil conjugat este
administrat pacientilor care prezintd riscul de a dezvolta una sau mai multe dintre tulburdrile
mentionate anterior. Predispozitia unui pacient sau a unui organ la una sau mai multe dintre
tulburdrile mentionate anterior poate fi determinatd folosind markeri genotipici, serologici sau
biochimici.
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In unele realiziri ale dezviluirii, un anticorp activabil conjugat este administrat
indivizilor umani diagnostica{i cu o afectiune clinicd asociatd cu una sau mai multe dintre
tulburdrile mentionate anterior. La diagnoza, se administreazd un anticorp activabil conjugat
pentru a atenua sau inversa efectele afectiunii clinice.

Un anticorp activabil conjugat al dezvaluirii este, de asemenea, util in detectarea unei
tinte in mostrele de la pacienti si, in consecintd, este util ca diagnostic. De exemplu, anticorpii
activabili conjugati ai dezviluirii sunt utilizati in teste in vitro, de ex., ELISA, pentru a detecta
nivelurile tintd intr-o mostrd a pacientului.

Intr-o realizare, un anticorp activabil conjugat al dezviluirii este imobilizat pe un suport
solid (de ex., godeul (ele) unei placi de microtitrare). Anticorpul activabil conjugat imobilizat
serveste ca anticorp de capturd pentru orice tintd care poate fi prezentd intr-o mostra de testare.
Inainte de a contacta anticorpul activabil conjugat imobilizat cu o mostrd a pacientului, suportul
solid este clatit si tratat cu un agent de blocare, cum ar fi proteina din lapte sau albumina, pentru a
preveni adsorbtia nespecificd a analitului.

Ulterior, godeurile sunt tratate cu o mostra de test suspectatd cd contine antigenul sau cu o
solutie care contine o cantitate standard de antigen. O astfel de mostra este, de ex., 0 mostra de ser
de la un subiect suspectat ca are niveluri de antigen circulant considerate a fi diagnostice ale unei
patologii. Dupa clitirea mostrei sau a standardului de testare, suportul solid este tratat cu un al
doilea anticorp care este marcat detectabil. Al doilea anticorp marcat serveste ca anticorp de
detectare. Se masoard nivelul etichetei detectabile si concentratia antigenului {inta in mostra testat
este determinata prin comparatie cu o curba standard dezvoltatd din mostrele standard.

Se va aprecia ci, pe baza rezultatelor obtinute utilizAnd anticorpii activabili conjugati ai
dezvaluirii intr-un test de diagnoza in vitro, este posibila stadierea unei boli la un subiect pe baza
nivelurilor de expresie ale antigenului tintd. Pentru o anumit boald, se preleveaza mostre de singe
de la subiectii diagnosticati ca fiind in diferite stadii de evolutie ale bolii si/sau in diferite puncte
ale tratamentului terapeutic al bolii. Folosind o populatic de mostre care oferd rezultate
semnificative statistic pentru fiecare stadiu de evolutie sau terapie, este desemnatid o gama de
concentrafii ale antigenului care pot fi considerate caracteristice fiecarui stadiu.

Un anticorp activabil conjugat poate fi, de asemenea, utilizat in metode de diagnoza si/sau
imagistici. In unele realiziri, astfel de metode sunt metode in vitro. In unele realiziri, astfel de
metode sunt metode in vivo. In unele realiziri, astfel de metode sunt metode in sifu. In unele
realizari, astfel de metode sunt metode ex vivo. De exemplu, anticorpii activabili avand un CM
clivabil enzimatic pot fi folositi pentru a detecta prezenta sau absenta unei enzime care este
capabila sd cliveze CM. Astfel de anticorpi activabili pot fi utilizati in diagnoza, care pot include
detectarea in vivo (de ex., calitativd sau cantitativd) a activititii enzimei (sau, in unele realizari, un
mediu cu potential de reducere crescut, cum ar fi cel care poate asigura reducerea unei legituri
disulfurice) prin acumulare masuratd de anticorpi activati (adicd anticorpi rezultati din clivarea
unui anticorp activabil) intr-o celuld sau tesut dat dintr-un organism gazdi dat. O astfel de
acumulare de anticorpi activi indicd nu numai ci tesutul exprimd activitate enzimatica (sau un
potential de reducere crescut in functie de natura CM), ci si cd tesutul exprima finta la care se leaga
anticorpul activat.

De exemplu, CM poate fi selectat pentru a fi substrat pentru cel putin o proteaza gasitd la
situsul unei tumori, la situsul unei infectii virale sau bacteriene la un situs limitat biologic (de ex.,
intr-un abces, intr-un organ, si altele asemenea), si altele asemenea. AB poate fi unul care leaga un
antigen tintd. Folosind metodele descrise aici sau, daci este cazul, metode familiare unui specialist
in domeniu, o etichetii detectabila (de ex., o etichetil fluorescenti sau o etichetd radioactiva sau un
radiourmdritor) poate fi conjugatd la un AB sau altd regiune a unui anticorp si/sau anticorp
activabil. Etichetele detectabile adecvate sunt discutate in contextul metodelor de analizi de mai
sus si exemple specifice suplimentare sunt furnizate mai jos. Folosind un AB specific unei
proteine sau peptide ale stirii de boald, impreund cu cel pufin o proteazi a cirei activitate este
crescutd in tesutul bolnav de interes, anticorpii activabili vor prezenta o rata crescutd de legare la
tesutul bolnav in raport cu tesuturile in care enzima specificd CM nu este prezentd la un nivel
detectabil sau este prezentd la un nivel mai scdzut decat in tesutul bolnav sau este inactiva (de ex.,
sub formd de zimogen sau in complex cu un inhibitor). Deoarece proteinele si peptidele mici sunt
eliminate rapid din sange de catre sistemul de filtrare renal si deoarece enzima specificd pentru
CM nu este prezentd la un nivel detectabil (sau este prezentd la niveluri mai scizute in fesuturile
nebolnave sau este prezentd in conformatie inactivd), acumularea de anticorpi activati in tesutul
bolnav este sporitd in raport cu tesuturile nebolnave.

N- si C-terminalele catenelor polipeptidice ale anticorpilor conform prezentei inventii pot
diferi de secventele descrise aici datoritd modificrilor post-translafionale observate frecvent. De
exemplu, reziduurile de lizind C-terminale lipsesc adesea din lanturile grele de anticorpi. Dick si
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colab. (2008) Biotechnol. Bioeng. 100: 1132. Reziduurile de glutamind N-terminale si, intr-o
masurd mai micd, reziduurile de glutamat, sunt frecvent convertite in reziduuri de piroglutamat atat
pe lanturile usoare, cat si pe lanfurile grele ale anticorpilor terapeutici. Dick si colab. (2007)
Biotechnol. Bioeng. 97: 544; Liu si colab. (2011) JBC 28611211; Liu si colab. (2011) J. Biol.
Chem. 286: 11211. In consecintd, anticorpul activabil conjugat cu Formula (I) poate avea un
anticorp (AB) in care reziduul C-terminal al regiunii constante a lantului greu fie i lipseste unul
sau mai mulfi aminoacizi la terminal, ii lipseste lizina C-terminald, are Lizina C-terminald
indepdrtatd din cauza procesdrii post-translationale sau lizina C-terminala este un aminoacid, altul
decit lizina. Dacd reziduul C-terminal al regiunii constante a lantului greu este un aminoacid altul
decat lizina, intr-o realizare, este un aminoacid care nu este in general susceptibil de a forma o
legiturd disulfura sau altfel nu este susceptibil 1a conjugarea cu un agent citotoxic.

In anumite realiziri, anticorpul activabil conjugat cu Formula (I) poate avea un anticorp
(AB) in care glutamatul N-terminal fie pe lantul greu si/sau pe lantul usor este optional fie
piroglutamat, fie modificat post-translational in piroglutamat.

In anumite realiziri, regiunea constanti a lanfului greu al anticorpului activabil conjugat
cu Formula (I) cuprinde o lizind sau alt aminoacid la C-terminal, de ex., cuprinde urmdtorii ultimi
aminoacizi: PGK pentru lantul greu. In anumite realiziri, regiunii constante a lantului greu ii
lipseste unul sau mai mulfi aminoacizi la C-terminal si are, de exemplu, secventa C-terminala PG
sau P.

In anumite realiziri, regiunile variabile ale lantului greu si/sau ale lanului usor ale
anticorpului activabil conjugat cu Formula (I) cuprind un aminoacid glutamat sau piroglutamat la
N-terminal, de ex., cuprind urmatorii ultimi aminoacizi: pQGQ pentru lantul usor si/sau pQVQ
pentru lantul greu, unde ,,pQ" reprezintd piroglutamatul.

Anticorpii activabili conjugati ai dezviluirii sunt utilizati in formuliri de diagnoza si
profilactice. Intr-o realizare, un anticorp activabil este administrat pacientilor care prezintd riscul
de a dezvolta una sau mai multe dintre inflamatiile, tulburdrile inflamatorii, cancerul sau alte
tulburari mentionate anterior.

Predispozitia unui pacient sau a unui organ la una sau mai multe dintre tulburdrile
mentionate anterior poate fi determinata folosind markeri genotipici, serologici sau biochimici.

In unele realiziri ale dezviluirii, un anticorp activabil conjugat este administrat
indivizilor umani diagnostica{i cu o afectiune clinicd asociatd cu una sau mai multe dintre
tulburdrile mentionate anterior. La diagnoza, se administreazi un anticorp activabil conjugat
pentru a atenua sau inversa efectele afectiunii clinice.

Anticorpii activabili conjugati ai dezvaluirii sunt, de asemenea, utili in detectarea tintei in
mostrele de la pacienti si, in consecintd, sunt utili ca diagnozd. De exemplu, anticorpii activabili
conjugati ai dezvaluirii sunt utilizati in teste in vitro, de ex., ELISA, pentru a detecta nivelurile
{intd Intr-o mostra de la pacient.

Intr-o realizare, un anticorp activabil al dezviluirii este imobilizat pe un suport solid (de
ex., godeul (godeurile) unei plici de microtitrare). Anticorpul imobilizat si/sau anticorpul activabil
serveste ca anticorp de capturd pentru orice tintd care poate fi prezentd intr-o mostra de testare.
Inainte de a contacta anticorpul activabil imobilizat cu o mostrd de la pacient, suportul solid este
clatit si tratat cu un agent de blocare, cum ar fi proteina din lapte sau albumina, pentru a preveni
adsorbtia nespecificd a analitului.

Ulterior, godeurile sunt tratate cu o mostra de test suspectatd ca contine antigenul sau cu o
solutie care contine o cantitate standard de antigen. O astfel de mostra este, de ex., 0 mostra de ser
de la un subiect suspectat ca are niveluri de antigen circulant considerate a fi diagnostice ale unei
patologii. Dupa clitirea mostrei de testare sau a standardului, suportul solid este tratat cu un al
doilea anticorp care este marcat detectabil. Al doilea anticorp marcat serveste ca anticorp de
detectare. Se masoard nivelul etichetei detectabile si concentratia antigenului tintd in mostra testatd
este determinata prin comparatie cu o curba standard dezvoltatd din mostrele standard.

Se va aprecia ci, pe baza rezultatelor obtinute folosind anticorpii activabili ai dezvaluirii
intr-un test de diagnoz4 in vitro, este posibila stadierea unei boli la un subiect pe baza nivelurilor
de expresie ale antigenului tintd. Pentru o anumitd boald, se preleveazd probe de singe de la
subiectii diagnosticati ca fiind in diferite stadii ale evolutiei bolii si/sau in diferite puncte ale
tratamentului terapeutic al bolii. Folosind o populatie de mostre care ofera rezultate semnificative
statistic pentru fiecare stadiu de evolufie sau terapie, este desemnati o gama de concentratii ale
antigenului care pot fi considerate caracteristice fiecarui stadiu.

Anticorpii activabili conjugati pot fi folositi si in metode de diagnozi si/sau imagistici. In
uncle realiziri, astfel de metode sunt metode in virro. In unele realiziri, astfel de metode sunt
metode in vivo. In unele realiziri, astfel de metode sunt metode in sifu. In unele realiziri, astfel de
metode sunt metode ex vivo. De exemplu, anticorpii activabili avand un CM clivabil enzimatic pot
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fi folositi pentru a detecta prezenta sau absenta unei enzime care este capabild si cliveze CM.
Astfel de anticorpi activabili pot fi utilizati in diagnoz3, care pot include detectarea in vivo (de ex.,
calitativd sau cantitativd) a activitdtii enzimei (sau, in unele realizari, un mediu cu potential de
reducere crescut, cum ar fi cel care poate asigura reducerca unei legituri disulfurice) prin
acumularea misuratd de anticorpi activati (adicd anticorpi rezultati din clivarea unui anticorp
activabil) intr-o celuld sau tesut date dintr-un organism gazdad dat. O astfel de acumulare de
anticorpi activati indicd nu numai cd {esutul exprimd activitate enzimaticd (sau un potential de
reducere crescut in functie de natura CM), ci si ci tesutul exprima tinta la care se leagd anticorpul
activat.

De exemplu, CM poate fi selectat pentru a fi un substrat de proteazd pentru o proteaza
g3sitd la situsul unei tumori, la situsul unei infectii virale sau bacteriene la un situs limitat biologic
(de ex., intr-un abces, intr-un organ, si altele asemenea), si altele asemenea. Folosind metode
familiare unui specialist in domeniu, o etichetd detectabild (de ex., o etichetd fluorescentd sau o
etichetd radioactivd sau un radiourmairitor) poate fi conjugatd cu un AB sau altd regiune a unui
anticorp activabil. Exemple specifice sunt furnizate mai jos. Folosind un AB specific unei proteine
sau peptide a stirii de boald, Impreund cu o proteazi a cirei activitate este crescutd in tesutul
bolnav de interes, anticorpii activabili vor prezenta o rati crescutd de legare la tesutul bolnav in
raport cu tesuturile in care enzima specificd CM nu este prezentd la un nivel detectabil sau este
prezentd la un nivel mai scizut decét in fesutul bolnav sau este inactivd (de ex., sub forma de
zimogen sau in complex cu un inhibitor). Deoarece proteinele si peptidele mici sunt eliminate
rapid din singe de citre sistemul de filtrare renal si deoarece enzima specifica pentru CM nu este
prezentd la un nivel detectabil (sau este prezent la niveluri mai scizute in fesuturile nebolnave sau
este prezentd in conformatie inactivd), acumularea de anticorpi activafi in fesutul bolnav este
sporitd in raport cu fesuturile nebolnave.

Eticheta detectabild poate fi un colorant fluorescent, (de exemplu, izotiocianat de
fluorescend (FITC), izotiocianat de rodamind (TRITC), un colorant aproape in infrarosu (NIR) (de
exemplu, nanocristale Qdot®), un metal coloidal, un hapten, un marker radioactiv, biotind si un
reactiv de amplificare cum ar fi streptavidina sau o enzimd (de exemplu, peroxidazi de hrean sau
fosfataza alcalind).

Detectarea etichetei intr-o mostrd care a fost incubatd cu anticorpul activabil marcat
indicd faptul cd mostra contine tinta si confine o proteazd care este specificd pentru CM al
anticorpului activabil.

In unele realiziri, imagistica in situ este utilizatd pentru a identifica sau altfel rafina o
populatie de pacienti adecvatd pentru tratamentul cu un anticorp activabil al dezviluirii. De
exemplu, pacientii care au fost testati pozitiv atdt pentru tint, cit si pentru o proteaza care cliveazi
substratul in radicalul clivabil (CM) al anticorpului activabil testat (de ex., acamuleaza anticorpi
activafi la situsul bolii) sunt identificati ca candidati potriviti pentru tratamentul cu un astfel de
anticorp activabil cuprinzand un astfel de CM. In mod similar, pacientii care sunt testati negativ
pentru una sau pentru ambele tinte si proteaza care cliveazd substratul in CM in anticorpul
activabil testat folosind aceste metode sunt identificati ca candidati potriviti pentru o altd forma de
terapie (adicd, nu sunt adecvati pentru tratamentul cu anticorpul activabil testat).

In unele realiziri, imagistica in vivo este utilizati pentru a identifica sau altfel rafina o
populatie de pacienti adecvatd pentru tratamentul cu un anticorp activabil al dezviluirii. De
exemplu, pacientii care au fost testati pozitiv atat pentru {int, cit si pentru o proteaza care cliveazi
substratul in radicalul clivabil (CM) a anticorpului activabil testat (de ex., acumuleazi anticorpi
activafi la situsul bolii) sunt identificati ca candidati potriviti pentru tratamentul cu un astfel de
anticorp activabil cuprinzand un astfel de CM. In mod similar, pacientii care sunt testati negativ
sunt identifica{i ca candidafi potriviti pentru o altd forma de terapie (adicd, nu sunt adecvati pentru
tratamentul cu anticorpul activabil testat).

Compozitii farmaceutice

Anticorpii activabili conjugati ai dezvaluirii (denumiti de asemenea aici ca ,,compusi
activi”) pot fi incorporati in compozitii farmaceutice adecvate pentru administrare.

Este deosebit de avantajos si se formuleze compozitii orale sau parenterale sub forma de
unitate de dozare pentru usurinta administririi si uniformitatea dozajelor. Forma unitatii de dozare,
asa cum este utilizati aici, se referd la unititi discrete fizic, potrivite ca dozaje unitare pentru
subiectul care urmeaza a fi tratat; fiecare unitate continand o cantitate predeterminatd de compus
activ calculatd pentru a produce efectul terapeutic dorit in asociere cu purtdtorul acceptabil
farmaceutic necesar. Specificatiile pentru formele unitatii de dozare ale dezvaluirii sunt dictate de
st direct dependente de caracteristicile unice ale compusului activ si de efectul terapeutic particular
care trebuie obfinut si de limitdrile inerente in domeniu de a compune un astfel de compus activ
pentru tratamentul indivizilor.
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Compozitiile farmaceutice pot fi incluse intr-un recipient, pachet sau dozator impreund cu
instructiunile de administrare.

Inventia va fi descrisd in continuare in urmatoarele realizdri si exemple enumerate, care
nu limiteaza scopul inventiei descrise in revendicari.

EXEMPLE
EXEMPLUL 1. Anticorpi activabili conjugati anti-CD71 (AADC-uri)

Studiile furnizate aici au fost concepute pentru a crea unii dintre anticorpii activabili
conjugati anti-CD71 ai dezvaluirii.

Asa cum este descris in cererea de brevet US nr. 2016/0355599 Al, un anticorp
monoclonal M21 anti-CD71 a fost obtinut utilzAnd tehnologia hibridoma pe soarece in
conformitate cu tehnicile cunoscute in domeniu. Soarecii au fost imuniza{i cu domeniul
extracelular CD71 uman (ECD) si hibridomele ulterioare au fost analizate folosind un test
piggyback de citotoxicitate, iar clonele cu citotoxicitate pozitivd din acest test au fost confirmate
prin ELISA ci leagid polipeptida ECD CD71 umani si au fost confirmate ca leaga suprafetele
celulare prin FACS. Anticorpul monoclonal M21 anti-CD71 include o regiune variabild a lantului
greu (VH) cu SECV ID NR: 1 si o regiune variabild a lanfului usor (VL) cu SECV ID NR: 2.

Urmatorii anticorpi anti-CD71 umanizati, care se bazau pe anticorpul M21 monoclonal
anti-CD71 de soarece, au fost, de asemenea, testafi: Ab21.10 LcB: HcA (VH din SECV ID NR: 3
si VL din SECV ID NR:7), Ab21.11 LcB: HeB (VH din SECV ID NR: 4 si VL din SECV ID NR:
7), Ab21.12 LcB: HeC (VH din SECV ID NR: 5 si VL din SECV ID NR: 7) si M21 (VH din
SECV ID NR: 1 si VL din SECV ID NR: 2). Capacitatea diferitilor anticorpi anti-CD71 din
dezvaluire de a lega CD71 de suprafata celulei a fost confirmatd de FACS.

Toti anticorpii anti-CD71 umanizati au prezentat legare la CD71 umana si de cinomolgus,
care a fost comparabild cu legarea demonstratd de anticorpul M21 CD71 de soarece. Legarea
anticorpilor anti-CD71 umanizafi a fost confirmata pe linia celulard BxPC3 prin FACS. Pe scurt,
celulele BXxPC3 au fost marcate cu anticorpi monoclonali de soarece Mab2l sau huCD71
(Ab21.10, Ab21.11 si Ab21.12) la concentratiile indicate si ulterior au fost detectati cu un anti-
soarece de caprd marcat cu Alexa Fluor 647 sau respectiv cu un Alexa Fluor 647 IgG anti-uman.

Intr-un studiu exemplificativ, a fost mdsuratd activitatea de legare a anti-CD71 Ab21.12
LeB: HeC (VH din SECV ID NR: 5 si VL din SECV ID NR: 7) la CD71 recombinant (folosind
ELISA) si la celulele care exprimd CD71 (folosind citrometrie de flux) din surse umane, de
maimute cinomolgus, de soareci si de sobolani. Asa cum se arat in rezultatele exemplificative din
Tabelul 1, anticorpul anti-CD71 s-a legat la CD71 recombinant uman si de maimutd cu afinitate
echivalentd misuratd prin ELISA, si care a fost echivalentd cu afinitatea holo-transferinei umane la
CD71 uman. Anticorpul a legat liniile celulare care exprimd CD71 uman si de maimuti (celule
umane de cancer pancreatic BXPC3 si celule epiteliale renale primare de maimutd cinomolgus,
respectiv) cu afinitate echivalenti misuratd prin citometric de flux. Nu a fost mdsuratd nici o
legdturd semnificativd de anticorp anti-CD71 la CD71 recombinant de soarece sau la o linie
celulard care exprimd CD71 de sobolan (rata celulelor de hepatom H-4-11-E).

Tabelul 1: Legarea anti-CD71 la CD71 uman, de maimuti, de sobolan si de soarece prin
ELISA si citometrie de flux si legarea Holo-transferinei la CD71 uman prin ELISA

ELISA (ECD) [Citometrie de flux (linii

Articol de testare Specii CD71 Kapp (nM)  |Kapp (nM)

Uman 0,3 3,0

) Maimuti 0,4 3,0

anticorp anti-CD71 Ab21.12

Sobolan Netestat Fara legdtura

Soarece Fard legdturd  [Netestat
* Holo-transferind Uman 0,5 [Netestat

EXEMPLUL 2. Descoperirea mastii
Studiile furnizate aici au fost concepute pentru a identifica si caracteriza radicalii de
mascare pentru utilizare in anticorpii anti-CD71 activabili din dezviluire.
Asa cum este descris in cererea de brevet US nr. US 2016/0355599 A1, anticorpul anti-

CD71 21.12, care cuprinde o VH a SECV ID NR: 5 si o VL a SECV ID NR: 7, a fost folosit
pentru analiza bibliotecii de peptide X5 aleatoare cu o diversitate totald de 6x10'°, unde X este
orice aminoacid, folosind o metodd similard cu cea descrisd in publicatia internationalda PCT
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numdrul WO 2010/081173, publicata pe 15 iulie 2010. Analiza a constat dintr-o rundd MACS si
cinci runde de sortare FACS. Sortarea MACS initiald s-a ficut cu proteina-A Dynabeads
(Invitrogen) si anticorpul anti-CD71 21.12 la o concentratie de 200 nM. Pentru MACS,
aproximativ 1x10'? celule au fost analizate pentru legare si 1 x 107 celule au fost colectate. Anti-
CD71 21.12 a fost conjugat cu DyLight-488 (ThermoFisher), activitatea de legare CD71 a fost
confirmatd si anti-CD71 21.12-488 a fost utilizatd ca sondd fluorescentd pentru toate rundele
FACS. Celulele bacteriene au fost colorate si au fost colectate clone pozitive dupa cum urmeaza:
20 nM anti-CD71 21.12-488 cu 1x10° celule colectate in runda 1 FACS, 5nM anti-CD71 21.12-
488 cu 6.2x10* celule colectate in runda 2 FACS si 5 nM anti-CD71 21.12-488 cu 5x10° celule si
1 nM anti-CD71 21.12-488 cu 5x10? celule colectate in runda 3 FACS, 1 nM anti-CD71 21.12-488
cu> 2x107% celule colectate in rundele 4 si 5 FACS. Populatia pozitivd din a doua rundi FACS a
fost verificatd pentru inhibarea legirii anticorpului anti-CD71 21.12-488 la proteina CD71
recombinantd. Clonele peptidice individuale au fost identificate prin analiza de secventd de 1a 5nM
lianti din runda 3 FACS si 1 nM lianti din rundele 3, 4 si 5 FACS.

Radicalii de mascare identificati includ TFO1 (QFCPWSYYLIGDCDI; SECV ID NR:
16) si TF02 (NLCTEHS-FALDCRSY; SECV ID NR: 17). Mastile TFO1 si TF02 au fost trunchiate
si scanate cu alanind pentru a genera familii de anticorpi activabili cu diferite eficiente de mascare,
inclusiv radicalul de mascare TF02.13 (NLCTEHSAALDCRSY; SECV ID NR: 18).

Aceste peptide de mascare au fost utilizate pentru a genera anticorpii activabili anti-CD71
ai dezviluirii. Secventele pentru anumifi dintre acesti anticorpi activabili anti-CD71 sunt
prezentate mai jos in Tabelul A. In unele realiziri, acesti anticorpi activabili anti-CD71 includ
radicalul clivabil 2001 (ISSGLLSGRSDNH; SECV ID NR: 91), radicalul clivabil 3001
(AVGLLAPPGGLSGRSDNH; SECV ID NR: 97), radicalul clivabil 2011 (ISSGLLSGRSDNP;
SECV ID NR: 156) sau radicalul clivabil 3011 (AVGLLAPPGGLSGRSDNP; SECV ID NR: 164)
dupi cum este indicat.

In timp ce anumite secvente prezentate mai jos includ secventa distantierd din SECV ID
NR: 138, cei cu calificare obisnuitd in domeniu apreciaza ca anticorpii anti-CD71 activabili din
dezvaluire pot include orice secventd distantierd adecvatd, cum ar fi, de exemplu, o secventi
distantiera selectatd din grupul format din QGQSGQG (SECV ID NR: 138), QGQSGQ (SECV ID
NR: 109), QGQSG (SECV ID NR: 139), QGQS (SECV ID NR: 140), QGQ, QG, GQSGQG
(SECV ID NR: 143), QSGQG (SECV ID NR: 144), SGQG (SECV ID NR: 145), GQG, G sau Q.
In unele realiziri, anticorpii anti-CD71 activabili din dezviluire pot si nu aibe nici o secventi
distantierd legatd la N-terminalul siu.

Tabelul A. Secvente de anticorpi activabili anti-CD71
Regiunea variabila a lanfului gren HuCD71 HeC
Secventa de aminoacizi

QVOLVOSGAEVKKPGASVRKMSCKASGYTFTSYWMHWVROAPGQGLEWIGATIYPGNSETGYAQKFQGRATLTAD

TSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTRENWDPGFAFWGQOGTLITVSS (SECV ID NR: 5)
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Secventa nucleotidica
CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCCGARGTGAAGAAACCTGECGCCTCCGYIGAAGATGTCCTGCAAGGCC]
CCGECTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGEGTGCGACAGGCTCCAGGCCAGGGCCTCGAATGGATCGL
CGCCATCTACCCCGGCAACTCCGAGACAGGCTACGCCCAGRAAGT TCCAGGGCAGAGCCACCCTGACCECCEAL
ACCTCCACCTCCACCGCCTACATGGAACTGICCAGCCTGCGGAGCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCACT!
GAGAGARCTGGGRCCCCGGLTTCGCCTTCTGRGECCAGGGCACCCTEATCACCETGTCCTCC (SECV ID
NR: 206)

Lant greu HUCD71_HcC-des

Secventa de aminoacizi
QVOLVOSGAEVRKKPGASYVERMSCKASGY TFT SYWMHWVROAPGOGLEWIGAT Y PGNSETGYAQKFQGRATLTAI
TSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTRENWDPGFAFWGOQGTLITVSSASTKGESVEPLAPSSKSTBGGTAALGC]
VKDY FPEPVIVSWNSCALTSGVHTEFRPAVLOSSGLY SLSSVVIVRSSSLETQTYICNVNHKPSNTKVDKEVEP]
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELERPRPEKPRKDTIMISRTPEVTCVVVDV SHEDPEVRENWY VDGV EVHNAKTKI
REEQYNSTY RVV SV LTVLHODWLNGKEYKCRKVSNKALPAPTEKT TSKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTEKNOV!
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLY SKLTVDKSRWQQGNVESCIVMHEALHNEY
QKSLSLSPG (SECV ID NR: 167)

Secventa nucleotidica
CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAARCCTGGCGCCTCCGTGAAGATGETCCT GCAAGGCC]
CCGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGETGCGACAGGCTCCAGGCCAGGGCCTCGAATGGATCGL
CGCCATCTACCCCGGCAACTCCGAGACAGGCTACGCCCAGRAGT TCCAGGGCAGAGCCACCCTGACCGLCGAL
ACCTCCACCTCCACCGCCTACATGGAACTGTCCAGCCTGCGGAGCGAGGACACCGUCGTGTACTACTGCACT!
GAGAGAACTGGGACCCCGGCTTCGCCTTCTGGGGCCAGGGCACCCTGATCACCGTGTCCTCCGCCAGCACCAL
GGGCCCCTCCGTGTTCCCTCTGGCCCCTTCCAGCAAGTCCACCTCTGGCGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCT]
GTGAARAGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACTCTGGCGCCCTGACCAGCGGAGTGCACACCT
TCCCTGCCGETGCTGCAGTCCTCCGGCCTGTACTCCOTGTCCTCCGTGGTGACAGTGCCCTCCTCCAGCCTGGL
CACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCTCCAACACCAAGCTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAL

TCCTGCGACAAGACCCACACCTGTCCTCCCTGCCCTGCCCCTGAACTGCTGGGCGGACCTTCCGTGTTTCT G
TCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGTL

CCACGAGGACCCT GAAGTGAAGT TCAATTGGTACGTCGACGGCETGEAAGT GCACAACTGECAAGACCARGCC
AGAGAGGAACAGTACAACTCCACCTACCGGGETGETGTCCETGUTGACCGTGUTGCACCAGGACT GGCTGARLC
GCARAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCARCAAGCCOCTGCCTCGCCCCCATCGAMARGACCATCTCCAAGGICAL
GGGCCAGCCCCGCGAGCCCCAGETGTACACACTGCCACCTAGCCGGGAAGAGATGACCAAGRACCAGGTGTCL
CTGACCTGTICTGETGARAAGGCTTCTACCCCTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGE
ACAACTACAAGACCACCCCACCTGTGCTGGACTCCGACGGETCATTCTTCCTGTACTCCAAGCTGACCGETGE!
CAAGTCOCGETEGCAGCAGGGCAACGTGTTCTCCTGCAGCGTCATGCATGAGGCCCT GCACARCCACTACACK
CAGAAGTCCOTETCCCTGAGCCC((SECY ID NR: 168) 8}

Lant greu HUCD71_HcC
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Secventa de aminoacizi
QVOLVOSGAEVKKPGASVKMSCKASGY TFT SYWMHWVROAPGOGLEWIGATYPGNSETGYAQKFQGRATLTAI
TSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTRENWDPGFAEWGQGTLITVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGC]
VKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY SLSSVVIVESSSLGTQTY ICNVNHRKPSNTKVDRKVEPR]
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKI
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALFAPTEKTISKAKGOQPREPOVYTLPPSREEMTKNOV!
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYRTTRPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY®
QKSLSLSPGK (SECV ID NR: 20)

Secventa nucleotidica
CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGETGAAGAT GTCCTGCAAGGC ]
CCGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGCGACAGGLCTCCAGGLCAGGGCCTCGAATGGATCG(
CGCCATCTACCCCGGCAACTCCGAGACAGGCTACGCCCAGRAGTTCCAGGGCAGAGCCACCCTGACCGCCGAL
ACCTCCACCTCCACCGCCTACATGGAACTGTCCAGCCTGCGGAGCGAGGACACCGLCGTGTACTACTGCACC!
GAGAGAACTGGGACCCCGGCTTCGCCTICTGGEGECCAGGGCACCCTGATCACCGTGTCCTCCGCCAGCACCAL
GGGCCCCTCCGETGTTCCCTCTGGCCCCTTCCAGCAAGTCCACCTCTGGCGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCTI
GTGARAGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACTCTGGCGCCCTGACCAGCGGAGTGCACACCT
TCCCTGCCETGCTGCAGTCCTCCGGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTGGTGACAGTGCCCTCCTCCAGCCTGE!
CACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCTCCAACACCALGGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAL
TCCTGCGACAAGACCCACACCTGETCCTCCCTGCCCTGCCCCTGAACT GCTGGGECEGGACCTTCCGTGTTTCT S
TCCCCCCARAGCCCAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGETGGTGGACGTET(
CCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCC
AGAGAGGARCAGTACAACTCCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACK
GCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCCATCGAARAGACCATCTCCAAGGCCAL
GGGCCAGCCCCGCGAGCCCCAGGTGTACACACTGCCACCTAGCCGGGAAGAGATGACCARGAACCAGGTGTC
CTGACCTGTCTGGTGAAAGGCTTCTACCCCTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAG!
ACAACTACAAGACCACCCCACCTGETGCTGGACTCCGACGGCTCATTCTTCCTGTACTCCAAGCTGACCETGG!
CAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCTCOTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACALCK
CAGAAGTCCCTGTCCCTGAGCCCCGE (SECV ID NR: 21) )

HuCD71_LcB
Secventa de aminoacizi

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVY YMYWFQOKEGRKAPKLWI ¥ ST SNLASGVPSRFSGSGSGTDYTL
ISSMOPEDFATYYCOORRNY PYTFGOGTKLEIKRTVARPSVFI FPPSDEQLKSGTASVVOLLNNEFY PREAKVY
WKVDNALOSGNSOESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNF (SECV SEQ

(ID NR: 19) 9)

HUCDT71_LcB
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Secventa nucleotidica

GACATCCAGATGACCCAGTCCCCATCCAGCCTGTCCGCCTCCGT GGGLGACAGAGT GACAATCACTTGTTCCC
CCAGCTCCTCCETGTACTACATGTACTGGTTCCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAGCTGTGGATCTACTC
CACCTCCAACCTGGCCTCCGGCETGCCCTCCAGATTCTCCGGCTCTGECTCCGGCACCGACTACACCCTGACL
ATCTCCAGCATGCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGCGGCGGAACTACCCCTACACCTTC]
GCCAGGGCACCAAGCTGGAAATCAAGCGGACCETGGCCECTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCACCCTCCGALGE
GCAGCTGAAGTCCGECACCGCCAGCGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCUGCHAGGCCAAGGT GCAL
TGGARAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGCAACTCCCAGGRATCCGTCACCGAGCAGEACTCCAAGGACAGC]
CCTACTCCCTGEICCTCCACCCTGACCCTETCCAAGGLCGACTACGAGRAGCACAAGGT GTACGCCTGCGAAG]
GACCCACCAGGGECCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGTCCTTCAACCGUGECGAC(SECY ID NR: 208) 8)

Lant usor de anticorp activabil anti-CD71-TF01-2001 [distantier (SECV ID NR: 138)] [huCD71Lc_TF01_2001
(SECV ID NR: 141)]

Secventa de aminoacizi

[OGOIGOG] [QFCPWSYYLIGDCDIGGGESGGSISSGLLSGRSDNHGGGISDIOMTOSPSSL3ASVGDRVTITC
SASSSVYYMYWEQOKPGKAPKLWIYSTSNLASGVRSRESGSGSGTDYTLTISSMOPEDFATYYCQORRNYPY'
FGRGTKLEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREARVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKI
STYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR (SECV ID NR: 22) 2)

Lant usor de anticorp activabil anti-CD71-TF02.13-2001
[distantier (SECV ID NR: 138)] [nuCD71Lc_TF02.13_2001 (SECV ID NR: 142)]

Secventa de aminoacizi

[CGOSGRG] [NLCTEHSAALDCREYGGGSSGESISSCLLSGRSDNHGGGSDIQMTOSPS SLSASVGEDRVTITC
SASSSVYYMYWFQOKPGKAPKLWIYSTSNLASGVESRESGSGSGTDYTLTISSMOPEDFATYYCOQORRNY PY”
FGOGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFY PREAKVOWKVDNALYSCNSQRESVTEQDSKI
STYSLESTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVTRSENR (SECV ID NR: 23)  3)

Lant usor de anticorp activabil anti-CD71-TF02.13-3011
[distantier (SECV ID NR: 138)] [nuCD71Lc_TF02.13_3011 (SECV ID NR: 146)]

Secventa de aminoacizi

[DGOSGUG] [NLCTEHSAARLDCRSYGGGSSGGSAVELLAPPGGLSGRSDNPGGSDIQMTQOSPSSLSASVEDRY
TITCSASSSVYYMYWEOQOKPGKAPKLWIYSTSNLASGVEPSRESGSGSGTDYTLTISSMOPEDFATYYCQORRLE
YRPYTFGOGTKLEIRRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFY PREARKVOWKVDNALQSGNSOESVTEC
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRC (SECV ID NR: 147) 7)

Lant usor de anticorpi activabil anti-CD71-TF02.13-2011
[distantier (SECV ID NR: 138)] [huCD71Lc_TF02.13_2011 (SECV ID NR: 169)]

Secventa de aminoacizi

[QGOSGQG] [NLCTEHSAALDCRSYGGGESSGGSTSSGLLSGREDNPGGGSDIOMTQSPSSTSASVGDRVT IT
SASSSVYYMYWEQOKPGKARPKLWIYSTSNLASGVPSRESGIGSGTDYTLTISSMOPEDFATYYCQORRNYPY?
FGOGTKLEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFY PREAKVOQWEVDNALQSGNSQESVTEQDSKI
STYSLSSTLTLSKADYERKHKVYACEVTHQGLSSPVTKIFNR (SECV ID NR: 170) 'Q)

Lant usor de anticorp activabil anti-CD71-TF01-3011
[distantier (SECV ID NR: 138)] [huCD71Lc_TF01_3011 (SECV ID NR: 173)]
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Secventa de aminoacizi

[OGOSCCG] [QFCPWBYYLIGDCDIGGGSSGESAVGLLAPPGEGLSGRSIDNPGGSDIQMIQIPISLSASVGEDRY
TITCSASSSVYYMYWEFQOKPGKAPKLWIYSTSNLASGVPSRESGSGSGTDY TLTISSMQPEDFATYYCOORRE
YPYTEGOGTRLEIKRTVAARPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKVENALOSGNSQESVTES
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYERKHRKVYACEVTHQGLSSPVTKSTNR (SECV ID NR: 174) 74)

Regiune variabila a lantului usor de anticorp activabil anti-CD71-TF02.13-2001
[distantier (SECV ID NR: 138)] [domeniu VL huCD71Lc_TF02.13_2001 (SECV ID NR: 197)]

Secventa de aminoacizi

[QGOSERGE] [NLCTEHSAALDCRSYGGGESSGGSISSGLLSGREDNHGGGSDIOMTOSPSSLEASVEDRVT I
SASSSVYYMYWEQOKPGKAPKIWIYSTSNLASGVPSRESGSGIGTDY TLTTISSMOPEDFATYYCOORRNYPY!
FGOGTKYSECYV ID NR: 198) )

Regiune variabila a lantului usor de anticorpi activabil anti-CD71-TF02.13-3011
[distantier (SECV ID NR: 138)] [domeniu VL huCD71Lc_TF02.13_3011 (SECV ID NR: 199)]

Secventa de aminoacizi

[QGOSGOG] [NLCTEHSAALDCRSYGGGSSGESAVGLLAPPGGLSGRSDNPGGSDIOMTOS PSSLEASVGDRY
TITCSASSSVYYMYRFQOKPGKAPKLWIYSTSNLASGVESRFSGIGSGTDYTLT IS SMQPEDFATYYCOQRRL
yeyYTFERGTRISECV ID NR: 200) \

Regiune variabila a lantului usor de anticorp activabil anti-CD71-TF02.13-2011
[distantier (SECV ID NR: 138)] [domeniu VL huCD71Lc_TF02.13_2011 (SECV ID NR: 201)]

Secventa de aminoacizi
[QGQSGOG] [NLCTEHSAALDCRSYGGGSSGESISSGLLSGREDNPGGGSDIOMTQSESSLSASVEDRVTITC
SASSSVYYMYWFOQOKPGRAPKLWIYSTSNLASGVPSRESGSGSCGTDY TLTISSMOPEDFATYYCQORRNYPRPY!

FEQGTRI(SECYV ID NR: 202)

Regiune variabila a lantului usor de anticorp activabil anti-CD71-TF01-2001
[distantier (SECV ID NR: 138)] [domeniu VL huCD71 Lc_TF0 1_2001 (SECV ID NR: 195)]

Secventa de aminoacizi

[CGOSGCCE] [QEFCPWSYYLIGDCDIGGESSGGSISSCGLLSGRSDNHGGGSDIOMTOSESSLSASVGDRVTITC
SASSSVYYMYWPQOKPGRAPKLWIYSTENLASGVPSRESGSGSGTDY TLTISSMOPEDFATYYCOQORRNYRY!
FGOGTRL (SECV ID NR: 196) ¢

Regiune variabila a lantului usor de anticorp activabil anti-CD71-TF01-3011
[distantier (SECV ID NR: 138)] [domeniu VL huCD71Lc_TF01_3011 (SECV ID NR: 203)]

Secventa de aminoacizi
[QGOSGECGE] [QFCPRSYYLIGDUDIGGGS SGESAVGLLAPPGGELSGRIDNPGGSDIOMTOSPSSLSASVEDRY
TITCSASSSVYYMYWEFQOKPGKAPKLWIYSTSNLASGVPSRESGSGSGTDY T LTI SSMOPEDFATYYCQQRRL
ypyTFeGTKL(SECV ID NR: 204) )
EXEMPLUL 3. Generarea si caracterizarea anticorpilor activabili anti-CD71 activabili si a
anticorpilor activabili conjugati anti-CD71
Studiile furnizate aici au fost concepute pentru a genera cativa anticorpi activabili anti-
5 CD71 ai dezvaluirii.
Anticorpii activabili anti-CD71 au fost generati cu diferite eficiente de mascare (de
exemplu, o misurd a capacitdtii MM a anticorpului activabil de a bloca legarea AB a anticorpului
activabil la tinta sa). Peptidele TFO1 si TFO2 au fost mutate prin trunchiere si scanare alanind asa
cum este descris in Exemplul 2, iar aceste variante de peptide de mascare au fost utilizate pentru a
10 genera familii de anticorpi activabili anti-CD71 din prezenta dezvaluire cu o gama de eficiente de
mascare.

Legarea anticorpilor activabili anti-CD71 ai prezentei dezvaluiri la linia celulard NCI
H292 (denumiti de asemenea aici ca H292) a fost evaluati utilizind FACS. Pe scurt, celulele au
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fost marcate cu anticorp huCD71 sau anticorp activabil la un interval de concentratii si detectate
ulterior cu un anticorp secundar IgG anti-uman de caprd marcat cu Alexa Fluor 647 pentru a
determina o curba de legare. Asa cum este rezumat in datele de legare exemplificative de mai jos
in Tabelul 2, anticorpii activabili anti-CD71 ai prezentei dezvaluiri aratd un interval de eficiente de
mascare in comparatie cu anticorpul anti-CD71 parental (huCD71 21.12 Ab).

Tabelul 2: Eficienta de mascare a radicalilor de mascare

VL a lantului
usor SECV 1D
Radical de mascare al anticorpului activabil [NR Kapp (nM) [Eficienta mascarii
Nici una (Ab 21.12) 7 2,288 1
TFO1 309 309,5 352
TF02.13 313 127,4 55

Aceste date exemplificative din Tabelul 2 arati cd ambele misti (TFO1 si TF02.13) inhiba
legarea anticorpului anti-CD71 de CD71 atunci cand anticorpul activabil este intr-o stare intacti
sau neclivatd. Aceste date exemplificative demonstreazi, de asemenea, cd radicalul de mascare
TFO1 demonstreaza o eficientd de mascare mai mare decit radicalul de mascare TF02.13.
EXEMPLUL 4: Caracterizarea activititii de legare a anticorpului activabil CD71 si a
anticorpului activabil conjugat CD71

Acest exemplu aratd cd anticorpii activabili anti-CD71 si anticorpii activabili conjugati
anti-CD71 ai prezentei dezvaluiri au demonstrat o afinitate de legare mai mica la proteina CD71
umand si de cinomolgus recombinanti si de suprafati celulard atunci cand se afli in forma lor
intactd, neclivati, in comparatie cu formele lor corespunzitoare clivate cu proteaza.

Asa cum se aratd in FIG. 3A si 3B, a fost utilizatd o analizd de legare a fazei solide
(ELISA) pentru a demonstra afinitatea de legare a anticorpilor activabili anti-CD71 si a
anticorpilor activabili conjugati anti-CD71 din prezenta dezvaluire la CD71 recombinant, atat in
formele lor intacte, neclivate, cat si in formele lor activate de proteaza, clivate. In aceste exemple,
proteina CD71 recombinanti de cinomolgus (FIG. 3B) sau umani (FIG. 3A) (R&D Systems) a
fost acoperit pe placi ELISA la o concentratie de 1 pg/ml, apoi incubatd cu concentratia indicati a
anticorpului activabil anti-CD71 intact, neclivabil (,,anti-CD71-TF02.13-2011") al prezentei
dezviluiri sau a anticorpului activabil conjugat anti-CD71 E2 intact, neclivat (adicd avind un DAR
de ~ 2) (,,anti-CD71-TF02.13 -2011-ve-MMAE E2") din prezenta dezvaluire. De asemenea, au
fost testati anticorpul activabil anti-CD71 (,,anti-CD71-TF02.13-2011 (Act)") sau anticorpul
activabil conjugat anti-CD71 E2 (adicd avand un DAR de ~ 2) (,anti-CD71-TF02.13-2011 (Act)")
din prezenta dezvaluire dupd tratamentul cu o proteazd care a clivat radicalul clivabil al
componentei de anticorp activabil.

Asa cum s-a discutat aici, ,,E2" se referd la o compozitie a unui anticorp activabil
conjugat anti-CD71 dat din prezenta dezviluire care include esential numai speciile anticorpului
activabil conjugat in care incircitura medicamentului este de 2 molecule de medicament pentru
fiecare moleculd de anticorp activabil si esenfial, nu include nici o cantitate sau cantitdfi minime
din alte specii posibile (adicd in care incircdtura de medicament este 0, 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 etc.).
Dupd cum s-a discutat aici, ,,DAR" se referd la raportul mediu dintre medicament (in acest caz,
MMAE) si anticorpul activabil (adicd CD71-TF02.13-2011) intr-o populatie de astfel de anticorpi
activabili conjugati. Astfel, in acest exemplu, anti-CD71-TF02.13-2011-ve-MMAE E2 se referd la
o compozitie care include doar anticorp activabil anti-CD71-TF02.13-2011 in care fiecare anticorp
activabil are o incdrciturd de medicament de 2 echivalenti de ve-MMAE si un DAR de
aproximativ 2 asa cum este descris in Exemplul 26.

Cantitatea de anticorp legat din fiecare mostrd a fost detectatd prin incubare si detectare
prin anticorp anti-uman de caprd conjugat cu peroxidazd de hrean si detectare cu Ultra TMB
(Thermo Fisher Scientific). Un rezumat al afinitatilor de legare este prezentat mai jos:

Tabelul 3A: Activitatea de legare CD71 exemplificativa observatd a anticorpilor activabili
anti-CD71 neclivati si clivati si a anticorpilor activabili conjugati anti-CD71

Articol de testare Kd@ppy a CD71 uman|Kg@pp a CD71 de cinomolgus
nM nM
anti-CD71-TF02.13-2011 0,42 1,24

anti-CD71-TF02.13-2011 (Activat) 0,04 0,06
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anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE 1,49
5> 0,48
anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE
E2 (Activat) 0,05 0,07

FIG. 3C si 3D arata intr-un test FACS rezultatele exemplificative cad anticorpii activabili
anti-CD71 din prezenta dezviluire si anticorpii activabili conjugati anti-CD71 ai prezentei
dezvaluiri leagd celulele care exprima CD71 uman (FIG. 3C) si CD71 de cinomolgus (FIG. 3D) cu
o constanti de disociere mai mare si o afinitate mai micad decit cea a anticorpului activabil anti-
CD71 activat cu proteazi sau a anticorpului activabil conjugat anti-CD71 activat cu proteazi al
prezentei dezviluiri. Aceste rezultate exemplificative aratid ci afinitatea de legare a anticorpilor
activabili anti-CD71 activafi cu proteazd, clivati ai prezentei dezvaluiri si a anticorpilor activabili
conjugati anti-CD71, activati cu proteaza, clivati, conform prezentei dezvaluiri, s-au legat la celule
la o afinitate similard cu cea a anticorpului anti-CD71 parental, demonstrand astfel efectul
radicalului de mascare in inhibarea legirii anti-CD71 la tinta sa in anticorpul activabil intact sau
anticorpul activabil conjugat intact.

In studiul exemplificativ prezentat in FIG. 3C si 3D, legarea anticorpilor din prezenta
dezvaluire la liniile celulare indicate a fost efectuatd utilizind o metodd standard de etichetare
FACS. Pe scurt, celulele au fost marcate cu anticorpii indicati sau anticorpii activabili ai prezentei
dezviluiri: un anticorp de control (AB095), un anticorp anti-CD71 uman (Ab 21.12, avand o VH a
SECV ID NR: 5 si o VL de SECV ID NR: 7), un anticorp activabil anti-CD71 (anti-CD71
TF02.13-2011), sau un anticorp activabil conjugat anti-CD71 E2 (adici avind un DAR de ~ 2)
(anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE E2). In plus, afinitatea de legare a anticorpului activabil anti-
CD71 (anti-CD71 TF02.13-2011 (Act)) si a anticorpului activabil conjugat anti-CD71 E2 (adica
avand un DAR de ~ 2) (anti-CD71 TF02.13-2011-vcMMAE E2 (Act)) au fost, de asemenea,
testate dupd activarea cu proteazd care a clivat radicalul clivabil al acestora. Fiecare articol de
testare a fost aplicat la concentratiile indicate si detectat ulterior cu un anticorp secundar IgG anti-
uman de caprd marcat cu Alexa Fluor 647.

Tabelul 3B de mai jos prezintd valorile ECso pe baza curbelor de legare prezentate in FIG.
3C la 3D. Aceste rezultate aratd ci anticorpul activabil intact si anticorpul activabil conjugat intact
s-au legat la tinta lor cu afinitate mai micd decat omologii lor activati cu proteaza si ci anticorpii
activabili activati cu proteazd s-au legat cu o afinitate care a fost similard cu cea a anticorpului
anti-CD71 parental.

Tabelul 3B: Activitatea de legare CD71 exemplificativi observati a liantilor anti-CD71

ECso prin FACS aEC50 prin FACS a
Articol de testare celulelor H292/CD71 CHO A/
umane cinomolgus
Ab 21.12 1,021 a
Ab 21.12-ve-MMAE - 0,2912
Anti-CD71-TF02.13-2011 46,06 27,83
Anti-CD71-TF02.13-2011 (Activat) 1,429 0,4639
Anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 50,97 35,30
Anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 (Activat) {1,854 0,7292

Intr-un studiu exemplificativ similar, testele ELISA si citometria de flux au fost utilizate
pentru a demonstra afinitatea de legare a anticorpilor anti-CD71, anticorpilor conjugati anti-CD71,
anticorpilor activabili anti-CD71 (forma intactd, neclivatd si forma clivatd, activatd cu proteaza) si
a anticorpilor activabili conjugati anti-CD71 (formd intactd, neclivatd si forma activatd cu
proteaza, clivatd) din prezenta dezviluire la CD71 recombinant la CD71 recombinant uman si de
cinomolgus si la liniile celulare care exprimd CD71 uman si de cinomolgus. Articolele testate au
fost anticorpul Ab21.12 anti-CD71 (VH a SECV ID NR: 5 si o VL a SECV ID NR: 7), anticorpul
conjugat anti-CD71 Ab21.12-veMMAE E2 (adica avand un DAR de 2), anticorpul activabil anti-
CD71-TF02.13-2011 si anticorpul activabil conjugat DAR2 anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE
E2 (adici avind un DAR de ~ 2).

In exemplele ELISA, proteinele ECD de CD71 recombinant de cinomolgus sau umane au
fost acoperite pe placi ELISA si apoi incubate cu unul din intervalele de concentratii ale articolelor
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de test din prezenta dezviluire, urmate de mdsurarea cantititii de articol de test legat cu un
anticorp. Articolele de test care au fost activate au fost incubate cu enzima proteazei matriptaza.
Valorile Kd aparente exemplificative pentru fiecare articol de test sunt prezentate in Tabelul 3C.

In studiul exemplificativ prezentat de asemenea in Tabelul 3C, legarea anticorpilor din
prezenta dezviluire la liniile celulare indicate a fost efectuatd folosind o metodd standard de
marcare FACS. Rezultatele citometriei in flux reflectd Kapp medie masurati din patru linii
celulare umane (cancer mamar uman HCC1806, cancer colorectal uman HT-29, cancer pulmonar
uman NCI-H292 si cancer pulmonar uman NCI-H520) si dintr-o linie celulard CHO-K1 care
exprimd CD71 de maimutd cinomolgus. Valorile Kd aparente exemplificative pentru fiecare
articol de test sunt prezentate in Tabelul 3C.

Tabelul 3C: Activitatea de legare CD71 exemplificativi observata a anticorpilor anti-CD71,
a anticorpilor conjugati anti-CD71, a anticorpilor activabili anti-CD71 neclivati si clivati si a
anticorpilor activabili conjugati anti-CD71

Citometrie de/Citometrie
flux medie a 4de flux a
ELISA ELISA linii celulare/CD71  cino|

rhCD71 |[rcCD71 [umane CHO-K1
Articol de testare Kapp (nM)[Kapp (nM)Kapp (nM) Kapp (nM)
1 Ab21.12 0,03 0,03 0,8 0,3
2 Ab21.12-ve-MMAE E2 0,04 0,03 [Netestat Netestat
anti-CD71-TF02.13-2011 1,94 1,11 105,5 28
4 ant}-CD71-TFQ2. 13:201 1, 0,06 0,04 b0 0.5
activat cu matriptaza
anti-CD71-TF02.13-2011-
5 MMAE E2 2,58 1,02 98,1 35
anti-CD71-TF02.13-2011-
6 vcMMAE E2, activat cul0,05 0,04 2,0 0,7
matriptaza
Raport
anti-CD71-TF02.13-2011
AB2112 65 37 127 93
anti-CD71-TF02.13-2011- 36 34 117 117

veMMAE E2 / Ab21.12

anti-CD71-TF02.13-2011
anti-CD71-TF02.13-2011, 32 28 55 56
activat cu matriptaza

anti-CD71-TF02.13-2011-
vceMMAE E2 / anti-CD71-
TF02.13-2011-veMMAE  E2,
activat cu matriptaza

Aceste rezultate exemplificative aratd cd anticorpii activabili intacti si anticorpii activabili
conjugati intacti au prezentat o afinitate aparentd mai micd la CD71 in comparatie cu omologii lor
activafi sau anticorpii lor parentali.

EXEMPLUL 5: Expresia CD71 in tumorile primare si metastatice derivate de la mai multi
pacienti

Acest exemplu aratd cd CD71 este exprimat intr-o mare varietate de tipuri de tumori
primare si metastatice prin colorare imunohistochimici (IHC) folosind un anticorp anti-CD71.
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FIG. 1 si 2 aratd cd CD71 este puternic exprimat intr-un numdr mare de mostre de tumori
primare si metastatice, folosind colorarea IHC cu un anticorp anti-CD71 cumpdrat comercial pe
mai multe tumori primare derivate de la pacienti si micromatrice de tesut metastatic derivate de la
pacienti (TMA). FIG. 1 prezintd o colorare IHC a CD71 in cancerul de cap si gat (1), cancerul
cervical (2), cancerul de san (3), limfomul non-Hodgkin (NHL) in nodulii limfatici (4), cancerul
pulmonar (5), un cancer al vezicii urinare (6), un cancer ovarian (7) si un cancer esofagian (8).
FIG. 2 prezintd o colorare IHC a CD71 intr-o micromatrice de tesut (TMA) constand din nuclee
din tumorile metastatice care au demonstrat un nivel moderat pana la ridicat de exprimare a CD71
in majoritatea nucleelor. Un rezumat al expresiei CD71 in mostrele de tumori umane prin
imunohistochimie (IHC) este prezentat in Tabelul 4A.

Tabelul 4A: Rezumatul expresiei CD71 in mostrele de tumori umane prin IHC

Indicatie Total % Puternic/ moderat (IHC 2+
Situs cazuri sau mai mare)
Esofagian primar 56 32,1
metastaze 69 75,4
Gastric primar 209 63,6
metastaze 74 83,7
Pancreatic primar 151 57
metastaze 15 80
limfom non-Hodgkin primar 132 66,7
metastaze 59 38,1
carcinoame pulmonareprimar 127 74,8
nonmicrocelulare
metastaze 87 70,1
San primar 45 66,7
metastaze 80 85
Endometrial primar 147 08
metastaze 9 88,9
Colorectal primar 146 77,4
metastaze 98 74,5
carcinoame cu celule scuamoaselprimar 160 53,8
la cap si gat
metastaze 25 60

EXEMPLUL 6: Eficienta de mascare si eficacitatea anti-CD71-AADC activabil in vivo in
modelul de xenogrefi CRC

Acest exemplu aratd ci eficienta de mascare a anticorpilor activabili CD71 anti-umani cu
toxine conjugate (AADC) din prezenta dezviluire este un factor in eficacitatea sa intr-un model de
xenogrefa pe soarece de cancer colorectal (CRC) HT29.

In aceste studii, tumorile cu xenogrefi HT29 la soareci au crescut la un volum mediu de
150 mm?. Soarecii au fost apoi randomizati in grupuri si dozati in ziua 1 cu 3 mg/kg (sau altfel
indicat) din fiecare articol de testat indicat. Volumul mediu al tumorii + SEM a fost reprezentat
grafic pentru fiecare moment de timp.

FIG. 4A aratd ci un AADC anti-CD71 exemplificativ al prezentei dezviluiri (anti-CD71
TF01-3011-ve-MMAE) cu o mascd de afinitate mai mare a ardtat o anumitd inhibare a cresterii
tumorii in raport cu un control cu vehicul dupi o singurd dozi de 3 mg/kg. In comparatie, FIG. 4B
a aratat ¢ un AADC anti-CD71 exemplificativ al prezentei dezviluiri (anti-CD71 TF02.13-3011-
ve-MMAE) cu o masci de afinitate mai micd, dar cu acelasi substrat clivabil, a prezentat o regresie
esential completd a xenogrefei dupa o singurd doza de 3 mg/kg. FIG. 4C aratd ci un AADC anti-
CD71 exemplificativ al prezentei dezviluiri (anti-CD71 TF02.13-3011-ve-MMAE) cu masca de
afinitate mai micd, dar cu acelasi substrat clivabil, a prezentat de asemenea, o regresie esential
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completd a xenogrefei HT29 la ambele doze de 2 mg/kg sau de 3 mg/kg. Aceste rezultate
exemplificative aratd cd un AADC cu radicalul de mascare cu afinitate mai micd a demonstrat o
eficacitate mai mare decat un AADC cu un radical de mascare cu afinitate mai mare.
EXEMPLUL 7: Substraturi clivabile si eficacitatea anti-CD71-AADC activabil in vivo intr-
un model de xenogrefi CRC

Acest exemplu aratd efectul substratului clivabil asupra eficacititii exemplelor de
anticorpi activabili conjugati CD71 anti-umani (AADC-uri) din prezenta dezvaluire intr-un model
de xenogrefa pe soarece.

In aceste studii, tumorile xenogrefe HT29 (derivate din cancerul colorectal) la soareci au
crescut la un volum mediu de 150 mm?. Soarecii au fost apoi randomizati in grupuri si dozati in
ziua 1 cu cantitatea indicatd din articolul de testare indicat. Volumul mediu al tumorii + SEM a
fost reprezentat grafic pentru fiecare moment de timp.

FIG. 5 aratd cd AADC-urile anti-CD71 exemplificative ale prezentei inventii (CD71
TF02.13-2011-ve-MMAE) prezintd o regresic completd sau aproape completd in modelul de
xenogrefd pe soarece la doud doze diferite. Aceste date exemplificative demonstreazd ca
eficacitatea AADC-ului indicat (anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE) cu un substrat mai putin
clivabil este substantial aceeasi cu eficacitatea AADC-ului (anti-CD71 TF02.13-3011-ve-MMAE)
cu un substrat mai clivabil prezentat in FIG. 4B si 4C.

EXEMPLUL 8: Eficacitatea anti-CD71-AADC activabil in vive in mai multe modele de
xenogrefa

Acest exemplu aratd eficacitatea AADC-ului anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE din
prezenta dezviluire 1a doud rapoarte diferite medicament-anticorp (DAR) in diferite modele de
xenogrefd pe soarece.

in aceste studii, tumorile de xenogrefd de cancer ovarian (OV-90; FIG. 6B), cancer de
stomac (NCI-N87; FIG. 6A), cancer de san ER + (BT474; FIG. 6C) sau cancer de san triplu
negativ (HCC-70; fig. 6D) la soareci au crescut la un volum mediu de 150 mm?. Soarecii au fost
apoi randomizati in grupuri si dozafi in ziva 1 cu articolul de testare indicat. Cantitatea din fiecare
AADC care a fost administratd a fost potrivitd cu doza pe baza cantititii de toxind MMAE, astfel
incat anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE (avand un DAR mediu de ~ 3) a fost administrat la 3
mg/kg si anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE E2 (avand un DAR mediu de ~ 2) a fost administrat
la 4,3 mg/kg. Volumul mediu al tumorii + SEM a fost reprezentat grafic pentru fiecare moment de
timp.

FIG. 6A-6B aratd cid un AADC anti-CD71 exemplificativ al prezentei dezvaluiri (anti-
CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE) prezinti o regresie completd sau aproape completa intr-un model
de xenogrefa pe soarece de cancer ovarian si de stomac. Anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE E2
(adicd avand un DAR de ~ 2), care a inclus AADC-uri purificate fiecare cu doi echivalenti de
toxind MMAE, a prezentat de asemenea, regresii complete in aceleasi modele. In toate cazurile,
asa cum este prezentat in FIG. 6C si 6D, chiar si atunci cAnd nu a fost observata regresia completa
sau aproape completd, activitdtile E2 (adicd avind un DAR de ~ 2) si AADC-urilor cu DAR mai
mare au fost echivalente sau aproape echivalente. Aceste date exemplificative demonstreazi ca
eficacitatea potrivitd cu doza a AADC E2 (adicd avand un DAR de ~ 2) (anti-CD71 TF02.13-
2011-ve-MMAE E2) este comparabild cu a AADC cu DAR mai mare corespunzitor.

Asa cum se aratd in Tabelul 4B, eficacitatea AADC anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE
E2 avand un DAR de ~ 2 a fost testatd impotriva unei varietdti de linii celulare derivate de pacienti
(PDX) sau cancere (CDX) intr-un model de xenogrefa pe soarece si au fost dozati cu mai putin sau
egal cu 6 mg/kg o datd sau de doud ori. Rezultatele, care sunt rezumate mai jos, aratd cd AADC a
demonstrat cel putin o anumita eficacitate, variind de la regresie la stazi pand la inhibarea cresterii
tumorale in aproape toate modelele testate.

Tabelul 4B: Eficacitatea anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE E2 in xenogrefe derivate din
linia celulara

CDX saulRegresii sau Stazi [Inhibarea  cresteriiNici un
Tipuri de tumori PDC tumorale raspuns
CDX 1
Gastric
PDX 4 1
cofac CDX 3 1
solagian CDX N
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Ovarian PDX D 1
Cancerul pulmonaerDX 3 1
nonmicrocelular PDX > 1 1
S CDX 3 2
an

PDX 5
Colorectal CDX 2 1
Miclom multiplu 1
Prostatd CDX 1
Mezoteliom 1
Limfom difuz cu celule B{PDX 4 1
Carcinom cu celule mici la
cap si gat PDX .
Pancreatic PDX 6 1

EXEMPLUL 9: Analize bioanalitice pentru determinarea nivelurilor de toxina conjugata si
liberi si AADC intact si total in mostrele de la animale tratate

Acest exemplu prezintd fluxuri de lucru exemplificative pentru teste pentru a masura
nivelurile de metaboliti in mostrele de test, inclusiv nivelurile de toxind conjugatd si liberd, si
nivelurile de anticorpi activabili conjugati intacte si totale.

FIG. 7A, 7B si 7C prezintd fluxuri de lucru schematice pentru testele bioanalitice
exemplificative pentru a determina cantitatea de anticorp activabil intact si total (adicd combinat
intact si clivat) la maimufele tratate, precum si cantitatea de AADC intact (cu toxind neclivatd) si
toxina clivatd la maimutele tratate. Folosind protocolul de testare exemplificativ descris in FIG.
7A, cantitatea totald de anticorp activabil intact si clivat (de ex., anti-CD71 TF02.13-3001) din
mostrd poate fi capturatd de perle magnetice de proteind A si ulterior denaturati (RapiGest™),
redusd cu ditiotreitol, alchilatd si digeratd cu tripsind. Fragmentele peptidice rezultate pot fi
analizate utilizand LCMS/MS cu faz3 inversa pentru a identifica si cuantifica fragmente de peptide
caracteristice din lanturile grele si usoare ale anticorpului. in aceasti analizi speciald, una sau mai
multe peptide care sunt caracteristice pentru portiunea de anticorp a anticorpului activabil sau a
anticorpului activabil conjugat pot fi identificate si cuantificate folosind LC-MS/MS cu fazi
inversd pentru a determina cantitatea totald de anticorp activabil atat intact cat si clivat, mdsurand
astfel cantitatea de anticorp activabil intact si clivat totald din mostra.

In aceeasi analizd, una sau mai multe peptide care sunt caracteristice pentru radicalul
clivabil neclivat (CM) si portiunea de radical de mascare (MM) a anticorpului activabil (de ex. de
la N-terminalul lantului usor al anti-CD71TF02.13-2011) pot fi identificate si cuantificate utilizind
LC-MS/MS cu fazd inversd pentru a determina cantitatea totald de anticorp activabil intact,
masurand astfel cantitatea de anticorp activabil intact din mostra.

Folosind protocolul de testare exemplificativ descris in FIG. 7B, poate fi determinati
cantitatea totald de AADC (de ex., anti-CD71 TF02.13-3001-ve-MMAE) care ramane conjugati la
toxina sa (MMAE) din mostri. In acest test, cantitatea totald de anticorp activabil, atit conjugat,
cat si neconjugat, este capturatd de proteina A MabSelect®. Aceastd fractie este tratatd cu o
proteazi de cisteind pentru a cliva toxina liant, eliberand astfel orice toxind care a rimas conjugata
la anticorpul sdu activabil. Folosind LC-MS/MS cu faz3 inversd pentru a analiza fractia clivatd de
proteazi de cisteind, toxina caracteristicd (de ex., MMAE) care a rdmas conjugati la anticorpul
activabil capturat poate fi identificatd si cuantificatd, mdasurdnd astfel cantitatea de toxind
conjugata din mostra.

Folosind protocolul de testare exemplificativ descris in FIG. 7C, se poate determina
cantitatea totald de toxind din mostra, care include toxinele clivate din AADC la animal. in acest
test exemplificativ descris in FIG. 7C, proteina totald din mostrd este precipitatd, lisand toxind
liberd, neconjugatd (MMAE) in supernatant. Supernatantul poate fi analizat folosind LC-MS/MS
cu faza inversd pentru a identifica si cuantifica toxina caracteristicd (de ex., MMAE) care nu s-a
asociat cu proteina precipitati, misurdnd astfel cantitatea de toxind neconjugati din mostri. In
aceste teste, au fost incluse standarde interne (de ex., SILu™ Mab, Sigma-Aldrich) pentru a
permite cuantificarea.
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EXEMPLUL 10: Tolerabilitatea si stabilitatea ADC-urilor anti-CD71-AADC si anti-CD71 la
maimutele cinomolgus

Acest exemplu aratd cd anticorpii activabili CD71 anti-umani cu toxine conjugate
(AADC-uri) din prezenta dezviluire sunt bine tolerati la maimutele cinomolgus comparativ cu
conjugatul medicament anticorp anti-CD71 parental corespunzitor (ADC) bazat pe una sau mai
multe citiri hematologice si simptome clinice. Rezultatele sunt rezumate mai jos in Tabelul 5 si
rezumate in Figura 17.

In acest studiu, maimutele cinomolgus au fost tratate intravenos cu AADC sau ADC
indicat cu doza indicatd in zilele 1 si 21. O singurd doza a fost toleratd pentru AADC anti-CD71
TF02.13-3011-ve-MMAE si numai o singurd doza a fost administratd pentru ADC anti-CD71-vc-
MMAE E2 (adicd avand un DAR de ~ 2). Stabilitatea anticorpilor activabili (adicd anticorpul
activabil total versus anticorpul activabil intact) in mostrele obfinute de la fiecare animal a fost
realizatd asa cum este descris in Exemplul 9 folosind LC/MS/MS cu faza inversa)

Tabelul 5: Rezumatul tolerabilitatii si stabilitiatii AADC si ADC anti-CD71 la maimutele
cinomolgus

Articol testat Pierdere [Media - ..
= . . Stabilitatea relativa . .
(raport Doza in neutrofilelor a anticorpului Semne clinice
medicament (mg/kg) |greutatea Numar =SD (pe[ .. ... PUltll slerabilitate
. < activabil circulant
proteini (DAR)) corporali [uL)
Anti-CD71 Neutropenie
TF02.13-3011-vc- |6 ~ 10% 98 + 60 Inferior s erép
MMAE (~ 3) vera,
letargie,
inapetentd.
Netolerat
Anti-CD71 Nici unul
TF02.13-2011-vc- |6 ~ 8% 290 + 290 Superior Tolerat |
MMAE (~ 3)
Anti-CD71 Nici unul
TF02.13-2011-ve- |12 0% 180 £ 210 Superior Tolerat |
MMAE E2 (~ 2)
Letal la ~ 1
Ab21.12-ve- . A “
MMAE E2 (~ 2) 2 ~ 8% 70 N/A saptamanav dupd
prima doza

Pierderea in greutatea corporald a fost determinatd pe cea mai mici greutate masuratd
dupd prima dozd administratd. Numarul inifial de neutrofile a fost de cel putin 1000 pe pL.

Dupd cum este rezumat in Tabelul 5, ADC E2 nemascat (adicid avand un DAR de ~ 2)
(Anti-CD71-ve-MMAE E2) a demonstrat letalitate in decurs de 8 zile de la prima doza.

Rezultatele exemplificative rezumate in Tabelul 5 aratd de asemenea, ¢ AADC-urile cu
substrat mai pufin clivabil (adicd anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE si anti-CD71 TF02.13-
2011-ve-MMAE E2) au fost mai bine tolerate si au demonstrat un nivel mai ridicat de stabilitate
circulatorie la o primati neumand decit AADC corespunzitor cu substrat mai clivabil (adicd anti-
CD71 TF02.13-3011-ve-MMAE). In cele din urmi, rezultatele exemplificative arati c¢i AADC
(anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE E2 (adicd avand un DAR de ~ 2)) a demonstrat o
tolerabilitate imbundti{itd masurabild la o primatd neumani decit AADC corespunzitor cu DAR
mai mare (anti-CD71 TF02.13-2011-vce-MMAE).
EXEMPLUL 11: Stabilitatea si farmacocineticele anti-CD71-AADC la maimutele
cinomolgus

Acest exemplu aratd stabilitatea si farmacocineticele anticorpilor activabili CD71 anti-
umani cu toxine conjugate (AADC) ale prezentei dezvaluiri la maimutele cinomolgus.
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In acest studiu, ale cirui rezultate sunt descrise mai departe in detaliu in Exemplele 12 la
14, patru grupuri de maimute cinomolgus au fost tratate intravenos cu E2 indicat (adicd avind un
DAR de ~ 2) anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE sau cu un control cu vehicul cu doza si
programul indicate in Tabelul 6. Mostrele de la fiecare animal au fost obtinute in zilele indicate in
Tabelul 6, care au fost testate pentru anticorpul activabil total si intact si toxinA MMAE conjugati
si neconjugatd in modul descris in Exemplul 9.

Tabelul 6: Proiectarea studiului de toxicitate AADC anti-CD71

Dozi 4 Momente de timp de
Grup |Articol de testare # Doze . esantionare in raport cu doza
(mg/kg) Animale (zile)
b 3 (2Ziua 1: + 0,003, 0,17, 1, 2, 4, 7,
1 Vehicul IN/A (Q3W) masculi; 1{11, 14, 18, 21 Ziua 22: + 0,003,
femeld) [0,17,1,2,4,7
anti-CD71 TF02.13-2011- 2 P (GZiva L+ 0,003, 017, 1,2, 4, 7,
2 MMAE E2 6 (Q3W) masculi; 1{11, 14, 18, 21 Ziua 22: + 0,003,
Ve femeld) (0,17, 1,2, 4,7
3 (2Ziua 1: + 0,003, 0,17, 1, 2, 4, 7,
3 anti-CD71 TFO2.13-2011-12 2 nasculi: 111, 14, 18, 21 Ziua 22: + 0,003,
ve-MMAE E2 (W) ety 17 12,47
anti-CD71 TFO2.13-2011-18 1 ilasculi'(?Ziua 1: + 0,003, 0,17, 1, 2, 4, 7,
vc-MMAE E2 . |11,14,18,21
4 femeld)

Dupa cum este rezumat in Tabelul 6, maimutele cinomolgus au fost dozate fie cu vehicul,
fie cu anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE E2 AADC prin bolus IV lent la nivelurile de doza si
schemele prezentate. Mostrele de singe pentru analizele toxicocinetice au fost procesate in plasma
si depozitate la -80°C inainte de analizd. Mostrele de ser au fost obtinute pentru analiza
antimedicament inainte de doza si la 7 zile dupa a doua doza pentru grupurile 1-3 si la 22 de zile
dupd prima doz3 pentru grupa 4. Toate grupurile contineau trei animale (2 masculi si 1 femela).
EXEMPLUL 12: Stabilitatea anti-CD71-AADC la maimutele cinomolgus

Acest exemplu aratd stabilitatea anticorpilor activabili CD71 anti-umani cu toxine
conjugate (AADC-uri) din prezenta dezviluire la maimutele cinomolgus.

Asa cum se aratd in rezultatele exemplificative din FIG. 8A si 8B, concentratiile
plasmatice ale anticorpului activabil total si intact (anti-CD71 TF02.13-2011) ale AADC
administrat au fost determinate in modul descris in exemplele 9 si 11. Limitele inferioare de
cuantificare (LLOQ), pentru anticorpul activabil atat intact, cat si total, au fost de 0,633 nM, dupd
cum s-a indicat. Aceste rezultate exemplificative demonstreazi cd concentratia plasmaticd a
anticorpilor activabili intacti a fost In general mentinuta in timpul intervalului de dozare de 21 de
zile si la un nivel proportional cu doza administratd inifial. Chiar si la 7 zile dupad administrarea
dozei, aproximativ 80% din anticorpul activabil conjugat (anti-CD71-TF02.13-2011-ve-MMAE
E2) in plasma a fost in forma intactd, promedicament.

Asa cum se aratd in rezultatele exemplificative din FIG. 9A si 9B, concentratiile
plasmatice ale toxinei MMAE conjugate si neconjugate au fost determinate in modul descris in
exemplele 9 si 11. Limita inferioard de cuantificare (LLOQ) a fost de 1,77 nM pentru MMAE
conjugat si de 0,31 nM pentru MMAE neconjugat, dupd cum s-a indicat. Aceste rezultate
exemplificative demonstreazd cd mai pufin de 1% din totalul MMAE masurat in concentratia
plasmaticd a fost intr-o forma neconjugata.

EXEMPLUL 13: Schimbarea medicamentului in rapoarte de anticorpi activabili dupa
dozarea anti-CD71-AADC la maimutele cinomolgus

Acest exemplu arata raportul observat dintre medicament (MMAE) si anticorpul activabil
(anti-CD71 TF02.13-2011) in plasmd dupa dozarea maimutelor cinomolgus cu anticorpi activabili
CD71 anti-umani cu toxine conjugate (AADC) din prezenta dezviluire.

Concentratiile plasmatice ale anticorpului activabil total si intact (anti-CD71 TF02.13-
2011) au fost determinate in modul descris in exemplele 9 si 11. Asa cum se aratd in FIG. 10,
raportul medicament la anticorp activabil a fost calculat prin imparfirea concentratici de MMAE
conjugat (vezi Exemplul 12 si FIG. 9A) la concentratia anticorpului activabil total (vezi Exemplul
11 si FIG. 8A) la fiecare moment de timp indicat. Raporturile medii si deviatiile standard pentru
anumite momente de timp sunt prezentate in Tabelul 7. Aceste rezultate exemplificative
demonstreaza ca raportul observat de medicament MMAE la anticorpul activabil s-a schimbat in
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timp intr-un mod care a fost consistent intre fiecare dintre cele trei (3) doze. In fiecare dozi, DAR
calculat al AADC intact a inceput la ~ 2 imediat dupa si in 4 ore de administrare si ca acest raport

a scazut la aproximativ 1 la aproximativ 96 de ore (adicd aproximativ 4 zile) dupa doza.

Tabelul 7: Raportul dintre medicament si anticorpul activabil

Articol de testare Doza Raport (SRaport (4Raport [Raport (4Raport (7
(mg/kg) |min) ore) (24 ore) |zile) zile)

anti-CD71 TF02.13-2011-

MMAE E2 0 1,98 H1,95 H1,65 H1,08 +0,874 H
0,081 0,008 0,075 0,029 0,077

anti-CD71 TF02.13-2011-

MMAE E2 12 2,05 H2.00 +1,69 +1,06 +0,835 +
0,080 0,283 0,030 0,023 0,100

anti-CD71 TF02.13-2011-

MMAE E2 18 2,34 +2,01 H1,63 +1,03 +0,835 H

0,295 0,072 0,164 0,030 0,119

EXEMPLUL 14: Parametrii farmacocinetici ai anti-CD71-AADC la maimutele cinomolgus

Acest exemplu aratd parametrii farmacocinetici ai anticorpilor activabili CD71 anti-umani
cu toxine conjugate (AADC-uri) din prezenta dezvaluire la maimutele cinomolgus.

Concentratiile plasmatice ale anticorpului activabil total si intact (anti-CD71 TF02.13-
2011) au fost determinate in modul descris in exemplele 9 si 11. Asa cum se aratd in Tabelul 8,
Crax mediu pentru un analit dat s-a bazat pe concentratia plasmaticd maximd observatd. AUCq_;
medie s-a bazat pe aria de sub curba concentratie plasmatica-timp din zilele O pAna la 7. Estimdrile
timpului de injumatitire pentru anticorpul activabil conjugat total, anticorpul activabil conjugat
intact si MMAE conjugat au variat intre 2,5 si 6,3 zile. Estimdrile timpului de injumététire nu au
fost generate pentru MMAE neconjugate.

Tabelul 8: Raportul dintre medicament si anticorpul activabil

Analit Cmax mediu (nM) IAUCo.7 medie (zi nM)

18 mg/kg (12 mg/kg (6 mg/kg 18 mg/kg [12 mg/kg 6 mg/kg
Anticorp activabil total 2610 1810 1060 5560 5490 850
Anticorp activabil intact 2530 1190 1080 4804 4970 520
MMAE conjugat 6090 3820 2090 12500 7850 4000
MMAE neconjugat 0,696 0,487 0,195 1680 1170 531

EXEMPLUL 15: Testarea anticorpilor anti-medicament

Acest exemplu descrie utilizarea unui test de legare in punte pentru a monitoriza formarea
anticorpilor anti-medicament (ADA) la animalele testate.

Probele de plasmd pentru analiza ADA au fost colectate inainte de studiu si la 7 zile dupa
a doua doza. Anticorpii anti-medicament au fost detectati la 3 din cele 9 animale dozate din studiu.
EXEMPLUL 16: Citotoxicitatea in vitro a anticorpului activabil conjugat anti-CD71

Acest exemplu descrie teste de citotoxicitate in vitro pe linii celulare derivate de tumori
umane de anticorpi activabili conjugati anti-CD71 intacti si activati ai prezentei dezvaluiri
comparativ cu un ADC de control al izotipului.

O activitate citotoxicd exemplificativd in vitro a anticorpului activabil conjugat al
prezentei inventii anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 (HC din SECV ID NR: 167 si LC din
SECV ID NR: 169), cu sau fara pretratare cu matriptaza, a fost evaluati si comparata cu un control
al anticorpului conjugat care nu s¢ leagd la CD71 al izotipului (AB095-veMMAE cu DAR de 2,
unde ABO95 este specific pentru toxina tetanicd). Citotoxicitatea articolelor testate a fost testatd pe
HT29 (linia celulard a cancerului colorectal uman), H292 (linia celulari a cancerului pulmonar
uman), H520 (linia celulard a cancerului pulmonar uman) si HCC1806 (linia celulard a cancerului
mamar uman) prin incubarea fiecdrui articol de testare cu fiecare linie celulard timp de 5 zile si
apoi masurarea viabilititii celulare pe o gama de concentratii ale fiecarui articol de testat pentru a
determina ECso pentru fiecare articol de testat. Rezultatele sunt rezumate mai jos in Tabelul 9.
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Tabelul 9: Valorile ECso pentru testele de citotoxicitate ir vitro in celulele tumorale umane
ECso a 0‘
ECs0 a HT29HCC1806 ECso a H520ECso a H292
Articol de testare (nM) (nM) (nM) (nM)
anti-CD71  TF02.13-2011-ve-MMAEP 50 >50 >50 >50
anti-CD71  TF02.13-2011-ve-MMAE]
E2, activat cu matriptazi 1,3 3,2 1,2 3,3
ADC izotip Nici un> 50 > 50 > 50

Aceste rezultate exemplificative aratd cd citotoxicitatea in vitro a anticorpului activabil
conjugat anti-CD71 a fost similard cu cea a controlului cu izotip, dar a fost substantial crescut la
activarea cu matriptaza.

EXEMPLUL 17: Legarea Fc si activarea complementului de citre anticorpul activabil
conjugat anti-CD71

Acest exemplu a demonstrat capacitatea anticorpilor activabili conjugati anti-CD71 din
prezenta dezviluire de a media mecanisme bazate pe functia efectoare, cum ar fi citotoxicitatea
mediatd de celule dependente de anticorp (ADCC) si citotoxicitatea dependentd de complement
(CDCQ).

Portiunea fragmentata cristalizabild (Fc) a unui anticorp IgG poate media o varietate de
functii, dintre care unele apar prin legarea la receptorii Fc si Clq. Aceste functii includ inducerea
citokinelor, citotoxicitatea mediatd de celule dependente de anticorp (ADCC), citotoxicitatea
dependentd de complement (CDC) prin activarea ciii clasice a sistemului complementului,
fagocitoza si homeostazia anticorpilor prin reciclarea IgG. (Ravetch si colab.,, Annu Rev
Immunol., 2001; 19: 275-290; Roopenian si colab., Nat Rev Immunol. 2007; 7: 715-725).

Homeostazia anticorpilor este reglementatd parfial de receptorul neonatal legat de Fc,
FcRn, care este prezent pe celulele epiteliale intestinale, celulele endoteliale vasculare si celulele
profesionale care prezintd antigen. Intracelular, FcRn este prezent in vezicule; in endozomii acizi
la pH scdzut, poate lega portiunea Fc a unui IgG care a fost luata prin pinocitoza. IgG este eliberat
atunci cand endozomii se recicleazd pe suprafata celulard ca urmare a expunerii la pH extracelular
neutru. Acest proces permite controlul traficului de IgG peste barierele epiteliale monostrat si
protejeazd moleculele IgG de catabolism, prelungind timpul de injumatitire sericd al IgG.
(Roopenian). Intr-adevar, mutatiile care sporesc legarea FcRn la pH scizut, dar mentin legarea
scizutd la pH fiziologic s-au dovedit a avea o perioada de injumdtatire sericd mai lunga. (Hinton si
colab., J Biol Chem. 2004; 279: 6213-6216; Hinton si colab., ] Immunol. 2006; 176: 346-356)

Sistemul FcyR uman este compus atat din receptori activatori (FcyRI, FcyRlIla si
FcyRlIlla), cat si inhibitori (FcyRIIb). FcyRI, un receptor IgG1 cu afinitate ridicata, este exprimat
de celulele liniei monocitare. (Li si colab., J Immunol. 2008; 181: 1012-1018) FcyRlIla este un
receptor IgG cu afinitate scdzutad exprimat mai larg, care se leaga preferential la complexele imune.
(Littaua si colab., J Immunol., 1990; 144: 3183-3186) FcyRIIb este exprimat in cea mai mare parte
pe linia monocitard si celulele B si este un receptor IgG inhibitor cu afinitate scizuti. La legarea
FcyRIIb la complexele IgG, procesele dependente de calciu, cum ar fi degranularea, fagocitoza,
ADCC, eliberarea de citokine si activarea proinflamatorie sunt blocate. (Clynes si colab., Nat.
Med., 6: 446-446 (2000); Minard-Colin si colab., Blood, 112: 1205-1213 (2008); si Hamaguchi si
colab., J. Exp. Med., 203: 743-753 (2000)). FcyRIlla este un receptor cu afinitate scizutd
responsabil pentru activitatea ADCC a celulelor NK. (Ravetch) Pentru a adiuga la diversitatea de
receptori Fey, existd variante polimorfe ale FcyRIla (H131 vs. R131) si FcyRIla (V158 vs. F158)
care au diferente in afinititile pentru moleculele IgG. (Bruhns si colab., Blood, 2008; 113: 3716-
3725).

Capacitatea anticorpilor de a media o varietate de functii prin FcyR sau sistemele
efectoare complementare, permite posibilitatea unei farmacologii exagerate neintentionate in
biologicele de inginerie geneticd pe bazd de IgG. Reactivitatea incrucisatd necunoscutd asupra
limfocitelor din sangele periferic este capabila si declanseze reticularea receptorilor Fcy. Deoarece
interactiunile de reticulare a receptorilor Fcy pot media o varietate de functii, inclusiv inducerea
citokinelor, ADCC si fagocitoza (Ravetch), este important sd se determine capacitatea anticorpilor
terapeutici de a lega tinte neintentionate in singe sau tesuturi.

Metode - Test de legare prin rezonanti plasmonici de suprafati a FcyRIla, FcyRIIb,
FcyRlIllIa si FcRn

FcyRII si FcyRIIl umane recombinate au fost capturate prin eticheta 6xHis pentru a

evalua legarea lor la anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE, anti-CD71 Ab21.12 (IgG1/x), AB095-
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MMAE-E2 si AB095 (IgG1/x) prin rezonantd plasmonica de suprafati (Biacore). Anticorpii anti-
6xS de soarece au fost imobilizati direct pe un cip CMS5 prin cuplare amina conform protocolului
producitorului la densitatea de 10000 RU. FcyR umane au fost apoi capturate pe celulele de flux
2, 3 si 4 pentru a atinge nivelul de captare al FcyRs de 250-500 RU. Celula de flux 1 a fost
utilizatd ca suprafatd de referintd. Tamponul HBS-EP+ (GE, Healthcare) a fost utilizat ca tampon
de rulare. Anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE E2, anti-CD71 Ab21.12 (IgGl/x), AB095-
MMAE-E2, AB095 (IgGl/x) si trastuzumab (IgG1/x) au fost injectati peste toate celulele de flux
la un debit de 50 pL/minut timp de unul pand la doud minute (un minut pentru FcyRIIb si FcyRIla
H131 si doud minute pentru FcyRIIla F158 si FcyRIlla V158) la concentratii variind intre 46,9 si
12000 nM pentru FcyRII si 7,8 pand la 4000 nM pentru FcyRIIT (dilutie seriald de doud ori pentru
ambele), urmat de un timp de disociere de la unu pani la cinci minute (un minut pentru FcyRIIb,
FcyRIIa H131 si cinci minute pentru FcyRIIIa F158 si FcyRIIla V158). Suprafetele cipului au fost
regenerate cu o injectie de 100 mM HCI la un debit de 100 pL/minut timp de doud secunde pe
toate cele patru celule de flux. Au fost efectuate trei experimente cu utilizarea a trei cipuri CMS5
diferite pentru fiecare mostrd (fiecare in duplicat) pentru a gizdui toate tipurile de erori
experimentale (de instrument, de suprafata si de operator). Rezultatele acestor trei experimente au
fost mediate.

Pentru analiza legirii FcRn, anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE E2, anti-CD71
TF02.13-2011 (IgGl/x fird ve-MMAE), AB095-veMMAE-E2 (un anticorp IgG1/k toxoid anti-
tetanus uman monoclonal nespecific care confine MMAE cu DAR = 2 imbogdtit), AB095 (un
anticorp IgG1/x toxoid anti-tetanus uman monoclonal nespecific) si trastuzumab (IgG1/k) au fost
imobilizafi direct pe un cip CMS5 prin cuplare amind conform protocolului producitorului la
densitatea de 500 RU. Hu FcRn a fost injectat peste toate celulele de flux la un debit de 50
pL/minut timp de un minut la concentratii variind intre 5,5 si 12000 nM (dilutie seriala de 3 ori),
urmat de un timp de disociere de doud minute. Suprafetele au fost regenerate cu o injectie de 100
mM HCI timp de doud secunde urmate de HBS-EP+, pH 7,4. Mostrele au fost preparate si rulate in
doua sisteme tampon, MES-EP+ pH 6,0 si HBS-EP pH 7.4. Au fost efectuate trei experimente cu
utilizarea a trei cipuri CM5 diferite pentru fiecare mostrd (fiecare in duplicat) pentru a calcula
eroarea de instrument, de suprafa{d si de operator. Rezultatele acestor trei experimente au fost
mediate.

Toate datele despre FcyRIIla V158 uman recombinat si datele despre FcyRIlla F158 au
fost adaptate la modelul de ajustare de legare 1: 1 cu Rmax fixat local pentru a calcula
variabilitatea nivelurilor de captare. Datele de legare ale FcyRIIb uman recombinant, FcyRIla
H131 si FcRn au fost adaptate la un model de afinitate al stirii de echilibru. Software-ul de
evaluare Biacore T200 Versiunea 2.0 a fost folosit pentru ajustarea tuturor datelor.

Rezultate

Anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE E2 contine un izotip Fc IgG1l/x uman. Era de
asteptat si se lege la FcyRI, Fcylla, Feyllb, Feylll, consistent cu alfi anticorpi IgGl/k de tip
salbatic. Legarea anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE E2 la FcyR a fost analizatd prin rezonanti
plasmonicd de suprafatd, o ELISA de legare concurentiald a FcyRI (rezultatele nu sunt prezentate)
si ELISA de legare concurentiald a FcyRIII (rezultatele nu sunt prezentate) si legarea anti-CD71
TF02.13-2011-ve-MMAE E2 la complement a fost analizatd prin teste functionale de activare a
complementului uman si de cinomolgus (rezultatele nu sunt prezentate). Aceste teste au fost
comparate cu anticorpi umani comerciali si generati intern. Materialul trastuizumab anti-HER2,
IgG1/x, uman de calitate clinica a fost utilizat ca control pozitiv pentru testele de legare a FcyR. Se
stie cd receptorii Fc si complementul leaga anticorpii IgG1 de tip sdlbatic. (Ravetch; Roopenian;
Burton si colab., Nature. 1980; 288: 338-344; Hughes-Jones si colab., Mol Immunol., 1979; 16:
697-701; si Hezareh si colab., J Virol. 2001; 75: 12161-12168). Examinarea Anti-CD71 TF02.13-
2011-ve-MMAE a relevat faptul ci a legat FeyRI, Feylla H131, FcyRIII si FcRn, desi s-a observat
legarea redusd modest la FcyRIII (prin SPR) in comparatic cu controlul pozitiv, trastuzumab.
Legarea anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE E2 la FcyRIIb a fost prea slabd pentru a fi
determinatd deoarece a scizut sub limita de detectare a instrumentului Biacore 1a 1,0 ¢-05 KD.
(vezi Tabelele 10A si 10B).
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Tabelul 10A: Legarea anticorpului activabil conjugat anti-CD71 la FcyRIla, FcyRIIb,
FcyRIlla prin rezonanta plasmonicd de suprafati

Kd(M)
FoyR |Anti-CD71-TF02.13- ?‘F‘:)‘;il;?zlo'n AB095- ABOS |
captat  [2011-veMMAE E2 ' veMMAE-E2 |(IgG1/)| >t
(IgG1/x)
huFcyRIIb 5 bl
o egare prea slabillLegare prea
Legare prea slaba pentrul (5 " T Gl aba pentrua fil 02 28,6 + 1,4 E-06
a fi determinatd . N E-06
dcterminati determinati
huPeyRIa {2 423 E-06 47+05E06  P9+03E06 [21%0,138+02E-06
H131
E-06
huFcyRIIIa 2,1 + 0,3 E-06 1,8 £ 0,1 E-06 8,9+ 0,6 E-07 [1,5 +0,1[7,5+ 0,9 E-07
F158 E-06
huFcyRIIIa 2,0 £ 0,4 E-07 1,8 £ 0,2 E-07 1,2+ 0,2E-07 |1,6 £0,88,5+ 1,3 E-08
V158 E-07
Tabelul 10B: Rezonanta plasmonici de suprafati a FcRn uman
Kp (M)
Articol de testare FcRn lapH 6,0 |FcRn la pH 7,4
Anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 (5,3 £ 0,3 E-06 Nu existi legare
semnificativi
Anti-CD71-TF02.13-2011 (IgG1/x) 4,7 £ 0,3 E-06 Nu existi legare
semnificativi
AB095-vcMMAE-E2 5,7+ 1,3 E-06 Nu exista legare
semnificativd
AB095 (IgG1/x) 5,5+ 1,2 E-06 Nu existi legare
semnificativi
Trastuzumab 4,5 + 1,0 E-06 Nu exista legare
semnificativd

Citotoxicitatea dependentd de complement (CDC) a fost evaluata prin testarea capacitatii
anticorpului activabil conjugat anti-CD71 de a activa complementul seric uman si de cinomolgus
prin captarea iC3b (uman) sau C3 (cino) prin ELISA, pentru CDC.

Asa cum se arati in rezultatele exemplificative din Figura 12, legarea articolelor de test
indicate la concentratiile indicate la iC3b sunt prezentate ca o analizi pentru activarea
complementului uman. Anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 a legat iC3b intr-un test de
activare a complementului atat in serul uman, cat si de cinomolgus, dar intr-un grad mai mic decat
cel al controlului pozitiv, anticorpul 7C6, care a fost utilizat in testul CDC. Anticorpul 7C6.7 cu
mutatiile indicate a fost utilizat ca control negativ. Legarea iC3b a anti-CD71-TF02.13-2011-
vcMMAE E2 a fost, de asemenea, mai micd decidt a omologului sdu anticorpul activabil
neconjugat (anti-CD71-TF02.13-2011).

EXEMPLUL 18: Eliberarea de citokine in PBMC-uri umane

Acest exemplu a ardtat cd, desi anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 nu leaga celulele
mononucleare din sange periferic uman sau de cinomolgus (PBMC-uri), anticorpii IgG1 sunt
capabili de reticularea receptorilor Fcy de pe limfocitele din sangele periferic, mediind astfel o
varietate de functii, inclusiv inducerea citokinelor.

Capacitatea anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 sau anti-CD71-TF02.13-2011 de a
induce eliberarea citokinelor in vitro in PBMC-urile umane a fost evaluati intr-un format solubil
sau in faza solidd (legatd pe plici) pentru urmitoarele citokine: interleukind (IL)-1p, IL 6, IL 2,
interferon (IFN)y si factor de necroza tumorald alfa (TNFo). Pentru experimentul in faza solida,
PBMC-urile de la 8 donatori umani sdndtosi au fost addugate la placi de polipropilend acoperite
anterior cu 0,96 pg de articol de testat si spalate dupd 1,5 ore. Supernatantul a fost colectat dupa 48
de ore pentru analizi. Trastuzumab si un ADC de control al izotipului fard legare, AB095-
veMMAE E2, au fost utilizate ca controale negative. Au fost utilizate trei controale pozitive:



10

15

20

25

MD/EP 3691692 T2 2021.05.31
61

anticorpi de stimulare a celulelor T, TGN1412 sau visilizumab si celule B si lipopolizaharidd
(LPS) de stimulare a celulelor mieloide. La 1 din 8 donatori testati, a fost observatd o eliberare
substantiald a 3 din cele 5 citokine masurate, IL-1p, IL-6 si TNFo, ca rdspuns atat la anti-CD71-
TF02.13-2011-veMMAE E2, cat si la AB095-veMMAE-E2. Eliberarea de IL-6 si TNFa a fost
observatd la incd 2 din 8 donatori ca raspuns atit la anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2, cat si
la AB095-veMMAE E2. Trei donatori au fost testafi in testul de prezentare solubil, care a fost un
test de prezentare cu densitate celulard ridicatd, de 24 de ore.

In acest studiu, eliberarea de citokine de 1a PBMC-urile donatorului uman a fost mésurati
dupd stimularea cu o preacoperire de 0,96 7g/godeu cu anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 si
anti-CD71-TF02.13-2011 (IgGlx). Trastuzumab a fost utilizat ca anticorp IgGlx de control
negativ. AB095-veMMAE-E2 si AB095 (IgGlk) au fost utilizate ca anticorpi de control ai
izotipului. TGN1412, visilizumab si lipopolizaharida (LPS) au fost addugate ca controale pozitive
pentru eliberarea de citokine. Valorile articolelor de testare evidenfiate in caractere aldine si
incadrate au provocat eliberarea citokinelor> de 2 ori decat eliberarea de citre trastuzumab.

Asa cum se aratd in rezultatele exemplificative din Tabelul 11, anti-CD71-TF02.13-2011-
veMMAE E2 nu a provocat eliberarea de citokine peste nivelul indus de controlul negativ
trastuzumab. Eliberarea citokinelor a fost, de asemenea, evaluati la 3 donatori maimute
cinomolgus in format de fazi solidd pentru urmétoarele citokine: IL-1f, IL-6, IL-2, IFNy, IL-8 si
IL 10. Anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 a provocat productia de IL-8 usor peste nivelul de
bazi, asa cum este definit de trastuzumab, la 1 din cei 3 donatori testati. In studiile de toxicologic
non-GLP si GLP pe maimuta cinomolgus pentru anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2,
simptomele clinice acute reprezentative pentru eliberarea de citokine nu au fost observate la nici
un nivel de doza.

Tabelul 11: Eliberarea de citokine a PBMC-urilor umane ca riaspuns la anticorpul activabil
conjugat anti-CD71 in faza solidi si alte articole de testare

pg/mL Citokina listata de donator nr.
Nr. donator: 32150 32151 32289 32165 32314 32147 32156 32169

IL-1p

anti-CD71-

TF02.13-2011-

vcMMAE E2 735 89 39 77 4 96 5594 493

anti-CD71-

TF02.13-2011

(IgGlw) 294 920 40 64 6 111 4088 299

ABQ95-

vcMMAE-E2 49 24 7 68 0 51 2704 141

AB095 (IgGl

K) 121 44 10 8 1 72 70 50

Tampon 1 0 0 0 0 0 0 0

Trastuzumab 570 111 29 14 2 103 381 525

TGN1412 288 208 148 128 58 875 104 200

Visilizumab 439 231 616 465 270 172 61 35

LPS 3007 1570 1994 803 2272 0 0 0
1L-6

anti-CD71-

TF02.13-2011-

vcMMAE E2 2022 176 110 102 8 71 >10000 (1182

anti-CD71-

TF02.13-2011

(IgGlw) 763 160 116 111 15 83 >10000 (1213
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ABQ95-

vcMMAE-E2 278 59 37 103 5 78 9781 423

ABQ95

(IgGly) 195 63 42 19 2 37 305 132
1L-6

Tampon 15 1 1 0 1 1 1 8

Trastuzumab 1262 119 60 23 3 33 2776 879

TGN1412 655 521 296 214 207 151 208 248

Visilizumab 292 103 253 76 291 397 234 202

LPS 9668 9244 >10000 5655 >10000 1 1 10
TNFa

anti-CD71-

TF02.13-2011-

vcMMAE E2 3741 497 583 2110 133 2830 8581 3854

anti-CD71-

TF02.13-2011

(IgGlw) 3438 693 881 1425 114 1554 5163 2309

ABQ95-

veMMAE-E2 1660 568 296 1458 51 1221 4815 815

ABQ95

(TeG:116) 3703 634 349 443 50 1906 664 658

Tampon 93 0 1 0 1 0 2 15

Trastuzumab 5276 931 506 553 70 1131 2180 3701

TGN1412 >10000 9651 8913 >10000 >10000 >10000 9126 >10000

Visilizumab  >10000 6593 >10000 >10000 >10000 >10000 3157 1642

LPS 470 308 293 322 257 2 0 12

IFNy

anti-CD71-

TF02.13-2011-

veMMAE E2 1950 19 3 12 7 349 354 52

anti-CD71-

TF02.13-2011

(IgGly) 7099 44 8 10 2 129 139 245

ABQ95-

vcMMAE-E2 6119 35 4 4 1 161 53 14

ABQ95

Mol >10000 125 13 14 3 433 30 33

Tampon 26 0 2 1 0 0 0 8

Trastuzumab 9173 59 6 7 1 300 58 4100

TGN1412 >10000 >10000 >10000 >10000 3488 >10000 8685 >10000

Visilizumab  >10000 6159 7957 >10000 7965 >10000 2048 873

LPS 376 607 30 7 29 0 0 14

IL.-2




10

15

20

25

MD/EP 3691692 T2 2021.05.31

63
anti-CD71-
TF02.13-2011-
vcMMAE E2 145 4 3 3 3 2 3 3
anti-CD71-
TF02.13-2011
(IgGlw) 217 2 3 5 1 1 3 13
ABQ095-
vcMMAE-E2 126 2 3 2 1 1 8 2
ABQ095 301 8 3 4 2 1 5 3
Tampon 447 6 8 30 7 2 24 33
Trastuzumab 262 5 4 8 1 2 3 12
TGN1412 >10000 8485 9018 8223 >10000 821 636 1318
Visilizumab 396 459 1863 609 4643 >10000 1517 1038
11.-2
LPS 78 3 6 4 4 7 15 34

EXEMPLUL 19: Eficacitatea antitumorald a AADC anti-CD71 in modelul SW-48 de
xenogrefa la soarece

Acest exemplu aratd eficacitatea anticorpului activat conjugat anti-CD71 conform
prezentei inventii intr-un model de xenogrefd tumorala pe soarece, utilizind celule SW-48 (cancer
colorectal uman).

In acest studiu exemplificativ, injectiile intraperitoneale unice de anti-CD71-TF02.13-
2011-veMMAE E2 (AADC) la dozele indicate au fost administrate la grupuri de 8 soareci, iar
volumul mediu al tumorii a fost observat in timp. Asa cum se arati in Figura 13 si Tabelul 12, un
interval de inhibare a cresterii totale (TGI) la 23 de zile in comparatie cu controlul cu vehicul a
fost observat la toate dozele, cu regresia tumorald completa observata la dozele de 6 si 12 mg/kg.
Tabelul 12: Inhibitia cresterii tumorii xenogrefei dupi tratamentul cu AADC anti-CD71

Doza AADC (mg/kg) [TGI (%) TGD (%) PR (%) CR (%) TR (%)
0,75 35 21 0 0 0

1,5 66 71 0 0 0

3 06 >521 12,5 50 62,5

6 100 >521 0 100 100

12 100 >521 0 100 100

CR = raspuns complet; PR = rdspuns partial; TGI = inhibarea cresterii tumorii; TGD = intirzierea
cresterii tumorii; TR = raspuns total.

EXEMPLUL 20: Eficacitatea antitumorald a AADC anti-CD71 intr-un model DLBCL PDX
pe soarece

Acest exemplu aratd eficacitatea anticorpului activat conjugat anti-CD71 conform
prezentei inventii in cinci (5) modele tumorale de xenogrefd (PDX) derivatd de la pacient pe
soareci, utilizand limfom difuz cu celule B mari (DLBCL) derivat de la pacient HuPrime in SCID
femele sau soareci NOG.

In acest studiu exemplificativ, grupuri de 3 soareci au fost stabilite cu tumori subcutanate
(100 - 200 mm?) si li s-a administrat 6 mg/kg de anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 (AADC)
sau un control cu vehicul in zilele O si 7. Asa cum se aratd in rezultatele exemplificative din Figura
14, articolul de testare AADC a atins> 100% TGI in 4 din 5 modele si 72% TFI la 1 model
comparativ cu grupul de control cu vehicul. Raspunsurile complete (de ex., absenta unei tumori
masurabile 1a terminarea studiului) la modelele administrate cu AADC au fost observate 1a 2 din 3
soareci pentru LY2345, 3 din 3 soareci pentru modelul LY6933, 2 din 3 soareci pentru modelul
LY6934 si 2 sau 3 soareci pentru modelul LY2318. Nu s-au observat raspunsuri complete pentru
modelul LY3604. Aceste rezultate exemplificative demonstreazd cd AADC din prezenta
dezviluire a demonstrat eficacitate, pana la raspunsul complet in unele modele.
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EXEMPLUL 21: Eficacitatea antitumoraldi a AADC anti-CD71 in modelele PDX de grefi
tumorali pe soareci

Acest exemplu aratd eficacitatea anticorpului activat conjugat anti-CD71 al prezentei
inventii in noud (9) modele tumorale de xenogrefd derivatd de la pacient (PDX) pe soarece,
utilizand cancer de san uman derivat de pacient de grefd tumorald (CTG-0437, CTG-0869, CTG -
1059), cancer pulmonar nonmicrocelular (NSCLC) (CTG-1082, CTG-0860, CTG-0160, CTG-
1012) si carcinom cu celule mici de cap si git (HNSCC) (CTG-1140, CTG-1082) la soareci nuzi.

In acest studiu exemplificativ, s-au stabilit grupuri de 3 soareci pentru fiecare model PDX
cu tumori subcutanate (150 - 300 mm?) si li s-a administrat 6 mg/kg de anti-CD71-TF02.13-2011-
veMMAE E2 (AADC) sau un controlul cu vehicul in zilele O si 7. Asa cum se aratd in rezultatele
exemplificative din Figurile 15A, 15B si 15C, articolul de testare AADC a atins> 100% inhibare a
cresterii tumorale (TGI) in 6 din 9 modele in cele trei indicatii de cancer. In aceste 6 modele in
care s-a observat> 100% TGI, 6 din 18 soareci care au primit AADC au obfinut un rispuns
complet (adicd absenta unei tumori misurabile la terminarea studiului). in 2 modele suplimentare,
92% si 78% TGI au fost observate pentru HNSCC si respectiv NSCLC. Un model NSCLC nu a
raspuns la AADC. Asa cum se aratd in aceste rezultate exemplificative, AADC din prezenta
dezviluire a demonstrat eficacitate, inclusiv rdspunsuri complete in unele cazuri, la modelul PDX
derivat dintr-o varietate de tipuri de cancer uman.
EXEMPLUL 22: Eficacitatea antitumorali a AADC anti-CD71 in modelul PDX pancreatic
HuPrime pe soarece

Acest exemplu aratd eficacitatea anticorpului activat conjugat anti-CD71 al prezentei
inventii intr-un model de xenogrefd (PDX) derivat de la pacient pe soareci, utilizind cancer
pancreatic uman derivat de la pacient HuPrime (PA6237) pe soareci SCID.

In acest studiu exemplificativ a fost stabilit un grup de 3 soareci cu tumori subcutanate
(100 - 200 mm®) si li s-a administrat 3 sau 6 mg/kg de anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2
(AADC) sau un control cu vehicul in zilele O si 7. Asa cum se aratd in rezultatele exemplificative
din Figura 16, articolul de testare AADC a obtinut> 100% inhibare a cresterii tumorale (TGI) la 3
st 6 mg/kg. In acest grup de 6 mg/kg, s-au observat 3 din 3 rdspunsuri complete pand in ziua 59, in
timp ce grupul de 3 mg/kg a mentinut rdspunsul complet pand in ziva 31, urmat de cresterea
tumorii.
EXEMPLUL 23: Studii de toxicitate pilot non-GLP ale anticorpului activabil conjugat anti-
CDh71

Acest exemplu aratd toxicitdtile relative ale anticorpului activabil conjugat anti-CD71
(AADC) anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 al prezentei inventii la niveluri de doz3 variind
intre 6 si 18 mg/kg la anticorpii conjugati anti-CD71 (ADC) Ab21.12-veMMAE E2 la doze
variind intre 0,6 si 6 mg/kg la maimutele cinomolgus (1-2 maimute pe sex pe grup) dupi injectarea
bolusului I'V fie o dati la 3 sdptidmani (Q3W), fie odata la 2 saptdmani (Q2W). Au fost efectuate
necropsii terminale la animalele testate n ziua 29 (7 zile dupa ultima doz3d). Evaludrile din timpul
studiului au inclus semnele clinice, greutatea corporald, consumul de alimente, patologia clinica,
patologia anatomicd, TK si imunogenicitatea. Un rezumat al studiului pilot de toxicitate este
prezentat in Tabelul 13.
Tabelul 13: Studiu de toxicitate pilot non-GLP la maimutele cinomolgus

Raport .
Articol de testare Nivel dozi‘medicament- Ziua dozei iMaS.CI.ﬂm/
. eminin
(mg/kg) proteina
anti-CD71-TF02.13-3011-veMMAE 6 2,7 1 (fard a douajj/y
anti-CD71-TF02.13-3011-veMMAE 3 2,7 1,22 11
anti-CD71-TF01-3011-veMMAE 6 2,9 1,22 11
anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE (6 2,9 1,22 11
:;tl-CD71-TF02.13-2011-VcMMAE 12 b.0 1,22 11
Nivel dozaRaport Ziua dozei /Masculin/
Articol de testare (mg/kg) medicament- [necropsiei feminin
proteini
Control cu vehicul 0 N/A 1,22/29 2/1
:;tl-CD71-TF02.13-2011-VcMMAE 5 b.0 1, 22/29 b1
anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE |12 2,0 1,22/29 2/1
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E2
anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE 1/22 (fari a4

18 2,0 » 2/1
2 doua dozi)
anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE [g 2.0 1, 15/50 171
Ab21.12-veMMAE E2 6 2.0 V10~ (fard 4

doua dozi)

Ab21.12-v¢cMMAE E2 > 2,0 1 (fard a douajo/1
Ab21.12-veMMAE E2 0,6 2,0 1,22/29 171

S-a observat toxicitate severd, manifestatd prin posturd cocosatd, activitate scizutd si
cresterea temperaturii corpului in grupurile care au primit o dozd mare de CD71-TF02.13-2011-
veMMAE E2 (18 mg/kg), doze frecvente de CD71-TF02.13 -2011-veMMAE E2 (dozare in zilele
1 si 15) sau conjugat medicament anticorp anti-CD71 parental nemascat (ADC) (Ab21.12-
veMMAE E2) la 6 si 2 mg/kg. Cand s-a putut stabili o cauzi de deces, s-a stabilit ci este o infectie
secundara la suprimarea imund legatd de medicament.

Rezultatele legate de articolele de testare au fost similare pentru CD71-TF02.13-2011-
veMMAE E2 si Ab21.12-veMMAE E2 si au constat in principal din toxicitate hematologica.
Principalele constatiri au inclus (1) mortalitatea atribuitd infectiei secundare care a fost observati
la grupurile care au primit o dozad unicd de CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 la 18 mg/kg, CD71-
TF02.13-2011-veMMAE E2 in zilele 1 si 15 la 8 mg/kg sau o doza unicd de ADC (Ab21.12-
veMMAE E2) la > 2 mg/kg, (2) scdderea greutdtii corporale la 2 siptimani dupd dozi, cu
recuperare cu 3 saptimani dupd doza la > 12 mg/kg de CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2, (3)
sciderea dependentd de doza a masei de celule rosii din singe si a tuturor populatiilor de leucocite
cu recuperare partiald pand la completd observatd la 3 sdptimani dupa administrarea dozei, (4)
crestere tranzitorie a nivelurilor de trombocite la 2 saptimani dupd dozare, (5) cresteri usoare pani
la moderate ale fibrinogenului, sciderea albuminei si cresterea globulinei, (6) scaderi usoare pana
la moderate ale maduvei osoase, splinei si celularitdtii timice, cu reduceri corespunzitoare ale
greutdtii timusului si splinei. Celularitatea scidzutd a fost observatd si in mai multe tesuturi
limfoide.

In acest studiu exemplificativ, cele mai mari doze tolerate de CD71-TF02.13-2011-
veMMAE E2 si Ab21.12-veMMAE E2 (ADC corespunzitor) in aceste studii au fost 12 mg/kg si,
respectiv, 0,6 mg/kg, administrate o singura dati la fiecare 3 sdptimani pentru 2 doze.
EXEMPLUL 24: Studii de toxicitate GLP ale anticorpului activabil conjugat anti-CD71

Acest exemplu aratd un studiu de toxicitate al dozelor repetate GLP la maimutele
cinomolgus ale anticorpului activabil conjugat anti-CD71 (AADC) anti-CD71 -TF02.13-2011-
veMMAE E2 al prezentei inventii la niveluri de dozare de 0, 2, 6 sau 12 mg/kg in zilele 1 si 22
prin injectie bolus I'V. Grupurile de dozare sunt prezentate in Tabelul 14.

Tabelul 14: Studiul toxicitatii GLP la maimutele cinomolgus

Nivel doziRaport Masculin/

Articol de testare (mg/kg) medicament-  |Ziua dozei feminin
proteini

'Vehicul 0 N/A 1,22 6/6
anti-CD71-TF02.13-2011-
vcMMAE E2 2 2,0 1,22 6/6
anti-CD71-TF02.13-2011-
vcMMAE E2 6 2,0 1,22 6/6
anti-CD71-TF02.13-2011- «
V¢cMMAE E2 12 2,0 éozgﬁm a doudeq

In acest studiu exemplificativ, fiecirui grup de 6 maimute masculi si 6 femele i s-a
administrat anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 sau vehicul (bolus IV al dozei indicate in
zilele 1 s122) asa cum se aratd in Tabelul 14. Necropsiile terminale au fost efectuate in ziua 29, iar
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necropsiile de recuperare au fost efectuate in ziua 64. Evaludrile toxicititii au inclus mortalitatea,
semnele clinice, modificirile greutdtii corporale, consumul de alimente, patologia clinica,
patologia anatomicd, examindrile oftalmologice si evaludrile functiei sistemului cardiovascular,
respirator si nervos central. Studiul a inclus analiza TK si o evaluare a formarii ADA. S-au facut
urmitoarele observatii exemplificative. Un rezumat al rezultatelor selectate din studiul de
toxicitate GLP al anti-CD71 TF02.13-2011-veMMAE E2, avand un DAR de ~ 2, comparativ cu
studiile corespunzitoare non-GLP ale unui conjugat medicament anticorp anti-CD71 nemascat
(ADC) Ab21.12-veMMAE E2 (avand de asemenea un DAR de ~ 2), este rezumat in Tabelul 15.
Tabelul 15: Rezultatele studiului de toxicitate GLP la maimutele cinomolgus

Nivel dozilPierdere  inNumirul mediu de
Articol de testare (q3wx2) [(mg/kg) greutatea neutrofile + SD Tolerabilitate
corporala

anti-CD71-TF02.13-2011-
vcMMAE E2 12 0% 61 +44 Netolerat

anti-CD71-TF02.13-2011-

vcMMAE E2 6 0% 277 £ 132 Tolerat
(Ab21.12-veMMAE E2 D 6% 70 Netolerat
Ab21.12-veMMAE E2 0,6 4% 280 £ 42 Tolerat

Nu au existat efecte legate de AADC asupra greutdtii corporale, consumului de alimente,
ritmului respirator, electrocardiografiei, coagularii si parametrilor de analizd a urinei §i nici nu au
existat efecte neurologice, efecte oculare sau descoperiri patologice brute.

Mortalitatea legatd de AADC a fost observatd la doze de 12 mg/kg; 1 femeld a fost gasiti
moartd in ziua 10 si 2 femele au fost eutanasiate in ziua 11 intr-o stare clinicd in declin. Patologia
clinica legatd de AADC si descoperirile microscopice la aceste animale au fost similare cu cele
prezente la animalele care au supraviefuit necropsiei programate (ziua 29), cu exceptia dovezilor
microscopice ale infectiei bacteriene, care a fost consideratd a fi o consecintd a imunosupresiei
legate de AADC.

Asa cum se arati in Tabelul 15, anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 a demonstrat
tolerabilitate superioard fatd de Ab21.12-veMMAE E2 fari pierderi detectabile de greutate
corporald. Asa cum se aratd, Ab21.12-veMMAE E2 nu a avut tolerabilitate in decurs de 8 zile de
la o singurd doza la 2 mpk, in timp ce anti-CD71-TF02.13-2011-veMMAE E2 a oferit o protectie
> 10 ori fatd de cea nemascatd, Ab21.12- veMMAE E2.

Semnele clinice legate de AADC la animalele dozate cu 12 mg/kg care au supravietuit
pana la necropsia programatd au fost leziuni/rani ale pielii, consistente cu infectiile care s-au
corelat cu sciderea populatiilor de leucocite si semne ale rdspunsului de fazd acuti (sciderea
albuminei si colesterolului si cresterea globulinelor, bilirubinei totale si trigliceridelor).

Modificdrile parametrilor hematologici la > 6 mg/kg dupi prima dozd au constat in
sciderea masei de celule rosii din sange, a reticulocitelor si a tuturor subseturilor de leucocite,
impreund cu cresterea trombocitelor. Modificarile hematologice 1a 2 mg/kg au fost limitate la
trombocite usor crescute dupd prima si a doua doza.

Modificarea parametrilor clinici chimici legati de AADC dupa prima doza a fost cea mai
notabild la 12 mg/kg si a constat intr-un rdspuns de fazd acutd (scdderi ale albuminei si
colesterolului si cresteri ale globulinelor, trigliceridelor [numai la femele], bilirubinei totale) si
cresterea azotului ureic (numai pentru indivizi) si creatininei si sciderea fosforului. Schimbdrile
clinice chimice la 6 mg/kg au fost observate numai dupa prima dozd si s-au limitat la cresterea
minima a bilirubinei si la cresterea globulinelor la femele individuale.

Descoperirile chimice hematologice si clinice legate de AADC s-au recuperat pand la
sfarsitul fazei de recuperare.

Descoperirile microscopice legate de AADC la eutanasierea terminald au fost prezente in
timus, glanda suprarenald si maduva osoasd la > 6 mg/kg/doza. Descoperirile la situsul injectdrii
au fost observate la toate grupurile si sunt interpretate ca fiind legate de procedura de administrare
si nu specifice AADC. Greutatea timica a fost scdzutd la maimutele masculi dozate cu 12 mg/kg si
la maimutele femele dozate cu 6 mg/kg, care s-au corelat histologic cu sciderea celularititii, in
special a cortexului timic. Greutatea glandelor suprarenale a fost crescutd la maimutele masculi
dozate cu 12 mg/kg si la maimutele femele dozate cu 6 mg/kg, iar corelatia histologicad a fost
hipertrofia suprarenald. Celularitatea scizuta a fost prezentd in maduva osoasa, in special in femur,
la maimutele masculi dozate cu > 6 mg/kg. Dupad un interval de 6 siptimani fard doza,
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celularitatea scizutd a timusului si hipertrofia adrenocorticald nu au fost prezente, consistent cu
recuperarca completd a acestor modificdri. Celularitatea crescutd a maduvei osoase a persistat, dar
la o severitate scazutd, consistent cu recuperarea partiala.

EXEMPLUL 25: Conjugarea MMAE la anticorpul activabil CD71 si metode de scidere a
DAR al anticorpului activabil conjugat CD71 rezultat la aproximativ DAR 3

Acest exemplu descriec metodele care au fost utilizate pentru a conjuga ve-MMAE la
anticorpul activabil anti-CD71, anti-CD71 TF02.13-2011, pentru a crea anti-CD71 TF02.13-2011-
vc-MMAE care confine o incdrcaturd de medicament de 2 molecule MMAE pentru fiecare
moleculd anti-CD71 TF02.13-2011, in plus fad de metodele utilizate pentru a imbogiti DAR la
aproximativ 3.

Metoda conjugarii

Anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE imbogdtit cu E2 - La o solufie de anti-CD71
TF02.13-2011 (13,95 mg/ml), 39 g solutie, 544 mg, 3,5 nmol) s-au adidugat 0,5 MEDTA (0,39 ml)
st TCEP (0,77 ml, 10 mM in WFI, 7.7 nmol, 2,2 echivalenti) la 2-8°C peste noapte. Anticorpul
redus a fost apoi diluat cu DMSO (2,29 mL) tratat ca veMMAE in DMSO (1,89 mL de 9,49 mM
veMMAE in DMSO, 17,9 nmol, 5,1 echivalenti) la temperatura camerei timp de 1 ord. Anticorpul
conjugat a fost tratat cu N-acetil cisteind (0,29 ml de 100 mM in WFI, 29 nmol, 8,2 echivalenti)
pentru a stinge excesul de veMMAE. Solutia stinsa a fost analizatd prin HIC (cromatografie de
interactiune hidrofobd) pentru specii DAR> E4 (specii DAR superioare, 20,9% in preparatul de
mai sus).

Metoda de imbogiitire a DAR inferior

Reactia de conjugare a fost suspendatd cu rasind HIC, ca cea disponibild comercial de la
Tosoh Biosciences (Toyopearl alchil ca exemplu) in porfiuni la temperatura camerei timp de 2 ore
pentru a reduce speciile DAR mai mari la un nivel vizat (in general <2%). Solutia tratati a fost
filtrata si risina a fost spdlatd succesiv cu PBSE (125 mM fosfat de potasiu, 150 mM NaCl, 6,3
mM EDTA, pH 7.2, 22 g) urmatd de PBS (5 mM fosfat de potasiu, 200 mM NaCl, pH 7, 35 g).
Filtratul combinat si cldtirile au fost concentrate si tamponul a fost schimbat folosind un filtru
centrifugal tdiat cu masa moleculard de 30 kD apoi diluate cu componente de formulare pentru
depozitare.

Produsul rezultat a continut 228 mg (A280 6,5 mg/ml) si s-a dovedit a avea un DAR de
aproximativ 2,9 misurat dintr-o coloand HIC disponibild comercial si a constituit urmitoarele
caracteristici si specii DAR: SEC 98,7% monomer, 0,2% masd moleculard mai mare, 1,1% masa
moleculard mai micd, endotoxini <0,06 EU/mg, specii DAR mai mari decat E4 au fost mai mici
de 2% din arie; DAR EO a fost de aproximativ 6,2%%, DAR E2 a fost de aproximativ 40,7% din
arie si DAR E4 a fost de aproximativ 46,8% din arie).

in exemplele descrise aici, acest produs DAR imbogdtit este denumit ,,anti-CD71
TF02.13-2011-veMMAE (avand un DAR mediu de ~ 3)”

EXEMPLUL 26: Conjugarea MMAE cu anticorpul activabil CD71 si metode de imbogitire
a DAR a anticorpului activabil conjugat CD71 rezultat la aproximativ DAR 2 (,E2")

Acest exemplu descriec metodele care au fost utilizate pentru a conjuga ve-MMAE la
anticorpul activabil anti-CD71, anti-CD71 TF02.13-2011, pentru a crea anti-CD71 TF02.13-2011-
vc-MMAE care confine o incdrcaturd de medicament de 2 molecule MMAE pentru fiecare
moleculd anti-CD71 TF02.13-2011, in plus fad de metodele utilizate pentru a imbogiti DAR la
aproximativ 2.

Metoda conjugarii

Anti-CD71 TF02.13-2011-ve-MMAE E2 - O solutie de anti-CD71 TF02.13-2011 (20,3
mg/mL) s-a diluat cu 1457 g PBSE (125 mM fosfat de potasiu, 150 mM NaCl, 6,3 mM EDTA, pH
7,7) si s-a ricit la 4°C. La solutia ricitd, s-a addugat TCEP (10 mM in WFI, 30,2 ml, 0,30 mmol,
1,5 echivalenti) si s-a mentinut la 4°C timp de 15 ore. La anticorpul redus, s-a addugat o solutie de
ve-MMAE (1,056 g, 0,80 mmol, 4 echivalenti) in DMSO (300 g) cu ricire urmati de o clitire
DMSO (65 g) dupi care solutia a fost ldsatd si se incilzeasca la temperatura camerei. Dupa 3,5
ore, s-a addugat N-acetil cisteina (0,262 g, 1,60 mmol, 8 echivalenti) pentru a stinge excesul de vc-
MMAE si amestecul de reactie a fost depozitat la 2-8°C pand la purificare.

Metoda de imbogiitire a DAR inferior

Produsul a fost purificat in portiuni pe coloane de purificare HIC disponibile comercial,
precum cele disponibile comercial de la GE Life Sciences (alchil Sefaroz3) folosind un gradient de
tampoane de sulfat de amoniuw/fosfat la pH 7,1 cu monitorizare la 280 nm prin UV. Grupului de
produse DAR 2 colectat (aproximativ 9,5 g, randament 30%) i-a fost schimbat tamponul cu
tampon la pH 6,0 prin TFF folosind membrane Pellicon 3 Ultracel 30 kD apoi a fost diluat cu
componente de formulare pentru depozitare.




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3691692 T2 2021.05.31
68

Produsul rezultat (A280 6,4 mg/ml) s-a dovedit a avea un DAR de aproximativ 2 masurat
dintr-o coloana HIC disponibild comercial si a constituit urmétoarele caracteristici si specii DAR:
SEC 99,6% monomer, 0,2% HMW, 0,2% LMW, Endotoxina <0,06 EU/mg si DAR E2 a fost de
aproximativ 99,0% din arie, cu variabilitate de la o rulare la alta intre 94 si 99% DAR E2.

in exemplele descrise aici, acest produs DAR 2 imbogitit (,,E2") este denumit ,anti-
CD71 TF02.13-2011veMMAE E2".

EXEMPLUL 27: Evaluarea caracteristicilor biofizice ale E2 versus speciile DAR superioare
la modelele preclinice murine

Produsul nepurificat HIC, conjugat obfinut din metoda descrisd in Exemplul 25 a fost
rulat pe o coloand HIC folosind tampoane si proceduri standard, asa cum sunt prezentate aici. Asa
cum se aratd in Figura 18A, a fost identificat un numdr de specii cu o incdrcare de medicament
intre 0 si 8.

Produsul E2 purificat obtinut din Exemplul 26 a fost supus aceleiasi cromatografii HIC.
Asa cum se aratd in Figura 18B, a fost observata doar o singurd specie care contine o incdrcare de
medicament de 2.

Produsele nepurificate si E2 au fost radiomarcate si injectate la soareci pentru a evalua
eliminarea generald si toxicitatea fiecdrui produs. Asa cum se aratd in Figura 18C, produsul E2
purificat s-a dovedit a avea o eliminare semnificativ mai scizutil in raport cu produsul nepurificat,
cu incarcare ridicatd de medicament.
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tgggaccecg gettegectt
ctccgecage 360
accaagggcc ccteegtgtt
tggcggcaca 420
gctgeeetgg gctgeetggt
gtcetggaac 480
tetggegecee tgaccagegg
cteeggectg 540
tactceetgt ccteegtggt
gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc
acccaagtec 660
tgcgacaaga cccacacctg
cggaccttec 720
gtetttetgt tccececcaaa
cccecgaagtg 780
acctgegtgg tggtggacgt
ttggtacgtg 840
gacggegtgg aagtgcacaa
caactccacc 900
taccgggteg tgtcegtget
caaagagtac 960
aagtgcaagg tgtccaacaa
ctccaaggec 1020
aagggccage ceegegagece
agagatgacc 1080
aagaaccagg tgtcectgac
tatcgeegtg 1140
gaatgggaga geaacggecea
tgtgetggac 1200
tccgacggct cattctteet
gtggcageag 1260
ggcaacgtgt tetectgeag
cacccagaag 1320
teectgteec tgagceecgg
<210> 22
<211> 260

<212> PRT

Tyr Thr
Gly Lys

tggcgeegaa
caccttcacc
gatcggcgcece
agccaccctg
gagcgaggac
clggggecag
ceetetggec
gaaagactac
agtgcacacc
gacagtgeec
ctccaacacce
tecteecetge
gcccaaggac
gteccacgag
cgccaagace
gaccgtgctg
ggceectgect
ccaggtgtac
ctgtetggtg
gcecgagaac
gtactccaag
cgtgatgcac

caag

425

Gln Lys Ser Leu

440
gtgaagaaac ctggcegecte
agctactgga tgcactgget
atctaccecg gcaactcega
accgecgaca ccteecaccte
accgeegtgt actactgcac
ggceaccctga tcaccgtgtc
cctteccagea agtccacctc
ttcececgage cegtgaccgt
ttceetgecg tgctgeagtc
tectecagec tgggcaccca
aaggtggaca agaaggtgga
cctgeecctg aactgetggg
accctgatga teteecggac
gaccctgaag tgaagttcaa
aagcccagag aggaacagta
caccaggact ggctgaacgg
gceeccatcg aaaagaccat
acactgccac ctagecggga
aaaggcttct accccteega
aactacaaga cecaccecace
ctgaccgtgg acaagtcecg
gaggccctge acaaccacta
1344

Ser
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<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 22

Gln

1

Ile

Ser

Ile

Arg
65

Trp

Ser

Phe

Gly

145

Val

Ser

Gln

Val

Gly
Trp

Gly
Gly

Gly
Gly

45
Gln
Ala
50
60

Val
Val

Phe
Leu

Ser
Phe

Gly
Met

125
Ala
Tyr
130
140
Gln
Val

Phe
Lys

Val
Arg

Trp
Asn

205
Thr
Ser
210
220

Gln
Ser

Asp
Gly

30
Leu
Gly
35

Met
Ser

Tyr

Gln
Trp

Asn
Ser

110
Thr
Gln
115

Thr
Pro

Gly
Ala

Ile
Ser

Val
Glu

190
Lys
Ser
195

Glu
Leu

Ser
Tyr

15
Cys
Ser
20

Leu
Gly

Thr
Val

Ile
Tyr

Gln
Ile

95

Leu
Gly
100

Asp
Pro

Tyr

Thr
Ala

Phe
Gly

175
Cys
Ala
180

Val
Gln

Gln
Ser

Gly

Asp
Ile

Ser
Ser

GIn
Gly

Met

80
Lys

Tyr
85

Ala
Ser

Lys
Pro

160
Pro
Thr
165

Leu

Lys

Asp
Glu

Asp
Ser

79

Gln
Leu

Ile
Ser

Gly
Asp

Ser
Asp

Cys
70
Pro

Ser

Ser
Gly

Asp

Cys
Phe

Leu
Ser
150

Pro
Ala

Leu
Val

Asn
Ser

Ser
Thr

Gly

Gly

Arg

Pro

55

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

135

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

215

Gln

Gly

Ser

40

Ser

Ala

Lys

Val

120

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

200

Asp

Phe

Gly

25

Asp

Ser

Ser

Ala

Pro

105

Ile

Arg

Lys

Glu

Phe

185

Gln

Ser

Cys

10

Ser

Asn

Leu

Ser

Pro

90

Ser

Ser

Arg

Arg

Gln

170

Tyr

Ser

Pro

Ser

Ser

Ser

75

Lys

Arg

Ser

Asn

Thr

155

Leu

Pro

Gly

Tyr
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Leu Thr Leu Ser
Lys Val Tyr
225

Glu Val Thr His
Thr Lys Ser

255
Arg Gly Glu Cys

260

<210> 23

<211> 260

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 23

Gln Gly Gln Ser
Glu His Ser

1 5 10 15

Leu Asp Cys Arg
Gly Gly Ser
20
30
Ser Gly Leu Leu
Gly Gly Gly

45
Ile Gln Met Thr
Ala Ser Val
50
60
Arg Val Thr Ile
Val Tyr Tyr
65

Trp Phe Gln Gln
Leu Trp Ile

95
Thr Ser Asn Leu
Phe Ser Gly
100
110
Ser Gly Thr Asp
Met Gln Pro
115
125
Phe Ala Thr Tyr
Tyr Pro Tyr
130
140
Gly Gln Gly Thr
Val Ala Ala
145

Lys
Ala

240
Gln
Phe
245

Gly
Ala

Ser
Ile

Ser
Ser

GIn
Gly

Thr
Met

80
Lys

Tyr
85

Ala
Ser

Lys
Pro

160

80

Ala
Cys
230

Gly
Asn

Gln
Ala

Ser

Gly
Asp

Ser
Asp

Cys

Tyr
70

Pro
Ser

Ser
Gly

Asp

Cys
Phe

Leu
Ser
150

Asp

Leu

Gly

Gly

Arg

Pro

55

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

135

Glu

Tyr

Ser

Asn

Gly

Ser

40

Ser

Ala

Lys

Val

120

Gln

Ile

Glu

Ser

Leu

Gly

25

Asp

Ser

Ser

Ala

Pro

105

Ile

Arg

Lys

Lys

Pro

250

Cys

Ser

Asn

Leu

Ser

Pro

90

Ser

Ser

Arg

Arg

235

Val

Ser

Ser

Ser

75

Lys

Arg

Ser

Asn

155
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Val Phe Ile Phe
Lys Ser Gly

175
Ser Val Val Cys
Arg Glu Ala
180

190
Gln Trp Lys Val
Asn Ser Gln

195
205
Val Thr Glu Gln
Ser Leu Ser
210
220

Leu Thr Leu Ser
Lys Val Tyr
225

Glu Val Thr His
Thr Lys Ser

255

Arg Gly Glu Cys
260

<210> 24

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 24

Gly Ser Gly Gly

1

<210> 25

211> 4

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 25

Gly Gly Gly Ser

1

<210> 26

211> 4

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 26

Gly Gly Ser Gly

1

<210> 27

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 27

Pro
Thr
165

Leu

Lys

Asp
Glu

Asp
Ser

Lys
Ala
240
GIn

Phe
245

Ser

Gly

81

Pro Ser Asp Glu
Ala

Leu Asn Asn Phe
Val
185

Asn Ala Leu Gln
Ser
200

Ser Lys Asp Ser
Thr

215
Ala Asp Tyr Glu
Cys
230

Gly Leu Ser Ser
Asn

Gln

170

Tyr

Ser

Lys

Pro

250

Leu

Pro

Gly

Tyr

235

Val
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Gly Gly Ser Gly

1

<210> 28

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 28

Gly Ser Gly Ser

1

<210> 29

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 29

Gly Ser Gly Gly

1

<210> 30

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 30

Gly Gly Gly Ser

1

<210> 31

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 31

Gly Ser Ser Ser

1

<210> 32

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 32

Gly Ser Ser Gly
Ser Gly

1

<210> 33

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 33

Gly Ser Ser Gly
1

<210> 34

<211> 12

<212> PRT

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

82

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

10

Gly
10

Gly

Gly
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<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 34
Gly Ser Ser Gly
Ser
1
<210> 35
211> 16
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 35
Gly Ser Ser Gly
Ser Gly Gly
1
15
<210> 36
<211> 10
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 36
Gly Ser Ser Gly
1
<210> 37
211> 11
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 37
Gly Ser Ser Gly
1
<210> 38
211> 4
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 38
Gly Gly Gly Ser
1
<210> 39
211> 5
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 39
Gly Ser Ser Gly
1
<210> 40
211> 4
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 40

83

Gly Ser Gly

Gly Ser Gly
Gly Ser

Gly Ser Gly

Gly Ser Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

Ser

Ser

Gly

10

Gly

10

Gly
10

Gly
10

Gly

Gly

Ser
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Gly Ser Ser Gly
1

<210> 41

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 41

Thr Gly Arg Gly
1

<210> 42

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 42

Ser Ala Arg Gly
1

<210> 43

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 43

Thr Ala Arg Gly
1

<210> 44

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 44

Leu Ser Gly Arg
1

<210> 45

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 45

Gly Gly Trp His
1

<210> 46

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 46

His Thr Gly Arg
1

<210> 47

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

Pro

Pro

Pro

Ser

Ser

84

Ser Trp Val

Ser Arg Trp

Ser Phe Lys

Asp Asn His

Gly Arg Asn

Gly Ala Leu
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<223> Sintetic

<400> 47

Pro Leu Thr Gly
1

<210> 48

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 48

Ala Ala Arg Gly
1

<210> 49

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 49

Arg Gly Pro Ala
1

<210> 50

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 50

Ser Ser Arg Gly
1

<210> 51

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 51

Arg Gly Pro Ala
1

<210> 52

211> 4

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 52

Arg Gly Pro Ala
1

<210> 53

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 53

Gly Gly Gln Pro
1

<210> 54

<211> 10

<212> PRT
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<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 54

Phe Pro Arg Pro
1

<210> 55

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 55

Val His Met Pro
1

<210> 56

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 56

Ser Pro Leu Thr
1

<210> 57

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 57

Ser Ala Gly Phe
1

<210> 58

<211>9

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 58

Leu Ala Pro Leu
1

<210> 59

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 59

Ser Gly Gly Pro
1

<210> 60

211> 4

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 60

Pro Leu Gly Leu
1

<210> 61

Leu

Leu

Gly

Ser

Gly

Leu

86

Gly Ile Thr Gly

Gly Phe Leu Gly

Arg Ser Gly

Leu Pro Ala

Leu Gln Arg Arg

Gly Val Arg

Leu
10

Pro
10
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211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 61

Ile Ser Ser Gly
1

<210> 62

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 62

Gln Asn Gln Ala
1

<210> 63

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 63

Ala Gln Asn Leu
1

<210> 64

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 64

Ser Thr Phe Pro
1

<210> 65

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 65

Pro Val Gly Tyr
1

<210> 66

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 66

Asp Trp Leu Tyr
1

<210> 67

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 67

Ile Ser Ser Gly

Leu

Leu

Leu

Phe

Thr

Trp

Leu

87

Ser

Arg

Gly

Gly

Ser

Pro

Leu

Ser

Met

Met

Met

Ser

Gly

Ser

Ala

Val

Phe

Leu

Ile

Ser
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88

1 5
<210> 68

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 68

Leu Lys Ala Ala Pro Arg
1 5
<210> 69

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 69

Gly Pro Ser His Leu Val
1 5
<210> 70

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 70

Leu Pro Gly Gly Leu Ser
1 5
<210> 71

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 71

Met Gly Leu Phe Ser Glu
1 5
<210> 72

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 72

Ser Pro Leu Pro Leu Arg
1 5
<210> 73

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 73

Arg Met His Leu Arg Ser
1 5
<210> 74

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

Trp

Leu

Pro

Ala

Val

Leu

Ala

Trp

Gly

Pro

Gly
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<400> 74

Leu Ala Ala Pro

1

<210> 75

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 75

Ala Val Gly Leu

1

<210> 76

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 76

Leu Leu Ala Pro

1

<210> 77

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 77

Pro Ala Gly Leu

1

<210> 78

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 78

Gly Pro Arg Ser

1

<210> 79

211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 79

Gly Pro Arg Ser

1

<210> 80

<211> 12

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 80

Asn Thr Leu Ser
Gly

1

<210> 81

<211> 12

<212> PRT

Leu

Leu

Ser

Trp

Phe

Phe

Gly

89

Gly

Ala

Leu

Gly

Gly

Arg

Leu Leu
Pro Pro
Arg Ala
Asp Pro
Leu

Ser Glu

Asn

10

Ser
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<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 81

Asn Thr Leu Ser
Ser

1

<210> 82

<211> 12

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 82

Thr Ser Thr Ser
Gly

1

<210> 83

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 83

Thr Ser Gly Arg

1

<210> 84

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 84

Val Ala Gly Arg

1

<210> 85

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 85

Val Val Pro Glu

1

<210> 86

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 86

Ile Leu Pro Arg

1

<210> 87

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 87

Met Val Leu Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

Ser

Arg

90

Arg

Arg

Ala

Met

Arg

Pro

Ser

Ser

Ser

Asn

Arg

Arg

Ala

Leu

Gly

Ala

Pro

Pro

Ser

Phe

Leu

Asn

Asn

10

Pro

10

Gly

Arg
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1

<210> 88

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 88

Gln Gly Arg Ala

1

<210> 89

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 89

Ser Pro Arg Ser

1

<210> 90

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 90

Ser Met Leu Arg

1

<210> 91

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 91

Ile Ser Ser Gly
Asn His

1

<210> 92
<211> 22
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 92
Ile Ser Ser Gly

Gly Gly Ser
1

15

Gly Arg Ser Asp
20 Asn His

<210> 93

<211> 22

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 93

91

Ile Thr Phe Ile

Ile Met Leu Ala

Ser Met Pro Leu

Leu Leu Ser Gly

5

Leu Leu Ser Ser
Leu Ser

5

Arg

Gly

Ser

10

Gly

10

Asp

Ser
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Ala Val Gly Leu
Ser Thr Ser

15
Ser Ala Asn Pro
20
<210> 94
<211> 22
<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 94
Thr Ser Thr Ser

Gly Gly Gly
1

15

Gly Leu Leu Ala

20

<210> 95

<211> 24

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 95

Val His Met Pro
Gly Thr Ser

1

15
Gly Arg Ser Ala
20
<210> 96
<211> 24
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 96

Thr Ser Thr Ser
Gly Gly Gly

1

15
Met Pro Leu Gly
20
<210> 97
<211> 18
<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 97

Leu
Gly

Arg

Gly
Ala

Pro

Leu
Thr

Asn

Gly
Val

Phe

92
Ala Pro Pro Gly
Arg

Gly

Arg Ser Ala Asn
Val

Pro

Gly Phe Leu Gly
Ser

Pro Arg Gly

Arg Ser Ala Asn
His

Leu Gly Pro

Gly

10

Pro

10

Pro

10

Pro

10

Thr

Arg

Gly

Arg



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3691692 T2 2021.05.31
93

Ala Val Gly Leu Leu Ala Pro Pro Gly
Ser Gly Arg Ser Asp
1 5
15
Asn His
<210> 98
<211> 18
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 98
Leu Ser Gly Arg Ser Asp Asn His Gly
Val Gly Leu Leu Ala
1 5
15
Pro Pro

<210> 99
<211> 20
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 99
Val His Met Pro Leu Gly Phe Leu Gly
Gly Leu Ser Gly Arg
1 5
15
Ser Asp Asn His

20

<210> 100
<211> 20
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 100
Leu Ser Gly Arg Ser Asp Asn His Gly
His Met Pro Leu Gly
1 5
15
Phe Leu Gly Pro

20

<210> 101
<211> 22
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 101
Leu Ser Gly Arg Ser Asp Asn His Gly
Gly Gly Ser Ile Ser
1 5
15

Gly

10

Gly

10

Pro

10

Gly

10

Gly

10

Leu

Ala

Gly

Val

Ser
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Ser Gly Leu Leu
20
<210> 102
<211> 22
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 102
Leu Ser Gly Arg
Gly Gly Ser
1
15
Ser Gly Leu Leu
20
<210> 103
<211> 22
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 103
Ile Ser Ser Gly
Gly Gly Ser
1
15
Gly Arg Ser Gly
20
<210> 104
<211> 22
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 104
Leu Ser Gly Arg
Gly Gly Ser
1
15
Gln Ala Leu Arg
20
<210> 105
<211> 22
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 105
Gln Asn Gln Ala
Gly Gly Ser
1
15

Ser

Ser
Ile

Ser

Leu
Leu

Asn

Ser
Gln

Met

Leu
Leu
5

94

Ser

Gly Asn His Gly
Ser

Ser

Leu Ser Ser Gly
Ser

Asp Asn His Gly
Asn

Ala

Arg Met Ala Gly
Ser

Gly

10

Gly

10

Gly

10

Gly

10

Ser

Ser

Ser

Ser
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95
Gly Arg Ser  Asp  Asn  His
20

<210> 106

<211> 22

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 106

Leu Ser Gly Arg Ser Gly Asn His Gly Gly Ser
Gly Gly Ser Gln Asn

1 5 10

15
Gln Ala Leu Arg Met Ala

20

<210> 107

<211> 22

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 107

Gln Asn Gln Ala Leu Arg Met Ala Gly Gly Ser
Gly Gly Ser Leu Ser

1 5 10

15
Gly Arg Ser Gly Asn His

20

<210> 108

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 108

Ile Ser Ser Gly Leu Leu Ser Gly Arg Ser Gly
Asn His

1 5 10

<210> 109

211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 109

Gln Gly Gln Ser Gly Gln
1 5
<210> 110

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 110
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Pro Arg Phe Lys

1

<210> 111

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 111

Pro Arg Phe Arg

1

<210> 112

<211>9

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 112

Ser Ser Arg His

1

<210> 113

<211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 113

Arg Lys Ser Ser
Val Val Leu

1

<210> 114
<211> 15
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 114
Ser Ser Ser Phe
Gly Asp Asp
1
15
<210> 115
<211> 15
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 115
Ser Ser Ser Phe
Gly Asp Asp
1
15
<210> 116
211> 4
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 116
Ile Glu Gly Arg

96

Ile Ile Gly Gly

Ile Ile Gly Gly

Arg Arg Ala Leu Asp

Ile Ile Ile Arg Met

Asp Lys Gly Lys Tyr
Ala

Asp Lys Gly Lys Tyr
Ala

Arg

10

Lys

10

Lys

10

Asp

Lys

Arg
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1

<210> 117

211> 4

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 117

Ile Asp Gly Arg

1

<210> 118

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 118

Gly Gly Ser Ile Asp
1 5
<210> 119

211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 119

Pro Leu Gly Leu Trp
1 5
<210> 120

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 120

Gly Pro Gln Gly Ile
1 5
<210> 121

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 121

Gly Pro Gln Gly Leu
1 5
<210> 122

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 122

Gly Ile Ala Gly Gln
1 5
<210> 123

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificial

<220>

<223> Sintetic

97

Gly

Ala

Ala

Leu

Arg

Gly

Gly

Gln

Ala
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<400> 123

Gly Pro Leu Gly
1

<210> 124

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 124

Gly Pro Glu Gly
1

<210> 125

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 125

Tyr Gly Ala Gly
1

<210> 126

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 126

Ala Gly Leu Gly
1

<210> 127

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 127

Ala Gly Leu Gly
1

<210> 128

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 128

Glu Pro Gln Ala
1

<210> 129

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 129

Gln Ala Leu Ala
1

<210> 130

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

Ile

Leu

Leu

Val

Ile

Leu

Met

98

Ala

Arg

Gly

Val

Ser

Ala

Ser

Gly

Val

Val

Glu

Ser

Met

Ala

Ile

Gly

Val

Arg

Thr

Ser

Ile
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<220>

<223> Sintetic

<400> 130

Ala
1

Ala

<210> 131

<211> 8

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 131

Met
1

Asp

<210> 132

<211> 8

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 132

Glu
1

Ser

<210> 133

<211> 8

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 133

Ser
1

Ala

<210> 134

<211> 8

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 134

Asp
1

Val

<210> 135

<211> 8

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 135

Val
1

Ala

<210> 136

<211> 8

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 136

Ala
1

Gln

Tyr

Ala

Leu

Pro

Ala

Gln

Phe

MD/EP 3691692 T2 2021.05.31

His

Phe

Pro

Ala

Gln

Phe

Val

Leu

Leu

Val

Val

Phe

Val

Leu

99

Val

Glu

Val

Glu

Val

Leu

Ser

Ser

Ala

Ser

Leu

Glu

Gln

Ser

Val

Glu

Thr

Glu

Gly
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<210> 137

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 137

Pro Val Gln Pro

1

<210> 138

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 138

Gln Gly Gln Ser

1

<210> 139

<211>5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 139

Gln Gly Gln Ser

1

<210> 140

211> 4

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 140

Gln Gly Gln Ser

1

<210> 141

<211> 253

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 141

Gln Phe Cys Pro
Asp Cys Asp

1

15
Gly Gly Ser Ser
Leu Leu Ser

20

30
Ser Asp Asn His
Met Thr Gln

35
45
Ser Ser Leu Ser
Thr Ile Thr
50
60

Ala Ser Ser Ser
Gln Gln Lys

100

Ile Gly Pro

Gly Gln Gly

Gly

Trp Ser Tyr
Ile Gly

Gly Gly Ser
Gly Arg

Gly Gly Gly
Ser Pro

Ala Ser Val
Cys Ser
55

Val Tyr Tyr
Pro Gly

Gln

Tyr

Ile

Ser
40

Gly

Met

Leu

Ser

25

Asp

Asp

Tyr

Ile

10

Ser

Ile

Arg

Trp

Gly

Gly

Gln

Val

Phe
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65
Lys Ala Pro Lys
Asn Leu Ala
95
Val Pro Ser Arg
Thr Asp Tyr
100
110
Thr Ile Ser Ser
Thr Tyr Tyr
115
125
Gln Arg Arg Asn
Gly Thr Lys
130
140
Ile Lys Arg Thr
Ile Phe Pro
145
Asp Glu Gln Leu
Val Cys Leu
175
Asn Phe Tyr Pro
Lys Val Asp
180
190
Leu Gln Ser Gly
Glu Gln Asp
195
205
Asp Ser Thr Tyr
Leu Ser Lys
210
220
Tyr Glu Lys His
Thr His Gln
225
Ser Ser Pro Val
Glu Cys
<210> 142
<211> 253
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 142
Asn Leu Cys Thr
Cys Arg Ser
1
15
Gly Gly Ser Ser
Leu Leu Ser

80
Leu
Ser
85

Phe
Thr

Met
Cys

Leu

Val
Pro

160
Lys
Leu
165

Arg
Asn

Asn
Ser

Ser
Ala

Lys
Gly

240
Thr

245

Glu

Gly
Gly

101

70
Trp
Gly

Ser
Leu

Gln
Gln

Pro
Glu

Ala
Ser
150

Ser
Asn

Glu
Ala

Ser
Lys

Leu
Asp

Val
Leu
230

Lys

His
Gly

Gly

Ile

Gly

Pro

Tyr

135

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

215

Tyr

Ser

Ser

Ser

Tyr

Ser

Glu

120

Pro

Lys

Glu

200

Ser

Ala

Phe

Ala

Ile

Ser

Gly

105

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

185

Ser

Cys

Asn

Ala

Ser

Thr

90

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

170

Gln

Val

Leu

Glu

Arg

250

Leu
10

Ser

75

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

155

Val

Trp

Val
235

Gly

Asp

Gly
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Ser Asp
Met
45
Ser Ser
Thr
50
60
Ala Ser
Gln
65
Lys Ala
Asn
Val Pro
Thr
Thr Ile
Thr
125
Gln Arg
Gly
130
140
Ile Lys
Ile
145
Asp Glu
Val
Asn Phe
Lys
Leu Gln
Glu
205
Asp Ser
Leu
210
220
Tyr Glu
Thr
225
Ser Ser
Glu
<210> 143

<211> 6

30
Asn
Thr
35

Leu
Ile

Ser
Gln

Pro
Leu

Ser
Asp

110
Ser

Tyr
115
Arg
Thr

Arg
Phe

Gln
Cys

Val
190
Ser

Gln
195

Ser

Lys

Pro
Cys
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20
His
Gln

Ser
Thr

Ser
Lys

Lys
Ala

95
Arg

100
Ser

Tyr

Asn
Lys

Pro

Leu
Leu

175
Pro
Asp
180

Gly
Asp

Lys

His
Gln

Val

Gly
Ser

Ala
Cys

Val
Pro

80
Leu
Ser
85

Phe
Thr

Met
Cys

Tyr
Leu

Val
Pro

160
Lys
Leu
165

Arg
Asn

Asn
Ser

Ser
Ala

Lys
Gly

240
Thr

245

102

Gly
Pro

Ser
Ser

Gly
70

Trp
Gly

Ser
Leu

Gln
Gln

Pro
Glu

Ala
Ser
150
Ser

Asn

Glu
Ala

Ser
Lys

Leu
Asp

Val
Leu
230

Lys

Gly

Val

55

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr
135

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

215

Tyr

Ser

Ser

40

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

120

Pro

Thr

Lys

Glu

200

Ser

Ala

Phe

25

Asp

Asp

Tyr

Ser

Gly

105

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

185

Ser

Cys

Asn

Ile

Arg

Trp

90

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

170

Gln

Val

Leu

Glu

Arg

250

Gln

Val

Phe

75

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

155

Val

Trp

Thr

Val
235

Gly
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<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 143

Gly Gln Ser Gly

1

<210> 144

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 144

Gln Ser Gly Gln

1

<210> 145

211> 4

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 145

Ser Gly Gln Gly

1

<210> 146

<211> 257

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 146

Asn Leu Cys Thr
Cys Arg Ser

1

15

Gly Gly Ser Ser

Leu Ala Pro
20
30

Gly Leu Ser Gly

Ser Asp Ile
35

45

Thr Gln Ser Pro
Gly Asp Arg
50
60

Ile Thr Cys Ser
Met Tyr Trp

65

Gln Lys Pro Gly
Tyr Ser Thr

95
Leu Ala Ser Gly
Ser Gly Ser
100
110

Gln

Gly

Glu

Gly
Pro

Arg
Gln

Ser
Val

Ala
Phe

80
Lys
Ser
85

Val
Gly

103

Gly

His
Gly

Gly
Gly

Ser
Met

Ser
Thr

Ser
Gln
70

Ala
Asn

Pro
Thr

Ser

Ser

Asp

Leu

55

Ser

Pro

Ser

Ala

Ala

Asn

40

Ser

Ser

Lys

Arg

Ala

Val

25

Pro

Ala

Val

Leu

Phe

105

Leu

10

Gly

Gly

Ser

Tyr

Trp

90

Ser

Asp

Leu

Gly

Val

Tyr
75

Ile

Gly
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Asp Tyr Thr Leu
Glu Asp Phe

115
125
Tyr Tyr Cys Gln
Thr Phe Gly
130
140

Thr Lys Leu Glu
Pro Ser Val
145

Phe Pro Pro Ser
Thr Ala Ser

175
Cys Leu Leu Asn
Lys Val Gln
180
190

Val Asp Asn Ala

Glu Ser Val
195

205

Gln Asp Ser Lys
Ser Thr Leu
210
220

Ser Lys Ala Asp
Ala Cys Glu

225

His Gln Gly Leu
Phe Asn Arg

255
Cys

<210> 147

<211> 264

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
<223> Sintetic
<400> 147
Gln Gly Gln Ser
Glu His Ser
1
15
Leu Asp Cys Arg
Gly Gly Ser
20
30
Gly Leu Leu Ala
Arg Ser Asp
35
45
Gly Gly Ser Asp
Ser Ser Leu

Thr
Ala

Gln
Gln

Ile
Phe

160
Asp
Val
165

Asn
Trp

Leu
Thr

Asp
Thr

Val

240
Ser
Gly
245

Gly
Ala

Ser
Ala

Pro
Asn

Ile
Ser

104

Ile
Thr

Arg
Gly

Lys
Ile
150

Glu
Val

Phe
Lys

Gln
Glu

Ser
Leu

Glu
Thr
230

Ser
Glu

Gln
Ala

Val

Pro
Pro

Gln
Ala

Ser

Arg

135

Arg

Gln

Tyr

Ser

215

Lys

Pro

Gly

Gly

Gly

Met

Ser

120

Asn

Thr

Leu

Pro

Gly

200

Tyr

Val

Asn

Gly

Gly

40

Met

Tyr

Val

Lys

Arg

185

Asn

Ser

Lys

Leu

Gly
25

Leu

Gln

Gln

Pro

Ala

Ser

170

Glu

Ser

Leu

Val

Lys

250

Cys

10

Ser

Ser

Ser

Pro

Tyr

Ala

155

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr
235

Ser

Ser

Gly

Pro
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50
60
Ser Val
Ala
65
Tyr Tyr
Lys
Trp Ile
Val
Ser Gly
Thr
125
Gln Pro
Gln
130
140
Pro Tyr
Ile
145
Ala Ala
Asp
Ser Gly
Asn
Glu Ala
Leu
205
Ser Gln
Asp
210
220
Leu Ser
Tyr
225
Val Tyr
Ser
Lys Ser
<210> 148
<211> 15
<212> PRT

Gly
Ser

Met
Ala

Pro

110
Ser
Ile

115

Glu
Arg

Thr
Lys

Pro
Glu

Phe

190
Lys
Gln
195

Glu
Ser

Ser
Glu

Ala
Ser

Phe
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Asp
Ser

Pro

95

Ser
Ser
100

Gly
Ser

Asp

Phe
Arg

Ser
Gln

175
Ala

Tyr
180

Val
Ser

Ser
Thr

Thr
Lys

Cys
Pro

255
Asn

260

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 148

Arg
Ser

80
Trp
Lys
85

Thr
Arg

Ser
Ser

Phe
Asn

Gly
Thr

160
Val
Leu
165

Ser
Pro

GIn
Gly

Val
Tyr

Leu
His

240
Glu
Val
245

Arg

105

Val
Val
70

Phe
Leu

Ser
Phe

Gly
Met

Ala
Tyr

Gln
Val
150

Phe
Lys

Val
Arg

Trp
Asn

Thr
Ser

Thr
Lys
230

Val
Thr

Gly

55

Thr

Gln

Asn

135

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

215

Leu

Glu

Ile

Gln

Leu

Asp

120

Tyr

Phe

Cys

Val

200

Gln

Ser

Cys

Thr

Lys

Ala

105

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Leu

185

Asp

Asp

Lys

Gln

Cys

Pro

90

Ser

Cys

Leu

Pro

170

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

250

Ser

75

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

155

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

235

Leu
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Ile Ser Ser Gly
Asn Pro Arg
1
15
<210> 149
<211> 18
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 149
Ala Val Gly Leu
Arg Ser Ala
1
15
<210> 150
<211> 17
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 150
Ala Val Gly Leu
Ser Ala Asn
1
15
Gly

<210> 151

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 151

Ile Ser Ser Gly
Asp His

1

<210> 152

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 152

Ile Ser Ser Gly
Ile His

1

<210> 153

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 153

Ile Ser Ser Gly
Gln His

1

Leu
Gly

Leu
Asn

Leu
Pro

Leu

Leu

Leu

106

Leu Ser Gly

Ala Pro Pro

Pro

Ala Pro Pro
Arg

Leu Ser Gly

Leu Ser Gly

Leu Ser Gly

Arg

Thr

Ser

Arg

Arg

Arg

Ser

10

Ser

10

Gly

10

Ser

10

Ser

10

Ser

10

Ala

Gly

Arg

Asp

Asp

Asp
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<210> 154

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 154

Ile Ser Ser Gly
Thr His

1

<210> 155

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 155

Ile Ser Ser Gly
Tyr His

1

<210> 156

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 156

Ile Ser Ser Gly
Asn Pro

1

<210> 157

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 157

Ile Ser Ser Gly
Asn Pro

1

<210> 158

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 158

Ile Ser Ser Gly
Asn Ile

1

<210> 159

<211> 18

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

107

Leu Ser Gly

Leu Ser Gly

Leu Ser Gly

Leu Ser Gly

Leu Ser Gly

Arg

Arg

Arg

Arg

Arg

Ser

10

Ser

10

Ser

10

Ser

10

Ser

10

Asp

Asp

Asp

Ala

Ala
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108

<400> 159
Ala Val Gly Leu Leu Ala Pro Pro Gly
Ser Gly Arg Ser Asp
1 5
15
Asp His

<210> 160
<211> 18
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 160
Ala Val Gly Leu Leu Ala Pro Pro Gly
Ser Gly Arg Ser Asp
1 5
15
Ile His

<210> 161
<211> 18
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 161
Ala Val Gly Leu Leu Ala Pro Pro Gly
Ser Gly Arg Ser Asp
1 5
15
Gln His

<210> 162
<211> 18
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 162
Ala Val Gly Leu Leu Ala Pro Pro Gly
Ser Gly Arg Ser Asp
1 5
15
Thr His
<210> 163
<211> 18
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 163
Ala Val Gly Leu Leu Ala Pro Pro Gly
Ser Gly Arg Ser Asp
1 5
15
Tyr His

<210> 164
<211> 18
<212> PRT

Gly

10

Gly

10

Gly

10

Gly

10

Gly

10

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu
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109

<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sinteti
<400> 164
Ala Val Gly Leu Leu Ala Pro
Ser Gly Arg Ser Asp
1 5
15
Asn Pro

<210> 165
<211> 18
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 165
Ala Val Gly Leu Leu Ala Pro
Ser Gly Arg Ser Ala
1 5
15
Asn Pro

<210> 166
<211> 18
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 166
Ala Val Gly Leu Leu Ala Pro
Ser Gly Arg Ser Ala
1 5
15
Asn Ile

<210> 167
<211> 447
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 167
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
Lys Lys Pro Gly Ala
1 5
15
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys
Thr Phe Thr Ser Tyr
20
30
Trp Met His Trp Val Arg Gln
Gly Leu Glu Trp Ile
35
45
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn
Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55
60
Gln Gly Arg Ala Thr Leu Thr
Thr Ser Thr Ala Tyr

Pro

Pro

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Gly

10

Gly

10

Gly

10

Glu
10

Gly

Gly

Leu

Leu

Leu

Val

Tyr

Gln

Gly

Ser
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65

Met

Thr

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

225

Val

Glu

Lys

Ser

Glu
Ala

Arg
Trp

Ile
Pro

125
Ala
Thr
130
140
Leu
Thr

Gly
Pro

Ser
Thr

Leu
Asn

205
Thr
Ser
210
220
Thr
Leu

Phe
Leu

Pro
Ser

265
Val
Glu

285
Thr
Thr
290
300
Val
Asn

Leu
Val

Glu
Gly

110
Thr
Ser
115

Pro
Ala

Val
Val

Ala
Ala

Gly
Val

190
Gly
His
195

Lys
Cys

Cys
Gly

Leu
Met

Glu
His

Lys
Val
275

Lys
Tyr

Leu
Gly

MD/EP 3691692 T2 2021.05.31

Ser
Tyr

95

Asn
Gln
100

Val
Val

Ser
Ala

Lys
Ser

Leu
Val

175
Leu
Pro
180

Lys

Val
Asp

Pro
Gly

Phe
Ile

255
Val
Glu
260

Phe
His

Pro
Arg

Lys

80
Ser

Tyr
85

Trp
Gly

Ser
Phe

Ser
Leu

Asp
Trp

160
Thr
Leu
165

Ser

Gln
Pro

Asp
Lys

Pro
Pro

240
Pro
Ser
245

Asp

Asn
Asn

Val

Val
Glu

110

70
Leu

Cys

Asp
Thr

Ser
Pro

Lys
Gly

Asn
150

Ser

Gln

Ser
Ser

Ser

Lys
Thr

Cys
Ser
230

Pro

Arg

Cys
Pro

Trp
Ala

Glu
Val

Leu
Tyr

Arg

Pro

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

270
Tyr

Glu

295

Ser

Gly

Ser

120

Pro

Val

Ser

Ile

200

Val

Ala

Pro

Val

Val
280

Gln

Gln

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

Asp

90

Ala

Lys

Gly

Pro

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

75

Thr

Phe

Gly

Gly

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu
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305

Lys Cys Lys Val
Pro Ile Glu

335
Ile Ser Lys Ala
Gln Val Tyr
340

350
Pro Pro Ser Arg
Val Ser Leu

355
365
Leu Val Lys Gly
Val Glu Trp
370
380
Asn Gly Gln Pro
Pro Pro Val
385

Ser Asp Gly Ser
Thr Val Asp

415
Arg Trp Gln Gln
Val Met His

420
430
Leu His Asn His
Leu Ser Pro
435
445
<210> 168
<211> 1341
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 168
caggtgcage tggtgeagtc
cgtgaagatg 60
tcctgecaagg ccteeggeta
gecgacaggcet 120
ccaggecagg gcctcgaatg
gacaggctac 180
gcecagaagt tccagggcag
caccgectac 240
atggaactgt ccagecetgeg
cagagagaac 300
tgggaccecg gettegectt
ctccgecage 360
accaagggcc ccteegtgtt
tggcggcaca 420
gctgeeetgg gctgeetggt
gtcetggaac 480
tetggegecee tgaccagegg

cteeggectg 540

111

310
320
Ser Asn Lys Ala Leu Pro
Lys Thr
325 330
Lys Gly Gln Pro Arg Glu
Thr Leu

345
Glu Glu Met Thr Lys Asn
Thr Cys
360
Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
Glu Ser
375

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
Leu Asp

390
400
Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
Lys Ser
405 410
Gly Asn Val Phe Ser Cys
Glu Ala

425
Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
Gly
440

tggcgeegaa gtgaagaaac ctggcegecte
caccttcacc agctactgga tgcactgget
gatcggcgcece atctaccecg gcaactcega
agccaccctg accgecgaca ccteecaccte
gagcgaggac accgeegtgt actactgcac
ctggggcecag ggceaccctga tcaccgtgtc
ceetetggec cctteccagea agtccacctc
gaaagactac ttcececgage cegtgaccgt
agtgcacacc ttceetgecg tgctgeagtc

315

Ala

Pro

Gln

Ala

395

Leu

Ser

Ser
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tactceetgt ccteegtggt
gacctacatc 600
tgcaacgtga accacaagcc
acccaagtec 660
tgcgacaaga cccacacctg
cggaccttec 720
gtetttetgt tccececcaaa
cccecgaagtg 780
acctgegtgg tggtggacgt
ttggtacgtg 840
gacggegtgg aagtgcacaa
caactccacc 900
taccgggteg tgtcegtget
caaagagtac 960
aagtgcaagg tgtccaacaa
ctccaaggec 1020
aagggccage ceegegagece
agagatgacc 1080
aagaaccagg tgtcectgac
tatcgeegtg 1140
gaatgggaga geaacggecea
tgtgetggac 1200
tccgacggct cattctteet
gtggcageag 1260
ggcaacgtgt tetectgeag
cacccagaag 1320
teectgteec tgagceecgg
<210> 169
<211> 253
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 169

Asn Leu Cys Thr
Cys Arg Ser

1
15
Gly Gly Ser Ser
Leu Leu Ser
20

30
Ser Asp Asn Pro
Met Thr Gln

35
45
Ser Ser Leu Ser
Thr Ile Thr
50
60

Ala Ser Ser Ser
Gln Gln Lys
65

Lys Ala Pro Lys
Asn Leu Ala

95
Val Pro Ser Arg

112
gacagtgeec
ctccaacacce
tecteecetge
geecaaggac
gteccacgag
cgecaagace
gaccgtgctg
ggceectgect
ccaggtgtac
ctgtetggtg
geecgagaac
gtactccaag
cgtgatgcac
C
Glu His
Tyr Gly
5
Gly Gly
Gly Arg
Gly Gly
Ser Pro
Ala Ser
Cys Ser
Val Tyr
Pro Gly

70
80
Leu Trp
Ser Gly
85
Phe Ser
Thr Leu

tectecagec

aaggtggaca

cctgeecctg

accctgatga

gaccctgaag

aagcccagag

caccaggact

gceeccatcg

acactgccac

aaaggcttct

aactacaaga

ctgaccgtgg

gaggccctge

Ser

Ser

Gly

Val

55

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ile

Ser

40

Gly

Met

Tyr

Ser

tgggcaccca
agaaggtgoa
aactgetggg
teteecggac
tgaagttcaa
aggaacagta

ggctgaacgg

aaaagaccat
ctagecggga
accccteega
ccaccecace
acaagtcecg
acaaccacta

1341

Ala Leu

10
Ser Ser
25

Asp Ile

Asp Arg

Tyr Trp

Ser Thr

90

Gly Ser

Asp

Gly

Gln

Val

Phe

75

Ser

Gly
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100
110
Thr Ile Ser Ser
Thr Tyr Tyr
115
125
Gln Arg Arg Asn
Gly Thr Lys
130
140
Ile Lys Arg Thr
Ile Phe Pro

145

Asp Glu Gln Leu
Val Cys Leu

175
Asn Phe Tyr Pro
Lys Val Asp
180
190
Leu Gln Ser Gly
Glu Gln Asp
195
205
Asp Ser Thr Tyr
Leu Ser Lys
210
220
Tyr Glu Lys His
Thr His Gln
225

Ser Ser Pro Val
Glu Cys

<210> 170

<211> 260

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 170

Gln Gly Gln Ser
Glu His Ser

1

15

Leu Asp Cys Arg

Gly Gly Ser
20
30

Ser Gly Leu Leu

Gly Gly Gly
35

45

Ile Gln Met Thr
Ala Ser Val

Met
Cys

Tyr
Leu

Val
Pro

160
Lys
Leu
165

Arg
Asn

Asn
Ser

Ser
Ala

Lys
Gly

240
Thr

245

Gly
Ala

Ser
Ile

Ser
Ser

GIn
Gly

113

Gln
Gln

Pro
Glu

Ala
Ser
150
Ser

Asn

Glu
Ala

Ser
Lys

Leu
Asp

Val
Leu
230

Lys

Gln
Ala

Ser

Gly
Asp

Ser
Asp

Pro

Tyr
135

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

215

Tyr

Ser

Gly

Gly

Arg

Pro

Glu
120

Thr

Pro

Lys

Glu

200

Ser

Ala

Phe

Asn

Gly

Ser

40

Ser

105

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

185

Ser

Cys

Asn

Leu

Gly
25

Asp

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

170

Gln

Val

Leu

Glu

Arg

250

Cys

10

Ser

Asn

Leu

Ala

Gln

Phe

155

Val

Trp

Val
235

Gly

Ser

Pro

Ser
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50
60
Arg Val
Val
65
Trp Phe
Leu
Thr Ser
Phe
Ser Gly
Met
125
Phe Ala
Tyr
130
140
Gly Gln
Val
145
Val Phe
Lys
Ser Val
Arg
Gln Trp
Asn
205
Val Thr
Ser
210
220
Leu Thr
Lys
225
Glu Val
Thr
Arg Gly
<210> 171
<211> 13
<212> PRT

Thr
Tyr

Gln
Trp

Asn
Ser
110

Gln
115

Pro

Gly
Ala

Ile
Ser

Val
Glu
190
Lys
Ser
195
Glu

Leu

Leu
Val

Lys

Glu
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Ile
Tyr

Gln
Ile

95

Leu
Gly
100

Asp
Pro

Ala

Phe
Gly

175
Cys
Ala
180

Val
Gln

Gln
Ser

Ser
Tyr

His
Ser

255
Cys

260

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

Thr
Met

80
Lys
Tyr
85

Ala
Ser

Lys
Pro

160
Pro
Thr
165

Leu
Lys

Asp
Glu

Asp
Ser

Lys
Ala

240
Gln
Phe
245

114

Cys

Tyr
70

Pro
Ser

Ser
Gly

Asp

Cys
Phe

Leu
Ser
150

Pro
Ala

Leu
Val

Asn
Ser

Ser
Thr

Ala
Cys
230

Gly
Asn

55

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

135

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

215

Asp

Leu

Ala

Lys

Val

120

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

200

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ala

Pro

105

Ile

Arg

Lys

Glu

Phe

185

Gln

Ser

Glu

Ser

Ser

Pro

90

Ser

Ser

Arg

Arg

Gln

170

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

250

Ser
75

Lys

Arg

Ser

Asn

155

Leu

Pro

Gly

Tyr

235

Val
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115

Ser Gly Leu Leu Ser Gly Arg
Ile

<213> Secventd artificiald

Gly Leu Leu Ala Pro Pro Gly
Gly Arg Ser Asp

15

<213> Secventd artificiald

<400> 171
Ile Ser
Asn
1
<210> 172
<211> 18
<212> PRT
<220>
<223> Sintetic
<400> 172
Ala Val
Ser
1
Asn Ile
<210> 173
<211> 257
<212> PRT
<220>
<223> Sintetic
<400> 173
Gln Phe
Asp
1
Gly Gly
Leu
Gly Leu
Ser
45
Thr Gln
Gly
50
60
Ile Thr
Met
65
Gln Lys
Tyr
Leu Ala
Ser
Asp Tyr
Glu
125
Tyr Tyr
Thr
130

140

Cys Pro Trp Ser Tyr Tyr Leu
Cys Asp Ile Gly

15
Ser Ser Gly Gly Ser Ala Val
Ala Pro Pro Gly

20 25
30
Ser Gly Arg Ser Asp Asn Pro
Asp Ile Gln Met
35 40

Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
Asp Arg Val Thr
55

Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val
Tyr Trp Phe Gln
70
80
Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
Ser Thr Ser Asn
85
95
Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
Gly Ser Gly Thr
100 105
110
Thr Leu Thr Ile Ser Ser Met
Asp Phe Ala Thr
115 120

Cys Gln Gln Arg Arg Asn Tyr
Phe Gly Gln Gly
135

Ser

10

Gly

10

Ile

10

Gly

Gly

Ser

Tyr

Trp

90

Ser

Gln

Pro

Asp

Leu

Gly

Leu

Gly

Val

Tyr

75

Ile

Gly

Pro

Tyr
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Thr Lys Leu Glu
Pro Ser Val
145

Phe Pro Pro Ser
Thr Ala Ser

175

Cys Leu Leu Asn
Lys Val Gln
180
190
Val Asp Asn Ala
Glu Ser Val
195
205
Gln Asp Ser Lys
Ser Thr Leu
210
220
Ser Lys Ala Asp
Ala Cys Glu
225

His Gln Gly Leu
Phe Asn Arg

255
Cys

<210> 174
<211> 264
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 174
Gin Gly Gln Ser
Trp Ser Tyr
1
15
Ile Gly Asp Cys
Gly Gly Ser
20
30
Gly Leu Leu Ala
Arg Ser Asp

35
45
Gly Gly Ser Asp
Ser Ser Leu
50
60

Ser Val Gly Asp
Ala Ser Ser
65

Tyr Tyr Met Tyr
Lys Ala Pro

Ile
Phe

160
Asp
Val
165

Asn
Trp

Leu
Thr

240
Ser
Gly
245

Gly

Asp
Ala

Pro
Asn

Ile
Ser

Arg
Ser

80
Trp
Lys

116

Lys
Ile
150

Glu
Val

Phe
Lys

Gln
Glu

Ser
Leu

Glu
Thr
230

Ser
Glu

Gln
Leu

Ile
Val

Pro
Pro

Gln
Ala

Val
Val
70

Phe
Leu

Arg

Gln

Tyr

Ser

215

Lys

Pro

Gly

Gly

Gly

Met

55

Gln

Thr

Leu

Pro

Gly

200

Tyr

Val

Gln

Gly

Gly

40

Ile

Gln

Val

Lys

Arg

185

Asn

Ser

Lys

Phe

Gly

25

Leu

Gln

Lys

Ala

Ser

170

Glu

Ser

Leu

Val

Lys

250

Cys

10

Ser

Ser

Ser

Cys

Pro

Ala
155

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr
235

Ser

Pro

Ser

Gly

Pro

Ser

75

Gly
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95
Trp Ile Tyr Ser
Val Pro Ser
100
110

Ser Gly Ser Gly

Thr Ile Ser
115

125

Gln Pro Glu Asp
Gln Arg Arg
130
140

Pro Tyr Thr Phe
Ile Lys Arg

145

Ala Ala Pro Ser
Asp Glu Gln

175
Ser Gly Thr Ala
Asn Phe Tyr
180
190
Glu Ala Lys Val
Leu Gln Ser
195
205
Ser Gln Glu Ser
Asp Ser Thr
210
220
Leu Ser Ser Thr
Tyr Glu Lys

225
Val Tyr Ala Cys
Ser Ser Pro

255

Lys Ser Phe Asn
260

<210> 175

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 175

Leu Ser Gly Arg
1

<210> 176

<211>9

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

85

Thr
Arg

Ser
Ser

Phe
Asn

Gly

160
Val
Leu
165

Ser

Pro

GIn
Gly

Val
Tyr
Leu
His
240
Glu
Val
245

Arg

Ser

117

Ser Asn Leu Ala
Phe
105

Gly Thr Asp Tyr
Met
120

Ala Thr Tyr Tyr

Tyr
135

Gln Gly Thr Lys
Val
150

Phe Ile Phe Pro
Lys

Val Val Cys Leu
Arg
185

Trp Lys Val Asp
Asn
200

Thr Glu Gln Asp
Ser

215
Thr Leu Ser Lys
Lys
230

Val Thr His Gln
Thr

Gly Glu Cys

Gly Asn His

90

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

170

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

250

Gly

Leu

Gln

Glu
155

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

235

Leu
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<223> Sintetic

<400> 176

Ser Gly Arg Ser
1

<210> 177

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 177

Leu Ser Gly Arg
1

<210> 178

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 178

Leu Ser Gly Arg
1

<210> 179

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 179

Leu Ser Gly Arg
1

<210> 180

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 180

Leu Ser Gly Arg
1

<210> 181

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 181

Leu Ser Gly Arg
1

<210> 182

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 182

Leu Ser Gly Arg
1

<210> 183

<211> 8

<212> PRT

Ala

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

118

Asn

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp

Pro

Asp

Ile

Gln

Thr

Tyr

Asn

Arg

Pro

Gly
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<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 183

Leu Ser Gly Arg
1

<210> 184

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 184

Leu Ser Gly Arg
1

<210> 185

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 185

Leu Ser Gly Arg
1

<210> 186

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 186

Met Ile Ala Pro
1

<210> 187

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 187

Arg Pro Ser Pro
1

<210> 188

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 188

Trp Ala Thr Pro
1

<210> 189

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 189

Phe Arg Leu Leu
1

<210> 190

Ser

Ser

Ser

Val

Met

Asp

119

Ala Asn Pro

Ala Asn Ile

Asp Asn Ile

Ala Tyr Arg

Trp Ala Tyr

Pro Met Arg

Trp Gln Trp
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<211>5
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 190
Ile Ser Ser Gly
1
<210> 191
211> 7
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 191
Ile Ser Ser Gly
1
<210> 192
211> 6
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 192
Ile Ser Ser Gly
1
<210> 193
<211> 19
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 193
Gly Leu Ser Gly
Ala Val Gly
1
15
Ala Pro Pro

<210> 194
<211> 21
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 194
Gly Leu Ser

His Met Pro
1 5

15

Gly Phe Leu Gly
20 Pro

<210> 195

<211> 146

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 195

Leu

Leu

Leu

Arg
Leu

Gly Arg Ser

Leu

120

Leu

Leu

Ser
Leu

Asp

Ser

Asp

Asn

Asn

Gly

10

Gly

10

Gly

Gly

Val
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Gln Phe Cys Pro
Asp Cys Asp

15
Gly Gly Ser Ser
Leu Leu Ser

20

30
Ser Asp Asn His
Met Thr Gln

35
45
Ser Ser Leu Ser
Thr Ile Thr
50
60

Ala Ser Ser Ser
Gln Gln Lys
65

Lys Ala Pro Lys
Asn Leu Ala

95
Val Pro Ser Arg
Thr Asp Tyr
100
110
Thr Ile Ser Ser
Thr Tyr Tyr
115
125
Gln Arg Arg Asn
Gly Thr Lys
130
140
Ile Lys

145

<210> 196

<211> 153

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 196

Gln Gly Gln Ser
Trp Ser Tyr

1

15

Ile Gly Asp Cys

Gly Gly Ser
20
30

Ser Gly Leu Leu

Gly Gly Gly
35

45

Ile Gln Met Thr
Ala Ser Val

Trp
Ile

Gly
Gly

Gly
Ser

Ala
Cys

Val
Pro

80
Leu
Ser
85

Phe
Thr

Met
Cys

Tyr
Leu

Gly
Tyr Leu

Asp
Ile

Ser
Ser

GIn
Gly

121

Ser
Gly

Gly
Arg

Gly
Pro

Ser
Ser

Gly
70

Trp
Gly

Ser
Leu

Gln
Gln

Pro
Glu

Gln

Ile
Ser

Gly
Asp

Ser
Asp

Tyr

Ser

Gly

Val

55

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr

135

Gly

Gly

Arg

Pro

Tyr

Ile

Ser

40

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

120

Gln

Gly

Ser

40

Ser

Leu

Ser

25

Asp

Asp

Tyr

Ser

Gly

105

Asp

Phe

Phe

Gly

25

Asp

Ser

Ile

10

Ser

Ile

Arg

Trp

90

Ser

Phe

Gly

Cys

10

Ser

Asn

Leu

Gly

Gly

Gln

Val

Phe

75

Ser

Gly

Ala

Gln

Pro

Ser

Ser
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50
60
Arg Val Thr Ile
Val Tyr Tyr
65
Trp Phe Gln Gln
Leu Trp Ile
95
Thr Ser Asn Leu
Phe Ser Gly
100
110
Ser Gly Thr Asp
Met Gln Pro
115
125
Phe Ala Thr Tyr
Tyr Pro Tyr
130
140
Gly Gln Gly Thr
145
<210> 197
<211> 146
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 197
Asn Leu Cys Thr
Cys Arg Ser
1
15
Gly Gly Ser Ser
Leu Leu Ser
20
30
Ser Asp Asn His
Met Thr Gln
35
45
Ser Ser Leu Ser
Thr Ile Thr
50
60
Ala Ser Ser Ser
Gln Gln Lys
65
Lys Ala Pro Lys
Asn Leu Ala
95
Val Pro Ser Arg
Thr Asp Tyr
100

110

Thr
Met

80
Lys

Tyr
85

Ala
Ser

Glu

Gly
Gly

Gly
Ser

Ala
Cys

Val
Pro

80
Leu
Ser
85

Phe
Thr

122

Cys
Tyr
70

Pro

Ser

Ser
Gly

Asp

Cys
Phe

Leu

150

His
Gly

Gly

Gly
Pro

Ser
Ser

Gly
70

Trp
Gly

Ser
Leu

55

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

135

Glu

Ser

Ser

Gly

Val

55

Tyr

Ile

Gly

Ala

Lys

Val

120

Gln

Ile

Ala

Ile

Ser

40

Gly

Met

Tyr

Ser

Ser

Ala

Pro

105

Ile

Arg

Lys

Ala

Ser

25

Asp

Asp

Tyr

Ser

Gly

105

Ser

Pro

90

Ser

Ser

Arg

Leu

10

Ser

Ile

Arg

Trp

90

Ser

Ser

75

Lys

Arg

Ser

Asn

Asp

Gly

Gln

Val

Phe

75

Ser

Gly
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Thr Ile Ser Ser

Thr Tyr Tyr
115

125

Gln Arg Arg Asn
Gly Thr Lys
130
140

Ile Lys

145

<210> 198

<211> 153

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 198
Gln Gly Gln Ser
Ala Ala

1
Leu Asp Cys Arg
Gly Gly Ser
20
30
Ser Gly Leu Leu
Gly Gly Gly

45
Ile Gln Met Thr
Ala Ser Val
50
60
Arg Val Thr Ile
Val Tyr Tyr
65

Trp Phe Gln Gln
Leu Trp Ile

95
Thr Ser Asn Leu
Phe Ser Gly
100
110
Ser Gly Thr Asp
Met Gln Pro
115
125
Phe Ala Thr Tyr
Tyr Pro Tyr
130
140
Gly Gln Gly Thr

145
<210> 199

<211> 150
<212> PRT

123

Met Gln
Cys Gln
Tyr Pro
Leu Glu
Gly GIn Gly
5
Ser Tyr
Ile Ser
Ser Gly
Ser Asp
Gln Ser
Gly Asp
Thr Cys
Met Tyr
70
80
Lys Pro
Tyr Ser
85
Ala Ser
Ser Gly
Tyr Thr
Glu Asp
Tyr Cys
Thr Phe
Lys Leu
150

Pro Glu
120

Tyr Thr

135

Asn LeuCys

10

Gly Gly

Arg Ser
40

Pro Ser

55

Ser Ala

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr
120

GIn GIn

135

Glu Ile

Asp

Phe

Gly

25

Asp

Ser

Ser

Ala

Pro

105

Ile

Arg

Lys

Phe Ala
Gly Gln
Glu His Ser
15
Ser Ser
Asn His
Leu Ser
Ser Ser
75
Pro Lys
90
Ser Arg
Ser Ser
Arg Asn
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<213> Secventd artificiald

<220>
<223> Sintetic
<400> 199
Asn Leu Cys Thr
Cys Arg Ser
1
15
Gly Gly Ser Ser
Leu Ala Pro
20
30
Gly Leu Ser Gly
Ser Asp Ile
35
45
Thr Gln Ser Pro
Gly Asp Arg
50
60
Ile Thr Cys Ser
Met Tyr Trp
65
Gln Lys Pro Gly
Tyr Ser Thr
95
Leu Ala Ser Gly
Ser Gly Ser
100
110
Asp Tyr Thr Leu
Glu Asp Phe
115
125
Tyr Tyr Cys Gln
Thr Phe Gly
130
140
Thr Lys Leu Glu
145
<210> 200
<211> 157
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 200
Gln Gly Gln Ser
Glu His Ser
1
15
Leu Asp Cys Arg
Gly Gly Ser
20
30
Gly Leu Leu Ala
Arg Ser Asp

Glu

Gly
Pro

Arg
Gln

Ser
Val

Ala
Phe
80

Lys
Ser

85

Val
Gly

Ala

Gln
Gln

Ile

Gly
Ala

Ser
Ala

Pro
Asn

124

His
Gly

Gly
Gly

Ser
Met

Ser
Thr

Ser
Gln
70
Ala
Asn

Pro
Thr

Ile
Thr

Arg
Gly

Lys

150

Gln
Ala

Val

Pro
Pro

Ser

Ser

Asp

Leu

55

Ser

Pro

Ser

Ser

Arg

135

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

Asn

40

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

120

Asn

Asn

Gly

Gly

Ala

Val

25

Pro

Ala

Val

Leu

Phe

105

Met

Tyr

Leu

Gly
25

Leu

Leu

10

Gly

Gly

Ser

Tyr

Trp

90

Ser

Gln

Pro

Cys
10

Ser

Ser

Asp

Leu

Gly

Val

Tyr

75

Ile

Gly

Pro

Tyr

Thr

Ser

Gly
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35
45
Gly Gly Ser Asp
Ser Ser Leu
50
60

Ser Val Gly Asp
Ala Ser Ser
65

Tyr Tyr Met Tyr
Lys Ala Pro

95
Trp Ile Tyr Ser
Val Pro Ser
100
110
Ser Gly Ser Gly
Thr Ile Ser
115
125
Gln Pro Glu Asp
Gln Arg Arg
130
140
Pro Tyr Thr Phe
Ile Lys
145

<210> 201

<211> 146

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 201

Asn Leu Cys Thr
Cys Arg Ser

1

15
Gly Gly Ser Ser
Leu Leu Ser

20

30
Ser Asp Asn Pro
Met Thr Gln

35
45
Ser Ser Leu Ser
Thr Ile Thr
50
60

Ala Ser Ser Ser
Gln Gln Lys
65

Lys Ala Pro Lys
Asn Leu Ala

Ile
Ser

Arg
Ser
80

Trp
Lys

85

Arg

Ser
Ser

Phe
Asn

Gly

Glu

Gly
Gly

Gly
Ser

Ala
Cys

Val
Pro

80
Leu
Ser

125

Gln
Ala

Val
Val
70

Phe
Leu

Ser
Phe

Gly
Met

Ala
Tyr
Gln

150

His
Gly

Gly

Gly
Pro

Ser
Ser

Gly
70

Trp
Gly

Met
55

Thr

Gln

Asn

135

Gly

Ser

Ser

Gly

Val

55

Tyr

Ile

40

Thr

Ile

Gln

Leu

Asp

120

Tyr

Ala

Ile

Ser

40

Gly

Met

Tyr

Gln

Thr

Lys

Ala

105

Tyr

Tyr

Lys

Ala

Ser

25

Asp

Asp

Tyr

Ser

Ser

Cys

Pro

90

Ser

Cys

Leu

Leu

10

Ser

Ile

Arg

Trp

Pro

Ser

75

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

155

Asp

Gly

Gln

Val

Phe

75

Ser
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95
Val Pro Ser Arg
Thr Asp Tyr
100
110
Thr Ile Ser Ser
Thr Tyr Tyr
115
125
Gln Arg Arg Asn
Gly Thr Lys
130
140
Ile Lys

145

<210> 202
<211> 153
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 202
Gln Gly Gln Ser
Glu His Ser
1
15

Leu Asp Cys Arg
Gly Gly Ser
20
30
Ser Gly Leu Leu
Gly Gly Gly
35
45
Ile Gln Met Thr
Ala Ser Val
50
60
Arg Val Thr Ile
Val Tyr Tyr
65

Trp Phe Gln Gln
Leu Trp Ile

95
Thr Ser Asn Leu
Phe Ser Gly
100
110
Ser Gly Thr Asp
Met Gln Pro
115
125
Phe Ala Thr Tyr
Tyr Pro Tyr

85
Phe
Thr

Met
Cys

Tyr
Leu

Gly
Ala

Ser
Ile

Ser
Ser

GIn
Gly

Thr
Met

80
Lys

85

Ala
Ser

Glu

Tyr
Thr

126

Ser
Leu

Gln
Gln

Pro
Glu

Gln
Ala

Ser

Gly
Asp

Ser
Asp

Cys
Tyr
70

Pro

Ser

Ser
Gly

Asp

Cys
Phe

Gly

Pro

Tyr

135

Gly

Gly

Arg

Pro

55

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Glu

120

Thr

Asn

Gly

Ser

40

Ser

Ala

Lys

Val

120

Gln

Gly
105

Asp

Phe

Leu

Gly

25

Asp

Ser

Ser

Ala

Pro

105

Ile

Arg

90

Ser

Phe

Gly

Cys

10

Ser

Asn

Leu

Ser

Pro

90

Ser

Ser

Arg

Gly

Ala

Gln

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Lys

Arg

Ser

Asn
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130
140
Gly Gln Gly Thr
145
<210> 203
<211> 150
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 203
Gln Phe Cys Pro
Asp Cys Asp
1
15
Gly Gly Ser Ser
Leu Ala Pro
20
30
Gly Leu Ser Gly
Ser Asp Ile
35
45
Thr Gln Ser Pro
Gly Asp Arg
50
60
Ile Thr Cys Ser
Met Tyr Trp
65
Gln Lys Pro Gly
Tyr Ser Thr
95
Leu Ala Ser Gly
Ser Gly Ser
100
110
Asp Tyr Thr Leu
Glu Asp Phe
115
125
Tyr Tyr Cys Gln
Thr Phe Gly
130
140
Thr Lys Leu Glu
145
<210> 204
<211> 157
<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 204

Lys

Trp
Ile

Gly
Pro

Arg
Gln

Ser
Val

Ala
Phe

80
Lys
Ser
85

Val
Gly

Thr
Ala

Gln
Gln

Ile

127

Leu

150

Ser
Gly

Gly
Gly

Ser
Met

Ser
Thr

Ser
Gln
70

Ala
Asn

Pro
Thr

Ile
Thr

Arg
Gly

Lys

150

135

Glu

Tyr

Ser

Asp

Leu

55

Ser

Pro

Ser

Ser

Arg

135

Ile

Tyr

Ala

Asn

40

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

120

Asn

Lys

Leu

Val

25

Pro

Ala

Val

Leu

Phe

105

Met

Tyr

Ile

10

Gly

Gly

Ser

Tyr

Trp

90

Ser

Gln

Pro

Gly

Leu

Gly

Val

Tyr

75

Ile

Gly

Pro

Tyr
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Gln Gly Gln Ser
Trp Ser Tyr
1
15
Ile Gly Asp Cys
Gly Gly Ser
20
30
Gly Leu Leu Ala
Arg Ser Asp
35
45
Gly Gly Ser Asp
Ser Ser Leu
50
60
Ser Val Gly Asp
Ala Ser Ser
65
Tyr Tyr Met Tyr
Lys Ala Pro
95
Trp Ile Tyr Ser
Val Pro Ser
100
110
Ser Gly Ser Gly
Thr Ile Ser
115
125
Gln Pro Glu Asp
Gln Arg Arg
130
140
Pro Tyr Thr Phe
Ile Lys
145
<210> 205
211> 6
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 205
Gly Gly Ser Gly
1
<210> 206
<211> 354
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Sintetic
<400> 206
caggtgcage tggtgeagtc
cgtgaagatg 60
tcctgecaagg ccteeggeta
gecgacaggcet 120

128

Gly Gln
Tyr Leu
5
Asp Ile
Ala Val
Pro Pro
Asn Pro
Ile Gln
Ser Ala
Arg Val
Ser Val
70
80
Trp Phe
Lys Leu
85
Thr Ser
Arg Phe
Ser Gly
Ser Met
Phe Ala
Asn Tyr
Gly Gln
150
Gly Ser
5
tggcgeegaa

caccttcacc

Gly Gln
Gly Gly
Gly Gly
40
Met Thr
55
Thr Ile
Gln Gln
Asn Leu
Thr Asp
120
Thr Tyr
135
Gly Thr
gtgaagaaac
agctactgga

Phe Cys
10
Gly Ser
25
Leu Ser
Gln Ser
Thr Cys
Lys Pro
90
Ala Ser
105
Tyr Thr
Tyr Cys
Lys Leu
ctggcegecte
tgcactgget

Pro

Ser

Gly

Pro

Ser

75

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

155



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3691692 T2 2021.05.31

ccaggecagg gcctcgaatg
gacaggctac 180

gcecagaagt tccagggcag
caccgectac 240

atggaactgt ccagecetgeg
cagagagaac 300

tgggaccecg gettegectt
354

<210> 207

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<223> Sintetic

<400> 207

Gly Gly Gly Ser
1

<210> 208

<211> 639

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Sintetic

<400> 208

gacatccaga tgacccagtc

ctgtecgecet cegtggegcga

atcacctgtt cecgecagete
gaagcecgge 120

aaggccecca agctgtggat
gcectecaga 180

ttctecgget ctggcteegg
geageecgag 240

gacttcgeca cctactactg
cggeeagggc 300

accaagctgg aaatcaagcg
360

gacgagcage tgaagtccgg
cttctaceee 420

cgegaggeca aggtgcagtg
ctcccaggaa 480

tccgtcaccg agcaggactc
cctgaccetg 540

tccaaggecg actacgagaa
ccagggectg 600

tccagececg tgaccaagtc

129
gatcggcgcece
agccaccctg
gagcgaggac

ctggggcecag

Ser Gly

cccatccage
cagagtgaca
ctcegtgtac
ctactecacce
caccgactac
ccagcagegg
gaccgtggcc
caccgecage
gaaggtggac
caaggacagc
gcacaaggtg

cttcaaccgce

atctaccecg
accgecgaca
accgeegtgt

ggceaccctga

Gly Ser

60
tacatgtact

tccaacctgg
accctgacca
cggaactacc
gcteecageg
gtcgtgtgee

aacgccectge
acctactecc

tacgectgeg

ggegaglge

gcaactcega
cctecaccte
actactgcac

tcaccgtgtc ctee

ggttccagea
ccteeggegt
tcteccageat
cctacacctt
tgttcatcttccecacectee
tgctgaacaa
agtccggceaa
tgtcetecac
aagtgaccca

639
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(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:
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(57) Revendicari;

1. Un anticorp activabil conjugat care cuprinde structura cu Formula (I) sau o sare a
acesteia:

: 2 Al L Oy O YN Y Y N
MM-LP1.CMAP2.AB N /U“-mj‘:.(”vﬂw o i E A @x\@f o~ N
6 Hog i M \
\LNH
OJ\NHw
Formula (I)
(a) in care
(i) AB este un anticorp care se leaga specific la CD71 uman si cuprinde

i. 0 regiune variabild a lantului greu care cuprinde o secventd CDRH]1 cuprinzand SECV ID
NR: 9, o secventd CDRH2 cuprinzind SECV ID NR: 10 si o secventd CDRH3 cuprinzand SECV
ID NR: 11; si

ii. o regiune variabild a lantului usor cuprinzind o secventd CDRL1 cuprinzind
SECV ID NR: 12 sau SECV ID NR: 13, o secventd CDRL2 cuprinzind SECV ID NR: 14 si o
secven{d CDRL3 cuprinzand SECV ID NR: 15;

(i) MM este un radical de mascare care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV
ID NR: 18, in care MM inhibd legarea AB-ului la CD71 uman atunci cand anticorpul activabil
conjugat este intr-o stare neclivata;

(i) LP1 este un prim radical de legiturd care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV ID NR: 207,

(iv) CM este un radical clivabil cuprinzand secventa din SECV ID NR: 156, in care
CM este o polipeptida care functioneaza ca un substrat pentru o proteaza; si

(v) LP2 este un al doilea radical de legaturd cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV ID NR: 38; si

(b) in care ,,n" este 2.

2. Anticorpul activabil conjugat conform revendicirii 1, in care AB cuprinde un izotip
IgGl.

3. Anticorpul activabil conjugat conform revendicdrii 1 sau 2, in care AB este un anticorp
avand o regiune constantd a lantului greu, si in care reziduul C-terminal al regiunii constante a
lantului greu nu este o lizind.

4. Anticorpul activabil conjugat conform oricireia dintre revendicirile 1-3, in care regiunea
variabild a lantului greu cuprinde o secventd a SECV ID NR: 5 si regiunea variabild a lanfului usor
cuprinde o secven{d a SECV ID NR: 7.

5. Anticorpul activabil conjugat conform oricéreia dintre revendicirile 1-4, cuprinzand un
lant greu cuprinzind o secventd din SECV ID NR: 167 si un lanf usor cuprinzind o secventd din
SECV ID NR: 19.

6. Anticorpul activabil conjugat conform oricireia dintre revendicirile 1-5, cuprinzand o
regiune variabild a lantului greu cuprinzind o secventd a SECV ID NR: 5 si o regiune variabila a
lantului usor cuprinzind o secventd a SECV ID NR: 201.

R
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7. Anticorp activabil conjugat conform revendicarii 6, care cuprinde o regiune variabild a
lantului greu cuprinzind o secventd a SECV ID NR: 5 si o regiune variabild a lantului usor
cuprinzand o secventd a SECV ID NR: 202.

8. Anticorpul activabil conjugat conform revendicarii 6, care cuprinde o regiune variabild a
lantului greu care cuprinde o secventd a SECV ID NR: 5 si o regiune variabild a lantului usor care
cuprinde o secven{d a SECV ID NR: 202, in care aminoacidul N-terminal al SECV ID NR: 202
este modificat in piroglutamat.

9. Anticorpul activabil conjugat conform oricéreia dintre revendicirile 1-5, cuprinzand un
lant greu cuprinzind o secventd a SECV ID NR: 167 si un lant usor cuprinzind o secventd a SECV
ID NR: 169.

10. Anticorpul activabil conjugat conform revendicirii 9, cuprinzind un lant greu
cuprinzand o secventd a SECV ID NR: 167 si un lant usor cuprinzand o secventd a SECV ID NR:
170.

11. Anticorpul activabil conjugat conform revendicirii 9, cuprinzind un lant greu
cuprinzand o secventd a SECV ID NR: 167 si un lant usor cuprinzand o secventd a SECV ID NR:
170, in care aminoacidul N-terminal al SECV ID NR: 170 este modificat in piroglutamat.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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FIG. 1
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FIG. 7A
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FIG. 7C
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