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In prezenta inventic sunt prezentate Secvente: 191
diferite variante referitoare la anticorpi. Unele Revendiciri: 18
dintre realizari includ anticorpi agonisti care Figuri: 27

leagad ICOS. Astfel de anticorpi pot fi folositi
in metode pentru a trata, de exemplu, cancerul.
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(57) Abstract:
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Provided herein are various Sequences: 191
embodiments relating to antibodies. Some of Claims: 18
the embodiments include agonist antibodies Fig.: 27

that bind ICOS. Such antibodies can be used in
methods to treat, for example, cancer.
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Descriere:
(Descrierea se publicii in redactia solicitantului)

CERERI CONEXE

Aceastd cerere revendicd beneficiul prioritatii Cererii provizorii de brevet US Nr.
62/137.034 depusd in 23 martie 2015; 62/147.484 depusa in 14 aprilie 2015, 62/156.588 depusd in
4 mai 2015; 62/242.489 depusd in 16 octombrie 2015; si 62/255.635 depusd in 16 noiembrie 2015.

DOMENIUL INVENTIEI

Sunt prevazuti anticorpi care se leagd de Costimulatorul inductibil de Celule T (ICOS),
precum si utilizarea acestora in metode de tratament care cuprind administrarea anticorpilor anti-
ICOS.

STADIUL TEHNICII

ICOS este un membru al superfamiliei imunoglobulinei B7/CD28/CTLA-4 si este
exprimat in mod specific pe celulele T. Spre deosebire de CD28, care este exprimat in mod
constitutiv pe celulele T si furnizeazd semnale costimulatoare necesare pentru activarea completd a
celulelor T in repaus, ICOS este exprimat numai dupa activarea initiald a celulelor T.

ICOS a fost implicat in diverse aspecte ale raspunsurilor celulelor T (revizuit in Simpson
et al,, 2010, Curr. Opin. Immunol., 22: 326-332). Acesta joacd un rol in formarea centrelor
germinale, in colaborarea celulelor T/B si in comutarea de clasd a imunoglobulinei. Soarecii
ICOS-deficienti prezintd o formare a centrului germinal scdzutid si au o productie scizutd de
interleukina IL-10. Aceste defecte au fost corelate in mod specific cu deficienfele de celule
ajutitoare T-foliculare.

ICOS joaca si un rol in dezvoltarea si functionarea altor subseturi de celule T, inclusiv
Th1, Th2 si Th17. in special, ICOS costimuleazi proliferarea celulelor T si secretia de citokine
asociati atit cu celulele Thl cit si Th2. In consecinti, soarecii KO ICOS demonstreazi o
dezvoltare scizuti a fenotipurilor autoimune intr-o varictate de modele de boald, inclusiv diabet
(Th1), inflamatia cdilor respiratorii (Th2) si modelele neuro-inflamatorii EAE (Th17).

Pe langi rolul sdu in modularea functiei celulelor T-efectoare (Teff), ICOS moduleaza si
celulele T-reglatoare (Treg). ICOS este exprimat la niveluri ridicate pe celule Treg si a fost
implicat in homeostaza si functia Treg.

La activare, ICOS, un homodimer legat de disulfurd, induce un semnal prin cdile PI3K si
AKT. Evenimentele de semnalizare ulterioare au ca rezultat exprimarea de factori de transcriere
specifici descendentei (de ex. T-bet, GATA-3) si, in schimb, au efect asupra proliferarii si
supravietuirii celulelor T.

Ligandul ICOS (ICOSL; B7-H2; B7RP1; CD275; GL50), fiind de asemenea un membru
al superfamiliei B7, este singurul ligand pentru ICOS si este exprimat pe suprafata celulard a
celulelor B, macrofagelor si celulelor dendritice. ICOSL functioneazd ca un homodimer legat
necovalent pe suprafata celulard, in interactiunea sa cu ICOS. ICOSL uman, desi nu si in cazul
ICOSL de la soarece, s-a raportat a se lega de CD28 uman si CTLA-4 (Yao et al., 2011, Immunity,
34: 729-740).

REZUMAT

Inventia prevede un anticorp monoclonal izolat care se leagd de ICOS, unde anticorpul
cuprinde (a) HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 62; (b) HCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 63; (c) HCDR3 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 64; (d) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
65; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 66; si (f) LCDR3 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 67 si unde anticorpul cuprinde o regiune constantd a
lantului greu al IgG1 umane sau o regiune constantd a lanfului greu al IgG3 umane.

Este descris un anticorp izolat care leagd ICOS, unde anticorpul este un agonist al
celulelor T CD4 (precum celule T efectoare CD4 (Teff)). In unele cazuri, este descris un anticorp
izolat care leagd ICOS, unde anticorpul este un agonist al celulelor T CD4 (precum celule Teff
CD#4) si consuma celule T regulatoare (Treg). In unele cazuri, este descris un anticorp izolat care
leaga ICOS, unde anticorpul consumi celulele Treg, dar nu consumi celulele Teff. In unele cazuri,
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este descris un anticorp izolat care leagd ICOS, unde anticorpul induce semnalizare pAKT pe
celulele T CD4. In unele cazuri, este descris un anticorp izolat care leagi ICOS, unde anticorpul
induce semnalizare pAKT pe celulele T CD4 si consumi celule Treg. In unele cazuri, este descris
un anticorp izolat care s¢ leagd de ICOS, unde anticorpul cuprinde:

i) (a) HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 12; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 13; (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 14; (d) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 15; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 16; si (f) LCDR3 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 17; sau

ii) (a) HCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 42; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 43; (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 44; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 45; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 46; si (f) LCDR3 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 47; sau

iii) (a) HCDR1 cuprinzand o secventd de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 22, 62, 72, 82,
92,102 si 112; (b) HCDR2 cuprinzind o secventa de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 23,
63, 73, 83, 93, 103 si 113; (c) HCDR3 cuprinzind o secventd de aminoacizi selectata dintre SECV
ID NR: 24, 64, 74, 84, 94, 104 si 114; (d) LCDR1 cuprinzind o secventd de aminoacizi selectatd
dintre SECV ID NR: 25, 65, 75, 85, 95, 105 si 115; (¢) LCDR2 cuprinzand o secventd de
aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 26, 66, 76, 86, 96, 106 si 116; si (f) LCDR3 cuprinzand
o secventd de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 27,67, 77, 87, 97, 107 si 117; sau

iv) (a) HCDRI cuprinzand o secventd de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 32, 162, 172 si
182; (b) HCDR2 cuprinzand o secventd de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 33, 163, 173
si 183; (c) HCDR3 cuprinzind o secventd de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 34, 164,
174 si 184; (d) LCDRI cuprinzand o secven{d de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 35,
165, 175 si 185; () LCDR2 cuprinzand o secventd de aminoacizi selectati dintre SECV ID NR:
36, 166, 176 si 186; si (f) LCDR3 cuprinzind o secventd de aminoacizi selectatd dintre SECV ID
NR: 37, 167, 177 si 187; sau

v) (a) HCDRI cuprinzand o secventd de aminoacizi selectati dintre SECV ID NR: 52, 122, 132,
142 si 152; (b) HCDR2 cuprinzand o secventd de aminoacizi selectati dintre SECV ID NR: 53,
123, 133, 143 si 153; (c) HCDR3 cuprinzind o secventd de aminoacizi selectatd dintre SECV 1D
NR: 54, 124, 134, 144 si 154; (d) LCDRI1 cuprinzind o secventd de aminoacizi selectatd dintre
SECV ID NR: 55, 125, 135, 145 si 155; (e) LCDR2 cuprinzind o secventd de aminoacizi selectatad
dintre SECV ID NR: 56, 126, 136, 146 si 156; si (f) LCDR3 cuprinzand o secventa de aminoacizi
selectata dintre SECV ID NR: 57, 127, 137, 147 si 157; sau

vi) (a) HCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 22; (b) HCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 23; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 24; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 25; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 26; si (f) LCDR3 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 27; sau

vii) (a) HCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 32; (b) HCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 33; (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 34; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 35; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 36; si (f) LCDR3 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 37; sau

viii) (a) HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 52; (b) HCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 53; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 54; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 55; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 56; si (f) LCDR3 cuprinzind
secvent{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 57; sau

ix) (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 72; (b) HCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 73; (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 74; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 75; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 76; si (f) LCDR3 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 77; sau

x) (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 82; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 83; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 84; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 85; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 86; si (f) LCDR3 cuprinzind
secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 87; sau
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xi) (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 92; (b) HCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 93; (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 94; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 95; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 96; si (f) LCDR3 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 97; sau

xii)(a) HCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 102; (b) HCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 103; (¢) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 104; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 105; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 106; si (f) LCDR3 cuprinzind
secventfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 107; sau

xiii) (a) HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 112; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 113; (¢) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 114; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 115; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 116; si (f) LCDR3 cuprinzind
secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 117; sau

xiv) (a) HCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 122; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 123; (¢) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 124; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 125; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 126; si (f) LCDR3 cuprinzand
secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 127; sau

xv) (a) HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 132; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 133; (c¢) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 134; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 135; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 136; si (f) LCDR3 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 137; sau (a) HCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi
cu SECV ID NR: 142; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 143; (c)
HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 144; (d) LCDRI1 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 145; (e) LCDR2 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 146; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 147; sau
xvi) (a) HCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 152; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 153; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 154; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 155; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 156; si (f) LCDR3 cuprinzind
secventfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 157; sau

xvii) (a) HCDR1 cuprinzand secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 162; (b) HCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 163; (c) HCDR3 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 164; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 165; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 166; si (f) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 167, sau

xviii) (a) HCDR1 cuprinzand secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 172; (b) HCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 173; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 174; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 175; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 176; si (f) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 177, sau

xix) (a) HCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 182; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 183; (¢) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 184; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 185; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 186; si (f) LCDR3 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 187.

In unele exemple de realizare, anticorpul cuprinde o regiune variabili a lanfului greu (V)
si o regiune variabild a lanfului usor (V.), unde Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 60 si Vi,
este cel pufin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 61. In alte cazuri descrise:

i) Vi este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventel de aminoacizi cu SECV ID NR: 10 si Vi este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 11; sau
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ii) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventel de aminoacizi cu SECV ID NR: 20 si Vi este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identici secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 21; sau
iii) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventel de aminoacizi cu SECV ID NR: 30 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 31; sau
iv) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventel de aminoacizi cu SECV ID NR: 40 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 41; sau
v) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identici
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 50 si Vi este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 51; sau
vi) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventel de aminoacizi cu SECV ID NR: 70 si Vi este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 71; sau
vii) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%., 99% sau 100% identica
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 80 si Vi este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 81; sau
viii) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventel de aminoacizi cu SECV ID NR: 90 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 91; sau
ix) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 100 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identic secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 101; sau
X) Vi este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identici
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 110 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identicd secventei de aminoacizi ca SECV ID NR: 111; sau
xi) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 120 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identic secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 121; sau
xii) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identicd
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 130 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identic secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 131; sau
xiii) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 140 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identic secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 141; sau
xiv) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identicd
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 150 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identic secventei de aminoacizi ca SECV ID NR: 151; sau
xv) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 160 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identici secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 161; sau
xvi) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 170 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identici secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 171; sau
xvii) Vg este cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 180 si Vi, este de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identic secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 181.

In unele exemple de realizare, anticorpul cuprinde o regiune variabili a lanfului greu (V)
si o regiune variabild a lantului usor (Vi), unde Vy cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 60 si Vi, cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 61. De asemenea, sunt descrisi
anticorpi, unde:

1) Vi cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 10 si VL cuprinde secventa de aminoacizi
cu SECV ID NR: 11; sau

ii) Vg cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 20 si VL cuprinde secventa de aminoacizi
cu SECV ID NR: 21; sau

iii) Vg cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 30 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 31; sau
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iv) Vu cuprinde secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 40 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 41; sau

v) Vg cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 50 si Vi, cuprinde secventa de aminoacizi
de SECV ID NR: 51; sau

vi) Vu cuprinde secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 70 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 71; sau

vii) Vu cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 80 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi de SECV ID NR: 81; sau

viii) Vg cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR ID: 90 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 91; sau

ix) Vu cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 100 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi de SECV ID NR: 101; sau

X) Vu cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 110 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi de SECV ID NR: 111; sau

xi) Vu cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 120 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi de SECV ID NR: 121; sau

xii) Vg cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 130 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi de SECV ID NR: 131; sau

xiil) Vu cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 140 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi de SECV ID NR: 141; sau

xiv) Vg cuprinde secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 150 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi de SECV ID NR: 151; sau

xv) Vg cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 160 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi de SECV ID NR: 161; sau

xvi) Vg cuprinde secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 170 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi de SECV ID NR: 171; sau

xvii) Vg cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 180 si Vi cuprinde secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 181.

Anticorpul este un anticorp monoclonal. In unele exemple de realizare, anticorpul este un
anticorp himeric sau un anticorp umanizat. In unele exemple de realizare, anticorpul este un
fragment de anticorp selectat dintre un fragment Fab, Fab’, Fv, scFv sau (Fab'),. In unele exemple
de realizare, anticorpul este un anticorp cu lungime completa.

in unele exemple de realizare, un anticorp care se leagi de ICOS este previzut, unde
anticorpul cuprinde un lant greu cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 188 si un
lant usor cuprinzind secventa de aminoacizi de SECV ID NR: 189.

In unele exemple de realizare, administrarea anticorpului la un mamifer are ca rezultat o
crestere a celulelor T efectoare (Teff) la mamifer. In unele exemple de realizare, administrarea
anticorpului la un mamifer are ca rezultat activarea celulelor T efectoare (Teff) la mamifer. In
unele exemple de realizare, administrarea anticorpului la un mamifer creste raportul dintre celulele
Teff si celulele Treg. In uncle exemple de realizare, celulele Teff sunt celule T CD4+ FoxP3-. In
unele exemple de realizare, celulele Teff sunt celule T CD4+ FoxP3- si celule T CD8+. in unele
exemple de realizare, celulele Teff sunt celule T CD8+. In unele exemple de realizare,
administrarea anticorpului la un mamifer are ca rezultat o scidere a celulelor T reglatoare (Treg) la
mamifer. In unele exemple de realizare, celulele Treg sunt celule T CD4+ FoxP3+.

In unele cazuri, este previzut un anticorp izolat care se leagi de ICOS uman, unde
anticorpul se leagi de asemenea de ICOS de la soarece si/sau ICOS de la sobolan. in unele cazuri,
anticorpul izolat se leagd de ICOS uman cu o afinitate (Kp) mai mica de 5 nM. In unele cazuri,
anticorpul izolat se leagi de ICOS de la sobolan cu o afinitate (Kp) mai mici de 10 nM. In unecle
cazuri, afinitatea este determinatd prin interferometrie de biostrat (a se vedea, de ex., Abdiche et
al., 2008, Anal Biochem, 377: 209-217; si sistemul ForteBio Octet®). In unele cazuri, anticorpul
se leagd de ICOS uman, ICOS de la soarece si ICOS de la sobolan. In unele cazuri, anticorpul se
leaga de ICOS de la macac cu coadi lungi (cynomolgus). In unele exemple de realizare, anticorpul
este un anticorp himeric sau un anticorp umanizat. In unele exemple de realizare, anticorpul este
un fragment de anticorp selectat dintre un fragment Fab, Fab’, Fv, scFv sau (Fab"),. In unele
exemple de realizare, anticorpul este un anticorp cu lungime completi. ]in unele exemple de
realizare, administrarea anticorpului la un mamifer are ca rezultat o crestere a celulelor T efectoare
(Teff) la mamifer. In unele exemple de realizare, administrarea anticorpului la un mamifer are ca
rezultat activarea celulelor T efectoare (Teff) la mamifer. In unele exemple de realizare, celulele
Teff sunt celule T CD4+ FoxP3-. In unele exemple de realizare, celulele Teff sunt celule T CD4+
FoxP3- si celule T CD8+. In uncle exemple de realizare, celulele Teff sunt celule T CD8+. In
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unele exemple de realizare, administrarea anticorpului la un mamifer are ca rezultat o scidere a
celulelor T reglatoare (Treg) la mamifer. In unele exemple de realizare, celulele Treg sunt celule T
CD4+ FoxP3+. In unele exemple de realizare, mamiferul este selectat dintre un soarece, sobolan,
macac cu coada lunga si om.

In unele cazuri, in urma tratamentului fesutului tumoral pulmonar cu un anticorp previzut
in prezentul document, nivelul unui chimiokine sau citokine selectate dintre GZMa, GZMb, CSF2,
IL2, CXCL9, CXCL10, CXCL11 si CXCL13 este de cel putin de 2 ori sau de cel putin de 3 ori
mai mare decat nivelul chimiokinelor in urma tratamentului tesutului tumoral pulmonar cu un
anticorp de control. In unele cazuri, nivelul este un nivel ARNm. In unele exemple de realizare,
nivelul este un nivel de proteind. in unele cazuri, un anticorp de control este un anticorp corelat pe
baz3 de izotip, care se leagd de un antigen neasociat si care nu se preconizeazd a avea un efect
asupra nivelurilor de chimiokine. In unele cazuri, nivelul de chimiokine este masurat la 1 ord, 2
ore, 3 ore, 4 ore, 5 ore sau 6 ore dupd tratament. In unele cazuri, chimiokina este CXCL11. In
unele cazuri, nivelul de chimiokine este mésurat la 6 ore, 8 ore, 10 ore, 12 ore, 14 ore, 16 ore, 18
ore, 20 ore, 22 ore, 24 ore, 36 ore sau 48 ore dupi tratament. In unele cazuri, nivelul de chimiokine
este misurat la 24 ore dupa tratament. In unele cazuri, tesutul tumoral pulmonar este tesut tumoral
pulmonar uman.

in unele cazuri, un anticorp previzut in prezentul creste nivelul a cel putin o chimiokinz
si/sau citokind selectate dintre GZMa, GZMb, CSF2, IL2, CXCL9, CXCL10, CXCL11 si
CXCL13 la un mamifer ciruia i s-a administrat anticorpul de cel putin 2 ori. In unele cazuri,
nivelul de chimiokine este masurat la 1 ord, 2 ore, 3 ore, 4 ore, 5 ore sau 6 ore dupd administrarca
anticorpului. In unele cazuri, nivelul este un nivel ARNm. In unele cazuri, nivelul este un nivel de
proteini. In unele cazuri, chimiokina este CXCL11. In unele cazuri, nivelul de chimiokine este
masurat la 6 ore, 8 ore, 10 ore, 12 ore, 14 ore, 16 ore, 18 ore, 20 ore, 22 ore, 24 ore, 36 ore sau 48
ore dupi administrarea anticorpului. In unele cazuri, nivelul de chimiokine este misurat la 24 ore
dupa administrarea anticorpului.

In unele cazuri, un anticorp agonist anti-ICOS este prevdzut, unde anticorpul creste
nivelul a cel pufin o chimiokind si/sau citokind selectate dintre GZMa, GZMb, CSF2, IL2,
CXCL9, CXCL10, CXCL11 si CXCL13 la un mamifer ciruia i s-a administrat anticorpul de cel
putin 2 ori. ]In unele cazuri, un anticorp agonist anti-ICOS este previzut, unde anticorpul creste
nivelul a cel pufin o chimiokind si/sau citokind selectate dintre GZMa, GZMb, CSF2, IL2,
CXCL9, CXCL10 si CXCL11 la un mamifer ciruia i s-a administrat anticorpul de cel putin 2 ori.
In unele cazuri, nivelul de chimiokine este misurat la 1 ord, 2 ore, 3 ore, 4 ore, 5 ore sau 6 ore
dupa administrarea anticorpului. In unele cazuri, nivelul este un nivel ARNm. In unele exemple de
realizare, nivelul este un nivel de proteind. In unele cazuri, chimiokina este CXCL11. In unele
exemple de realizare, nivelul de chimiokine este misurat 1a 6 ore, 8 ore, 10 ore, 12 ore, 14 ore, 16
ore, 18 ore, 20 ore, 22 ore, 24 ore, 36 ore sau 48 ore dupd administrarea anticorpului. In unele
cazuri, nivelul de chimiokine este masurat la 24 ore dupd administrarea anticorpului. in unele
exemple de realizare, mamiferul este om. In unele exemple de realizare, omul suferd de cancer. in
unele exemple de realizare, cancerul este selectat dintre melanom, cancer pulmonar cu celule non-
mici (NSCLC), carcinom cu celule renale (RCC), cancer gastric, cancer de vezicd urinard, limfom
difuz cu celule B mari (DLBCL), limfom Hodgkin, cancer ovarian, cancer de cap si gat cu celule
scuamoase (HNSCC) si cancer de sin triplu negativ (TNBC). In unele exemple de realizare,
cancerul este selectat dintre melanom, cancer gastric, cancer de cap si gt cu celule scuamoase
(HNSCC), cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC) si cancer de sin triplu negativ (TNBC).

In unele cazuri, un anticorp care se leagd de ICOS este descris, unde anticorpul creste
nivelul ligandului pentru NKp46 (NKp46-L) pe celulele T. In unele cazuri, nivelul crescut de
NKp46-L pe celulele T este determinat utilizand un domeniu extracelular NKp46 solubil intr-o
analizi de citometrie in flux. In unele cazuri, anticorpul creste nivelul NKp46-L pe celulele Treg
mai mult decat creste anticorpul nivelul NKp46-L pe celulele Teff. In unele cazuri, anticorpul
creste pierderea CD16 pe celulele NK.

In unele exemple de realizare, este prevdzut un acid nucleic izolat care codifici un
anticorp descris in prezentul document. In unele exemple de realizare, este previzut un vector care
cuprinde acidul nucleic. In unele exemple de realizare, este previzuti o celuld gazdi care cuprinde
vectorul. In unele exemple de realizare, este previzuti o celuld gazda care produce un anticorp
descris in prezentul. in unele exemple de realizare, este previizuti o metodd pentru realizarea unui
anticorp anti-ICOS, care cuprinde cultivarea celulei gazda in conditii adecvate pentru exprimarea
anticorpului si recuperarea anticorpului produs de celula gazda.

In unele cazuri, este descrisi o compozitie farmaceuticd, care cuprinde un anticorp anti-
ICOS descris aici si un excipient acceptabil din punct de vedere farmaceutic.
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In unele exemple de realizare, anticorpul anti-ICOS descris aici este destinat utilizarii in
metode de tratare a cancerului, care cuprind administrarea unei cantititi eficiente dintr-un anticorp
anti-ICOS descris aici sau o compozitie farmaceutici descrisi aici. In unele exemple de realizare,
cancerul este selectat dintre melanom, cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC), carcinom cu
celule renale (RCC), cancer gastric, cancer de vezicd urinard, limfom difuz cu celule B mari
(DLBCL), limfom Hodgkin, cancer ovarian, cancer de cap si gat cu celule scuamoase (HNSCC) si
cancer de san triplu negativ (TNBC). In unele exemple de realizare, cancerul este selectat dintre
melanom, cancer gastric, cancer de cap si gt cu celule scuamoase (HNSCC), cancer pulmonar cu
celule non-mici (NSCLC) si cancer de sén triplu negativ (TNBC).

In unele cazuri, este descrisi o metodd de crestere a numirului celulelor T efectoare
(Teff) la un mamifer, care cuprinde administrarea unei cantitati eficiente dintr-un anticorp anti-
ICOS descris aici sau o compozitie farmaceutica descrisd aici. in uncle cazuri, metoda mai
cuprinde activarea celulelor Teff. In unele cazuri, este descrisid o metodi de activare a celulelor T
efectoare (Teff) la un mamifer, care cuprinde administrarea unei cantititi eficiente dintr-un
anticorp anti-ICOS descris aici sau o compozitie farmaceutici descrisi aici. In unele cazuri, se
descrie o metodd de crestere a raportului celulelor Teff la celulele Treg la un mamifer, care
cuprinde administrarea unei cantititi eficiente dintr-un anticorp anti-ICOS descris aici sau o
comporzitie farmaceutici descrisi aici. In unele cazuri, celulele Teff sunt celule T CD4+ FoxP3-.
In unele cazuri, celulele Teff sunt celule T CD4+ FoxP3- si celule T CD8+. In unele cazuri,
celulele Teff sunt celule T CD8+. In unele cazuri, metoda cuprinde suplimentar sciderea
numarului de celule T reglatoare (Treg).

in unele cazuri, este descrisi o metodd de scidere a numirului celulelor T reglatoare
(Treg) la un mamifer, care cuprinde administrarea unei cantitifi eficiente dintr-un anticorp anti-
ICOS descris aici sau o compozitie farmaceuticd descrisd aici. In unele cazuri, celulele Treg sunt
celule T CD4+ FoxP3+.

In unele cazuri, este descrisi o metodi de crestere a nivelului a cel putin unei chimiokine
si/sau citokine selectate dintre GZMa, GZMb, CSF2, IL2, CXCL9, CXCL10, CXCLI11 si
CXCL13 la un mamifer, cuprinzind administrarea la mamifer a unui anticorp prevdzut in
prezentul. In unele cazuri, nivelul a cel putin unei chimiokine este crescut de cel putin 2 ori sau de
cel putin 3 ori. In unele cazuri, nivelul de chimiokine este misurat la 1 ord, 2 ore, 3 ore, 4 ore, 5
ore sau 6 ore dupi administrarea anticorpului. In unele cazuri, nivelul este un nivel ARNm. in
unele cazuri, nivelul este un nivel de proteind. In unele cazuri, chimiokina este CXCL11. in unele
cazuri, nivelul de chimiokine este masurat 1a 6 ore, 8 ore, 10 ore, 12 ore, 14 ore, 16 ore, 18 ore, 20
ore, 22 ore, 24 ore, 36 ore sau 48 ore dupa administrarea anticorpului. In unele cazuri, nivelul de
chimiokine este masurat la 24 ore dupd administrarea anticorpului. in unele exemple de realizare,
mamiferul este om. In unele exemple de realizare, omul suferd de cancer. in unele exemple de
realizare, cancerul este selectat dintre melanom, cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC),
carcinom cu celule renale (RCC), cancer gastric, cancer de vezica urinard, limfom difuz cu celule
B mari (DLBCL), limfom Hodgkin, cancer ovarian, cancer de cap si git cu celule scuamoase
(HNSCC) si cancer de san triplu negativ (TNBC). In unele exemple de realizare, cancerul este
selectat dintre melanom, cancer gastric, cancer de cap si gt cu celule scuamoase (HNSCC), cancer
pulmonar cu celule non-mici (NSCLC) si cancer de sin triplu negativ (TNBC).

In unele exemple de realizare, mamiferul este un om.

in unele exemple de realizare, mamiferului i se administreazi cel putin unui agent
terapeutic suplimentar. In unele cazuri, agentul terapeutic suplimentar este administrat
concomitent sau in secventd cu anticorpul anti-ICOS. In unele cazuri, agentul terapeutic
suplimentar este o terapie PD-1. In unele exemple de realizare, agentul terapeutic suplimentar este
selectat dintre un anticorp anti-PD-1 si un anticorp anti-PD-L1. In unele cazuri, un anticorp anti-
ICOS previzut aici este administrat cu nivolumab. In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS prevazut
aici este administrat cu pembrolizumab. In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS prevazut aici este
administrat cu atezolizumab. In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS prevazut aici este administrat
cu avelumab. In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS prevazut aici este administrat cu durvalumab.

in unele exemple de realizare, terapia suplimentari este un vaccin anticancer. In unele
astfel de exemple de realizare, vaccinul anticancer este dezvoltat folosind un neoantigen. In unele
exemple de realizare, vaccinul anticancer este un vaccin ADN. In unele exemple de realizare,
vaccinul anticancer este un virus proiectat in laborator care cuprinde un antigen de cancer, cum ar
fi PROSTVAC (rilimogene galvacirepvec/rilimogene glafolivec). In unele exemple de realizare,
vaccinul anticancer cuprinde celule tumorale create in laborator, cum ar fi GVAX.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS previzut in prezentul este administrat impreund cu
un anticorp agonist anti-OX40. In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS prevazut in prezentul este
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administrat impreund cu un anticorp anti-CTLA4. In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS previzut
aici este administrat cu ipilimumab.

In unele cazuri, agentul terapeutic suplimentar este un agent de chimioterapie. Agenti
chimioterapeutici exemplificativi nelimitativi includ capectiabind, ciclofosfamidi, dacarbazini,
temozolomida, ciclofosfamidd, docetaxel, doxorubicind, daunorubicidd, cisplatind, carboplatina,
epirubicind, eribulini, 5-FU, gemcitabind, irinotecan, ixabepilond, metotrexat, mitoxantrond,
oxaliplatind, paclitaxel, nab-paclitaxel, ABRAXANE® (paclitaxel legat de proteind), pemetrexed,
vinorelbind si vincristind. In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS previzut aici este administrat cu
ABRAXANE® (Celgene). In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS prevazut aici este administrat cu
cel putin un inhibitor de kinazd. Exemple nelimitative de inhibitori de kinaza includ erlotinib,
afatinib, gefitinib, crizotinib, dabrafenib, trametinib, vemurafenib si cobimetanib.

In unele cazuri, agentul terapeutic suplimentar este un inhibitor IDO. Exemple
nelimitative de inhibitori IDO includ Indoximod (New Link Genetics), INCB024360 (Incyte
Corp), 1-metil-D-triptofan (New Link Genetics) si GDC- 0919 (Genentech). In unele cazuri,
agentul terapeutic suplimentar este un medicament de modificare a imunitatii (IMiD). Exemple
nelimitative de IMiD includ talidomida, lenalidomida si pomalidomida.

In unele cazuri, mamiferul primeste terapie CAR-T pe langd administrarea de un anticorp
anti-ICOS descris aici.

In unele cazuri, mamiferul este supus unei interventii chirurgicale si/sau radioterapie pe
langd administrarea unui anticorp anti-ICOS descris aici, cu sau fird un agent terapeutic
suplimentar. In unele cazuri, mamiferul este supus radioterapiei pe langd administrarea unui
anticorp anti-ICOS descris aici, cu sau fird un agent terapeutic suplimentar.

In unele cazuri, utilizarea unui anticorp descris aici este prevazutd pentru fabricarea unui
medicament pentru tratarea cancerului. In unele cazuri, cancerul este selectat dintre melanom,
cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC), carcinom cu celule renale (RCC), cancer gastric,
cancer de vezicd urinard, limfom difuz cu celule B mari (DLBCL), limfom Hodgkin, cancer
ovarian, cancer de cap si git cu celule scuamoase (HNSCC) si cancer de sin triplu negativ
(TNBC). In unele cazuri, cancerul este selectat dintre melanom, cancer gastric, cancer de cap si git
cu celule scuamoase (HNSCC), cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC) si cancer de sin
triplu negativ (TNBC). In unele cazuri, medicamentul este pentru administrare cu cel putin un
agent terapeutic suplimentar. In unele exemple de realizare, agentul terapeutic suplimentar este
selectat dintre un anticorp anti-PD-1 si un anticorp anti-PD-L1.

In unele cazuri, utilizarea unui anticorp descris in prezentul sau a unei compozitii
farmaceutice descrise in prezentul este previzutd pentru tratarea cancerului. In unele cazuri,
cancerul este selectat dintre melanom, cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC), carcinom cu
celule renale (RCC), cancer gastric, cancer de vezicd urinard, limfom difuz cu celule B mari
(DLBCL), limfom Hodgkin, cancer ovarian, cancer de cap si gat cu celule scuamoase (HNSCC) si
cancer de san triplu negativ (TNBC). In unele cazuri, cancerul este selectat dintre melanom, cancer
gastric, cancer de cap si gt cu celule scnamoase (HNSCC), cancer pulmonar cu celule non-mici
(NSCLC) si cancer de san triplu negativ (TNBC).

In unele cazuri, utilizarea unui anticorp descris aici sau a unei compozitii farmaceutice
descrise aici si a cel putin unui agent terapeutic suplimentar este prevazutd pentru tratarea
cancerului. In unele cazuri, agentul terapeutic suplimentar este selectat dintre un anticorp anti-PD-
1 si un anticorp anti-PD-LI. In unele cazuri, cancerul este selectat dintre melanom, cancer
pulmonar cu celule non-mici (NSCLC), carcinom cu celule renale (RCC), cancer gastric, cancer de
vezicd urinard, limfom difuz cu celule B mari (DLBCL), limfom Hodgkin, cancer ovarian, cancer
de cap si git cu celule scuamoase (HNSCC) si cancer de san triplu negativ (TNBC). in unele
cazuri, cancerul este selectat dintre melanom, cancer gastric, cancer de cap si git cu celule
scuamoase (HNSCC), cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC) si cancer de sin triplu
negativ (TNBC).

In unele exemple de realizare, un anticorp descris aici sau o compozitie farmaceuticd
descrisa aici este previzut(d) pentru utilizare in tratarea cancerului. In unele exemple de realizare,
cancerul este selectat dintre melanom, cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC), carcinom cu
celule renale (RCC), cancer gastric, cancer de vezicd urinard, limfom difuz cu celule B mari
(DLBCL), limfom Hodgkin, cancer ovarian, cancer de cap si gat cu celule scuamoase (HNSCC) si
cancer de san triplu negativ (TNBC). In unele exemple de realizare, cancerul este selectat dintre
melanom, cancer gastric, cancer de cap si gt cu celule scuamoase (HNSCC), cancer pulmonar cu
celule non-mici (NSCLC) si cancer de sén triplu negativ (TNBC).

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR
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Figura 1A-B. Nivelurile de ARNm ICOS la mai multe tumori umane. A) Intensitatea
medie si intervalele de incredere de 75% ale nivelurilor normalizate de ARNm ICOS in diferite
indicatii sunt reprezentate grafic. Sunt indicate probe cu intensitdti in afara intervalului de
incredere de 75% (punct). B) Procentajul fiecdrui tip de tumoare indicat care prezinta 0, 1+, 2+ sau
3+ coloratie ICOS prin imunohistochimie (IHC).

Figura 2. Corelarea expresiei ICOS cu infiltrarea celulelor T. Niveluri ARNm ICOS din 0450
tumori HNSCC au fost comparate cu un scor semniturd a chimiokinei asociatd celulelor T cu 12
gene sau cu niveluri ARNm FoxP3. Nivelurile de semndturd a chimiokinelor normalizata sau de
ARNm FoxP3 pentru fiecare tumoare sunt reprezentate grafic pe axa Y, nivelurile ARNm ale
ICOS sunt reprezentate grafic pe axa X. Corelatia Spearman (R) de asociere este ilustratd pe
graficul [Corr(S)]. O corelatie de >0,75 (Spearman R) este privitd ca referintd pentru o corelatie
puternica.

Figura 3. Exprimarea ARNm ICOS a fost comparatd pentru [1450 de tumori HNSCC utilizand
date de secventiere ARN TCGA (NCI). Nivelurile de CTLA-4 sau PD-1 sau PD-L1 normalizati
pentru fiecare tumoare sunt reprezentate grafic pe axa Y, nivelurile ARNm ale ICOS sunt
reprezentate grafic pe axa X. Corelatia Spearman (R) de asociere este ilustratd pe graficul
[Corr(S)]. Nivelurile de exprimare a ICOS sunt corelate semnificativ cu exprimarea moleculelor
checkpoint (punct de verificare) CTLA-4, PD-1. S-a observat o corelatie slabd intre ICOS si PD-
L1. O corelatie de >0,75 (Spearman R) este privita ca referintd pentru o corelatie puternica.

Figura 4. Imagini reprezentative ale intensitatilor variabile ale coloratiei ICOS in tumora NSCLC
umana.

Figura 5. Distribuirea densitdtii celulare ICOS de la tumorile umane. Densitatea celulard ICOS a
fost determinatd in fiecare dintre tumorile umane si densitatea ICOS medie din fiecare tip de
tumoare este reprezentatd grafic in axa Y [NSCLC (N=100); HNSCC (N=102); cancer de san,
toate subtipurile majore (N=94); subtipul triplu negativ de cancer de san, TNBC (N=95); cancer
ovarian (N=94)]. Analiza statistici a fost efectuati folosind ANOVA.

Figura 6. Diversitatea densitatii celulare ICOS in probele NSCLC. A) Densitatea exprimarii ICOS
a fost evaluata intr-un panou de probe tumorale pulmonare (N=98) si tumorile au fost clasificate
pe baza densitatii ICOS+ a celulelor pozitive / mm2. B) Diversitatea exprimdrii ICOS intr-o a doua
cohortd independenti de probe clinice NSCLC (N=204).

Figura 7. Distribuirea densititii celulare ICOS in diferite subseturi de celule T fatd de cancerul
uman. A) Imagine reprezentativd care ilustreaza coloratia ICOS in compartimente distincte ale
celulelor T. Sagetile indica celulele Treg ICOS+ FOXP3+ sau celule efectoare ICOS+ CD8- CD4.
B) Densitatea celulard ICOS din tumorile individuale a fost analizatd in celulele Treg CD4 FoxP3
pozitiv sau celule T CD8 pozitiv sau celule Teff CD4 CD8 negativ si FoxP3 negativ. Densitatea
ICOS medie si abaterea standard de la fiecare dintre aceste tipuri de tumori sunt reprezentate
grafic. [Cancer pulmonar (N=100); HNSCC (N=102); Subtipul triplu negativ de cancer de san,
TNBC (N=95); Cancer ovarian (N=94)].

Figura 8A-B. Exprimarea ICOS ridicatd este observatd la tumorile NSCLC cu PD-L1 ridicat.
Utilizand IHC PD-L1/ICOS/PD-1 multiplex, IHC a evaluat nivelurile ICOS si PD-L1 intr-un set
de adenocarcinom NSCLC (n=150). A) Imagini reprezentative ale unei tumori cu PD-L1 ridicat
(panoul stang) sau cu PD-L1 scdzut (panou din dreapta) coloratd cu ICOS, PD-1 si PD-L1. B)
Cuantificarea densitdtii celulare ICOS in carcinomul cu celule scuamoase (panoul din stinga) si
adenocarcinom (panoul din dreapta) cu PD-L1 ridicat (>5% din celule sunt PD-L1 pozitive) sau cu
PD-L1 scizut (<5% din celule sunt PD-L1 pozitive).

Figura 9A-C. Analiza TIL a tumorii umane aratd exprimarea ICOS in celulele Treg si efectoare
CD4. A) Grafice de contur reprezentative ale exprimdrii PD-1 si ICOS in diferite subseturi de
celule T de la pacientii cu HNSCC (N=4). B) Este indicata frecventa celulelor pozitive doar cu
ICOS sau celulelor dublu-pozitive ICOS PD-1 dublu pozitive din compartimentul celulelor T
(HNSCC N=4; NSCLC N=3; Ovarian N=4). C) Compararea nivelurilor ICOS in celulele Treg
CD4 si Teff CD4. Intensitatea coloratiei ICOS masuratd prin intensitatea medie a fluorescentei
(MFT; sau media geometricd ICOS) in subseturile de celule T CD4 de la probe tumorale de la
pacienti este reprezentatd grafic.

Figura 10A-C. A) Este ilustrat efectul anticorpilor anti-ICOS asupra proliferdrii celulelor T CD4+
umane primare in format legat de placa in prezenta anti-CD3 suboptim. Este reprezentat grafic
procentul de celule divizate. B) Efectul anticorpilor anti-ICOS asupra proliferarii celulelor T
CD4+ umane in format solubil in prezenta PMA suboptim este ilustrat. Este reprezentat grafic
procentul de celule divizate. C) Efectul anticorpului anti-ICOS 37A10S713-hIgG1 asupra
proliferdrii celulelor T CD4+ umane primare in format legat de placd in prezenta anti-CD3
suboptim.
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Figura 11A-B. Evaluarea anticorpilor anti-ICOS intr-o analizd de raportare NF-Kb este indicata.
Graficele aratd procentul de celule GFP+.

Figura 12. Este ilustrati evaluarea anticorpilor anti-ICOS solubili intr-o analizi PBMC cu
stimulare super-antigen (SEB). Datele citite reprezinti productia IFNg.

Figura 13. Anticorpii anti-ICOS au fost evaluati pentru superagonism potential in cadrul unei
analize de proliferare a celulelor T umane in absenta anti-CD3. Datele citite din aceastd analizd
reprezintd proliferarea procentuala.

Figura 14A-B. Evaluarea unui anticorp anti-ICOS intr-o analizd fosfo-AKT (pAKT) in prezenta
sau absenta unui cross-linker secundar. Datele citite reprezinta procentul de celule T CD4 care sunt
pozitive pentru sistemul pAKT. A) Rezultatele in absenta unui cross-linker secundar. B)
Rezultatele in prezenta unui cross-linker secundar.

Figura 15A-B. Anticorpii anti-ICOS au fost evaluati in modelul tumoral sinogen de fibrosarcom
Sal/N. Cresterea tumorald este reprezentatd grafic pe axa y. A) Liniile punctate indicd cresterea
tumorii la soarecii individuali; linia continud indicd curba de crestere medie pentru grup. Este
indicat numdrul de soareci fard tumori per grup. B) Volumul tumoral mediu in fiecare grup de
tratament.

Figura 16. Soarecii fard tumori care au fost tratati anterior cu anti-ICOS 7F12 au fost provocati din
nou cu tumori Sal/N. Cresterea tumorald este reprezentatd grafic pe axay.

Figura 17. Efectul anticorpului anti-ICOS de la hamster 37A10 cu mG1 si mG2a Fc asupra
cresterii tumorale Sal/N. Liniile punctate indicd o crestere tumorald individuald la soarecii
individuali; linia continud indicd curba de crestere tumorald medie pentru grup. Este indicat
numadrul de soareci fard tumori per grup.

Figura 18. Evaluarea anticorpilor anti-ICOS ca agenfi unici sau in combinafie cu anti-PDI in
modelul tumoral singenic CT26. Liniile punctate indici soarecii individuali; linia continud indici
curba de crestere medie pentru grup. Este indicat numirul de soareci farad tumori per grup.

Figura 19. Epuizarea Treg FoXp3+ in tumorile Sal/N la tratamentul anti-ICOS. Este prezentatd
frecventa celulelor Teff si Treg CD8, CD4 in splind si tumoare, precum si numarul de Treg per mg
de tumoare. Fiecare forma indici un soarece individual.

Figura 20. Epuizarea Treg si activarea celulelor Teff in tumorile Sal/N la tratamentul anti-ICOS.
Randul superior: Frecventa celulelor Teff si Treg CD8, CD4, raportul dintre CD8 si Treg si
frecventa celulelor T PD-1+ CDS8 in tumori. Randul inferior: Frecventa divizarii celulelor Teff Ki-
67+ CD8 si CD4 si celulelor Teff Tbet+ CD4 in randul celulelor CD3+ in tumori. Fiecare forma
indic3 un soarece individual.

Figura 21. Evaluarea unui anticorp anti-ICOS in modelul tumoral Sal/N ca urmare a epuizirii
celulelor T. Cresterea tumorald in timp este reprezentatd grafic. Este indicat numarul de soareci
fara tumori.

Figura 22A-B. A) Reducerea celulelor Teg intr-o analizA PBMC in urma tratamentului cu un
anticorp anti-ICOS umanizat. B) Celulele Treg si Teff exprimd niveluri similare ale ICOS dupa
cinci zile de tratament IL-2.

Figura 23. Reprovocare tumorald dupd tratamentul cu anticorpi anti-ICOS. Panoul din stanga
indicd volumul tumoral la soareci dupd administrarea uneia sau a doud doze de anticorpi anti-
ICOS. Panoul din dreapta indicd volumul tumoral la soareci de control sau soareci care nu au
prezentat tumori In urma administrarii unui anticorp anti-ICOS, 1n urma reprovocdrii tumorale.
Figura 24A-B. Cresterea exprimdrii ICOSL la soareci purtitori de tumori Sal/N (A) si la macaci
cu coadi lungd (B) cdrora li s-a administrat anticorpului anti-ICOS.

Figura 25. Modificarea exprimarii chimiokinelor si citokinelor Th-1 dupd tratamentul tesutului
tumoral pulmonar cu anticorp anti-ICOS (panourile din dreapta) sau cu anticorp anti-PD-1
(panourile din stanga), la 6 ore (panourile de sus) sau la 24 ore (panourile de jos).

Figura 26. Nivelurile ligandului NKp46 pe celulele Teff (A, C, E) si celulele Treg (B, D, F) de la
trei donatori diferiti, dupd tratamentul cu anticorpi anti-ICOS agonisti si antagonisti.

Figura 27. Pierderea CD16 (CD16 shedding) din celulele NK tratate cu anticorp anti-ICOS
agonist.

DESCRIEREA DETALIATA A UNOR EXEMPLE DE REALIZARE

Sunt prevazuti anticorpi care leagd ICOS. Sunt prevazute, de asemenea, lanturi grele si
lanturi usoare de anticorp care sunt capabile si formeze anticorpi care leagd 1COS. in plus, sunt
prevazuti anticorpi, lanturi grele si lanfuri usoare care cuprind una sau mai multe regiuni
particulare de determinare a complementaritifii (CDR). Sunt prevdzute polinucleotide care
codificd anticorpi pentru ICOS. Sunt previzute, de asemenea, polinucleotide care codifici lanfuri
grele sau lanfuri usoare de anticorpi. Sunt previzute metode de producere si/sau de purificare a
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anticorpilor pentru ICOS. Sunt previzute metode de tratament folosind anticorpi pentru ICOS.
Aceste metode includ, fard limitare, metode de tratare a cancerului. Sunt previzute metode de
detectare a ICOS. Aceste metode includ metode de identificare a unei persoane care poate
beneficia de tratament cu un anticorp anti-ICOS, de monitorizare a tratamentului unei persoane cu
un anticorp anti-ICOS si de imbunatitire a eficacitatii terapeutice a unui anticorp anti-ICOS la o
persoana.

Titlurile de sectiune utilizate aici sunt exclusiv in scop organizational si nu trebuie
interpretate ca limitand subiectul descris.

Tehnicile si procedurile descrise sau mentionate in prezentul sunt in general bine intelese
si utilizate in general utilizind metodologia conventionald de cdtre persoanele de specialitate in
domeniu, precum, de exemplu, metodologiile utilizate 1a scard largd descrise in Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual editia 3 (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M.
Ausubel, et al. ed., (2003)); seria METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2:
A PRACTICAL APPROACH (M. J. MacPherson, B. D. Hames si G. R. Taylor ed. (1995)),
Harlow and Lane, ed. (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, si ANIMAL CELL
CULTURE (R. L. Freshney, ed. (1987)); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed., 1984);
Methods in Molecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A Laboratory Notebook (J. E. Cellis,
ed., 1998) Academic Press; Animal Cell Culture (R. I. Freshney), ed., 1987); Introduction to Cell
and Tissue Culture (J. P. Mather si P. E. Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and Tissue Culture
Laboratory Procedures (A. Doyle, J. B. Griffiths, and D. G. Newell, ed., 1993-8) J. Wiley and
Sons; Handbook of Experimental Immunology (D. M. Weir si C. C. Blackwell, ed.); Gene
Transfer Vectors for Mammalian Cells (J. M. Miller si M. P. Calos, ed., 1987); PCR: The
Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al., ed., 1994); Current Protocols in Immunology (J. E.
Coligan et al., ed., 1991); Short Protocols in Molecular Biology (Wiley and Sons, 1999);
Immunobiology (C. A. Janeway si P. Travers, 1997); Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: A
Practical Approach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal Antibodies: A Practical
Approach (P. Shepherd si C. Dean, ed., Oxford University Press, 2000); Using Antibodies: A
Laboratory Manual (E. Harlow si D. Lane (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999); The
Antibodies (M. Zanetti si J. D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995); si Cancer:
Principles and Practice of Oncology (V. T. DeVita et al., ed., J.B. Lippincott Company, 1993); si
versiuni actualizate ale acestora.

L. Definitii

Cu exceptia cazului in care sunt altfel definiti, termenii stiintifici si tehnici utilizati in
legdturd cu prezenta dezvaluire vor avea intelesurile intelese in mod obisnuit de persoancle de
specialitate in domeniu. In plus, cu exceptia cazului in care se impune de context sau se indicd in
mod expres, termenii la singular vor include si pluralul si termenii la plural vor include si
singularul. Pentru orice conflict in definitiile dintre diverse surse sau referinte, definifia prevazuta
in prezentul document va prevala.

Se intelege ca exemplele de realizare a inventiei descrise aici includ sensul de ,,a consta
in” si/sau de ,,a consta in mod esential in” exemple de realizare. Asa cum este utilizat aici, forma
singulard a articolelor nehotarat si hotarat include referinte la plural, cu exceptia cazului in care se
indicd altfel. Utilizarea termenului ,,sau” in prezentul nu este destinatd sd implice excluderca
reciprocd a alternativelor.

In aceasti cerere, utilizarea lui ,sau” inseamni ,,Si/sau”, cu exceptia cazului in care se
specifica sau se intelege in mod expres de o persoand de specialitate in domeniu. in contextul unei
revendicari dependente multiple, utilizarea lui ,,sau” se¢ referd la mai mult de o revendicare
independentd sau dependentd anterioara.

Asa cum este inteles de o persoana de specialitate in domeniu, referirea la ,,aproximativ"
o valoare sau parametru aici include (si descrie) exemple de realizare care sunt indreptate citre
acea valoare sau parametru in sine. De exemplu, descrierea referitoare la ,,aproximativ X" include
descrierea lui ,,X”.

Termenii ,;moleculd de acid nucleic”, ,,acid nucleic” si ,,polinucleotidd” pot fi utilizati
interschimbabil si se referd la un polimer de nucleotide. Astfel de polimeri de nucleotide pot
confine nucleotide naturale si/sau nenaturale si includ, dar nu sunt limitate la ADN, ARN si APN.
~secventd de acid nucleic” se referd la secventa liniard de nucleotide care cuprinde molecula de
acid nucleic sau polinucleotida.

Termenii ,,polipeptidd” si ,,proteind” sunt utilizati interschimbabil pentru a se referi la un
polimer al reziduurilor de aminoacizi si nu sunt limitate la o lungime minima. Acesti polimeri ai
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reziduurilor de aminoacizi pot contine reziduuri de aminoacizi naturale sau nenaturale si includ,
dar nu se limiteazd la, peptide, oligopeptide, dimeri, trimeri si multimeri ai reziduurilor de
aminoacizi. Atat proteinele cu lungime completd cit si fragmentele acestora sunt cuprinse in
definitie. Termenii includ, de asemenea, modificiri post-exprimare ale polipeptidei, de exemplu,
glicozilare, sialilare, acetilare, fosforilare si alte asemenea. Mai mult, in scopurile prezentei
inventii, o ,,polipeptida” se referd la o proteind care include modificiri, cum ar fi deletii, adiugiri si
substitutii (in general, de naturd conservatoare), la secvenfa nativd, cat timp proteina menfine
activitatea doritd. Aceste modificari pot fi deliberate, ca prin mutageneza situs-directionatd, sau pot
fi accidentale, cum ar fi prin mutatii ale gazdelor care produc proteinele sau erorile datorate
amplificirii PCR.

,ICOS” si ,.costimulator inductibil de celule T”, asa cum este utilizat aici, se referd la
orice ICOS nativ care rezultd din exprimarea si prelucrarea ICOS intr-o celuld. Termenul include
ICOS de la orice sursi vertebratd, inclusiv mamifere, cum ar fi primatele (de ex., oameni si macaci
cu coada lungd) si rozatoare (de ex. soareci si sobolani), cu exceptia cazului in care se indicj altfel.
Termenul include, de asemenea, variante in stare naturald ale ICOS, de exemplu variante de
matisare sau variante alelice. Secventa de aminoacizi a unui exemplu de proteind precursoare
ICOS umana, cu secventd de semnal (cu secventd de semnal, aminoacizii 1-20) este ilustrati in
SECV ID NR: 1. Secventa de aminoacizi a unui exemplu de ICOS matur uman este ilustratd in
SECV ID NR: 2. Secventa de aminoacizi a unui exemplu de proteind precursoare ICOS de la
soarece, cu secventd de semnal (cu secventd de semnal, aminoacizii 1-20) este ilustratd in SECV
ID NR: 3. Secventa de aminoacizi a unui exemplu de ICOS matur de la soarece este ilustratd in
SECV ID NR: 4. Secventa de aminoacizi a unui exemplu de proteind precursoare ICOS de la
sobolan, cu secventd de semnal (cu secventd de semnal, aminoacizii 1-20) este ilustratd in SECV
ID NR: 190. Secventa de aminoacizi a unui exemplu de ICOS matur de la sobolan este ilustrat in
SECV ID NR: 191. Secventa de aminoacizi a unui exemplu de proteina precursoare ICOS de la
macac cu coadd lungd, cu secventi de semnal (cu secventd de semnal, aminoacizii 1-20) este
ilustratd in SECV ID NR: 5. Secventa de aminoacizi a unui exemplu de ICOS matur de la macac
cu coadi lunga este ilustratd in SECV ID NR: 6.

Termenul ,,se leagd in mod specific” 1a un antigen sau epitop este un termen bine inteles
in stadiul tehnicii, iar metodele de determinare a unei astfel de legari specifice sunt de asemenca
bine cunoscute in stadiul tehnicii. Se spune ¢d o moleculd prezintd ,legare specificd” sau ,.legare
preferentiald” daca reactioneazd sau se asociazd mai frecvent, mai rapid, cu o duratd mai mare
si/sau cu o afinitate mai mare cu o anumitd celuld sau substantd decat cu celule sau substante
alternative. Un anticorp ,,se leagd in mod specific” sau ,,se leaga preferential” de o tintd daca se
leaga cu o afinitate, aviditate mai mare, mai repede si/sau cu o duratd mai mare decit se leaga de
alte substante. De exemplu, un anticorp care se leagd in mod specific sau preferential de un epitop
ICOS este un anticorp care leagd acest epitop cu afinitate, aviditate mai mare, mai repede si/sau cu
o duratd mai mare decit se leagd de alti epitopi ICOS sau epitopi non-ICOS. Este de asemenea
inteles prin citirea acestei definitii cd, de exemplu, un anticorp (sau fractiune sau epitop) care se
leaga in mod specific sau preferential de o prima tintd poate sau nu si se lege in mod specific sau
preferential de o a doua {intd. Ca atare, ,legarea specificd” sau ,legarea preferentiald” nu necesita
neapdrat (desi poate include) legarea exclusiva. In general, dar nu neapirat, referinta la legare
inseamna legare preferentiald. ,,Specificitate” se referd la capacitatea unei proteine de legare de a
lega selectiv un antigen.

Asa cum este utilizat aici, ,,substantial pur” se refera la material ce este cel putin 50% pur
(adicd, fard contaminanti), mai preferabil, cel putin 90% pur, mai preferabil, cel putin 95% pur, si
mai preferabil cel putin 98% pur, si cel mai mult preferat, cel putin 99% pur.

Asa cum este utilizat aici, termenul ,.epitop” se referd la un situs pe o moleculd tintd (de
exemplu, un antigen, cum ar fi o proteind, acid nucleic, carbohidrat sau lipidd) de care se leagd o
moleculd de legare a antigenului (de exemplu, un anticorp, fragment de anticorp sau proteini-
schela care contine regiuni de legare a anticorpului). Epitopii includ adesea o grupare de suprafata
activa chimic de molecule, cum ar fi aminoacizi, polipeptide sau lanturi laterale de zaharuri si au
caracteristici structurale tridimensionale specifice, precum si caracteristici specifice de incércare.
Epitopii pot fi formati atit din reziduuri contigue si/sau necontigue juxtapuse (de exemplu,
aminoacizi, nucleotide, zaharuri, fractiune lipidicd) ale moleculei tintd. Epitopii formati din
reziduuri contigue (de exemplu aminoacizi, nucleotide, zaharuri, fractiune lipidicd) sunt de obicei
pastrati la expunerea la solventi denaturati, in timp ce epitopii formati prin pliere tertiard sunt
pierduti in mod obisnuit la tratamentul cu solventi denaturati. Un epitop poate include, dar nu este
limitat la, cel putin 3, cel putin 5 sau 8-10 reziduuri (de exemplu, aminoacizi sau nucleotide). In
unele exemple un epitop este mai mic de 20 de reziduuri (de exemplu, aminoacizi sau nucleotide)
in lungime, mai mic de 15 reziduuri sau mai mic de 12 reziduuri. Doi anticorpi pot lega acelasi
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epitop in interiorul unui antigen daci prezinti o legare competitivi pentru antigen. In unele
exemple de realizare, un epitop poate fi identificat de o anumita distantd minima fata de un reziduu
CDR pe molecula de legare a antigenului. In unele exemple de realizare, un epitop poate fi
identificat de distanta de mai sus si este limitat suplimentar la acele reziduuri implicate intr-o
legdtura (de exemplu, o legdtura de hidrogen) intre un reziduu de anticorp si un reziduu de antigen.
Un epitop poate fi identificat si prin diverse scandri, de exemplu, o scanare cu alanind sau cu
arginind poate indica una sau mai multe reziduuri cu care molecula de legare a antigenului poate
interactiona. Cu exceptia cazului in care este specificat explicit, un set de reziduuri ca epitop nu
exclude alte reziduuri din a face parte din epitopul pentru un anumit anticorp. In schimb, prezenta
unui astfel de set desemneazi o seric minima (sau un set de specii) de epitopi. Astfel, in unele
exemple de realizare, un set de reziduuri identificate ca un epitop desemneazi un epitop minim de
relevanta pentru antigen, nu o listd exclusiva de reziduuri pentru un epitop pe un antigen.

Un ,epitop neliniar” sau ,epitop conformational” cuprinde polipeptide necontigue,
aminoacizi si/sau zaharuri din proteina antigenicd, la care un anticorp specific se leagid de epitop.
In unele exemple de realizare, cel putin unul dintre reziduuri va fi necontiguu cu celelalte reziduuri
observate ale epitopului; totusi, unul sau mai multe reziduuri pot fi, de asemenea, contigue cu
celelalte reziduuri.

Un ,.epitop liniar” cuprinde polipeptide, aminoacizi si/sau zaharuri contigue din proteina
antigenicd, la care un anticorp specific se leagd de epitop. Se observd cd, in unecle exemple de
realizare, nu fiecare dintre reziduurile din epitopul liniar trebuie sd fie direct legat (sau implicat
intr-o legiturd) cu anticorpul. In unele exemple de realizare, epitopii liniari pot fi din imuniziri cu
o0 peptida care a constat efectiv din secventa epitopului liniar sau din sectiunile structurale ale unei
proteine care sunt relativ izolate de restul proteinei (astfel incat anticorpul sd poatd interactiona, cel
putin in primul rind) doar cu acea sectiune de secventa.

Termenul ,anticorp” din prezentul este utilizat in cel mai larg sens si inglobeaza diverse
structuri de anticorpi, incluzand, dar fard a se limita la anticorpi monoclonali, anticorpi policlonali,
anticorpi multispecifici (de exemplu, anticorpi bispecifici (precum anticorpi de angrenare celule T
specifice) si anticorpi trispecifici) si fragmente de anticorpi atat timp cat acestia prezinta activitatea
dorita de legare cu antigenul.

Termenul anticorp include, dar nu se limiteazi la fragmente care sunt capabile sd se lege
un antigen, cum ar fi Fv, Fv cu un singur lant (scFv), Fab, Fab’, di-scFv, sdAb (anticorp cu un
singur domeniu) si (Fab’), (inclusiv un F(ab"), legat chimic). Digestia papainei a anticorpilor
produce doud fragmente identice de legare a antigenului, denumite fragmente ,,Fab”, fiecare cu un
singur situs de legare a antigenului si un fragment ,,Fc” rezidual, al cirui nume reflectd capacitatea
sa de a se cristaliza rapid. Tratamentul cu pepsind produce un fragment F(ab'), care are doud
situsuri de combinare a antigenului si este capabil in continuare si lege incrucisat antigenul.
Termenul anticorp include, de asemenea, fard limitare la, anticorpi himerici, anticorpi umanizati si
anticorpi de la diferite specii, cum ar fi soarece, om, macac cu coadd lungd efc. Mai mult, pentru
toate constructele de anticorpi previzute aici, sunt considerate si variante avind secvente de la alte
organisme. Astfel, dacid este dezviluitdi o versiune umani a unui anticorp, o persoani de
specialitate in domeniu va aprecia cum sd transforme anticorpul pe baza de secventd umani intr-o
secventd de soarece, sobolan, pisicd, ciine, cal etc. Fragmentele de anticorpi includ, de asemenea,
orice orientare a scFv cu un singur lanf, di-scFv in tandem, diacorpi, tri-sdcFv in tandem,
minicorpi etc. Fragmentele de anticorpi includ, de asemenea, nanocorpi (sdAb, un anticorp avand
un singur domeniu monomeric, precum o pereche de domenii variabile ale lanturilor grele, fard un
lant usor). Un fragment de anticorp poate fi denumit ca fiind o specie specificd in unele exemple
de realizare (de exemplu, scFv uman sau un scFv de soarece). Acesta desemneaz3 secventele a cel
putin unei parti din regiunile non-CDR, si nu sursa constructului.

Termenul ,anticorp monoclonal” se referd la un anticorp al unei populatii in mod
substantial omogene de anticorpi, adica anticorpii individuali care cuprind populatia sunt identici,
cu excepfia mutatiilor ce pot apirea in mod natural care pot fi prezente in cantititi mai mici.
Anticorpii monoclonali sunt extrem de specifici, fiind directiona{i impotriva unui singur situs
antigenic. Mai mult, in contrast cu preparatele de anticorpi policlonali, care includ de obicei
anticorpi diferiti directionati impotriva determinantilor diferiti (epitopi), fiecare anticorp
monoclonal este directionat impotriva unui singur determinant de pe antigen. Astfel, o proba de
anticorpi monoclonali se poate lega de acelasi epitop pe antigen. Adjectivul ,,monoclonal” indica
trasatura anticorpului de a fi obtinut de la o populatie in mod substanfial omogena de anticorpi si
nu trebuie interpretat ca necesitand productia de anticorpi prin orice metoda particulard. De
exemplu, anticorpii monoclonali pot fi produsi prin metoda de hibridom descrisd mai intdi de
Kohler si Milstein, 1975, Nature 256:495 sau pot fi produsi prin metode de ADN recombinant,
cum ar fi cele descrise in Brevetul US nr. 4.816.567. Anticorpii monoclonali pot fi, de asemenea,
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izolati din biblioteci fage generate folosind tehnicile descrise in McCafferty et al., 1990, Nature
348:552-554, de exemplu.

Termenul ,,CDR” denotd o regiune care determind complementaritatea, asa cum este
definita prin cel putin o manierd de identificare pentru o persoand de specialitate in domeniu. In
unele exemple de realizare, CDR pot fi definite in conformitate cu oricare dintre schemele de
numerotare Chothia, schema de numerotare Kabat, o combinatie intre Kabat si Chothia, definitia
AbM, definitia de contact si/sau o combinatic de definifii ale Kabat, Chothia AbM si/sau de
contact. Exemple de CDR (CDR-L1, CDRL2, CDR-L3, CDR-HI, CDR-H2 si CDR-H3) apar la
reziduurile de aminoacizi 24-34 ale L1, 50-56 ale L2, 89-97 ale L3, 31-35B ale H1, 50-65 ale H2
si 95-102 ale H3. (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)). Definitia AbM poate include,
de exemplu, CDR (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-HI1, CDR-H2 si CDR-H3) la reziduurile de
aminoacizi 24-34 ale L1, 50-56 ale L2, 89-97 ale 1.3, H26-H35B ale H1, 50-58 ale H2 si 95-102
ale H3. Definitia de contact poate include, de exemplu, CDR (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-
H1, CDR-H2 si CDR-H3) la reziduurile de aminoacizi 30-36 ale L1, 46-55 ale L2, 89-96 ale L3,
30-35 ale H1, 47-58 ale H2 si 93-101 ale H3. Definitia Chothia poate include, de exemplu, CDR
(CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2 si CDR-H3) la reziduurile de aminoacizi 24-34
ale L1, 50-56 ale L2, 89-97 ale L3, 26-32...34 ale H1, 52-56 ale H2 si 95-102 ale H3. De
asemenea, pot fi previzute CDR asa cum se aratd in oricare una sau mai multe din figurile
insotitoare. Cu exceptia CDRI1 in Vg, in general, CDR cuprind reziduurile de aminoacizi care
formeaza buclele hipervariabile. Diferitele CDR dintr-un anticorp pot fi denumite prin numarul si
tipul de lant corespunzitor, incluzind, dar fara limitare: a) CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-HI,
CDR-H2 si CDR-H3; b) CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, CDRH2 si CDRH3; ¢) LCDR-1,
LCDR-2, LCDR-3, HCDR-1, HCDR-2 si HCDR-3; sau d) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDRI1,
HCDR2 si HCDR3; etc. Termenul ,,CDR” este utilizat aici pentru a cuprinde si HVR sau o
,regiune hipervariabila”, inclusiv bucle hipervariabile. Exemple de bucle hipervariabile au loc la
reziduurile de aminoacizi 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32 (HI), 53-55 (H2) si 96-101
(H3). (Chothia si Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987).)

Termenul ,regiune variabild a lanfului greu” asa cum este utilizat aici se referd la o
regiune care cuprinde cel pufin trei CDR ale lantului greu. In unele exemple de realizare, regiunea
variabili a lantului greu include cele trei CDR si cel putin FR2 si FR3. In unele exemple de
realizare, regiunea variabild a lantului greu include cel putin lantul greu HCDRI1, cadrul (FR) 2,
HCDR2, FR3 si HCDR3. in unele exemple de realizare, o regiune variabili a lanfului greu
cuprinde de asemenea cel pufin o portiune a unui FR1 si/sau cel putin o portiune a unui FR4.

Termenul ,,regiune constantd a lantului greu” asa cum este utilizat aici, se referd la o
regiune care cuprinde cel putin trei domenii constante ale lanfului greu, Cyl, Cyx2 si Cy3. Desigur,
deletiile si modificdrile fira alterarea functiilor in cadrul domeniilor sunt cuprinse in domeniul de
aplicare a termenului ,,regiune constantd a lantului greu”, cu exceptia cazului in care se specificd
altfel. Exemple nelimitative de regiuni constante ale lantului greu includ vy, 6 si o. Exemple
nelimitative de regiuni constante ale lanfului greu includ, de asemenea, € si m. Fiecare regiune
constantd a lantului greu corespunde unui izotip de anticorpi. De exemplu, un anticorp care
cuprinde o regiune constantd yeste un anticorp IgG, un anticorp care cuprinde o regiune constanta
o este un anticorp IgD si un anticorp care cuprinde o regiune constantd o este un anticorp IgA. In
plus, un anticorp care cuprinde o regiune constantd m este un anticorp IgM si un anticorp care
cuprinde o regiune constanti ¢ este un anticorp IgE. Anumite izotipuri pot fi subdivizate
suplimentar in subclase. De exemplu, anticorpii IgG includ, dar nu se limiteaza la, anticorpi IgG1
(cuprinzind o regiune constantd y1), IgG2 (cuprinzand o regiune constanta y2), IgG3 (cuprinzand
o regiune constantd y3) si IgG4 (cuprinzind o regiune constantd y4); anticorpii IgA includ, dar nu
se limiteaza la, anticorpi IgA1l (cuprinzind o regiune constantd y1) si IgA2 (cuprinzand o regiune
constanti o2); si anticorpii IgM includ, dar nu se limiteaza la, IgM1 si IgM2.

Termenul ,,lant greu” asa cum este utilizat aici se referd la o polipeptidi care cuprinde cel
putin o regiune variabili a lantului greu, cu sau firi o secventi lider. In unele exemple de
realizare, un lant greu cuprinde cel putin o portiune a unei regiuni constante a lanfului greu.
Termenul ,,lant greu cu lungime completd” asa cum este utilizat aici se referd la o polipeptida care
cuprinde o regiune variabild a lantului greu si o regiune constanta a lantului greu, cu sau fard o
secventd lider.

Termenul ,regiune variabild a lantului usor” asa cum este utilizat aici se referd la o
regiune care cuprinde cel putin trei CDR ale lantului usor. In unele exemple de realizare, regiunea
variabili a lantului usor include cele trei CDR si cel putin FR2 si FR3. In uncle exemple de
realizare, regiunea variabild a lantului usor include cel putin lantul usor LCDR1, cadrul (FR) 2,
LCDR2, FR3 si LCDR3. De exemplu, o regiune variabild a lantului usor poate cuprinde un lant
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usor CDRI, cadrul (FR) 2, CDR2, FR3 si CDR3. in unele exemple de realizare, o regiune
variabild a lantului usor cuprinde de asemenea cel putin o portiune a unui FR1 si/sau cel putin o
portiune a unui FR4.

Termenul ,regiune constantd a lantului usor” asa cum este utilizat aici se referd la o
regiune care cuprinde un domeniu constant al lantului usor, Cr. Exemple nelimitative de regiuni
constante ale lanfului usor includ % si k. Desigur, deletiile si modificarile fara alterarea functiilor in
cadrul domeniilor sunt cuprinse in domeniul de aplicare a termenului ,,regiune constanta a lantului
usor”, cu exceptia cazului in care se specificd altfel.

Termenul ,,lant usor” asa cum este utilizat aici se referd la o polipeptida care cuprinde cel
putin o regiune variabili a lantului usor, cu sau firi o secventi lider. In unele exemple de realizare,
un lant usor cuprinde cel putin o portiune a unei regiuni constante a lantului usor. Termenul ,,lant
usor cu lungime completd” asa cum este utilizat aici se referd la o polipeptidd care cuprinde o
regiune variabild a lantului usor si o regiune constanta a lantului usor, cu sau fara o secventd lider.

Un ,,cadru uman acceptor” in scopurile prezentului document este un cadru care cuprinde
secventa de aminoacizi a unui cadru al domeniului variabil al lanfului usor (Vi) a unui cadru al
domeniului variabil al lantului greu (Vg) derivat dintr-un cadru de imunoglobulind umana sau un
cadru de consens uman, conform definitiei de mai jos. Un cadru uman acceptor derivat dintr-un
cadru de imunoglobulind umand sau un cadru de consens uman poate cuprinde aceeasi secventd de
aminoacizi a acestuia sau poate contine modificdri ale secventei de aminoacizi. In unele exemple
de realizare, numarul de modificiri ale aminoacizilor este de 10 sau mai mic, 9 sau mai mic, 8 sau
mai mic, 7 sau mai mic, 6 sau mai mic, 5 sau mai mic, 4 sau mai mic, 3 sau mai mic sau 2 sau mai
mic. In unele exemple de realizare, cadrul uman acceptor Vi, este identic ca secventd cu secventa
cadrului imunoglobulinei umane Vi sau cu secventa cadrului de consens uman.

Afinitate” se referd la puterea insumatd totald a interactiunilor necovalente intre un
singur situs de legare a moleculei (de exemplu, un anticorp) si partenerul siu de legare (de
exemplu, un antigen). Afinitatea unei molecule X pentru partencrul siu Y poate fi reprezentatd in
general de constanta de disociere (Kp). Afinitatea poate fi masurata prin metode comune cunoscute
in stadiul tehnicii (de exemplu, ELISA Kp, KinExA, interferometrie de biostrat (BLI) si/sau
dispozitive de rezonantd plasmonica de suprafatad (cum ar fi un dispozitiv BIAcore®), inclusiv cele
descrise in prezentul document).

Termenul ,.Kp", asa cum este utilizat aici, se referd la constanta de disociere de echilibru
a unei interactiuni anticorp-antigen.

In unele exemple de realizare, ,.Kp,” ,Kq4,” ,,Kd” sau ,,valoarea Kd” a anticorpului este
misuratd utilizind analize de rezonantd plasmonicd de suprafatd folosind un BIACORE®-2000
sau un BIACORE®-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, N.I.) la 25 °C cu cipuri CM5 imobilizate de
antigen la [J10 unititi de raspuns (RU). Pe scurt, cipurile biosenzori din dextran carboximetilat
(CM5, BIACORE, Inc) sunt activate cu hidroclorurd de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimidd (EDC) si N-hidroxisuccinimidd (NHS) conform instructiunilor furnizorului.
Antigenul este diluat cu 10 mM de acetat de sodiu, pH 4,8, pand la 5 mg/ml ([J0,2 mM) inainte de
injectare, la un debit de 5 ml/minut, pentru a obfine aproximativ 10 unitdti de rispuns (RU) de
proteind cuplatd. Dupd injectarea antigenului, 1 M etanolamind este injectatd pentru a bloca
grupdrile nereactionate. Pentru mdsurdtori cinetice, dilutiile serice de polipeptidd, de exemplu,
anticorp cu lungime completd, sunt injectate in PBS cu 0,05% tensioactiv TWEEN-20™ (PBST)
lIa 25 °C la un debit de aproximativ 25 mL/min. Ratele de asociere (kaciv) i ratele de disociere
(Kinaciiv) s calculeazd utilizind un model simplu de legare Langmuir unu-la-unu (software de
evaluare BIACORE® versiunea 3.2) prin potrivirea simultand a senzogramelor de asociere si
disociere. Constanta de disociere de echilibru (Kg) este calculati ca raportul Kepriv/kpomi. A se
vedea, de exemplu, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999). Daci rata de activitate (on-rate)
depiseste 10° M!s! 1a analiza de rezonanti plasmonica de suprafati, atunci rata de activitate poate
fi determinatd utilizand o tehnici de stingere fluorescentd care masoard cresterea sau sciderea
intensitatii emisiei fluorescente (excitatie=295 nm; emisie=340 nm; 16 nm trecere bandd) la 25 °C
a 20 nM anticorp anti-antigen in PBS, pH 7,2, in prezenta concentratiilor in crestere de antigen,
asa cum este masurat intr-un spectrometru, precum un spectrofometru echipat cu opritor de flux
(Aviv Instruments) or a 8000-series SLM-AMINCO™ (ThermoSpectronic) cu o cuvd amestecata.

In unele exemple de realizare, diferenta dintre cele doud valori mentionate (de exemplu,
valorile Kg) este in mod substantial aceeasi, de exemplu, mai micd de aproximativ 50%, mai mica
de aproximativ 40%, mai mica de aproximativ 30%, mai micd de aproximativ 20% si/sau mai mici
de aproximativ 10% in functie de valoarea de referinti/comparativa.

In unele exemple de realizare, diferenta dintre cele doud valori mentionate (de exemplu,
valorile Kg) este in mod substantial diferitd, de exemplu, mai mare de aproximativ 10%, mai mare
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de aproximativ 20%, mai mare de aproximativ 30%, mai mare de aproximativ 40% si/sau mai
mare de aproximativ 50% in functie de valoarea pentru molecula de referintd/comparativa.

»~Rezonanta plasmonicd de suprafatd” denotd un fenomen optic care permite analiza
interactiunilor biospecifice in timp real prin detectarea modificarilor concentratiilor de proteine in
cadrul unei matrice biosenzor, de exemplu, utilizand sistemul BIAcore™ (BIAcore International
AB, o companie GE Healthcare, Uppsala, Suedia si Piscataway, N.J.). Pentru descrieri
suplimentare, consultati Jonsson et al. (1993) Ann. Biol. Clin. 51:19-26.

LInterferometria de biostrat” se referd la o tehnicd analiticd opticd care analizeazi
modelul de interferentd a luminii reflectate dintr-un strat de proteind imobilizatd pe un varf de
biosenzor si un strat interior de referin{d. Schimbdri ale numdrului de molecule legate de varful
biosenzorului cauzeazd modificari ale modelului de interferentd care poate fi masurat in timp real.
Un exemplu nelimitativ de dispozitiv pentru interferometria de biostrat este sistemul ForteBio
Octet® RED96 (Pall Corporation). A se vedea, de exemplu, Abdiche et al., 2008, Anal. Biochem.
377: 209-277.

Termenul ,.kaciv", asa cum este utilizat aici, se referd la constanta ratei de asociere a unui
anticorp la un antigen. Mai specific, constantele de rati (Kaciv S1 Kinaciiv) 1 constantele de disociere
de echilibru sunt misurate folosind IgG (bivalent) cu antigen ICOS monovalent. , Kaciv”, ,.Kactiv’,
constanta ratei de asociere”, sau ,.ka” se utilizeaza interschimbabil in acest document. Valoarea
indicd rata de legare a unei proteine de legare la antigenul siu tintd sau rata de formare a unui
complex intre un anticorp si antigen, ilustratd prin ecuatia:

Anticorp(,,Ab”")+Antigen(,,Ag”) ] Ab-Ag.

Termenul ,kinaciv”, asa cum este utilizat aici, se referd la constanta ratei de disociere a unui
anticorp din complexul anticorp/antigen. Kin.iv este, de asemenea, denotat cu ,Kinaciv” sau
,,constanta ratei de disociere”.

Aceasta valoare indica rata de disociere a unui anticorp de la antigenul sdu tintd sau separarea
complexului Ab-Ag in timp in anticorp si antigen liberi, conform ecuatiei:

Ab+AgJAb-Ag.

Termenul ,activitate biologicd” se referd la oricare una sau mai multe proprietiti
biologice ale unei molecule (fie prezente in mod natural, asa cum se gadsesc in vivo, sau furnizate
sau activate prin mijloace recombinante). Proprietitile biologice includ, dar nu se limiteaza la,
legarea unui receptor, inducerea proliferdrii celulelor, inhibarea cresterii celulare, inducerea altor
citokine, inducerea apoptozei si activitate enzimatica. In unele exemple de realizare, activitatea
biologicd a unei proteine ICOS include, de exemplu, costimularea proliferdrii celulelor T si
secretia citokinelor asociati cu celulele Thl si Th2; modularea celulelor Treg; efecte asupra
diferentierii celulelor T, inclusiv modularea exprimirii genice a factorului de transcriptie;
inducerea semnaldrii prin cdile IP3K si AKT, si medierea ADCC.

Un anticorp ,maturat de afinitate” se referd la un anticorp cu una sau mai multe
modificiri ale unuia sau mai multor CDR, comparativ cu un anticorp parinte care nu poseda astfel
de modificdri, astfel de modificari avand ca rezultat o imbundtitire a afinitifii anticorpului pentru
antigen.

Un ,anticorp himeric” asa cum este utilizat aici se refera la un anticorp in care o portiune
a lantului greu si/sau usor este derivati dintr-o sursa sau specie particulard, in timp ce cel putin o
parte din restul lanului greu si/sau usor este derivati dintr-o sursi sau specie diferiti. In unele
exemple de realizare, un anticorp himeric se referd la un anticorp care cuprinde cel putin o regiune
variabild dintr-o primi specie (cum ar fi soarece, sobolan, macac cu coada lungi etc.) si cel pufin o
regiune constantd de la o a doua specie (cum ar fi om, maca cu coada lungi etc.). In unele exemple
de realizare, un anticorp himeric cuprinde cel pufin o regiune variabild de la soarece si cel putin o
regiune constanti umani. in unele exemple de realizare, un anticorp himeric cuprinde cel putin o
regiune variabili de la macac cu coadi lungi si cel putin o regiune constanti umani. in unele
exemple de realizare, toate regiunile variabile ale unui anticorp himeric provin de la o prima specie
si toate regiunile constante ale anticorpului himeric provin de la o a doua specie. Constructul
himeric poate fi de asemenea un fragment functional, asa cum este mentionat mai sus.

Un ,anticorp umanizat” asa cum este utilizat aici se referd la un anticorp in care cel putin
un aminoacid intr-o regiune cadru a unei regiuni variabile non-umane a fost inlocuit cu
aminoacidul corespunzitor dintr-o regiune variabili umani. In unele exemple de realizare, un
anticorp umanizat cuprinde cel putin o regiune constanti umani sau fragment al acesteia. In unele
exemple de realizare, un anticorp umanizat este un fragment de anticorp, cum ar fi Fab, un scFv,
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un (Fab’), efc. Termenul umanizat denotd, de asemenca, forme de anticorpi non-umani (de
exemplu, murini) care sunt imunoglobuline himerice, lanturi imunoglobulinice sau fragmente ale
acestora (cum ar fi Fv, Fab, Fab’, F(ab’), sau alte subsecvente de legare la antigen ale anticorpilor)
care contin secventa minimd a imunoglobulinei non-umane. Anticorpii umanizafi pot include
imunoglobulinele umane (anticorp beneficiar) in care reziduurile de la o regiune de determinare
complementard (CDR) a beneficiarului sunt inlocuite de reziduuri de la un CDR de la o specie
non-umand (anticorp donator), precum soarece, sobolan sau iepure avand specificitatea, afinitatea
si capacitatea dorite. in unele cazuri, reziduurile din regiunea cadru Fv (FR) ale imunoglobulinei
umane sunt inlocuite de reziduurile non-umane corespunzitoare. In plus, anticorpul umanizat
poate cuprinde reziduuri care nu se regisesc nici anticorpul beneficiar, nici in CDR importat sau in
secvente cadru, dar sunt incluse pentru a rafina si optimiza suplimentar performanta anticorpilor.
In general, anticorpul umanizat poate cuprinde in mod substantial toate dintre cel putin unul si, in
mod tipic, doud domenii variabile, in care toate sau substantial toate regiunile CDR corespund
celor ale imunoglobulinei non-umane si toate sau substantial toate regiunile FR sunt cele ale unei
secvente consens a imunoglobulinei umane. in unele exemple de realizare, anticorpul umanizat
poate cuprinde, de asemenea, cel putin o porfiune a unei regiuni sau domeniu constant al
imunoglobulinei (Fc), in mod tipic, al imunoglobulinei umane. Alte forme de anticorpi umanizati
au una sau mai multe CDR (CDR L1, CDR L2, CDR L3, CDR H1, CDR H2 si/sau CDR H3) care
sunt modificate in raport cu anticorpul original, care sunt denumite, de asemenea, una sau mai
multe CDR ,.derivate din” una sau mai multe CDR din anticorpul initial. Asa cum se va aprecia, o
secventd umanizatd poate fi identificatd de secventa sa principald si nu denota neapdrat procesul
prin care a fost creat anticorpul.

Un ,,anticorp cu grefd CDR” asa cum este utilizat aici se referd la un anticorp umanizat in
care una sau mai multe regiuni de determinare a complementarititii (CDR) ale unei prime specii
(non-umane) au fost grefate pe regiunile cadru (FR) ale unei a doua specii (umane).

Un ,anticorp uman” asa cum este utilizat aici inglobeazi anticorpi produsi la oameni,
anticorpi produsi la animale non-umane care cuprind gene ale imunoglobulinei umane, cum ar fi
soarecii XenoMouse® si anticorpi selectati folosind metode in vitro, cum ar fi afisarea fagelor
(Vaughan et al., 1996, Nature Biotechnology, 14:309-314; Sheets et al., 1998, Proc. Natl. Acad.
Sci. (USA) 95:6157-6162; Hoogenboom si Winter, 1991, J. Mol. Biol., 227:381; Marks et al.,
1991, J. Mol. Biol.,, 222:581), unde repertoriul de anticorpi este bazat pe o secventd a
imunoglobulind umand. Termenul ,anticorp uman” denotd genul secventelor care sunt secvente
umane. Astfel, termenul nu desemneazd procesul prin care a fost creati anticorpul, ci genul
secvenfelor relevante.

O ,regiune Fc functionald” posedd o .functie efectoare” a unei regiuni Fc cu secventd
nativd. Exemple de ,,functii efectoare” includ legarea receptorului Fc; legarea Clq; CDC; ADCC;
fagocitoza; reglarea descendentd a receptorilor de suprafatd celulard (de exemplu, receptor de
celule B; BCR) etc. Astfel de functii efectoare necesitd in general ca regiunea Fc si fie combinata
cu un domeniu de legare (de exemplu, un domeniu variabil de anticorpi) si poate fi evaluat
utilizand diverse analize.

O ,regiune Fc cu secventd nativd” cuprinde o secventd de aminoacizi identicd secventei
de aminoacizi a unei regiuni Fc care se giseste in naturd. Regiunile Fc umane cu secventd nativa
includ o regiune Fc umani a IgG1 umane cu secventd nativa (alotipuri non-A si A); o regiune Fc a
IgG2 umane cu secventd nativd; o regiune Fc a IgG3 umane cu secventd nativi; si o regiune Fc a
IgG4 cu secventd nativa, precum si variante naturale ale acestora.

O "regiune Fc variantd" cuprinde o secventd de aminoacizi care diferd de cea a unei
regiuni Fc cu secventi nativi in baza a cel putin unei modificiri a aminoacizilor. in unele exemple
de realizare, o "regiune Fc variantd" cuprinde o secventd de aminoacizi care diferd de cea a unei
regiuni Fc cu secventd nativa in baza a cel pufin unei modificdri a aminoacizilor, retinand totusi cel
putin o functie efectoare a regiunii Fc cu secventd nativa. In unele exemple de realizare, regiunea
Fc varianti are cel putin o substitutie de aminoacizi comparativ cu o regiune Fc cu secventa nativa
sau cu regiunea Fc a polipeptidei mama, de exemplu, de la aproximativ unu la aproximativ zece
substituii de aminoacizi, si de preferintd, de la aproximativ unu la aproximativ cinci substitutii de
aminoacizi intr-o regiune Fc cu secventd nativd sau in regiunea Fc a polipeptidei mama. in unele
exemple de realizare, regiunea Fc variantd de aici va avea o identitate de secventd de cel putin
aproximativ 80% cu o regiune Fc cu secventd nativd si/sau cu o regiune Fc a unei polipeptide
mamad, cel putin aproximativ 90% identitate a secventei cu aceasta, cel putin aproximativ 95%, cel
putin aproximativ 96%, cel putin aproximativ 97%, cel putin aproximativ 98% sau cel putin
aproximativ 99% identitate a secventei cu aceasta.

Receptor F¢” sau ,,FCR” descrie un receptor care se leagi de regiunea Fc a unui anticorp.
In unele exemple de realizare, un FcyR este un FcR uman nativ. In unele exemple de realizare, un
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FcR este unul care leagd un anticorp IgG (un receptor gamma) si include receptori din subclasele
FeyRI, FcyRII si FeyRII, inclusiv variante alelice si forme matisate alternativ ale acelor receptori.
Receptorii FcyRII includ FecyRIIA (un ,receptor de activare”) si FcyRIIB (un ,receptor de
inhibare”), care au secvente de aminoacizi similare care diferd in principal in domeniile
citoplasmice ale acestora. Receptorul de activare FcyRIIA confine un motiv de activare
imunoreceptor pe baza de tirozind (ITAM) in domeniul sdu citoplasmatic. Receptorul de inhibare
FcyRIIB contine un motiv de inhibare imunoreceptor pe bazd de tirozind (ITIM) in domeniul sdu
citoplasmatic (a se vedea, de exemplu, Daeron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)). FcR
sunt revizuite, de exemplu, in Ravetch si Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel et
al., Immunomethods 4:25-34 (1994); and de Haas et al., J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995).
Alte FcR, inclusiv cele care vor fi identificate in viitor, sunt cuprinse in termenul ,JFcR” din
prezentul document.

Termenul ,receptor Fc” sau ,,FcR” include, de asemenea, receptorul neonatal, FcRn, care
este responsabil pentru transferul IgG materne cétre fat (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976)
si Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)) si pentru reglarea homeostazei imunoglobulinelor.
Metode de masurare a legirii de FcRn sunt cunoscute (a se vedea, de exemplu, Ghetie si Ward.,
Immunol. Today 18(12):592-598 (1997); Ghetie et al., Nature Biotechnology, 15(7):637-640
(1997); Hinton et al., J. Biol. Chem. 279(8):6213-6216 (2004); WO 2004/92219 (Hinton et al.).

»~Functii efectoare” se referd la activititile biologice atribuite regiunii Fc a unui anticorp,
care variaza cu izotipul anticorpului. Exemple de functii efectoare ale anticorpilor includ: legarea
Clq si citotoxicitatea dependentd de complement (CDC); legarea receptorului Fc; citotoxicitatea
mediatad celular dependentd de anticorpi (ADCC); fagocitozi; reglarea descendentd a receptorilor
de suprafatd celulard (de exemplu, receptor de celule B) si activarea celulelor B.

»Celulele efectoare umane” sunt leucocite care exprimd unul sau mai mulfi FcR si
indeplinesc functii efectoare. In unele exemple de realizare, celulele exprimi cel putin FeyRIII si
indeplinesc functia(iile) ADCC efectoare. Exemple de leucocite umane care mediazi ADCC
includ celule mononucleare din sangele periferic (PBMC), celule natural killer (NK), monocite,
celule T citotoxice si neutrofile. Celulele efectoare pot fi izolate de la o sursa nativd, de exemplu,
din sange.

,,Citotoxicitate mediata celular dependenta de anticorpi” sau ,,ADCC” se referd la o forma
de citotoxicitate in care Ig legatd pe receptorii Fc (FcR) prezenti pe anumite celule citotoxice (de
exemplu, celulele NK, neutrofile si macrofage) permite acestor celule efectoare citotoxice si se
lege in mod specific de o celuld {intd purtitoare de antigen si sd omoare ulterior celula fintd cu
citotoxine. Celulele primare pentru medierea ADCC, celulele NK, exprimi FcyRIII doar, in timp
ce monocitele exprimd FcyRI, FcyRII si FcyRIIL. Exprimarea FcR pe celulele hematopoietice este
rezumatd in Tabelul 3 de la pagina 464 din Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92
(1991). Pentru a evalua activitatea ADCC a unei molecule de interes, o analizd in vitro ADCC,
cum ar fi cea descrisd Brevetul US Nr. 5,500,362 sau 5,821,337 sau Brevetul US Nr. 6,737,056
(Presta), poate fi realizati. Celule efectoare utile pentru aceste analize includ celule PBMC si NK.
Alternativ sau suplimentar, activitatea ADCC a moleculei de interes poate fi evaluatd in vivo, de
exemplu, intr-un model animal, cum ar fi cele dezviluite in Clynes et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
(SUA) 95:652-656 (1998). Variantele de polipeptidd suplimentare cu secvente de aminoacizi
modificate ale regiunii Fc (polipeptide cu o regiune Fc variantd) si o activitate ADCC crescutd sau
scizutd sunt descrise, de exemplu, in Brevetul US Nr. 7,923,538 si Brevetul US Nr. 7,994,290.

,,Citotoxicitate dependenti de complement” sau ,,CDC” se referd la liza unei celule tintd
in prezenta unui complement. Activarea cdii complementului clasic este initiatd de legarea primei
componente a sistemului de complement (C1q) la anticorpi (din subclasa corespunzitoare), care
sunt legati de antigenul lor inrudit. Pentru a evalua activarea complementului, o analiza CDC, de
exemplu, asa cum este descris in Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996),
poate fi efectuati. Variantele de polipeptidd cu secvente de aminoacizi modificate ale regiunii Fc
(polipeptide cu o regiune Fc variantd) si capacitate de legare a Clq crescutd sau scizutd sunt
descrise, de exemplu, in Brevetul US Nr. 6,194,551 B1, Brevetul US No. 7,923,538, Brevetul US
nr. 7,994,290 si WO 1999/51642. A se vedea de asemenea, de exemplu, Idusogie et al., J.
Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

O variantd de polipeptidi cu afinitate de legare FcR sau activitate ADCC ,,modificatd”
este una care are o activitate de legare a FcR si/sau activitate ADCC fie imbunitdtitd, fie diminuati
in comparatie cu o polipeptidd mama sau cu o polipeptidd care cuprinde o regiune Fc cu secventi
nativd. Varianta de polipeptidd care ,,prezintd o legare crescutd" de un FcR leagd cel putin un FcR
cu o afinitate mai buna decét polipeptida mama. Varianta de polipeptida care ,,prezintd o legare
scdzutd" de un FcR leagi cel putin un FcR cu o afinitate mai scazutd decit o polipeptidd mama.
Asemenea variante care prezintd o legare scizutd cu un FcR pot avea o legiturd foarte micd sau
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deloc apreciabild cu un FcR, de exemplu, legarea de 0-20% la FcR comparativ cu o regiune Fc cu
secven({d nativa.

Varianta de polipeptidd care ,mediazd mai eficient citotoxicitatea mediatd celular
dependentd de anticorp (ADCC) in prezenta celulelor efectoare umane” decit un anticorp mama
este una care in vitro sau in vivo este mai eficientd in a media ADCC, atunci cand cantitatea de
variantd de polipeptidd si anticorpi mama utilizatd in analizd este in esentd aceeasi. in general,
astfel de variante vor fi identificate utilizand analiza in vitro ADCC conform celor dezviluite aici,
dar alte analize sau metode pentru determinarea activitifii ADCC, de exemplu, intr-un model
animal efc., sunt avute in vedere.

Termenul ,,substantial similar” sau ,,substantial acelasi”, asa cum este utilizat aici, denotd
un grad suficient de ridicat de similaritate intre doud sau mai multe valori numerice, astfel incat o
persoand de specialitate in domeniu ar considera diferenta intre cele doud sau mai multe valori ca a
nu avea sau a avea putind insemndtate biologicd si/sau statistici in contextul caracteristicii
biologice masurate de valoarea mentionati. in unele exemple de realizare, cele dous sau mai multe
valori in mod substantial similare diferd cu nu mai mult de aproximativ oricare dintre 5%, 10%,
15%, 20%, 25% sau 50%.

Sintagma ,,substantial diferitd”, asa cum este utilizati aici, denotd un grad suficient de
ridicat de diferentd intre doud valori numerice, astfel inct o persoand de specialitate in domeniu ar
considera diferenta dintre cele doud valori ca avand o semnificafie statisticd in contextul
caracteristicii biologice misurate prin valorile mentionate. In unele exemple de realizare, cele doui
valori numerice in mod substantial diferite diferd cu mai mult de aproximativ oricare dintre 10%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 710%, 80%, 90% sau 100%.

Sintagma ,,substantial redusd”, asa cum este utilizatd aici, denotd un grad suficient de
ridicat de reducere intre o valoare numericd si o valoare numericd de referintd, astfel incét o
persoand de specialitate in domeniu ar considera diferenta dintre cele doud valori ca avand o
semnificafie statisticd in contextul caracteristicii biologice misurate prin valorile mentionate. in
unele exemple de realizare, valorile numerice in mod substantial reduse sunt reduse cu mai mult de
aproximativ oricare dintre 10%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%
sau 100% in comparatie cu valoarea de referinta.

Termenul ,,;secventd lider” se referd la o secventd de reziduuri de aminoacizi localizate la
terminalul N al unei polipeptide care faciliteazd secretia unei polipeptide dintr-o celuld de
mamifer. O secventa lider poate fi clivata la exportul polipeptidei din celula de mamifer, formand
o proteind maturd. Secventele lider pot fi naturale sau sintetice, iar acestea pot fi heteroloage sau
omoloage proteinei la care se ataseaza.

O polipeptida cu ,.secventd nativd” cuprinde o polipeptidd avind aceeasi secventd de
aminoacizi ca si polipeptida gisitd in naturd. Astfel, polipeptida cu secventd nativd poate avea
secventa de aminoacizi a polipeptidei disponibile in stare naturald de la orice mamifer. Astfel de
polipeptidd cu secventd nativd poate fi izolatd din naturd sau poate fi produsi prin mijloace
recombinante sau sintetice. Termenul polipeptidd ,.,cu secventd nativd” inglobeaza specific forme
trunchiate sau secretate in stare naturald ale polipeptidei (de exemplu, o secventd de domeniu
extracelular), forme de variante in stare naturala (de exemplu, forme matisate alternativ) si variante
alelice in stare naturald ale polipeptidei.

O ,variantd” de polipeptidd inseamnd o polipeptida activi biologic avand o identitate a
secventel de aminoacizi de cel putin aproximativ 80% cu polipeptida cu secventd nativd dupd
alinierea secventelor si introducerea spatiilor, daca este necesar, pentru a obtine o identitate de
secventd procentuald maximad, si fird a lua in considerare orice substitutii conservatoare ca parte
din identitatea secventei. Astfel de variante includ, de exemplu, polipeptide in care unul sau mai
multe reziduuri de aminoacizi sunt addugate sau sterse, la terminalul N- sau C- al polipeptidei. In
unecle exemple de realizare, o varianti va avea o identitate a secventei de aminoacizi de cel putin
aproximativ 80%. In unele exemple de realizare, o variantd va avea o identitate a secventei de
aminoacizi de cel putin aproximativ 90%. In unele exemple de realizare, o varianti va avea o
identitate a secventei de aminoacizi de cel putin aproximativ 95% cu polipeptida cu secventi
nativa.

Asa cum este utilizat aici, ,,procent (%) de identitate a secventei de aminoacizi” si
»omologie” in ceea ce priveste o peptidd, polipeptidd sau secventi de anticorpi sunt definite ca
procentajul de reziduuri de aminoacizi intr-o secventd candidat identice cu reziduurile de
aminoacizi din secventa specificA a peptidei sau polipeptidei, dupd alinierea secventei si
introducerea spatiilor, daci este necesar, pentru a obfine o identitate de secventd procentuald
maximd, si frd a lua in considerare orice substitutii conservatoare ca parte din identitatea
secventei. Alinierea in scopul determindrii identitdfii procentuale maxime a secventei de
aminoacizi poate fi obtinutd in diverse moduri din domeniul tehnicii, de exemplu, utilizind
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software de computer disponibil public cum ar fi software-ul BLAST, BLAST-2, ALIGN sau
MEGALIGN™ (DNASTAR). Persoanele de specialitate in domeniu pot determina parametri
corespunzdtori pentru mdsurarea alinierii, inclusiv orice algoritmi necesari pentru a obtine
alinierea maxima pe intreaga lungime a secventelor comparate.

Substituirea aminoacizilor poate include, dar nu se limiteazi la inlocuirea unui aminoacid
la o polipeptidd, cu un alt aminoacid. Exemple de substitufii sunt prezentate in Tabelul 1.
Substitutiile de aminoacizi pot fi introduse intr-un anticorp de interes si produsii selectati pentru o

ADCC sau CDC imbunatiite.

TABELUL 1
Reziduu original Exemple de substitufii
Ala (A) Val; Leu; Ile
Arg (R) Lys; Gln; Asn
Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg
Asp (D) Glu; Asn
Cys (©) Ser; Ala
Gln (Q) Asn; Glu
Glu (E) Asp; Gln
Gly (G) Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg
Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucini
Leu (L) Norleucind; Ile; Val; Met; Ala; Phe
Lys (K) Arg; Gln; Asn
Met (M) Leu; Phe; Ile
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr
Pro (P) Ala
Ser (S) Thr
Thr (T) Val; Ser
Trp (W) Tyr; Phe
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser
Val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucini

Aminoacizii pot fi grupati in functie de proprietitile obisnuite ale lantului lateral:
(1) hidrofobe: Norleucind, Met, Ala, Val, Leu, Ile;
(2) hidrofile neutre: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;
(3) acide: Asp, Glu;
(4) bazice: His, Lys, Arg;
(5) reziduuri care influenteaza orientarea lanfului: Gly, Pro;
(6) aromatice: Trp, Tyr, Phe.

Substitutii neconservatoare vor implica schimbarea unui membru al uneia dintre aceste
clase cu o alti clasa.

Termenul ,,vector” este folosit pentru a descrie o polinucleotida ce poate fi modificati
prin inginerie pentru a contine o polinucleotidd clonatd sau polinucleotide clonate care pot fi
propagate intr-o celuld gazdi. Un vector poate include unul sau mai multe dintre urmatoarele
elemente: o origine de replicare, una sau mai multe secvente reglatoare (precum, de exemplu,
promotori si/sau intensificatori) care regleazd exprimarea polipeptidei de interes si/sau a uneia sau
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mai multor gene marker selectabile (precum, de exemplu, gene de rezistenta la antibiotice si gene
care pot fi utilizate in analize colorimetrice, de exemplu, f3-galactozidazd). Termenul ,,vector de
exprimare" se referd la un vector folosit pentru a exprima o polipeptidd de interes intr-o celuld
gazda.

O .celuld gazda™” se referd la o celuld care poate fi sau a fost un beneficiar al unui vector
sau al polinucleotidei izolate. Celulele gazdi pot fi celule procariote sau celule eucariote. Exemple
de celule eucariote includ celule de mamifere, cum ar fi amorsarea sau celule de la animale
primate sau non-primate; celule fungice, cum ar fi levura; celulele vegetale si celulele de la
insecte. Exemple nelimitative de celulele de mamifere includ, dar nu sunt limitate la, celule NSO,
celulele PER.C6® (Crucell) si 293 si celule CHO si derivatele acestora, precum celulele 293-6E si,
respectiv, DG44. Celulele gazda includ descendenta unei singure celule gazda, iar descendenta
poate sd nu fie neapdrat complet identica (ca morfologie sau complement ADN genomic) cu celula
originald mam3, din cauza mutatiei naturale, accidentale sau deliberate. O celuld gazda include
celule transfectate in vivo cu o polinucleotidd(e) prevazuti(e) aici.

Termenul ,,izolat” asa cum este utilizat aici se referd la o moleculd care a fost separata de
cel putin o parte a componentelor cu care se giseste in mod obisnuit in natura sau este produsi. De
exemplu, o polipeptida este denumitd ca fiind ,,izolatd” atunci cind este separatd de cel putin o
parte din componentele celulei in care a fost produsad. Atunci cind o polipeptida este secretatd de o
celuld dupa expresie, separarea fizicd a supernatantului care confine polipeptida din celula care a
produs-o este considerati ca ,.izolarea” polipeptidei. In mod similar, o polinucleotidi este
denumita ,,izolatd” atunci cAnd nu face parte din polinucleotida mai mare (de exemplu, ADN
genomic sau ADN mitocondrial, in cazul unei polinucleotide ADN) in care se giseste in mod tipic
in naturd, sau este separati de cel pufin o parte a componentelor celulei in care a fost produsa, de
exemplu, in cazul unei polinucleotide ARN. Astfel, o polinucleotidd ADN care este continutd intr-
un vector in interiorul unei celule gazda poate fi denumiti ca fiind ,,izolatd”.

Termenii ,,persoand” sau ,,subiect” sunt utilizati interschimbabil aici pentru a se referi la
un animal; de exemplu, un mamifer. In unele exemple de realizare, sunt previzute metode de
tratare a mamiferelor, inclusiv, dar fird a se limita la, oameni, rozitoare, maimute antropoide,
feline, canide, cabaline, bovine, porcine, ovine, caprine, animale de laborator mamifere, animale
de fermi mamifere, animale sportive mamifere si animale de companie mamifere. In unele
exemple, o ,,persoand” sau ,,subiect” se referd la o persoand sau un subiect care are nevoie de
tratament pentru o boald sau tulburare. In unele exemple de realizare, subiectul care trebuie si
primeasca tratamentul poate fi un pacient, indicind faptul ca subiectul a fost identificat ca avand o
tulburare de relevan{d pentru tratament sau cd prezintd un risc adecvat de a contacta tulburarea.

O ,boald” sau ,tulburare” asa cum este utilizatd aici se refera la o afectiune in care este
necesar si/sau doreste tratamentul.

»Cancer” si ,,tumoare”, asa cum sunt utilizafi aici, sunt termeni interschimbabili care se
referd la orice crestere sau proliferare anormald a celulelor sau tesuturilor la un animal. Asa cum
sunt utilizati aici, termenii ,cancer” si tumoare” cuprind cancerele solide si
hematologice/limfatice si cuprind, de asemenea, cresterile maligne, pre-maligne si benigne, cum ar
fi displazia. Exemplele de cancer includ, dar nu sunt limitate la, carcinom, limfom, blastom,
sarcom si leucemie. Exemple nelimitative mai particulare de astfel de cancere includ cancerul cu
celule scuamoase, cancerul pulmonar cu celule mici, cancerul de esofag, astrocitom, sarcom de
fesut moale, cancer pulmonar cu celule non-mici, adenocarcinom de pldman, carcinom scuamos al
plamanului, cancer de peritoneu, cancer hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer pancreatic,
glioblastom, cancer cervical, cancer ovarian, cancer de ficat, cancer de vezici urinard, hepatom,
cancer de san, cancer de colon, cancer colorectal, carcinom endometrial sau uterin, carcinom al
glandei salivare, cancer de rinichi, cancer renal, cancer de ficat, cancer de prostatd, cancer vulvar,
cancer de tiroidd, carcinom hepatic, cancer cerebral, cancer endometrial, cancer testicular,
colangiocarcinom, carcinom de vezica biliard, cancer gastric, melanom si diverse tipuri de cancer
al capului si gatului.

Asa cum este utilizat aici, ,tratamentul” este o abordare pentru obtinerea de rezultate
clinice benefice sau dorite. ,,Tratamentul” asa cum este utilizat aici acoperd orice administrare sau
aplicare a unei terapii pentru o boali la un mamifer, inclusiv un om. in scopurile acestei dezviluiri,
rezultatele clinice benefice sau dorite includ, dar nu se limiteaza la, oricare una sau mai multe
dintre: ameliorarea unuia sau mai multor simptome, diminuarea gradului de boald, prevenirea sau
intarzierca rdspandirii (de exemplu, metastazi, de exemplu metastazi la pldman sau la ganglion
limfatic) bolii, prevenirea sau intarzierea reaparifiei bolii, IntArzierea sau incetinirea progresiei
bolii, ameliorarea stirii bolii, inhibarea bolii sau a progresiei bolii, inhibarea sau incetinirea bolii
sau a progresiei acesteia, oprirea dezvoltdrii acesteia si remisia (fie partiald, fie totald). De
asemenea, ,tratament” inglobeazd si o reducere a consecinfelor patologice ale unei boli
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proliferative. Metodele prevdzute aici au in vedere oricare una sau mai multe dintre aceste aspecte
ale tratamentului. In conformitate cu cele de mai sus, termenul tratament nu necesitd indepartarca
sutd la sutd a tuturor aspectelor tulburdrii.

2Ameliorare” inseamnd o diminuare sau imbundtitire a unuia sau mai multor simptome in
comparatie cu lipsa administririi unui anticorp anti-ICOS. ,,Ameliorarea” include, de asemenea,
scurtarea sau reducerea duratei unui simptom.

In contextul cancerului, termenul ,tratare” include oricare sau toate dintre: inhibarea
cresterii celulelor canceroase, inhibarea replicdrii celulelor canceroase, reducerea poverii generale
a tumorii si ameliorarea unuia sau mai multor simptome asociate cu boala.

Termenul ,,probd biologicd” inseamnd o cantitate dintr-o substantd de la o vietate sau o
fostd vietate. Aceste substante includ, fara limitare la, singe, (de exemplu, singe integral), plasma,
limfa, urind, lichid amniotic, lichid sinovial, celule endoteliale, leucocite, monocite, alte celule,
organe, tesuturi, maduva osoasd, ganglioni limfatici si splina.

O probd care are un ,,nivel ridicat de ICOS” sau ,.,exprimd ICOS la un nivel ridicat” sau
este cu ,JCOSMPICAT” fngeamnd cd nivelul ICOS este astfel incAt o persoand de specialitate in
domeniu ar concluziona ci forma de cancer poate fi tratatd cu o terapie anti-ICOS, cum ar fi un
anticorp previzut in prezentul. In unele exemple de realizare, un ,,nivel ridicat de ICOS” este unul
in care 1% din celulele dintr-o probd tumorali prezinti coloratie pentru ICOS. in unele exemple de
realizare un ,nivel ridicat” in ceea ce priveste ICOS este o coloratie de 1% sau mai mare, de
exemplu, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 sau 100% din celulele din proba tumorald prezintd
coloratie. In unele exemple de realizare, nivelurile ICOS pot fi masurate prin IHC cromogenic sau
imunofluorescentd IHC (scor Aqua).

O proba care ,,exprimd ICOS” sau are ,,coloratie pozitivd pentru ICOS” sau este ,,ICOS
pozitivd” inseamnd ci 1% sau mai multe celule dintr-o probd prezintd coloratie pentru ICOS. in
unele exemple de realizare, o proba care este ICOS pozitiva prezintd cel putin o coloratie slabd,
moderatd si/sau puternicd a celulelor (pe baza exprimirii membranare a ICOS). O probd cu
coloratie moderatii sau puternici a celulelor pentru ICOS este consideratd a fi cu ,,JCOSRPICAT »

O proba care are un ,nivel scazut de PD-L1” sau exprimd ,,PD-L1 la nivel scidzut” sau
este cu ,,PD-L15¢A2UT” fnseamnd ci nivelul PD-L1 este sub nivelul prag de expresie pentru un
cancer care este indicat in mod normal pentru tratamentul cu o terapie PD- 1. In unele exemple de
realizare, un ,,nivel scdzut de PD-L1” este unul in care mai pufin de 5% din celulele din tumoare
indici coloratie membranara pentru PD-L1. In unele exemple de realizare un ,,nivel scizut” in ceca
ce priveste PD-L1 este o coloratie mai micd de 5%, de exemplu, 4%, 3%, 2%, 1% sau 0% din
celulele tumorii prezinta coloratie. In unele exemple de realizare, nivelurile PD-L1 pot fi mdsurate
prin IHC cromogenic sau imunofluorescentd IHC (scor Aqua). O probd care nu exprima PD-L1
detectabil poate fi, de asemenea, denumitd ca ,.,exprimind un nivel scizut de PD-L1.” Astfel, un
PD-L1 nedetectabil este inglobat in termenul ,,scizut.”

O proba care are un ,,nivel ridicat de PD-L1” sau ,,exprimd PD-L1 la nivel ridicat” sau
este cu ,,PD-L1*PIAT” ingeamnid ¢ nivelul PD-L1 este astfel incit o persoand de specialitate in
domeniu ar concluziona cd forma de cancer poate fi tratatd cu o terapie PD-1. In unele exemple de
realizare, un ,nivel ridicat de PD-LL1” este unul in care 5% din celulele din tumoare sau mai multe
prezintd coloratie membranard pentru PD-L1. In unele exemple de realizare un ,nivel ridicat” in
ceea ce priveste PD-L1 este o coloratie de 5% sau mai mare, de exemplu, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 sau 100% din celulele din tumoare prezinti coloratie. In unele exemple de realizare,
nivelurile PD-L1 pot fi masurate prin IHC cromogenic sau imunofluorescentd IHC (scor Aqua).

O probi care ,,exprimad PD-L1” sau are ,,coloratie pozitiva pentru PD-L1” sau este ,,PD-
L1 pozitivd” Inseamnd ci 1% sau mai multe celule prezintd coloratie membrana pentru PD-L1. In
unele exemple de realizare, o probd care este PD-L1 pozitivd prezintd cel putin o coloratie slaba,
moderatd si/sau puternicd a celulelor (pe baza exprimdrii membranare a PD-L1). O probd cu
coloratie moderatii sau puternici a celulelor pentru PD-L1 este considerati a fi cu ,,PD-L1XPICAT >

O probi cireia i ,lipseste exprimarea PD-L1” sau prezintd ,.colorafie negativd pentru
PD-L1” sau este ,PD-L1 negativd” inseamnd ci exprimarea PD-L1 pe suprafata celulelor probei
este nedetectabild prin IHC, precum IHC cromogenic san prin imunofluorescentd IHC (scor
Aqua). O probi PD-L1 negativi este considerati, de asemenea, cu , PD-L15CAZUT »

in unele exemple de realizare, orice metoda pentru misurarea nivelului de PD-L1 poate fi
utilizati. In unecle exemple de realizare, acest lucru poate include testul PD-L1 IHC 22C3
pharmDx (Dako Inc., Carpinteria, CA), care este un test validat clinic si aprobat de FDA pentru
evaluarea exprimdrii PD-L1 in NSCLC. PD-L1 IHC 22C3 pharmDx este o analizd
imunohistochimica calitativd folosind anticorpi anti-PD-L1 monoclonali de la soarece (clona
22C3), care poate fi utilizatd in detectarea proteinei PD-L1 in fesuturi cu cancer pulmonar cu
celule non-mici (NSCLC) fixate in formol, incorporate in parafini. Analiza poate fi efectuatd pe
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sistemul Autostainer Link 48 si vizualizatd utilizind sistemul EnVision FLEX. Exprimarea
proteinei PD-L1 este calificatd folosind Scorul proportiei tumorale (TPS), care este procentul de
celulelor tumorale viabile care prezintd colorafie partiald sau completi a membranei. in unele
exemple de realizare, proba este considerati PD-L1 pozitivi dacd TPS > 50% din celulele
tumorale viabile prezinti coloratie membranard in orice intensitate. PD-L1 THC 22C3 pharmDx
este indicat ca un ajutor la identificarea pacientilor cu NSCLC pentru tratamentul cu
KEYTRUDA® (pembrolizumab). Detalii suplimentare privind sistemul de punctare si raspunsul la
pembrolizumab sunt descrise in articolul Garon et al. (N Engl J Med 2015;372:2018-28). In unele
exemple de realizare, probele de la pacienfi cu NSCLC pot fi considerate pozitive pentru
exprimarea PD-L1 dacd Scorul proportiei tumorale este > 50% din celulele tumorale viabile
prezinti coloratic membranari (partiald sau complet) la orice intensitate (adici > 1+). In unele
exemple de realizare, acest lucru poate fi cu referire specifici la clona anticorpului 22C3. In unele
exemple de realizare, dacd TPS = 5% panad la 50% din celulele tumorale viabile prezinta coloratie
membranard in orice intensitate, proba si/sau pacientul este considerat a fi PD-L1 pozitiv. In unele
exemple de realizare, dacid TPS > 50% din celulele tumorale viabile prezinti coloratie membranara
in orice intensitate, proba si/sau pacientul este considerat a fi cu PD-L1 RPICAT,

Termenul ,.control” se referd la o compozitie cunoscutd a nu contine un analit (,,control
negativ’’) sau a confine analit ("control pozitiv"). Un control pozitiv poate cuprinde o concentratie
cunoscuta de analit. ,,Control”, ,.control pozitiv” si ,.calibrator” pot fi folosite interschimbabil in
prezentul document pentru a face referire la o compozitie care cuprinde o concentratie cunoscuta
de analit. Un ,,control pozitiv” poate fi utilizat pentru a stabili caracteristicile de performanti a
analizei si este un indicator util al integritatii reactivilor (de exemplu, analiti).

-Referintd predeterminatd” si ,,nivel predeterminat” se referd in general la o valoare de
referintd a analizei utilizatd pentru evaluarea rezultatelor eficientei
diagnosticului/pronosticului/terapiei prin compararea rezultatelor analizei cu o referintd/nivel
predeterminat(d), unde referinta/nivelul predeterminat(d) a fost deja corelat(d) sau asociat(d) cu
diversi parametri clinici (de exemplu, gravitatea bolii, progresie/lipsa progresiei/imbundtitire etc.).
In timp ce prezenta inventie poate furniza exemple de niveluri predeterminate, este bine cunoscut
faptul ci valorile de referintd pot varia in functie de natura imunoanalizei (de exemplu, anticorpi
utilizati etc.). De asemenea, se afld in capacititile unei persoane de specialitate in domeniu sa
adapteze dezviluirea din prezentul pentru alte imunoanalize pentru a obtine valori de referin{i
specifice imunoanalizei pentru acele celelalte imunoanalize pe baza acestei dezviluiri. In timp ce
valoarea exactd a referintei/nivelului predeterminat(e) poate varia intre analize, corelatiile descrise
aici (daci existd) pot fi in general aplicabile.

Termenii ,,inhibare” sau ,,inhibd” se referd la o scidere sau incetare a oricirei
caracteristici fenotipice sau la scdderea sau incetarea incidentei, gradului sau probabilititii acelei
caracteristici. "A reduce" sau ,,a inhiba” Inseamnd a sciddea, reduce sau opri o activitate, o functie
si/sau o valoare, comparativ cu o referinta. In unele exemple de realizare, prin .reducere” sau
~inhibare” se intelege capacitatea de a cauza o scddere generald de 20% sau mai mare. In unele
exemple de realizare, prin ,sreducere” sau ,,inhibare” se intelege capacitatea de a cauza o scadere
generald de 50% sau mai mare. in unele exemple de realizare, prin ,reducere” sau ,inhibare” se
intelege capacitatea de a cauza o scidere generald de 75%, 85%, 90%, 95% sau mai mare. In unele
exemple de realizare, cantitatea observatd mai sus este inhibatd sau scizuti pe o perioadd de timp,
in raport cu o dozd de control (cum ar fi placebo) in aceeasi perioada de timp. O ,,referintd” asa
cum este utilizatd aici se referd la orice probd, standard sau nivel care este utilizat in scopuri de
comparatie. O referinti poate fi obtinutd de la o probi sinitoasi si/sau nebolnavi. In unele
exemple, se poate obtine o referintd de la o proba netratati. In unele exemple, o referintd este
obtinutd de la o probd nebolnava sau netratatid de la o persoand subiect. in unele exemple, o
referin{d este obtinutd de la una sau mai multe persoane sdndtoase care nu sunt subiectul sau
pacientul.

Asa cum este utilizat aici, ,intirzierea dezvoltirii unei boli” inseamnd améanarea,
impiedicarea, incetinirea, stabilizarea, suprimarea si/sau intirzierea evolutia bolii (cum ar fi
cancerul). Aceastd intirziere se poate intinde pe durate diferite, in functie de istoricul bolii si/sau a
persoanei care este tratatd. Asa cum este evident pentru o persoand de specialitate in domeniu, o
intirziere suficientd sau semnificativa poate, in fapt, si cuprinda preventia, in sensul ci persoana
nu dezvoltd boala. De exemplu, un cancer in stadiu avansat, cum ar fi dezvoltarea de metastaze,
poate fi intarziat.

»~Prevenirea”, asa cum este utilizat aici, include asigurarea profilaxiei in ceea ce priveste
aparifia sau reaparitia unei boli 1a un subiect care poate fi predispus la boald, dar nu a fost inca
diagnosticat cu boala. Daci nu se specificd altfel, termenii ,,reducere”, ,.inhibare”, ,,prevenire” nu
denota sau necesitd o preventie completi tot timpul.
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Asa cum este utilizat aici, ,,suprimarea” unei functii sau activitati este reducerea functiei
sau activitdtii in comparatie cu aceleasi conditii de altfel, cu exceptia unei conditii sau parametru
de interes, sau alternativ, in comparatie cu o altd condifie. De exemplu, un anticorp care suprima
cresterea tumorii reduce rata de crestere a tumorii comparativ cu rata de crestere a tumorii in
absenta anticorpului.

O ,.cantitate eficientd terapeutic” a unei substante/molecule, agonist sau antagonist poate
varia in functie de factori precum starea bolii, varsta, sexul si greutatea persoanei si capacitatea
substantei/moleculei, agonistului sau antagonistului de a obtine un rdspuns dorit la nivelul
persoanei. O cantitate eficientd terapeutic este, de asemenea, una in care orice efecte toxice sau
diunitoare ale substantei/moleculei, agonistului sau antagonistului sunt depdsite de efectele
benefice ale acesteia. O cantitate eficientd terapeutic poate fi livratd intr-una sau mai multe
administrdri. O cantitate eficienta terapeutic se referd la o cantitate eficientd, la doze si pe perioade
de timp necesare, pentru a obtine rezultatul terapeutic si/sau profilactic dorit.

O ,.cantitate eficientd profilactic” se referd la o cantitate eficientd, la doze si pe perioade
de timp necesare, pentru a obtine rezultatul profilactic dorit. In mod tipic, dar nu neaparat,
deoarece o dozd profilactica este utilizata la subiecti Inainte de sau intr-o etapd incipientd a bolii,
cantitatea eficientd profilactic va fi mai mic3 decit cantitatea eficienta terapeutic.

Termenii ,preparat farmaceutic” si ,,compozitie farmaceuticd” se referd la un preparat
care se afld intr-o astfel de formd, pentru a permite ca activitatea biologicd a ingredientului(elor)
activ(e) sa fie eficientd si care nu confine componente suplimentare care sunt toxice in mod
neacceptabil pentru un subiect cdruia i se administreaza preparatul. Aceste preparate pot fi sterile.

Un ,,agent purtidtor acceptabil din punct de vedere farmaceutic” se referd la un material de
umplere, diluant, de incapsulare solid, semisolid sau lichid netoxic, produs auxiliar pentru preparat
sau agent purtitor conventional din stadiul tehnicii pentru utilizarea cu un agent terapeutic care
cuprind impreund o ,,compozitie farmaceuticd” pentru administrare unui subiect. Un agent purtitor
acceptabil din punct de vedere farmaceutic este netoxic pentru beneficiari in dozele si
concentrafiile utilizate si este compatibil cu alte ingrediente ale formulei. Agentul purtitor
acceptabil din punct de vedere farmaceutic este adecvat pentru preparatul utilizat.

Un preparat ,,steril” este aseptic sau, in mod esential, liber de microorganisme vii si sporii
acestora.

O ,terapie PD-1” cuprinde orice terapie care moduleazd legarea PD-1 la PD-L1 si/sau
PD-L2. Terapiile PD-1 pot, de exemplu, interactiona direct cu PD-1 si/sau PD-L1. In unele
exemple de realizare, o terapie PD-1 include o molecula care se leaga direct de si/sau influenfeazi
activitatea PD-1. In unele exemple de realizare, o terapie PD-1 include o moleculd care se leaga
direct de si/sau influenteaza activitatea PD-L1. Astfel, un anticorp care se leagi de PD-1 sau PD-
L1 si blocheaza interactiunea PD-1 cu PD-L1 este o terapie PD-1. Atunci cand se intentioneazi un

St

subtip dorit de terapie PD-1, aceasta va fi desemnati de sintagma ,,PD-1 specificd” pentru o terapie
care implicd o moleculd care interactioneazd direct cu PD-1 sau ,,PD-L1 specificd” pentru o
moleculd care interactioneazd direct cu PD-L1, dupd caz. Cu exceptia cazului in care este
desemnat] altfel, toate dezviluirile continute in prezentul document privind terapia PD-1 se aplici
in general terapiei PD-1, precum si terapiilor PD-1 specifice si/sau PD-L1 specifice. Exemple
nelimitative de terapii PD-1 includ nivolumab (anticorp anti-PD-1; BMS-936558, MDX- 1106,
ONO-4538; OPDIVO®; Bristol-Myers Squibb); pidilizumab (anticorp anti-PD-1, CureTech),
pembrolizumab (anticorp anti-PD-1; KEYTRUDA®, MK-3475, lambrolizumab); durvalumab
(anticorp anti-PD-L1, MEDI-4736; AstraZeneca/Medlmmune); RG-7446; MSB-0010718C; AMP-
224; BMS-936559 (un anticorp anti-PD-L1; Bristol-Myers Squibb); AMP-514; MDX-1105; ANB-
011; anti-LAG-3/PD-1; anti-PD-1 Ab (CoStim); anti-PD-1 Ab (Kadmon Pharm.); anti-PD-1 Ab
(Immunovo); anti-TIM-3/PD-1 Ab (AnaptysBio); anti-PD-L1 Ab  (CoStim/Novartis);
atezolizumab (un anticorp anti-PD-L1, Genentech/Roche); avelumab (un anticorp anti-PD-L1,
MSBO0010718C, Pfizer); KD-033, antagonist PD-1 (Agenus); STI-A1010; STI-A1110; TSR-042;
si alti anticorpi care sunt indreptati cidtre moartea celulard programatd-1 (PD-1) sau moartea
celulara programatd ligand 1 (PD-L1).

Termenul ,,inhibitor IDO” se referd la un agent capabil si inhibe activitatea indoleamin
2,3-dioxigenaza (IDO) si astfel s inverseze imunosupresia mediatd de IDO. Inhibitorul IDO poate
inhiba IDOI1 si/sau IDO2 (INDOLI). Un inhibitor IDO poate fi un inhibitor IDO reversibil sau
ireversibil. Un ,,inhibitor IDO reversibil” este un compus care inhibd reversibil activitatea enzimei
IDO fie la situsul catalitic, fie la un situs necatalitic, iar un ,inhibitor IDO ireversibil” este un
compus care inhibd ireversibil activitatea enzimei IDO prin formarea unei legituri covalente cu
enzima. Exemple nelimitative de inhibitori IDO includ Indoximod (New Link Genetics),
INCB024360 (Incyte Corp), 1-metil-Dtriptofan (New Link Genetics) si GDC-0919 (Genentech).
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O ,terapie cu celule T cu receptor antigen himeric” sau ,terapie CAR-T” se referd la un
agent terapeutic care cuprinde o celuld T modificatd genetic pentru a exprima un receptor care
recunoaste un antigen exprimat de celula tumorald. Antigenul poate fi un antigen exprimat in mod
specific de tumoare sau un antigen exprimat atat de celulele canceroase, cat si de tesutul sdndtos.
In unele exemple de realizare, terapia CAR-T este terapiec CAR-T adoptivd, in care celulele T ale
unui pacient sunt eliminate si modificate pentru a exprima receptorul antigenului himeric si apoi a
restituite pacientului. A se vedea, de exemplu, Dai et al., 2016, J Natl Cancer Inst, 108 (7): djv439,
doi: 10.1093/jnci/djv439; Gill et al., 2015, Blood Rev, pii: S0268-960X(15)00080-6, doi:
10.1016/].blre.2015.10.003; Gill et al., 2015, Immunol Rev, 263(1):68-89. doi: 10.1111/imr.12243.

Administrarea ,,in combinatie cu” unul sau mai multi agenti terapeutici suplimentari
include administrarea simultand (concurenti) si administrarea consecutiva sau secventiala in orice
ordine.

Termenul ,,concurent” este utilizat aici pentru a se referi la administrarea a doi sau mai
multi agenti terapeutici, unde cel putin o parte din administrare se suprapune in timp sau unde
administrarca unui agent terapeutic se¢ incadreazd intr-o perioadd scurtd de timp raportat la
administrarea celuilalt agent terapeutic. De exemplu, cei doi sau mai multi agenti terapeutici sunt
administrati cu o separare de timp de cel mult aproximativ un numdr de minute specificat.

Termenul ,,secvential” este utilizat aici pentru a se referi la administrarea a doi sau mai
multi agenti terapeutici, in care administrarea unuia sau mai multor agenti continud dupd
intreruperea administririi unuia sau mai multor alti agenti, sau unde administrarea unuia sau mai
multor agenti incepe inainte de administrarea unuia sau mai multor alti agenfi. De exemplu,
administrarea a celor doi sau mai multi agenti terapeutici sunt administrati cu o separare de timp
de peste aproximativ un numdr de minute specificat.

Asa cum este utilizat aici, ,,in conjunctie cu” se referd la administrarea unei modalititi de
tratament pe langd o altd modalitate de tratament. Ca atare, ,,in conjunctic cu” se referd la
administrarea unei modalitifi de tratament inainte, in timpul sau dupd administrarea celeilalte
modalitdfi de tratament la persoana.

Termenul ,,prospect” este folosit pentru a face referire la instructiunile incluse in mod
obisnuit in ambalajele comerciale cu produse terapeutice, care contin informatii despre indicafii,
utilizare, dozaj, administrare, tratament combinat, contraindicatii si/sau avertizdri privind utilizarea
unor astfel de produse terapeutice.

Un ,articol de fabricatie” este orice produs de fabricatie (de exemplu, un ambalaj sau un
recipient) sau un kit care cuprinde cel putin un reactiv, de exemplu, un medicament pentru
tratamentul unei boli sau tulburdri (de exemplu, cancer), sau o sondd pentru detectarea in mod
specific a unui biomarker descris aici. In unele exemple de realizare, produsul de fabricatie sau
kitul este promovat sau comercializat ca o unitate pentru realizarea metodelor descrise aici.

Termenii ,etichetd” si ,etichetd detectabild” inseamnd o fractiune atasatd unui anticorp
sau analitului sju pentru a obtine o reactie (de exemplu, legare) intre membrii perechii de legare
specifice, detectabile. Membrul etichetat al perechii de legare specifice este denumit ,etichetat
detectabil”. Astfel, termenul ,,proteind de legare ctichetatd” se referd la o proteind cu o etichetd
incorporati care prevede identificarea proteinei de legare. In unele exemple de realizare, eticheta
este un marker detectabil care poate produce un semnal detectabil prin mijloace vizuale sau
instrumentale, de exemplu, incorporarea unui aminoacid sau atasament radioetichetat la o
polipeptidd cu fractiuni biotinil care pot fi detectate prin avidind marcati (de exemplu,
streptavidind continind un marker fluorescent sau activitate enzimaticd ce poate fi detectati prin
metode optice sau colorimetrice). Exemple de etichete pentru polipeptide includ, dar nu se
limiteazi la urmitoarele: radioizotopi sau radionuclide (de exemplu, *H, *C, *S, *°Y, #°Tc, !!!In,
1257, 1311, 177y, 1%%Ho, or '3Sm); cromogeni, etichete fluorescente (de exemplu FITC, rodamin,
fosfori lantanidici), ctichete enzimatice (de exemplu peroxidazi din hrean, luciferaza, fosfataza
alcalind); markeri chimioluminiscenti, grupdri biotinil, epitopi de polipeptidd predeterminati
recunoscutfi de un raportor secundar (de exemplu secvente pereche fermoar de leucind, situsuri de
legare pentru anticorpi secundari, domenii de legare a metalului, etichete epitop); si agenti
magnetici, precum chelati de gadoliniu. Exemplele reprezentative de etichete utilizate in mod
obisnuit pentru imunoanalize includ fractiunile care produc lumind, de exemplu, compusi de
acridiniu §i fractiunile care produc fluorescentd, de exemplu, fluoresceind. In acest sens, este
posibil ca fractiunea insdsi sd nu poatd fi etichetatd detectabil, ci poate deveni detectabild dupd
reactia cu o altd fractiune.

Termenul ,,conjugat” se referd la un anticorp care este legat chimic de o a doua fractiune
chimicd, cum ar fi un agent terapeutic sau citotoxic. Termenul ,,agent” include un compus chimic,
un amestec de compusi chimici, o0 macromoleculd biologicd sau un extract produs din materiale
biologice. In unele exemple de realizare, agentii terapeutici sau citotoxici includ, dar nmu se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3273992 T2 2020.08.31
28

limiteaza la, toxina pertussis, taxol, citocalazina B, gramicidina D, bromura de etidiu, emetina,
mitomicina, etopozida, tenopozida, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorubicina,
daunorubicina, dihidroxi antracin diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
dehidrotestosteronul, glucocorticoide, procaind, tetracaind, lidocaind, propranolol si puromicind si
analogi si omologi ai acestora. Atunci cind este utilizat in contextul unei imunoanalize, anticorpul
conjugat poate fi un anticorp etichetat detectabil, utilizat ca anticorp de detectie.

II. Anticorpi anti-ICOS

Sunt previzufi anticorpi noi directionati impotriva ICOS. Anticorpii anti-ICOS includ,
dar nu se limiteaz3 la, anticorpi umanizati, anticorpi himerici, anticorpi de soarece, anticorpi umani
si anticorpi care cuprind CDR ale lanfului greu si/sau lantului usor discutate in prezentul
document. In unele cazuri, este previzut un anticorp izolat care se leagd de ICOS. in unele cazuri,
este previzut un anticorp monoclonal care se leagd de ICOS. In unele cazuri, un anticorp anti-
ICOS este un anticorp anti-ICOS agonist. In unele cazuri, administrarea anticorpilor anti-ICOS
descrisd in prezentul creste numarul de celule de Teff, activeaza celulele Teff, consumi celulele
Treg la un subiect; si/sau creste raportul celulelor Teff la celulele Treg. In unele cazuri, celulele
Treg sunt celule T CD4+ FoxP3+. In unele cazuri, celulele Teff sunt celule T CD8+. In unele
cazuri, celulele Teff sunt celule T CD4+ FoxP3- si celule T CD8+.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS cuprinde cel putin unul, doud, trei, patru, cinci sau
sase CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 12; (b)
HCDR?2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 13; (c) HCDR3 cuprinzand secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 14; (d) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 15; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 16; si (f) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 17.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS cuprinde cel putin unul, doud, trei, patru, cinci sau
sase CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 42; (b)
HCDR?2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 43; (c) HCDR3 cuprinzand secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 44; (d) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 45; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 46; si (f) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 47.

In inventie, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDRI1 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 62; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 63; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 64; (d)
LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 65; (e) LCDR2 cuprinzand secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 66; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 67.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS cuprinde cel putin una, doud, trei, patru, cinci sau
sase CDR selectate dintre (a) HCDRI1 cuprinzand o secven{d de aminoacizi selectatd dintre SECV
ID NR: 22, 62, 72, 82, 92, 102 si 112; (b) HCDR2 cuprinzind o secventd de aminoacizi selectat
dintre SECV ID NR: 23, 63, 73, 83, 93, 103 si 113; (c) HCDR3 cuprinzand o secventd de
aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 24, 64, 74, 84, 94, 104 si 114; (d) LCDRI1 cuprinzind o
secventd de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 25, 65, 75, 85, 95, 105 si 115; (e) LCDR2
cuprinzand o secventi de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 26, 66, 76, 86, 96, 106 si 116;
si (f) LCDR3 cuprinzind o secventd de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 27, 67, 77, 87,
97,107 si 117.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS cuprinde cel putin una, doud, trei, patru, cinci sau
sase CDR selectate dintre (a) HCDRI cuprinzand o secven{d de aminoacizi selectatd dintre SECV
ID NR: 32, 162, 172 si 182; (b) HCDR2 cuprinzind o secventd de aminoacizi selectatd dintre
SECV ID NR: 33, 163, 173 si 183; (c) HCDR3 cuprinzind o secventd de aminoacizi selectati
dintre SECV ID NR: 34, 164, 174 si 184; (d) LCDRI cuprinzind o secventd de aminoacizi
selectatd dintre SECV ID NR: 35, 165, 175 si 185; (¢) LCDR2 cuprinzind o secventd de
aminoacizi selectati dintre SECV ID NR: 36, 166, 176 si 186; si (f) LCDR3 cuprinzand o secventi
de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 37, 167, 177 si 187.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS cuprinde cel putin una, doud, trei, patru, cinci sau
sase CDR selectate dintre (a) HCDRI cuprinzand o secven{d de aminoacizi selectatd dintre SECV
ID NR: 52, 122, 132, 142 si 152; (b) HCDR2 cuprinzind o secventa de aminoacizi selectata dintre
SECV ID NR: 53, 123, 133, 143 si 153; (¢) HCDR3 cuprinzind o secventa de aminoacizi selectatd
dintre SECV ID NR: 54, 124, 134, 144 si 154; (d) LCDRI1 cuprinzand o secventd de aminoacizi
selectatd dintre SECV ID NR: 55, 125, 135, 145 si 155; (¢) LCDR2 cuprinzind o secventd de
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aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 56, 126, 136, 146 si 156; si (f) LCDR3 cuprinzind o
secventd de aminoacizi selectatd dintre SECV ID NR: 57, 127, 137, 147 si 157.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS cuprinde o regiune variabild a lantului greu si o
regiune variabili a lanului usor. In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS cuprinde cel putin un lant
greu care cuprinde o regiune variabild a lanfului greu si cel pufin o porfiune a unei regiuni
constante a lanfului greu si cel putin un lan{ usor care cuprinde o regiune variabild a lantului usor
si cel putin o portiune a unei regiuni constante a lantului usor. In unele cazuri, un anticorp anti-
ICOS cuprinde doud lanturi grele, unde fiecare lant greu cuprinde o regiune variabild a lantului
greu si cel putin o portiune a unei regiuni constante a lantului greu si doud lanturi usoare, unde
fiecare lant usor cuprinde o regiune variabild a lanfului usor si cel putin o portiune a unei regiuni
constante a lanfului usor. Asa cum este utilizat aici, un Fv cu un singur lan{ (scFv) sau orice alt
anticorp care cuprinde, de exemplu, un singur lant de polipeptidi cuprinzind toate cele sase CDR
(trei CDR cu lant greu si trei CDR cu lant usor) este considerat a avea un lant greu si un lant usor.
In unele cazuri, lantul greu este regiunea anticorpului anti-ICOS care cuprinde cele trei CDR cu
lant greu. In unele cazuri, lantul usor este regiunea anticorpului anti-ICOS care cuprinde cele trei
CDR cu lant usor.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 12; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 13; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
14; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 15; (¢) LCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 16; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 17.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 22; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 23; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
24; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 25; (e) LCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 26; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 27.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDRI1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 32; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 33; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
34; (d) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 35; (e) LCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 36; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 37.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 42; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 43; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
44; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 45; (e) LCDR2 cuprinzind
secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 46; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 47.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 52; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 53; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
54; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 55; (e) LCDR2 cuprinzind
secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 56; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 57.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 72; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 73; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
74; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 75; (e) LCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 76; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 77.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 82; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 83; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
84; (d) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 85; () LCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 86; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 87.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 92; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 93; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
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94; (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 95; (e) LCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 96; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 97.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 102; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 103; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 104; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 105; (¢) LCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 106; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 107.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 112; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 113; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 114; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 115; (¢) LCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 116; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 117.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 122; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 123; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 124; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 125; (¢) LCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 126; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 127.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDRI1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 132; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 133; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 134; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 135; (¢) LCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 136; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 137.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 142; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 143; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 144; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 145; (¢) LCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 146; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 147.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 152; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 153; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 154; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 155; (¢) LCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 156; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 157.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 162; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 163; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 164; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 165; (¢) LCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 166; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 167.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 172; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 173; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 174; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 175; (e) LCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 176; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 177.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde sase CDR care includ (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 182; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 183; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 184; (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 185; (¢) LCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 186; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 187.

In unele exemple de realizare, anticorpul anti-ICOS cuprinde cele sase CDR asa cum este
descris mai sus si se leagd de ICOS. In unele exemple de realizare, anticorpul anti-ICOS cuprinde
cele sase CDR descrise mai sus, se leaga de ICOS si creste numarul de celule Teff si/sau activeazi
celulele Teff si/sau scade numdrul celulelor Treg si/sau creste raportul dintre celulele Teff si
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celulele Treg la un mamifer, precum un om. In unele exemple de realizare, celulele Treg sunt
celule T CD4+ FoxP3+. In unele exemple de realizare, celulele Teff sunt celule T CD8+. In unele
exemple de realizare, celulele Teff sunt celule T CD4+ FoxP3- si/sau celule T CD8+.

In unele cazuri, este prevazut un anticorp anti-ICOS care concureazd cu un anticorp anti-
ICOS descris aici pentru legarea la ICOS. in unele cazuri, un anticorp care concureazi pentru
legarea cu oricare dintre anticorpii prevazuti aici poate fi realizat si/sau utilizat.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV 1D
NR: 12; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 13; (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 14.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV 1D
NR: 22; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 23; (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 24.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 32; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 33; (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 34.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV 1D
NR: 42; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 43; (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 44.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV 1D
NR: 52; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 53; (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 54.

In unele exemple de realizare, anticorpul anti-ICOS cuprinde toate trei secventele VH
CDR (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 62; (b) HCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 63; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 64.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDRI1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 72; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 73; (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 74.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secvenfele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzand secvenfa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 82; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 83; (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 84.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV 1D
NR: 92; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 93; (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 94.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV 1D
NR: 102; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 103; (c) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 104.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDRI1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 112; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 113; (c¢) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 114.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secvenfele VH CDR selectate dintre (a) HCDRI1 cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID
NR: 122; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 123; (c¢) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 124.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV 1D
NR: 132; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 133; (c¢) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 134.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV 1D
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NR: 142; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 143; (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 144.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDRI1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 152; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 153; (c¢) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 154.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secvenfele VH CDR selectate dintre (a) HCDRI1 cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID
NR: 162; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 163; (c¢) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 164.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV 1D
NR: 172; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 173; (c¢) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 174.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei
secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV 1D
NR: 182; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 183; (c) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 184.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 15; (b)
LCDR?2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 16; (¢) LCDR3 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 17.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 25; (b)
LCDR?2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 26; (¢) LCDR3 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 27.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 35; (b)
LCDR?2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 36; (¢) LCDR3 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 37.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel pufin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 45; (b)
LCDR?2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 46; (¢) LCDR3 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 47.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 55; (b)
LCDR?2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 56; (c) LCDR3 cuprinzand secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 57.

In unele exemple de realizare, anticorpul cuprinde toate trei secventele VL CDR (a)
LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 65; (b) LCDR2 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 66; (c) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 67.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 75; (b)
LCDR?2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 76; (¢) LCDR3 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 77.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 85; (b)
LCDR?2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 86; (¢) LCDR3 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 87.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 95; (b)
LCDR?2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 96; (¢) LCDR3 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 97.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 105; (b)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 106; (c) LCDR3 cuprinzind
secvent{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 107.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 115; (b)
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LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 116; (¢) LCDR3 cuprinzand
secvent{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 117.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 125; (b)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 126; (c) LCDR3 cuprinzind
secvent{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 127.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 135; (b)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 136; (c) LCDR3 cuprinzind
secvent{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 137.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 145; (b)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 146; (c) LCDR3 cuprinzind
secvent{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 147.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 155; (b)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 156; (c) LCDR3 cuprinzand
secvent{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 157.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 165; (b)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 166; (c) LCDR3 cuprinzind
secvent{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 167.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 175; (b)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 176; (c) LCDR3 cuprinzind
secvent{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 177.

In unele cazuri, anticorpul cuprinde cel putin una, cel putin doud sau toate trei secventele
VL CDR selectate dintre (a) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 185; (b)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 186; (c) LCDR3 cuprinzind
secvent{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 187.

In unele cazuri, oricare dintre cele sase CDR previzute aici pot fi combinate ca subparti
cu oricare dintre celelalte CDR previdzute aici, pentru un total de sase CDR intr-un construct.
Astfel, in unele cazuri, doud CDR de la un prim anticorp (de exemplu HCDR1 si HCDR2) pot fi
combinate cu patru CDR de la un al doilea anticorp (HCDR3, LCDR1, LCDR2 si LCDR3). in
unele cazuri, doud sau mai putine reziduuri in una sau mai multe dintre CDR pot fi inlocuite pentru
a obtine o variantd a acestora. In unele cazuri, doud sau mai putine reziduuri pot fi inlocuite in 1, 2,
3, 4, 5 sau 6 dintre CDR.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 12; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
13; si (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 14; si (II) un domeniu VL
care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL CDR selectate dintre (d) LCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 15; (e) LCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 16; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 17.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 22; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
23; si (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 24; si (II) un domeniu VL
care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL CDR selectate dintre (d) LCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 25; (e) LCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 26; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 27.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 32; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
33; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 34; si (II) un domeniu VL
care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL CDR selectate dintre (d) LCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 35; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 36; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 37.
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In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 42; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
43; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 44; si (II) un domeniu VL
care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL CDR selectate dintre (d) LCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 45; (e) LCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 46; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 47.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 52; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
53; si (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 54; si (II) un domeniu VL
care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL CDR selectate dintre (d) LCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 55; (¢) LCDR2 cuprinzand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 56; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 57.

In inventie, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH care cuprinde toate trei
secventele VH CDR (a) HCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 62; (b)
HCDR?2 cuprinzand secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 63; si (c) HCDR3 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 64; si (II) un domeniu VL cuprinzind toate trei
secventele VL CDR (d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 65; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 66; si (f) LCDR3 cuprinzind
secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 67.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 72; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
73; s1 (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 74; si (II) un domeniu VL
care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL CDR selectate dintre (d) LCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 75; (e) LCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 76; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 77.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 82; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
83; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 84; si (II) un domeniu VL
care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL CDR selectate dintre (d) LCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 85; (e) LCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 86; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 87.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 92; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR:
93; si (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 94; si (II) un domeniu VL
care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL CDR selectate dintre (d) LCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 95; (e) LCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 96; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 97.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 102; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 103; si (¢) HCDR3 cuprinzind secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 104; si (II) un
domeniu VL care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL CDR selectate dintre
(d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 105; (¢) LCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 106; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 107.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 112; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 113; si (¢) HCDR3 cuprinzind secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 114; si (II) un
domeniu VL care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL. CDR selectate dintre
(d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 115; (¢) LCDR2 cuprinzind
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secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 116; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 117.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 122; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 123; si (¢) HCDR3 cuprinzind secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 124; si (II) un
domeniu VL care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL CDR selectate dintre
(d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 125; (¢) LCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 126; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 127.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 132; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 133; si (¢) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 134; si (II) un
domeniu VL care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL. CDR selectate dintre
(d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 135; (¢) LCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 136; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 137.

In unele exemple de realizare, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH
cuprinzand cel pufin una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 142; (b) HCDR2 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 143; si (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 144; si (II) un domeniu VL care cuprinde cel pufin una, doud sau toate trei secventele VL
CDR selectate dintre (d) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 145; (e)
LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 146; si (f) LCDR3 cuprinzind
secventfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 147.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 152; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 153; si (¢) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 154; si (II) un
domeniu VL care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL. CDR selectate dintre
(d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 155; (¢) LCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 156; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 157.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 162; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 163; si (¢) HCDR3 cuprinzind secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 164; si (II) un
domeniu VL care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL. CDR selectate dintre
(d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 165; (¢) LCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 166; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 167.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 172; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 173; si (¢) HCDR3 cuprinzind secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 174; si (II) un
domeniu VL care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL. CDR selectate dintre
(d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 175; (¢) LCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 176; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 177.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand cel putin
una, doud sau toate trei secventele VH CDR selectate dintre (a) HCDR1 cuprinzand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 182; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 183; si (¢) HCDR3 cuprinzind secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 184; si (II) un
domeniu VL care cuprinde cel putin una, doud sau toate trei secventele VL. CDR selectate dintre
(d) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 185; (¢) LCDR2 cuprinzind
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 186; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 187.

In unele exemple de realizare, un anticorp anti-ICOS cuprinde o secventd a domeniului
variabil al lantului greu (VH) avand cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%.,
99% sau 100% identitate de secventi cu secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 60. in unele
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cazuri, o secventd VH avand cel putin o identitate 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% sau 99% contine substitutii (de exemplu, substitutii conservatoare), insertii sau deletii in
relatie cu secventa de referintd, insd un anticorp anti-ICOS care cuprinde acea secventd isi
pastreaza abilitatea de a se lega de ICOS. In unele cazuri, un total de 1 pani la 10 aminoacizi au
fost inlocuifi, inserati si/sau stersi in SECV ID NR: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170 sau 180. In unele cazuri, substitutiile, insertiile sau deletiile apar in
regiuni din afara CDR (adicd in FR). Optional, anticorpul anti-ICOS cuprinde secventa VH cu
SECV ID NR: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170 sau 180,
incluzand modificdri posttranslationale ale secventei respective.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 12; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 13; si (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 14.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 22; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 23; si (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 24.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 32; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 33; si (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 34.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 42; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 43; si (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 44.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 52; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 53; si (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 54.

In inventie, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 62; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 63; si (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 64.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 72; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 73; si (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 74.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 82; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 83; si (¢) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 84.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 92; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 93; si (c) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 94.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 102; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 103; si (c) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 104.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 112; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 113; si (c) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 114.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 122; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 123; si (c) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 124.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 132; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 133; si (c) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 134.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 142; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 143; si (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 144.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 152; (b) HCDR2 cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 153; si (¢) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 154.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 162; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 163; si (c) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 164.

In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 172; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 173; si (c) HCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 174.
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In unele cazuri, VH cuprinde: (a) HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 182; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 183; si (c) HCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 184.

In unele exemple de realizare, un anticorp anti-ICOS este prevdzut, unde anticorpul
cuprinde un domeniului variabil al lantului usor (VL) avand cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identitate de secventd cu secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 61. In unele cazuri, o secventd VL avand cel putin o identitate 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% sau 99% contine substitutii (de exemplu, substitutii conservatoare), insertii
sau deletii in relatie cu secventa de referintd, insd un anticorp anti-ICOS care cuprinde acea
secventd isi pastreazi abilitatea de a se lega de ICOS. In unele cazuri, un total de 1 pani la 10
aminoacizi au fost inlocuifi, inserati si/sau stersi in SECV ID NR: 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81,
91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171 sau 181. In unele cazuri, substitutiile, insertiile sau
deletiile apar in regiuni din afara CDR (adica in FR). Optional, anticorpul anti-ICOS cuprinde
secventa VL cu SECV ID NR: 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81, 91, 101, 111, 121, 131, 141, 151,
161, 171 sau 181, incluzind modificari posttranslationale ale secventei respective.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 15; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 16; si (c) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 17.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 25; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 26; si (¢) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 27.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 35; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 36; si (¢) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 37.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 45; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 46; si (c¢) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 47.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 55; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 56; si (c) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 57.

In inventie, VL cuprinde: (a) LCDRI cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 65; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 66; si (c) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 67.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 75; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 76; si (c¢) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 77.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 85; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 86; si (¢) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 87.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 95; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 96; si (c¢) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 97.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 105; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 106; si (c) LCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 107.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 115; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 116; si (c) LCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 117.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 125; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 126; si (c) LCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 127.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 135; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 136; si (c) LCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 137.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 145; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 146; si (c) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 147.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 155; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 156; si (c) LCDR3
cuprinzand secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 157.
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In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 165; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 166; si (c) LCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 167.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 175; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 176; si (c) LCDR3
cuprinzand secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 177.

In unele cazuri, VL cuprinde: (a) LCDRI cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 185; (b) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 186; si (c) LCDR3
cuprinzand secvenf{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 187.

In unele exemple de realizare, anticorpul anti-ICOS cuprinde o secventd de domeniu
variabil al lantului greu (VH) avand cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%.,
99% sau 100% identitate de secventd cu secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 60 si un
domeniu variabil al lantului usor (VL) avand cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% sau 100% identitate de secventd cu secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 61.
In unele cazuri, o secventd VH avand o identitate de cel putin 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% sau 99% contine substitutii (de exemplu substitutii conservatoare), insertii sau
deletii in relatie cu secventa de referinta si o secventd VL avand o identitate de cel putin 90%,
9N %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% contine substitutii (de exemplu substitutii
conservatoare), insertii sau deletii in relatie cu secventa de referintd, insd un anticorp anti-ICOS
cuprinzand acea secventd isi pastreazi abilitatea de a se lega de ICOS. In unele cazuri, un total de
1 pand la 10 aminoacizi au fost inlocuiti, inserati si/sau stersi in SECV ID NR: 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170 sau 180. In unele cazuri, un total de 1 pani
lIa 10 aminoacizi au fost inlocuifi, inserafi si/sau stersi in SECV ID NR:
11,21,31,41,51,61,71,81,91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171 sau 181. In unele cazuri,
substitutiile, inserfiile sau deletiile apar in regiuni din afara CDR (adicd in FR). Optional,
anticorpul anti-ICOS cuprinde secventa VH in SECV ID NR: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170 sau 180 si secventa VL cu SECV ID NR:
11,21,31,41,51,61,71,81,91,101,111,121,131,141,151, 161, 171 sau 181 care include modificiri
posttranslationale a uneia sau a ambelor secvente.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 12; (b) HCDR2 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 13; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 14; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 15; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 16; si (f)
LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 17.

In unele exemple de realizare, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH
cuprinzand: (a) HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 22; (b) HCDR2
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 23; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 24; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDR1 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 25; (¢) LCDR2 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 26; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 27.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 32; (b) HCDR2 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 33; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 34; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 35; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 36; si (f)
LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 37.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 42; (b) HCDR2 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 43; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 44; si (II) un domeniu VL cuprinzand: (d) LCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 45; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 46; si (f)
LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 47.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 52; (b) HCDR2 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 53; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 54; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 55; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 56; si (f)
LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 57.

In inventie, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 62; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de
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aminoacizi cu SECV ID NR: 63; si (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 64; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 65; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 66; si (f)
LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 67.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 72; (b) HCDR2 cuprinzand secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 73; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 74; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 75; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 76; si (f)
LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 77.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 82; (b) HCDR?2 cuprinzand secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 83; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 84; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 85; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 86; si (f)
LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 87.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 92; (b) HCDR2 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 93; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 94; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDR1 cuprinzind secventa de aminoacizi cu
SECV ID NR: 95; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 96; si (f)
LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 97.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 102; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 103; si (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi
cu SECV ID NR: 104; si (II) un domeniu VL cuprinzand: (d) LCDRI1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 105; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 106; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 107.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 112; (b) HCDR2 cuprinzand
secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 113; si (¢) HCDR3 cuprinzind secven{a de aminoacizi
cu SECV ID NR: 114; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDRI1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 115; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 116; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 117.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 122; (b) HCDR2 cuprinzand
secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 123; si (¢) HCDR3 cuprinzind secven{a de aminoacizi
cu SECV ID NR: 124; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDRI1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 125; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 126; si (f) LCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 127.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 132; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 133; si (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi
cu SECV ID NR: 134; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDRI1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 135; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 136; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 137.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 142; (b) HCDR2 cuprinzand
secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 143; si (c) HCDR3 cuprinzand secven{a de aminoacizi
cu SECV ID NR: 144; si (II) un domeniu VL cuprinzand: (d) LCDRI1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 145; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 146; si (f) LCDR3 cuprinzind secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 147.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 152; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 153; si (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi
cu SECV ID NR: 154; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDRI1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 155; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 156; si (f) LCDR3 cuprinzind secvenfa de aminoacizi cu SECV ID NR: 157.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 162; (b) HCDR2 cuprinzand
secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 163; si (c) HCDR3 cuprinzind secven{a de aminoacizi
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cu SECV ID NR: 164; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDRI1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 165; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 166; si (f) LCDR3 cuprinzind secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 167.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 172; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 173; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi
cu SECV ID NR: 174; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDRI1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 175; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 176; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 177.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS cuprinde (I) un domeniu VH cuprinzand: (a)
HCDR1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 182; (b) HCDR2 cuprinzand
secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 183; si (c) HCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi
cu SECV ID NR: 184; si (II) un domeniu VL cuprinzind: (d) LCDRI1 cuprinzind secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 185; (e) LCDR2 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 186; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 187.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS cuprinde un VH ca in oricare din exemplele de
realizare prevdzute aici si un VL ca in oricare din exemplele de realizare prevazute aici. In unele
cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 10 si SECV ID NR: 11,
respectiv, inclusiv modificiri post-translatie ale acelor secvente. In unele cazuri, anticorpul
cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 20 si SECV ID NR: 21, respectiv, inclusiv
modificiri post-translatie ale acelor secvente. in unele cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si
VL cu SECV ID NR: 30 si SECV ID NR: 31, respectiv, inclusiv modificari post-translatie ale
acelor secvente. In unele cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 40 si
SECV ID NR: 41, respectiv, inclusiv modificiri post-translatie ale acelor secvente. In unele cazuri,
anticorpul cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 50 si SECV ID NR: 51, respectiv,
inclusiv modificiri post-translatie ale acelor secvente. In inventie, anticorpul cuprinde secventele
VH si VL cu SECV ID NR: 60 si SECV ID NR: 61, respectiv, inclusiv modificdri post-translatie
ale acelor secvente. In unele cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 70
si SECV ID NR: 71, respectiv, inclusiv modificiri post-translatie ale acelor secvente. In unele
cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 80 si SECV ID NR: 81,
respectiv, inclusiv modificiri post-translatie ale acelor secvente. In unele cazuri, anticorpul
cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 90 si SECV ID NR: 91, respectiv, inclusiv
modificiri post-translatie ale acelor secvente. In unele cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si
VL cu SECV ID NR: 100 si SECV ID NR: 101, respectiv, inclusiv modificari post-translatie ale
acelor secvente. In unele cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 110 si
SECV ID NR: 111, respectiv, inclusiv modificiri post-translatie ale acelor secvente. In unele
cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 120 si SECV ID NR: 121,
respectiv, inclusiv modificiri post-translatie ale acelor secvente. In unele cazuri, anticorpul
cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 130 si SECV ID NR: 131, respectiv, inclusiv
modificiri post-translatie ale acelor secvente. in unele cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si
VL cu SECV ID NR: 140 si SECV ID NR: 141, respectiv, inclusiv modificdri post-translatie ale
acelor secvente. In unele cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 150 si
SECV ID NR: 151, respectiv, inclusiv modificiri post-translatie ale acelor secvente. in uncle
cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 160 si SECV ID NR: 161,
respectiv, inclusiv modificiri post-translatie ale acelor secvente. In unele cazuri, anticorpul
cuprinde secventele VH si VL cu SECV ID NR: 170 si SECV ID NR: 171, respectiv, inclusiv
modificiri post-translatie ale acelor secvente. In unele cazuri, anticorpul cuprinde secventele VH si
VL cu SECV ID NR: 180 si SECV ID NR: 181, respectiv, inclusiv modificdri post-translatie ale
acelor secvente.

In unele cazuri, sunt prevdzufi anticorpi care concureazd cu anticorpii anti-ICOS
prevazuti in prezentul document pentru legarea la ICOS. In unele cazuri, anticorpii concureazi cu
anticorpii anti-ICOS previzuti in prezentul document pentru legarea la un epitop pe ICOS.

In unele cazuri, analizele de concurenti pot fi utilizate pentru a identifica un anticorp
monoclonal care concureazd cu un anticorp anti-ICOS descris aici (precum 7F12, 37A10, 35A9,
36E10, 16G10, 37A10S713, 37A10S714, 37A10S715, 37A108716, 37A108717, 37A108718,
16G10S71, 16G10S72, 16G10S73, 16G10S83, 35A9S879, 35A9S8710 sau 35A9S89) pentru a se
lega de ICOS. Analizele de concurentd pot fi utilizate pentru a determina daca doi anticorpi leaga
acelasi epitop prin recunoasterea epitopilor identici sau care se suprapun steric sau un anticorp
inhibd concurential legarea unui alt anticorp la antigen. In unele cazuri, un astfel de anticorp
concurent se leagd de acelasi epitop care este legat de un anticorp descris in prezentul. Exemple de
analizi de concurentd includ, dar nu se limiteaz3 la, analize de rutind, cum ar fi cele prevazute in
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Harlow si Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual cap.14 (Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, N.Y.). Metode exemplificative detaliate pentru maparea unui epitop la care se
leagd anticorpul sunt previzute in Morris (1996) ,,Epitope Mapping Protocols” in Methods in
Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, N.J.). In unele cazuri, se afirmi ci doi
anticorpi se leagd de acelasi epitop daci fiecare blocheaz3 legarea celuilalt cu 50% sau mai mult.
in unele cazuri, anticorpul care concureazi cu un anticorp anti-ICOS descris aici este un anticorp
himeric, umanizat sau uman. In unele cazuri, este previizut un anticorp care concureazi cu un
anticorp anti-ICOS himeric, umanizat sau uman asa cum este descris aici.

in unele cazuri, sunt previzuti anticorpi care se leagd de oricare unul sau mai multi
epitopi de care se leaga anticorpii previzuti in prezentul. In unele cazuri, sunt previizuti anticorpi
care se leagd si se suprapun unui epitop de care se leagd anticorpii prezenti. In unele cazuri, este
prevdzut un anticorp care concureazi cu cel putin unul dintre anticorpii prevdzuti in prezentul. in
unele cazuri, este previzut un anticorp care concureaza cu cel putin doi dintre anticorpii prevazuti
in prezentul. In unele cazuri, este previzut un anticorp care concureazi cu cel putin trei dintre
anticorpii prevazuti in prezentul. in unele cazuri, anticorpul se leagd de un epitop suprapus, ca un
anticorp descris in exemplele de aici. In unele cazuri, intregul epitop este legat si/sau obstructionat
de anticorpul concurent. In unele cazuri, o parte a epitopului este legat si/sau obstructionat de
anticorpul concurent. In unele cazuri, paratopul anticorpului concurent se leagd de cel putin o parte
a epitopului unui anticorp previzut aici. In unele cazuri, paratopul anticorpului concurent leagi
finta si o sectiune diferitd a structurii anticorpului concurent blocheazi cel pufin o parte a
epitopului unui anticorp prevazut aici.

Exemple de anticorpi himerici

in unele exemple de realizare, un anticorp previzut in prezentul este un anticorp himeric.
Anumiti anticorpi himerici sunt descrisi, de exemplu, in Brevetul US nr. 4.816,567; si in Morrison
et al., (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. SUA, 81 :6851-6855 (1984)). Intr-un exemplu, un anticorp
himeric cuprinde o regiune variabild non-umand (de exemplu, o regiune variabild derivatd dintr-un
soarece, sobolan, hamster, iepure sau primatd non-umand, cum ar fi o maimutd) si o regiune
constanti umani. Intr-un alt exemplu, un anticorp himeric este un anticorp ..cu clasi schimbati” in
care clasa sau subclasa a fost modificatd din cea a anticorpului mama. Anticorpii chimerici includ
fragmente de legare a antigenului ale acestora.

Exemple nelimitative de anticorpi himerici includ anticorpii care cuprind regiunile
variabile ale lanfului greu si/sau lantului usor ale unui anticorp selectat dintre 7F12, 37A10, 35A9,
36E10, 16G10, 37A10S8713, 37A10S8714, 37A10S8715, 37A10S716, 37A10S8717, 37A108718,
16G10S71, 16G10S872, 16G10S73, 16G10S83, 35A9S579, 35A9S5710, or 35A9S589. Exemple
nelimitative de anticorpi himerici includ anticorpii himerici care cuprind CDR1, CDR2 si CDR3
ale lantului greu si/sau CDR1, CDR2 si CDR3 ale lantului usor ale unui anticorp selectat dintre
7F12, 37A10, 35A9, 36E10, 16G10, 37A10S713, 37A10S8714, 37A10S715, 37A10S716,
37A105717, 37A10S718, 16G10S71, 16G10S72, 16G10S73, 16G10S83, 35A9579, 35A95710
sau 35A9S89. Alte exemple nelimitative de anticorpi himerici includ anticorpii care cuprind
CDRI1, CDR2 si CDR3 ale lantului greu si/sau CDR1, CDR2 si CDR3 ale lanfului usor ale unui
anticorp selectat dintre 7F12, 37A10, 35A9, 36E10, 16G10, 37A10S713, 37A10S714,
37A105715, 37A10S716, 37A10S717, 37A10S8718, 16G10S71, 16G10S72, 16G10S73,
16G10S83, 35A9879, 35A9S710 sau 35A9S89. In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS himeric
cuprinde regiunile variabile descrise mai sus si se leagi de ICOS. In unele cazuri, anticorpul anti-
ICOS himeric cuprinde regiunile variabile descrise mai sus, se leagd de ICOS si creste numarul de
celule Teff si/sau activeaza celulele Teff si/sau scade numadrul celulelor Treg si/sau creste raportul
dintre celulele Teff si celulele Treg. In unele cazuri, celulele Treg sunt celule T CD4+ FoxP3+. In
unele cazuri, celulele Teff sunt celule T CD4+ FoxP3-. In unele cazuri, celulele Teff sunt celule T
CD8+. In unele cazuri, celulele Teff sunt celule T CD4+ FoxP3- si celule T CD8+.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS himeric, cuprinde un lant greu cuprinzand o
secventd de regiune variabild care este cel putin 90%, cel putin 91%, cel putin 92%, cel putin 93%,
cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99%
identicd secventei selectate dintre SECV ID NR: 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160,
170 sau 180, unde anticorpul leagi ICOS. In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS himeric, cuprinde
un lant usor cuprinzand o secventd de regiune variabild care este cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin
98% sau cel pufin 99% identica secventei selectate dintre SECV ID NR: 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71,
81, 91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171 sau 181, unde anticorpul leagi ICOS. In unele
exemple de realizare, un anticorp anti-ICOS himeric cuprinde un lant greu cuprinzand o secventi
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de regiune variabila care este cel putin 90%, cel putin 91%, cel putin 92%, cel putin 93%, cel putin
94%, cel putin 95%, cel pufin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99% identica
secventei selectate dintre SECV ID NR: 60; si un lant usor cuprinzind o secventd de regiune
variabild care este cel putin 90%, cel pufin 91%, cel putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel
putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99% identica secventei
selectate dintre SECV ID NR: 61; unde anticorpul leaga ICOS.

Exemple de anticorpi anti-ICOS himerici includ, de asemenea, anticorpi himerici care
concureazd pentru legarea la ICOS cu un anticorp sau fragment al acestuia descris aici. Astfel, in
unele cazuri este prevazut un anticorp anti-ICOS himeric care concureazd pentru legarea la ICOS
cu un anticorp selectat dintre 7F12, 37A10, 35A9, 36E10, 16G10, 37A10S8713, 37A10S714,
37A108715, 37A10S716, 37A10S717, 37A108718, 16G10S71, 16G10S72, 16G10S73,
16G10S83, 35A9579, 35A9S710 si 35A9S89 si fragment al acestuia. In unele cazuri, anticorpul
concureazd pentru legarea la ICOS si creste numarul de celule Teff si/sau activeazi celulele Teff
si/sau scade numirul de celule Treg si/sau creste raportul celulelor Teff la celulele Treg. In unele
cazuri, celulele Treg sunt celule T CD4+ FoxP3+. In unele cazuri, celulele Teff sunt celule T
CD8+. In unele cazuri, celulele Teff sunt celule T CD4+ FoxP3- si celule T CD8+.

In unele cazuri, un anticorp himeric descris aici cuprinde una sau mai multe regiuni
constante umane. In unele cazuri, regiunea constanti umani a lanfului greu este un izotip selectat
dintre IgA, 1gG si IgD. In unele cazuri, regiunca constanti umani a lantului usor este un izotip
selectat dintre k si A. In unele exemple de realizare, un anticorp himeric descris aici cuprinde o
regiune constanti a IgG1 umane. In unele cazuri, un anticorp himeric descris aici cuprinde o
regiune constanti a lantului greu al IgG4 umane. In unele cazuri, un anticorp himeric descris aici
cuprinde o regiune constantd a IgG4 umane si un lant usor al k umane.

Asa cum s-a mentionat mai sus, dacd este de dorit sau nu functia efectoare poate depinde
de metoda particulara de tratament destinatd pentru un anticorp. Astfel, in unele cazuri, cand este
de dorit functia efectoare, este selectat un anticorp anti-ICOS himeric care cuprinde o regiune
constantd a lantului greu al IgG1 umane sau o regiune constantd a lantului greu al IgG3 umane. In
unele exemple de realizare, cand functia efectoare nu este de dorit, este selectat un anticorp anti-
ICOS himeric care cuprinde o regiune constantd a lanfului greu al IgG4 sau IgG2 umana.

Exemple de anticorpi umanizati

In unele exemple de realizare, sunt prevazuti anticorpi umanizati care leagd 1COS.
Anticorpii umanizati sunt utild ca molecule terapeutice deoarece anticorpii umanizati reduc sau
elimind rdspunsul imunitar uman comparativ cu anticorpii non-umani, ceea ce poate duce la un
rdspuns imunitar la o terapie cu anticorpi (cum ar fi rdspunsul la anticorpul uman anti-soarece
(HAMA)) si scdderea eficientei terapiei.

In unele exemple de realizare, un anticorp himeric este un anticorp umanizat. In mod
tipic, un anticorp non-uman est¢ umanizat pentru a reduce imunogenicitatea la oameni, pastrand in
acelasi timp specificitatea si afinitatea anticorpilor mama non-umani. In general, un anticorp
umanizat cuprinde unul sau mai multe domenii variabile in care CDR (sau portiuni ale acestora)
sunt derivate dintr-un anticorp non-uman, iar FR (sau portiuni ale acestora) sunt derivate din
secvente de anticorp uman. Un anticorp umanizat va cuprinde, optional, cel putin o portiune dintr-
o regiune constanti umani. In unele exemple de realizare, unele reziduuri FR dintr-un anticorp
umanizat sunt inlocuite cu reziduurile corespunzitoare de la un anticorp non-uman (de exemplu,
anticorpul din care sunt derivate reziduurile CDR), de exemplu, pentru a restabili sau imbunatati
specificitatea sau afinitatea anticorpilor.

Anticorpii umanizati si metodele de a-i produce sunt trecute in revisti, de exemplu, in
Almagro si Fransson, (2008) Front. Biosci. 13: 1619-1633 si sunt descrise in continuare, de
exemplu, in Riechmann et al., (1988). Nature 332:323-329; Queen et al., (1989) Proc. Natl Acad.
Sci. USA 86: 10029-10033; Brevetul US nr. 5,821,337, 7,527,791, 6,982,321 si 7,087,409
Kashmiri et al., (2005) Methods 36:25-34; Padlan, (1991) Mol. Immunol. 28:489-498 (ce descrie
»reiesirea la suprafatd™); Dall’Acqua et al., (2005) Methods 36:43-60 (ce descrie ,,amestecarea
FR™); si Osbourn et al., (2005) Methods 36:61-68 si Klimka et al., (2000) Br. J. Cancer, 83:252-
260 (descriind abordarea de ,,selecti ghidatd” in cazul amestecarii FR).

Regiunile cadru uman care pot fi utilizate pentru umanizare includ, dar nu se limiteaza la:
regiuni cadru selectate utilizind metoda ,,cea mai buni potrivire” (a se vedea, de exemplu, Sims et
al. (1993) J. Immunol. 151 :2296); regiunile cadru derivate din secventa consens a anticorpilor
umani dintr-o subgrupd particulard de regiuni variabile ale lantului usor sau greu (a se vedea, de
exemplu, Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285; si Presta et al. (1993) J.
Immunol, 151:2623); regiuni cadru mature umane (cu mutatie somaticd) sau regiuni cadru de linie
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germinald umand (a se vedea, de exemplu, Almagro si Fransson, (2008) Front. Biosci. 13:1619-
1633); si regiuni cadru derivate din selectia bibliotecilor FR (a se vedea, de exemplu, Baca et al.,
(1997) J. Biol. Chem. 272: 10678-10684 si Rosok et al., (1996) J. Biol. Chem. 271 :22611-22618).

Exemple nelimitative de anticorpi umanizati includ 37A10S713, 37A10S714,
37A108715, 37A10S716, 37A10S8717, 37A108718, 16G10S71, 16G10S72, 16G10S73,
16G10S83, 35A9S879, 35A9S710 si 35A9S89 descrisi aici. Exemple nelimitative de anticorpi
umanizati includ, de asemenea, anticorpi care cuprind o regiune variabild a lantului greu a unui
anticorp selectat dintre 37A10S8713, 37A10S714, 37A10S8715, 37A10S716, 37A10S717,
37A108718, 16G10S71, 16G10S72, 16G10S73, 16G10S83, 35A9579, 35A9S710 si 35A9S89
si/sau o regiune variabild a lantului usor al unui anticorp selectat dintre 37A105713, 37A105714,
37A108715, 37A10S716, 37A10S8717, 37A108718, 16G10S71, 16G10S72, 16G10S73,
16G10S83, 35A9S579, 35A95710 si 35A9S589. Exemple nelimitative de anticorpi umanizati includ
anticorpi care cuprind o regiune variabild a lanfului greu selectatd dintre SECV ID NR: 60, 70, 80,
90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, si 180 si/sau o regiune variabild a lantului usor
selectatd dintre SECV ID NR: 61, 71, 81, 91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171 si 181.
Exemple de anticorpi umanizati includ, insi nu sunt limitate la, anticorpi umanizati care cuprind
CDRI1, CDR2 si CDR3 ale lantului greu si/sau CDR1, CDR2 si CDR3 ale lantului usor ale unui
anticorp selectat dintre 7F12, 37A10, 35A9, 36E10, 16G10, 37A10S713, 37A10S714,
37A108715, 37A10S716, 37A10S8717, 37A108718, 16G10S71, 16G10S72, 16G10S73,
16G10S83, 35A9S879, 35A9S710 si 35A9S89. in unele cazuri, anticorpul anti-ICOS umanizat
cuprinde CDR asa cum este descris mai sus si se leaga de ICOS. In unele cazuri, anticorpul anti-
ICOS umanizat cuprinde CDR descrise mai sus, se leagd de ICOS si creste numirul de celule Teff
si/sau activeaza celulele Teff si/sau scade numdrul celulelor Treg si/sau creste raportul dintre
celulele Teff si celulele Treg. in unele cazuri, celulele Treg sunt celule T CD4+ FoxP3+. in unele
exemple de realizare, celulele Teff sunt celule T CD8+. In unele cazuri, celulele Teff sunt celule T
CD4+ FoxP3- si celule T CD8+.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS umanizat cuprinde CDR1, CDR2 si CDR3 ale unui
lant greu si/sau CDR1, CDR2 si CDR3 ale unui lant usor ale unui anticorp selectat dintre 7F12,
37A10, 35A9, 36E10, 16G10, 37A10S713, 37A108714, 37A10S715, 37A105716, 37A10S717,
37A108718, 16G10S71, 16G10S72, 16G10S73, 16G10S83, 35A9S579, 35A9S5710 si 35A9889.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS umanizat, cuprinde un lan{ greu cuprinzind o
secventd de regiune variabild care este cel putin 90%, cel putin 91%, cel putin 92%, cel putin 93%,
cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99%
identicd secventei selectate dintre SECV ID NR: 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160,
170 si 180 si unde anticorpul leagd ICOS. In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS umanizat,
cuprinde un lant usor cuprinzand o secventd de regiune variabila care este cel putin 90%, cel putin
91%, cel putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%,
cel putin 98% sau cel putin 99% identicd secventei selectate dintre SECV ID NR: 61, 71, 81, 91,
101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171, si 181, unde anticorpul leagd ICOS. in unele exemple de
realizare, un anticorp anti-ICOS umanizat cuprinde un lant greu cuprinzand o secventd de regiune
variabild care este cel putin 90%, cel pufin 91%, cel putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel
putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99% identica secventei
selectate dintre SECV ID NR: 60; si un lan{ usor cuprinzand o secventd de regiune variabild care
este cel putin 90%, cel putin 91%, cel putin 92%, cel pufin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel
putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99% identica secventei selectate dintre
SECV ID NR: 61; unde anticorpul leagi ICOS.

In unele cazuri, oricare una sau mai multe dintre secventele CDR previzute aici sunt
mentinute, in timp ce regiunea de lant greu, de lant usor sau de lant greu si usor rdmasi (adici
FR1, FR2, FR3 si FR4) este cel pufin 90%, cel putin 91%, cel putin 92%, cel putin 93%, cel pufin
94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel pufin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99% identica unei
secvente selectate dintre SECV ID NR: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140,
150, 160, 170, 180, 11, 21, 31,41, 51, 61, 71, 81, 91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171 si 181.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS umanizat cuprinde cel putin una dintre CDR
discutate aici. Adicd, in unele cazuri, un anticorp anti-ICOS umanizat cuprinde cel putin o CDR
selectatd dintre o CDRI a lanfului greu discutatd aici, o CDR2 a lantului greu discutata aici, o
CDR3 a lantului greu discutati aici, o CDR1 a lantului usor discutatd aici, o CDR2 a lantului usor
discutati aici si 0 CDR3 a lanfului usor discutati aici. In plus, in unele cazuri, un anticorp anti-
ICOS umanizat cuprinde cel pufin o CDR cu mutatie bazati pe o CDR discutata aici, unde CDR cu
mutatie cuprinde 1, 2, 3 sau 4 substitutii de aminoacizi in raport cu CDR discutati aici. In unele
cazuri, una sau mai multe dintre substitufiile de aminoacizi sunt substitufii de aminoacizi
conservatoare. O persoand de specialitate in domeniu poate selecta una sau mai multe substitutii de
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aminoacizi conservatoare adecvate pentru o anumitd secventd CDR, unde substitutiile de
aminoacizi conservatoare adecvate nu sunt previzute a modifica semnificativ proprietifile de
legare ale anticorpului care cuprinde CDR cu mutatie.

Exemple de anticorpi anti-ICOS umanizati includ, de asemenea, anticorpi umanizati care
concureazd pentru legarea la ICOS cu un anticorp sau fragment al acestuia descris aici. Astfel, in
unele cazuri este previzut un anticorp anti-ICOS umanizat care concurcazi pentru legarea la ICOS
cu un anticorp sau fragment al acestuia selectat dintre 7F12, 37A10, 35A9, 36E10, 16Gl10,
37A108713, 37A10S8714, 37A10S8715, 37A10S8716, 37A10S717, 37A10S8718, 16G10S71,
16G10S72, 16G10S73, 16G10S83, 35A9879, 35A9S710 si 35A9S89. In uncle cazuri este
prevazut un anticorp anti-ICOS umanizat care concureazi pentru legarea la ICOS cu un anticorp
sau fragment al acestuia selectat dintre 7F12, 37A10, 35A9, 36E10, 16G10, 37A10S713,
37A108714, 37A108715, 37A10S716, 37A10S717, 37A10S8718, 16G10S71, 16G10S72,
16G10S73, 16G10S83, 35A9S79, 35A9S5710 si 35A9889 si creste numdirul de celule Teff si/sau
activeaza celulele Teff si/sau scade numadrul de celule Treg si/sau creste raportul de celule Teff la
celulele Treg. In unele cazuri, celulele Treg sunt celule T CD4+ FoxP3+. In unele exemple de
realizare, celulele Teff sunt celule T CD8+. In unele cazuri, celulele Teff sunt celule T CD4+
FoxP3- si celule T CD8+.

In unele exemple de realizare, un anticorp anti-ICOS umanizat cuprinde un lanf greu
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 188 si un lant usor cuprinzand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 189.

Exemplare de anticorpi umani

In unele exemple de realizare, un anticorp anti-ICOS prevdzut in prezentul este un
anticorp uman. Anticorpii umani pot fi produsi folosind diverse tehnici cunoscute in stadiul
tehnicii. Anticorpii umani sunt descrisi in general in van Dijk si van de Winkel (2001) Curr. Opin.
Pharmacol. 5:368-374 si Lonberg, (2008) Curr. Opin. Immunol. 20:450-459. In unele exemple de
realizare, anticorpul uman nu este un anticorp in stare naturali. In unele exemple de realizare,
anticorpul uman este un anticorp monoclonal; astfel, in unele exemple de realizare, fiecare dintre
anticorpii umani dintr-un set se pot lega de acelasi epitop pe antigen.

Anticorpii umani pot fi preparati prin administrarea unui imunogen la un animal
transgenic care a fost modificat pentru a produce anticorpi umani intacti sau anticorpi intacti cu
regiuni variabile umane ca raspuns la provocarea antigenici. Aceste animale contin in mod
obisnuit toate sau o parte din locii umani ai imunoglobulinei, care inlocuiesc locii endogeni ai
imunoglobulinei sau care sunt prezenti extracromozomial sau integrati aleatoriu in cromozomii
animalului. La acesti soareci transgenici, locii endogeni ai imunoglobulinei au fost in general
inactivati. Pentru trecerea in revistd a metodelor de obtinere a anticorpilor umani de la animale
transgenice, a se vedea Lonberg, (2005) Nat. Biotech. 23: 1117-1125. A se vedea de asemenea, de
exemplu, Brevetul US Nr. 6,075,181 si 6,150,584 care descriu tehnologia XENOMOUSE™;
Brevetul US Nr. 5,770,429 care descrie tehnologia HUMAB®; Brevetul US Nr. 7,041,870 care
descrie tehnologia K-M MOUSE® si Cererea de publicare a brevetului US nr. US 2007/0061900,
care descrie tehnologia VELOCIMOUSE®). Regiunile variabile umane de la anticorpi intacti
generati de astfel de animale pot fi modificate suplimentar, de exemplu, prin combinarea cu o
regiune constantd umand diferita.

Anticorpii umani pot fi, de asemenea, produsi prin metode bazate pe hibridom. Au fost
descrise linii celulare de mielom uman si heteromielom soarece-om pentru producerea anticorpilor
monoclonali umani. (A se vedea, de exemplu, Kozbor (1984) J. Immunol, 133: 3001; Brodeur et
al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker,
Inc., New York, 1987); si Boerner et al, (1991) J. Immunol., 147:86). Anticorpii umani generati
prin tehnologia hibridomului cu celule B umane sunt descrisi si in Li et al., (2006) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 103:3557-3562. Metode suplimentare includ cele descrise, de exemplu, in
brevetul US nr. 7.189.826 (care descrie productia de anticorpi IgM umani monoclonali din liniile
celulare de hibridom) si Ni, (2006) Xiandai Mianyixue, 26(4):265-268 (care descrie hibridoamele
om-om). Tehnologia hibridomului uman (tehnologia Trioma) este descrisd si in Vollmers si
Brandlein, (2005) Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) si Vollmers si Brandlein,
(2005) Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3): 185-191.

Anticorpii umani pot fi, de asemenea, generati prin izolarea secventelor de domeniu
variabil al clonei Fv selectate din biblioteci de afisare a fagelor derivate de la om. Astfel de
secvente ale domeniului variabil pot fi apoi combinate cu un domeniu constant uman dorit.
Tehnicile pentru selectarea anticorpilor umani din biblioteci de anticorpi sunt descrise mai jos.
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Anticorpii pot fi izolati prin intermediul filtrarea bibliotecilor combinatoriale pentru
gisirea anticorpilor cu activitatea sau activititile dorite. De exemplu, o varietate de metode sunt
cunoscute in stadiul tehnicii pentru generarea bibliotecilor de afisare a fagelor si pentru filtrarea
acestor biblioteci pentru gisirea anticorpilor care posedd caracteristicile de legare dorite. Aceste
metode sunt trecute in revistd, de exemplu, in Hoogenboom et al. in Methods in Molecular
Biology 178: 1-37 (O’Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001) si descrise suplimentar,
de exemplu, in McCafferty et al, (1990) Nature 348:552-554; Clackson et al, (1991) Nature 352:
624-628; Marks et al, (1992) J. Mol. Biol 222: 581-597; Marks si Bradbury, in Methods in
Molecular Biology 248: 161-175 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al, (2004) J.
Mol. Biol. 338(2): 299-310; Lee et al., (2004) J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093; Fellouse, (2004)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472; si Lee et al, (2004) J. Immunol. Methods
284(1-2): 119-132 si publicatia PCT WO 99/10494.

In anumite metode de afisare a fagelor, repertorii ale genelor VH si VL sunt clonate
separat de reactia in lant polimeraza (PCR) si sunt recombinate aleatoriu in biblioteci de fage, care
pot fi apoi filtrate pentru gisirea fagelor cu legare de antigen, dupa cum se descrie in Winter et al.,
(1994) Ann. Rev. Immunol., 12:433-455. De obicei, fagele prezintd fragmente de anticorp, fie ca
fragmente Fv cu lant unic (scFv), fie ca fragmente Fab. Bibliotecile de la surse imunizate
furnizeaza anticorpi cu afinitate ridicatd la imunogen fara cerinta de construire a hibridoamelor.
Alternativ, repertoriul netratat anterior poate fi clonat (de exemplu, de la om) pentru a furniza o
singurd sursd de anticorpi unei game largi de non-auto-antigeni si, de asemenea, auto-antigeni fard
imunizare, conform descrierii din Griffiths et al., (1993) EMBOQO J 12:725-734. In final, bibliotecile
netratate anterior pot fi realizate si sintetic, clonand segmentele de gene V nerearanjate din celulele
stem si folosind primeri PCR care contin secvente aleatorii pentru a codifica regiunile CDR3
extrem de variabile si pentru a realiza rearanjarea in vitro, asa cum este descris de Hoogenboom si
Winter (1992), J. Mol. Biol, 227:381-388. Publicatiile de brevet care descriu bibliotecile de fage
de anticorpi umani includ, de exemplu: Brevetul US nr. 5,750,373, si Publicatiile de brevet US nr.
2005/0079574, 2005/0119455, 2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764,
2007/0292936 si 2009/0002360.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS uman se leagd de o polipeptida avind secventa cu
SECV ID NR: 1 sau 2. In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS uman se leagd de ICOS si creste
numdrul de celule Teff si/sau activeaza celulele Teff si/sau scade numdrul celulelor Treg si/sau
creste raportul dintre celulele Teff si celulele Treg. In unele cazuri, celulele Treg sunt celule T
CD4+ FoxP3+. In unele cazuri, celulele Teff sunt celule T CD8+. In unele cazuri, celulele Teff
sunt celule T CD4+ FoxP3- si celule T CD8+.

Exemple de anticorpi anti-ICOS umani includ, de asemenea, anticorpi care concureaza
pentru legarea la ICOS cu un anticorp uman sau fragment al acestuia descris aici. Astfel, in unele
cazuri este prevazut un anticorp anti-ICOS uman care concureaza pentru legarea la ICOS cu un
anticorp sau fragment al acestuia selectat dintre 7F12, 37A10, 35A9, 36E10, 16G10, 37A10S713,
37A108714, 37A108715, 37A108716, 37A10S717, 37A10S718, 16G10S71, 16G10S72,
16G10S73, 16G10S83, 35A9S879, 35A9S710 si 35A9S89. in unele cazuri este previzut un
anticorp anti-ICOS uman care concureaza pentru legarea la ICOS cu un anticorp sau fragment al
acestuia selectat dintre 7F12, 37A10, 35A9, 36E10, 16G10, 37A10S713, 37A10S714,
37A108715, 37A10S716, 37A10S8717, 37A108718, 16G10S71, 16G10S72, 16G10S73,
16G10S83, 35A9S579, 35A9S5710 si 35A9889 si creste numdrul de celule Teff si/sau activeaza
celulele Teff si/sau scade numarul de celule Treg si/sau creste raportul de celule Teff 1a celulele
Treg. In unele cazuri, celulele Treg sunt celule T CD4+ FoxP3+. In unele cazuri, celulele Teff sunt
celule T CD8+. In unele cazuri, celulele Teff sunt celule T CD4+ FoxP3- si celule T CD8+.

In unele cazuri, este prevazut un anticorp anti-ICOS uman himeric, in care anticorpul
cuprinde regiunea variabild de la un anticorp uman care leagd ICOS si regiunea constanti de la un
anticorp uman diferit. In unele cazuri, este previzut un anticorp anti-ICOS uman himeric, in care
anticorpul cuprinde CDR de la un anticorp uman care leagid ICOS si un cadru de la un anticorp
uman diferit. In unele cazuri, anticorpul nu este un anticorp uman in stare naturali.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS uman cuprinde una sau mai multe regiuni
constante umane. In unele cazuri, regiunea constanti umani a lanfului greu este un izotip selectat
dintre IgA, IgG si IgD. In unele cazuri, regiunea constanti umani a lantului usor este un izotip
selectat dintre k si A. In unele exemple de realizare, un anticorp uman descris aici cuprinde o
regiune constanti a IgG1 umane. In unele cazuri, un anticorp uman descris aici cuprinde o regiune
constant a lantului greu al IgG4 umane. In unele cazuri, un anticorp uman descris aici cuprinde o
regiune constantd a IgG4 umane si un lant usor al k umane.

In unele cazuri, cand este de dorit functia efectoare, este selectat un anticorp anti-ICOS
uman care cuprinde o regiune constanta a lanfului greu al IgG1 umane sau o regiune constantd a
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lantului greu al IgG3 umane. In unele cazuri, cand functia efectoare nu este de dorit, este selectat
un anticorp anti-ICOS uman care cuprinde o regiune constant a lantului greu al 1gG4 sau IgG2
umand.

Dupa cum se mentioneazd aici, termenul ,anticorp uman” denotd genul de secvente
posibile pentru constructul anticorpilor, nu o sursd de anticorpi.

Exemple de regiuni constante de anticorpi

In unele cazuri, un anticorp descris aici cuprinde una sau mai multe regiuni constante
umane. In unele cazuri, regiunea constanti umani a lantului greu este un izotip selectat dintre IgA,
IgG si IgD. In unele cazuri, regiunea constanti umani a lantului usor este un izotip selectat dintre
K sl In unele exemple de realizare, un anticorp descris aici cuprinde o regiune constanti a IgG1
umane. In unele cazuri, un anticorp descris aici cuprinde o regiune constanti a lantului greu al
IgG4 umane. In unele cazuri, un anticorp descris aici cuprinde o regiune constanti a IgG4 umane
si un lant usor al x umane.

Pe parcursul intregii descrieri si al revendicarilor, cu exceptia cazului in care se specificd
explicit sau se cunoaste de o persoand de specialitate in domeniu, numerotarea reziduurilor intr-un
lant greu al imunoglobulinei este cea a indexului UE conform Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Sth Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
Md. (1991), incorporate in mod expres aici prin referintd. ,,Indexul UE conform Kabat” se referd la
numerotarea reziduurilor din anticorpul UE al IgG1 umane.

Asa cum s-a mentionat mai sus, dacd este de dorit sau nu functia efectoare poate depinde
de metoda particulard de tratament destinatd pentru un anticorp. Astfel, in uncle exemple de
realizare, cand este de dorit functia efectoare, este selectat un anticorp anti-ICOS care cuprinde o
regiune constantd a lantului greu al IgG1l umane sau o regiune constantd a lanfului greu al IgG3
umane. In unele cazuri, cand functia efectoare nu este de dorit, este selectat un anticorp anti-ICOS
care cuprinde o regiune constantd a lanfului greu al IgG4 sau IgG2 umana.

In unele cazuri, un anticorp cuprinde o regiune Fc varianti, cu cel putin o substitutie de
aminoacizi in comparatie cu regiunea Fc a unei IgG de tip sdlbatic sau a unui anticorp de tip
silbatic. In unele cazuri, regiunea Fc varianti are doui sau mai multe substitutii de aminoacizi in
regiunea Fc a anticorpului de tip silbatic. In unele cazuri, regiunca Fc varianti are trei sau mai
multe substitutii de aminoacizi in regiunea Fc a anticorpului de tip silbatic. In unele cazuri,
regiunea Fc variantd are cel putin una, doud sau trei sau mai multe substitutii ale aminoacizilor in
regiunea Fc descrise aici. In unele cazuri, regiunea Fc variantd din prezentul va avea cel putin
aproximativ 80% omologie cu o regiune Fc a unei secvente native si/sau cu o regiune Fc a unei
polipeptide mami. In unele cazuri, regiunca Fc varianti din prezentul va avea cel putin
aproximativ 90% omologie cu o regiune Fc a unei secvente native si/sau cu o regiune Fc a unei
polipeptide mami. In unele cazuri, regiuneca Fc varianti din prezentul va avea cel putin
aproximativ 95% omologie cu o regiune Fc a unei secvente native si/sau cu o regiune Fc a unei
polipeptide mama.

In unele cazuri, un anticorp previzut in prezentul este modificat pentru a creste sau
scddea masura in care anticorpul este glicozilat. Adaugarea sau deletia situsurilor de glicozilare la
un anticorp poate fi realizatd convenabil prin modificarea secventei de aminoacid, astfel incat sa
fie creat sau indepdrtat unul sau mai multe situsuri de glicozilare.

Acolo unde anticorpul cuprinde o regiune Fc, carbohidratul atasat la acesta poate fi
modificat. Anticorpii nativi produsi de celulele de la mamifer cuprind in mod tipic o oligozaharida
biantenard ramificatd, care este in general atasata printr-o legaturd N la Asn297 din domeniul CH2
al regiunii Fc. A se vedea, de exemplu Wright et al. TIBTECH 15:26-32 (1997). Oligozaharida
poate include diversi carbohidrati, de exemplu, manozd, N-acetil glucozaminid (GIlcNAc),
galactoza si acid sialic, precum si o fucoza atasati 1a o GIcNAc in ,tija” structurii oligozaharidei
biantenari. In unele cazuri, se pot face modificiri ale oligozaharidei intr-un anticorp pentru a crea
variante de anticorpi cu anumite proprietati imbunititite.

In unele cazuri, variante de anticorpi sunt previzute, avand o structurd de carbohidrati
careia 1i lipseste fucoza atasatd (direct sau indirect) la o regiune Fc. De exemplu, cantitatea de
fucoza dintr-un asemenea anticorp poate fi de la 1% la 80%, de la 1% la 65%, de la 5% la 65% sau
de 1a 20% la 40%. Cantitatea de fucoza este determinati prin calcularea cantititii medii de fucozi
in cadrul lanfului de zahar 1la Asn297, raportat la suma tuturor glicostructurilor atasate la Asn 297
(de exemplu structuri complexe, hibride si cu continut ridicat de manoza), asa cum este masurat
prin spectrometria de masd MALDI-TOF, asa cum se descrie in WO 2008/077546, de exemplu.
Asn297 se referd la reziduurile de asparagind situate la aproximativ pozifia 297 din regiunea Fc
(numerotarea UE a reziduurilor din regiunea Fc); cu toate acestea, Asn297 se poate localiza la
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aproximativ + 3 aminoacizi in amonte sau in aval de pozitia 297, adicd intre pozitiile 294 si 300,
din cauza variatiilor minore de secventd in anticorpi. Astfel de variante de fucozilare pot avea
functie ADCC imbunatifitd. A se vedea, de exemplu, Publicafia brevetului US Nr. US
2003/0157108 (Presta, L.); US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Exemple de
publicatii legate de variantele de anticorpi ,defucozilate” sau ,fucozi-deficitare” includ: US
2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328; US
2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO
2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; WO02005/053742;
W02002/031140; Okazaki et al. J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al.
Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Exemple de linii celulare capabile si producd anticorpi
defucozilati includ celule CHO Lecl3 cu deficientd de fucozilare proteicd (Ripka et al. Arch.
Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); Cererea de brevet US nr. US 2003/0157108 Al, Presta,
L; si WO 2004/056312 Al, Adams et al, in special la Exemplul 11), si linii celulare knockout,
precum gena alpha-1,6-fucoziltransferaza, FUTS, celule CHO knockout (a se vedea, de exemplu,
Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng.,
94(4):680-688 (2006); si W0O2003/085107).

Variante de anticorpi sunt prevazute in continuare cu oligozaharide bisectate, de exemplu,
in care o oligozaharida biantenard atasata la regiunea Fc a anticorpului este bisectatd de GIcNAc.
Astfel de variante de anticorpi pot avea fucozilare redusd si/sau functic ADCC imbunatifita.
Exemple de asemenea variante de anticorpi sunt descrise, de exemplu, in WO 2003/011878 (Jean-
Mairet et al.); Brevetul US nr. 6,602,684 (Umana et al.); si US 2005/0123546 (Umana et al.). Sunt
previzute, de asemenea, variante de anticorpi cu cel putin un reziduu de galactoza in oligozaharida
atasatd la regiunea Fc. Astfel de variante de anticorpi pot avea functie CDC imbunitatita.
Asemenea variante de anticorpi sunt descrise, de exemplu, in WO 1997/30087 (Patel et al.); WO
1998/58964 (Raju, S.); si WO 1999/22764 (Raju, S.).

Sunt prevazute, de asemenea, variante de anticorpi cu prelungiri ale secventelor lider
amino-terminale. De exemplu, unul sau mai multe reziduuri de aminoacizi ale secventei lider
amino-terminale sunt prezente la amino-terminalul oricdrui unu sau mai multe lanfuri grele sau
usoare ale unui anticorp. Un exemplu de prelungire a secventei lider amino-terminale cuprinde sau
constd din trei reziduuri de aminoacizi, VHS, prezentd pe unul sau pe ambele lanturi usoare ale
unei variante de anticorp.

Timpul de injumdtitire in vivo sau seric al polipeptidelor de legare cu afinitate ridicatad
pentru FcRn umana poate fi analizat, de exemplu, la soareci transgenici, la oameni sau la primate
non-umane la care se¢ administreazd polipeptidele cu o regiune Fc varianti. De asemenea, a se
vedea, de exemplu, Petkova et al. International Immunology 18(12):1759-1769 (2006).

In unele cazuri, varianta de anticorp mediazi ADCC in prezenta celulelor efectoare
umane mai eficient decat un anticorp périnte. in unele cazuri, varianta de anticorpi este substantial
mai eficientd la medierea ADCC in vitro, atunci cind cantititile de variantd de polipeptida si
anticorp mami utilizate in analizi sunt in esenti la fel. In unele cazuri, varianta de anticorpi este
substan{ial mai eficientd la medierea ADCC in vivoo, atunci cind cantitdtile de variantd de
polipeptidi si anticorp mami utilizate in analizi sunt in esenti la fel. In general, astfel de variante
vor fi identificate utilizand analiza in vitro ADCC conform celor dezvaluite aici, dar alte analize
sau metode pentru determinarea activitdtii ADCC, de exemplu, intr-un model animal efc., sunt
avute in vedere.

Exemple de conjugati ai anticorpilor

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS este conjugat cu o altd moleculd. in unele cazuri,
molecula suplimentari poate fi un marker detectabil, cum ar fi o etichetdi. In unele cazuri, molecula
suplimentari poate fi o moleculd terapeuticd, cum ar fi un agent citotoxic. In unele cazuri, o
etichetd si/sau un agent citotoxic pot fi conjugate cu anticorpul. Asa cum este utilizat aici, o
etichetd este o fractiune care faciliteaz detectarea anticorpilor si/sau faciliteazd detectarea unei
molecule la care se leagd anticorpul. Exemple nelimitative de etichete includ, dar nu sunt limitate
la radioizotopi, grupuri fluorescente, grupuri enzimatice, grupuri chimioluminiscente, biotind,
etichete epitop, etichete cu legare metal efc. O persoand de specialitate in domeniu poate selecta o
etichetd adecvatd conform aplicatiei specifice.

Asa cum este utilizat aici, un agent citotoxic este o fractiune care reduce capacitatea
proliferativd a uneia sau mai multor celule. O celuld are o capacitate proliferativd redusd atunci
cand celula devine mai putin capabild sd se prolifereze, de exemplu, deoarece celula este supusa
apoptozei sau moare in alt mod, celula nu mai trece prin ciclul celular si/sau nu se divizeaza, celula
se diferenfiazd efc. Exemple nelimitative de agenfi citotoxici includ, dar nu sunt limitate la,
radioizotopi, toxine si agenfi chimioterapeutici. O persoand de specialitate in domeniu poate
selecta un agent citotoxic adecvat conform aplicatiei intentionate. In unele cazuri, agentul citotoxic



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3273992 T2 2020.08.31
48

este cel putin unul dintre un anti-metabolit, un agent de alchilare, un antibiotic, un factor de
crestere, o citokind, un agent anti-angiogenic, un agent anti-mitotic, o antraciclind, o toxini sau un
agent apoptotic.

In unele cazuri, o etichetd si/sau un agent citotoxic este conjugat cu un anticorp, folosind
metode chimice in vitro. Exemple nelimitative de metode chimice de conjugare sunt cunoscute in
stadiul tehnicii si includ servicii, metode si/sau reactivi disponibili pe piatd de la, de exemplu,
Thermo Scientific Life Science Research Produces (anterior Pierce; Rockford, 111.), Prozyme
(Hayward, Calif.), SACRI Antibody Services (Calgary, Canada), AbD Serotec (Raleigh, N.C.),
etc. In unele cazuri, atunci cind o etichetd si/sau un agent citotoxic este o polipeptidd, eticheta
si/sau agentul citotoxic pot fi exprimate din acelasi vector de exprimare cu cel putin un lanf de
anticorp pentru a produce o polipeptida care cuprinde eticheta si/sau agentul citotoxic fuzionat pe
un lant de anticorp O persoand de specialitate in domeniu poate selecta o metoda adecvata pentru
conjugarea unei etichete si/sau a unui agent citotoxic la un anticorp conform aplicatiei intentionate.

in unele cazuri, conjugarea poate fi covalentd. In unele cazuri, conjugarea poate fi
necovalentd. In unele cazuri, conjugarea se poate realiza printr-o interactiune de legare specifica,
de exemplu, prin legarea unui anticorp secundar.

Exemple de secvente lider

Pentru ca unele proteine secretate sd exprime si sd fie secretate in cantitdti mari, poate fi
de dorit o secventi lider de la o proteini heterologi. In unele cazuri, utilizarea de secvente lider
heteroloage paote fi avantajoasd prin faptul cid o polipeptidd maturd rezultatd poate radmane
neschimbati atunci cind secventa lider este eliminatd in ER in timpul procesului de secretie.
Addugarea unei secvente lider heteroloage poate fi utila pentru a exprima si secreta unele proteine.

Anumite exemple de secvente lider sunt descrise, de exemplu, in Baza de date online a
secventelor lider, pastratid de Departamentul de Biochimie, Universitatea Nationala din Singapore.
A se vedea Choo et al., BMC Bioinformatics, 6: 249 (2005); si Publicatia PCT nr. WO
2006/081430.

IV. Exprimarea si productia anticorpilor
Molecule de acid nucleic care codifici anticorpi anti-ICOS

Sunt prevdzute aici molecule de acid nucleic care cuprind polinucleotide care codifici
unul sau mai multe lanturi ale unui anticorp anti-ICOS. In unele cazuri, o moleculi de acid nucleic
cuprinde o polinucleotidi care codifica un lant greu sau un lan{ usor al unui anticorp anti-ICOS. In
unele exemple de realizare, o moleculd de acid nucleic cuprinde atat o polinucleotidd care codificd
un lant greu cat si o polinucleotidd care codificd un lant usor ale unui anticorp anti-ICOS. In unele
exemple de realizare, o primd moleculd de acid nucleic cuprinde o primd polinucleotidd care
codifica un lant greu si o a doua moleculd de acid nucleic cuprinde o a doua polinucleotidd care
codifica un lant usor.

In unele exemple de realizare, lantul greu si lanful usor sunt exprimate dintr-o moleculd
de acid nucleic sau din doudi molecule de acid nucleic separate, ca doud polipeptide separate. In
unele exemple de realizare, cum ar fi atunci cind un anticorp este un scFv, o singurd
polinucleotidd codificd o singurd polipeptidd, cuprinzind atit un lant greu, cét si un lant usor
legate intre ele.

In unele cazuri, o polinucleotidd care codifici un lant greu sau un lant usor al unui
anticorp anti-ICOS cuprinde o secventd de nucleotide care codificd cel putin una dintre CDR
previzute aici. In unele cazuri, o polinucleotidi care codifici un lant greu sau un lant usor al unui
anticorp anti-ICOS cuprinde o secventd de nucleotide care codificd cel putin 3 dintre CDR
previzute aici. In unele exemple de realizare, o polinucleotidi care codificd un lant greu sau un
lant usor al unui anticorp anti-ICOS cuprinde o secventd de nucleotide care codificd cel putin 6
dintre CDR previzute aici. In unele cazuri, o polinucleotidi care codific un lant greu sau un lant
usor ale unui anticorp anti-ICOS cuprinde o secventd de nucleotide care codificd o secventd lider
care, atunci cind este translatatd, se afld la terminalul N al lanfului greu sau al lantului usor. Dupd
cum s-a discutat mai sus, secventa lider poate fi secventa lider nativd cu lant greu sau usor sau
poate fi o altd secventa lider heterologa.

In unele cazuri, acidul nucleic este unul care codificd oricare dintre secventele de
aminoacizi pentru anticorpii din Tabelul cu secvente de aici. In unele cazuri, acidul nucleic este
umul care este cel putin 80% identic cu un acid nucleic care codificd oricare dintre secventele
aminoacide pentru anticorpii din Tabelul cu secvente de aici, de exemplu, cel putin 80, 85, 90, 91,
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92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 sau 99% identici. In unele cazuri, acidul nucleic este unul care se
hibridizeazi la oricare una sau mai multe secvente de acid nucleic previzute aici. In unele cazuri,
hibridizarea este in conditii moderate. in unele cazuri, hibridizarea se afli in conditii extrem de
stringente, cum ar fi: cel putin aproximativ 6X SSC si 1% SDS 1a 65°C, cu o prima spilare timp de
10 minute la aproximativ 42°C, cu aproximativ 20% (v/v) formamida in 0,1X SSC, si cu o spilare
ulterioard cu 0,2 X SSC 51 0,1% SDS la 65°C.

Moleculele de acid nucleic pot fi construite folosind tehnici de ADN recombinant,
conventionale in stadiul tehnicii. In unele exemple de realizare, o moleculi de acid nucleic este un
vector de exprimare care este adecvat pentru exprimarea intr-o celuld gazda selectata.

Sunt prevazuti vectori care cuprind polinucleotide care codifica lanturi grele anti-ICOS
si/sau lanfuri usoare anti-ICOS. Sunt de asemenea prevdzuti vectori care cuprind polinucleotide
care codificd lanturi grele anti-ICOS si/sau lanturi usoare anti-ICOS. Acesti vectori includ, dar nu
sunt limitati la vectori ADN, vectori de fage, vectori virali, vectori retrovirali efc. In unele exemple
de realizare, un vector cuprinde o prima secventa de polinucleotide care codificd un lant greu si o a
doua secventi de polinucleotide care codifici un lant usor. In unele cazuri, lantul greu si lantul
usor sunt exprimate dintr-un vector ca doud polipeptide separate. in unele cazuri, lanful greu si
lantul usor sunt exprimate ca parte a unei singure polipeptide, precum, de exemplu, atunci cind
anticorpul este un scFv.

In unele cazuri, un prim vector cuprinde o polinucleotidi care codifici un lant greu si un
al doilea vector cuprinde o polinucleotidi care codifici un lant usor. In unele cazuri, primul vector
si al doilea vector sunt transfectate in celulele gazdi in cantititi similare (precum cantitifi molare
similare sau cantititi masice similare). in unele cazuri, un raport molar sau masic intre 5:1 si 1:5 al
primului vector si al celui de-al doilea vector este transfectat la celulele gazdi. In unele cazuri, este
utilizat un raport masic intre 1:1 si 1:5 pentru vectorul care codificd lanful greu si vectorul care
codifici lanful usor. In unele cazuri, este utilizat un raport masic de 1:2 pentru vectorul care
codifica lantul greu si vectorul care codificd lantul usor.

In unele cazuri, este selectat un vector optimizat pentru exprimarea polipeptidelor in
celulele CHO sau derivate din CHO sau in celulele NSO. Exemple de astfel de vectori sunt
descrise, de exemplu, in Running Deer et al., Biotechnol. Prog. 20:880-889 (2004).

Celule gazda

In unele cazuri, lanturile grele ale anticorpului anti-ICOS si/sau lanturile usoare ale
anticorpului anti-ICOS pot fi exprimate in celule procariote, cum ar fi celulele bacteriene; sau in
celulele eucariote, cum ar fi celulele fungice (cum ar fi levura), celulele vegetale, celule de la
insecte si celule de la mamifere. Astfel de exprimare poate fi realizatd, de exemplu, in
conformitate cu procedurile cunoscute in stadiul tehnicii. Exemple de celule eucariote care pot fi
utilizate pentru a exprima polipeptide includ, dar nu se limiteazi la, celulele COS, inclusiv celulele
COS 7; celule 293, inclusiv celulele 293-6E; celule CHO, inclusiv CHO-S, DG44. Celule Lecl3
CHO si celule FUT8 CHO; celule PER.C6® (Crucell); si celule NSO. In unele cazuri, lanturile
grele ale anticorpului anti-ICOS si/sau lanfurile usoare ale anticorpului anti-ICOS pot fi exprimate
in levuri. A se vedea, de exemplu, Publicatia brevetului US nr. 2006/0270045 Al. In unele cazuri,
o celuld gazda eucariotd particulara este selectatd pe baza capacitatii sale de a realiza modificarile
post-translatie dorite la lanturile grele ale anticorpului anti-ICOS si/sau la lanfurile usoare ale
anticorpului anti-ICOS. De exemplu, in unele cazuri, celulele CHO produc polipeptide care au un
nivel mai ridicat de sialilare decat aceeasi polipeptidd produsi in celulele 293.

Introducerea unuia sau mai multor acizi nucleici intr-o celuld gazdi doritd poate fi
realizatd prin orice metodd, inclusiv, dar fard a se limita la, transfectarea fosfatului de calciu,
transfectarea mediatd de DEAE-dextran, trasfectarca mediatd de lipide cationice, electroporare,
transductie, infecfie efc. Exemple nelimitative de metode sunt descrise, de exemplu, in Sambrook
et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, ed. a 3-a Cold Spring Harbor Laboratory Press
(2001). Acizii nucleici pot fi transfectati tranzitoriu sau stabil in celulele gazda dorite, conform
oricdrei metode adecvate.

Sunt prevdzute, de asemenea, celule gazda cuprinzand oricare din polinucleotidele sau
vectorii descrisi in prezentul. In uncle exemple de realizare, este previzutd o celuld gazda care
cuprinde un anticorp anti-ICOS. Orice celule gazdi capabile de supra-exprimarea ADN-urilor
heteroloage pot fi utilizate in scopul izoldrii genelor care codificd anticorpul, polipeptida sau
proteina de interes. Exemple nelimitative de celule gazdd de la mamifere includ, fard limitare,
celule COS, HeLa si CHO. A se vedea, de asemenea, Publicatia PCT Nr. WO 87/04462. Celule
gazdid de la non-mamifere adecvate sunt procariotele (cum ar fi E. coli sau B. subtillis) si levuri
(cum ar fi S. cerevisae, S. pombe; sau K. lactis).
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Purificarea anticorpilor

Anticorpii anti-ICOS pot fi purificati prin orice metodd adecvatd. Astfel de metode
includ, fard limitare, utilizarea matricelor de afinitate sau cromatografia de interactiune hidrofoba.
Liganzi de afinitate adecvati includ ROR1 ECD si liganzi care leagi regiunile constante ale
anticorpilor. De exemplu, o Proteind A, Proteind G, Proteind A/G sau o coloanid de afinitate a
anticorpilor poate fi utilizata pentru a lega regiunea constanta si pentru a purifica un anticorp anti-
ICOS. Cromatografia interactivd hidrofoba, de exemplu, o coloand de butil sau fenil, poate fi de
asemeneca adecvatd pentru purificarea unor polipeptide, cum ar fi anticorpii. Cromatografia cu
schimb de ioni (de exemplu cromatografie cu schimb de anioni si/sau cromatografie cu schimb de
cationi) poate fi, de asemeneca, adecvatd pentru purificarea anumitor polipeptide, cum ar fi
anticorpii. Cromatografia in mod mixt (de exemplu, fazd inversd/schimb de anioni, fazi
mnversd/schimb de cationi, interactiune hidrofild/schimb de anioni, interactiune hidrofild/schimburi
de cationi efc.) poate fi, de asemenea, adecvat pentru purificarea unor polipeptide, cum ar fi
anticorpii. Multe metode de purificare a polipeptidelor sunt cunoscute in stadiul tehnicii.

Productia de anticorpi fard celule

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS este produs intr-un sistem fird celule. Sunt
descrise exemple nelimitative de sisteme fard celule, de exemplu, in Sitaraman et al., Methods
Mol. Biol. 498: 229-44 (2009); Spirin, Trends Biotechnol. 22: 538-45 (2004); Endo et al,
Biotechnol. Adv. 21: 695-713 (2003).

Compozitii

In unele cazuri, sunt descrisi anticorpi preparati prin metodele descrise mai sus. In unele
cazuri, anticorpul este preparat intr-o celuld gazdi. In unele cazuri, anticorpul este preparat intr-un
sistem fird celule. In unele cazuri, anticorpul este purificat. In unele cazuri, anticorpul preparat
intr-o celuld gazda sau un sistem fird celule este un anticorp himeric. In unele cazuri, anticorpul
preparat intr-o celuld gazdi sau un sistem fard celule este un anticorp umanizat. In unele cazuri,
anticorpul preparat intr-o celuld gazdi sau un sistem fari celule este un anticorp uman. In unele
cazuri, este previzut un mediu de culturd a celulelor care cuprinde un anticorp anti-ICOS. In unele
cazuri, este prevdzut un fluid de culturd a celulelor gazda care cuprinde un anticorp anti-ICOS.

In unele cazuri, sunt descrise compozitiile care cuprind anticorpi preparati prin metodele
descrise mai sus. In unele cazuri, compozitia cuprinde un anticorp preparat intr-o celuld gazda. In
unele cazuri, compozitia cuprinde un anticorp preparat intr-un sistem fari celule. in unele cazuri,
compozitia cuprinde un anticorp purificat. In unele cazuri, compozitia cuprinde un anticorp
himeric preparat intr-o celuld gazda sau un sistem fard celule. In unele cazuri, compozitia cuprinde
un anticorp umanizat preparat intr-o celuli gazdi sau un sistem fari celule. In unele cazuri,
compozitia cuprinde un anticorp uman preparat intr-o celuld gazda sau un sistem fara celule.

In unele cazuri, este previzuti o compozitie cuprinzand anticorpi anti-ICOS la o
concentrafiec mai mare decit aproximativ oricare dintre 10 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40
mg/mL, 50 mg/mL, 60 mg/mL, 70 mg/mL, 80 mg/mL, 90 mg/mL, 100 mg/mL, 125 mg/mL, 150
mg/mL, 175 mg/mL, 200 mg/mL, 225 mg/mL sau 250 mg/mL. In unele cazuri, compozitia
cuprinde un anticorp himeric preparat intr-o celuli gazdi sau un sistem firi celule. In unele cazuri,
compozitia cuprinde un anticorp umanizat preparat intr-o celuli gazdi sau un sistem firi celule. In
unele cazuri, compozitia cuprinde un anticorp uman preparat intr-o celuld gazda sau un sistem fard
celule.

V. Compozitii terapeutice si metode
Metode de tratare a bolilor utilizand anticorpi anti-ICOS

Anticorpii si compozitiile care cuprind anticorpi sunt prevazuti pentru utilizarea in
metode de tratament pentru oameni sau animale. Sunt descrise, de asemenea, metode de tratare a
bolii care cuprind administrarea anticorpilor anti-ICOS. Exemple nelimitative de boli care pot fi
tratate cu anticorpi anti-ICOS includ, dar nu se limiteaza la cancer.

in unele cazuri, este previzuti o metod de tratare a tumorii, in care celulele dintr-o proba
din tumoare exprimi ICOS. In unele astfel de cazuri, tumoarea poate fi considerati ca fiind ICOS-
pozitiva sau ca exprimand ICOS. Exprimarea ICOS poate fi determinata prin IHC, de ex., asa cum
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este discutat aici. In unele exemple de realizare, se considerdi ci o tumoare exprimi ICOS atunci
cand o proba din tumoare indici o coloratie de 1+, 2+ sau 3+ a ICOS prin THC. in unele exemple
de realizare, proba din tumoare prezinti coloratie 2+ sau 3+ a ICOS prin IHC. in unele cazuri, o
proba de tumoare de la un subiect este analizati pentru exprimarea ICOS si subiectul este selectat
pentru tratamentul cu un anticorp descris aici, daci proba de tumoare prezinte exprimare ICOS. In
unele cazuri, subiectul este selectat dacd proba tumorald prezinti o exprimare crescutd a I[COS.

In unele cazuri, un subiect este selectat pentru tratamentul cu un anticorp anti-ICOS
previzut aici, dacd tumoarea subiectului este PD-L15¢AZUT, Tn unele cazuri, un subiect este selectat
pentru tratamentul cu un anticorp anti-ICOS prevdzut aici, dacd tumoarca subiectului este
[COSRIPICATPD.L13CA2UT | Tn unele cazuri, un subiect este selectat pentru tratamentul cu un
anticorp anti-ICOS previizut aici, daci tumoarea subiectului este ICOSKPICATPD[ [ RIDICAT,

Anticorpul anti-ICOS poate fi administrat subiectilor dupa cum este nevoie. Determinarea
frecventei de administrare poate fi ficutd de persoane de specialitate in domeniu, cum ar fi un
medic curant, pe baza consideratiilor privind afectiunea tratata, varsta subiectului tratat, gravitatea
afectiunii tratate, starea generald a de sdnitate a pacientului tratat si alte asemenea. in unele
exemple de realizare, o doza eficientd dintr-un anticorp anti-ICOS este administrati unui subiect o
dati sau de mai multe ori. In unele cazuri, o dozi eficienti dintr-un anticorp anti-ICOS este
administratd subiectului o datd pe lund, mai putin de o datd pe lund, precum, de exemplu, o dati la
doud luni sau o dati la trei luni. In unele cazuri, o dozi eficienti dintr-un anticorp anti-ICOS este
administratd subiectului mai putin de o datd pe lund, precum, de exemplu, o dati 1a trei sdptidmani,
o dati la doud sdptdmani sau o datd pe sdptimind. O doza eficientd dintr-un anticorp anti-ICOS
este administrati unui subiect cel putin o dati. In unele cazuri, doza eficientii dintr-un anticorp
anti-ICOS poate fi administratd de mai multe ori, inclusiv pe perioade de cel putin o lund, cel putin
sase luni sau cel putin un an.

In unele cazuri, compozifiile farmaceutice sunt administrate intr-o cantitate eficientd
pentru tratamentul (inclusiv profilaxia) cancerului. Cantitatea eficientd terapeutic depinde in mod
tipic de greutatea subiectului tratat, de starea fizicd sau de sdndtate a acestuia, de intinderea
afectiunii care urmeaz3 si fie tratatd sau de varsta subiectului tratat. In general, anticorpii anti-
ICOS pot fi administrai intr-o cantitate in intervalul de la aproximativ 10 mg/kg greutate
corporali la aproximativ 100 mg/kg greutate corporald per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-
ICOS pot fi administrafi intr-o cantitate in intervalul de la aproximativ 50 mg/kg greutate
corporali la aproximativ 5 mg/kg greutate corporald per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS
pot fi administrafi intr-o cantitate in intervalul de la aproximativ 100 mg/kg greutate corporald la
aproximativ 10 mg/kg greutate corporald per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi
administrati intr-o cantitate in intervalul de la aproximativ 100 mg/kg greutate corporald la
aproximativ 20 mg/kg greutate corporald per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi
administrati intr-o cantitate in intervalul de la aproximativ 0,5 mg/kg greutate corporald la
aproximativ 20 mg/kg greutate corporald per doza.

Comporzitiile farmaceutice sunt administrate intr-o cantitate eficientd pentru cresterea
numdrului de celule Teff; activarea celulelor Teff, epuizarea celulelor Treg; si/sau cresterea
raportului dintre celulele Teff si celulele Treg. In unele cazuri, celulele Treg sunt celule T CD4+
FoxP3+. In unele exemple de realizare, celulele Teff sunt celule T CD8+. In unele cazuri, celulele
Teff sunt celule T CD4+ FoxP3- si celule T CD8+.

In unele cazuri, tratamentul cu anticorp anti-ICOS are ca rezultat date privind
farmacodinamica, cum ar fi reglarea in sens ascendent a ligandului ICOS (ICOSL). In unele
cazuri, se observa reglarea in sens ascendent a ICOSL pe suprafata celulelor B. In unele cazuri, se
observd reglarea in sens ascendent a ICOSL pe suprafata granulocitelor. In unele cazuri, se
observa reglarea in sens ascendent a ICOSL pe suprafata neutrofilelor. Reglarea in sens ascendent
a ICOSL poate fi observatd pe celule din tumoare; pe celule din splind; pe celule din sangele
periferic. Reglarea in sens ascendent a ICOSL pe suprafata celulei poate fi detectatd, de exemplu,
prin citometrie in flux. In unele cazuri, ICOSL solubil este crescut in limfi dupa tratamentul cu
anticorp anti-ICOS. ICOSL solubil poate fi detectat prin metode care includ, dar fard a se limita la,
ELISA, MSD si spectrometrie de masa. in unele cazuri, implicarea fintei ICOS, madsurati prin
disponibilitatea receptorului liber, de anticorpii anti-ICOS, poate fi utilizati si date privind
farmacodinamica. In unele astfel de cazuri, in urma tratamentului cu un anticorp anti-ICOS, poate
fi cuantificat numirul de receptori ICOS de la suprafata limfocitelor T care sunt liberi si lege
anticorpi suplimentari. Sciderea receptorilor disponibili observati poate servi drept indicatie ci
anticorpii anti-ICOS leagi molecula lor tinta.

Cantitatea eficientd terapeutic depinde In mod tipic de greutatea subiectului tratat, de
starea fizicd sau de sindtate a acestuia, de intinderea afectiunii care urmeaza si fie tratatd sau de
varsta subiectului tratat. In general, anticorpii anti-ICOS pot fi administrati intr-o cantitate in
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intervalul de la aproximativ 10 mg/kg greutate corporald la aproximativ 100 mg/kg greutate
corporali per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi administrati intr-o cantitate in
intervalul de la aproximativ 50 mg/kg greutate corporald la aproximativ 5 mg/kg greutate
corporali per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi administrati intr-o cantitate in
intervalul de la aproximativ 100 mg/kg greutate corporald la aproximativ 10 mg/kg greutate
corporali per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi administrati intr-o cantitate in
intervalul de la aproximativ 100 mg/kg greutate corporald la aproximativ 20 mg/kg greutate
corporali per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi administrati intr-o cantitate in
intervalul de la aproximativ 0,5 mg/kg greutate corporald la aproximativ 20 mg/kg greutate
corporali per doza.

Compozitii farmaceutice

In unele cazuri, compozitiile care cuprind anticorpi anti-ICOS sunt furnizate in preparate
cu o varietate largd de agenti purtitori acceptabili din punct de vedere farmaceutic (de exemplu,
Gennaro, Remington: The Science and Practice of Pharmacy with Facts and Comparisons:
Drugfacts Plus, ed. a 20-a (2003); Ansel et al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems, ed. a 7-a, Lippencott Williams and Wilkins (2004); Kibbe et al., Handbook of
Pharmaceutical Excipients, ed. a 3-a, Pharmaceutical Press (2000)). Sunt disponibili diversi agenti
purtitori acceptabili din punct de vedere farmaceutic, care includ vehicule, adjuvanti si diluanti.
Mai mult, sunt disponibile si diverse substante auxiliare acceptabile din punct de vedere
farmaceutic, cum ar fi agenti de ajustare a pH-ului si agenti tampon, agenti de reglare a tonicitétii,
stabilizatori, umectanfi si asemenea. Exemple nelimitative de agenti purtdtori includ solutiile
saline, solutiile saline tamponate, dextroza, apd, glicerol, etanol si combinatii ale acestora.

In unele cazuri, este furnizatd o compozitie farmaceuticd care cuprinde un anticorp anti-
ICOS. In unele cazuri, compozitia farmaceutic cuprinde un anticorp himeric. In unele cazuri,
comporzitia farmaceutici cuprinde un anticorp umanizat. In unele cazuri, compozitia farmaceutici
cuprinde un anticorp preparat intr-o celuld gazda sau un sistem fird celule, asa cum este descris
aici. In unele cazuri, compozitia farmaceutica cuprinde un agent purtdtor acceptabil din punct de
vedere farmaceutic.

In unele cazuri, compozifiile farmaceutice sunt administrate intr-o cantitate eficientd
pentru tratamentul (inclusiv profilaxia) cancerului. Cantitatea eficientd terapeutic depinde in mod
tipic de greutatea subiectului tratat, de starca fizicd sau de sinitate a acestuia, de intinderca
afectiunii care urmeaz3 si fie tratatd sau de varsta subiectului tratat. in general, anticorpii anti-
ICOS pot fi administrati intr-o cantitate in intervalul de la aproximativ 0,05 mg/kg greutate
corporali la aproximativ 100 mg/kg greutate corporald per doza. In unele cazuri, anticorpii anti-
ICOS pot fi administrai intr-o cantitate in intervalul de la aproximativ 10 mg/kg greutate
corporali la aproximativ 100 mg/kg greutate corporald per doza. In unele cazuri, anticorpii anti-
ICOS pot fi administrai intr-o cantitate in intervalul de la aproximativ 50 mg/kg greutate
corporali la aproximativ 5 mg/kg greutate corporald per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS
pot fi administrafi intr-o cantitate in intervalul de la aproximativ 100 mg/kg greutate corporald la

aproximativ
administrati
aproximativ
administrati
aproximativ
administrati
aproximativ
administrati
aproximativ
administrati
aproximativ

10 mg/kg greutate
intr-o cantitate in
20 mg/kg greutate
intr-o cantitate in
20 mg/kg greutate
intr-o cantitate in
10 mg/kg greutate
intr-o cantitate in
20 mg/kg greutate
intr-o cantitate in
10 mg/kg greutate

corporald per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi
intervalul de la aproximativ 100 mg/kg greutate corporald la
corporald per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi
intervalul de la aproximativ 0,5 mg/kg greutate corporald la
corporald per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi
intervalul de la aproximativ 0,5 mg/kg greutate corporald la
corporald per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi
intervalul de la aproximativ 0,05 mg/kg greutate corporald la
corporali per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi
intervalul de la aproximativ 0,05 mg/kg greutate corporald la
corporald per dozi. In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi

administrati intr-o cantitate in intervalul de la aproximativ 5 mg/kg greutate corporald sau mai
putin, de exemplu mai putin de 4, mai putin de 3, mai putin de 2 sau mai putin de 1 mg/kg de

anticorp.

In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS pot fi prezenti intr-o cantitate in intervalul de la

aproximativ 50 mg/kg greutate corporald la aproximativ 5 mg/kg greutate corporald per dozi. De
exemplu, in unele cazuri, 0 dozd pentru o persoand de 20 kg poate fi cuprinsd intr-un interval de la
aproximativ 1 mg la aproximativ 100 mg. In unele cazuri, doza poate fi cuprinsa intr-un interval de
la 2 mg la 200 mg de anticorp anti-ICOS. In unele cazuri, doza poate fi cuprinsi intr-un interval de
la 10 mg la 400 mg de anticorp anti-ICOS.
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Cai de administrare

In unele cazuri, pot fi administrati anticorpi anti-ICOS in vivo prin diverse cii, inclusiv,
dar fard a se limita la, intravenos, intra-arterial, parenteral, intratumoral, intraperitoneal sau
subcutanat. Preparatul si calea de administrare adecvate pot fi selectate in conformitate cu aplicatia
vizata.

Terapia combinata

Anticorpii anti-ICOS pot fi administrati singuri sau impreuna cu alte moduri de tratament.
Acestea pot fi previzute inainte, iIn mod substantial contemporan cu si/sau dupd alte moduri de
tratament, de exemplu interventie chirurgicald, chimioterapie, radioterapie sau administrarea unui
medicament biologic, cum ar fi un alt anticorp terapeutic. In unele exemple de realizare, un
anticorp anti-ICOS este administrat in conjunctie cu un alt agent anti-cancer.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS este administrat concomitent cu un al doilea agent
terapeutic. De exemplu, cei doi sau mai multi agenti terapeutici sunt administrati cu o separare de
timp de cel mult aproximativ 60 minute, precum nu mai mult de aproximativ oricare dintre 30, 15,
10, 5 sau 1 minut. In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS este administrat in secventd cu un al doilea
agent terapeutic. De exemplu, cei doi sau mai multi agenti terapeutici sunt administrati cu o
separare de timp mai mare de aproximativ 15 minute, precum aproximativ oricare dintre 20, 30,
40, 50 sau 60 minute, 1 zi, 2 zile, 3 zile, 1 sdptdmand, 2 sdptidmani sau 1 luna sau mai mult.

In unele exemple de realizare, anticorpul anti-ICOS este administrat cu o a doua metoda
terapeuticd de tratament. Astfel, administrarea unui anticorp previzut in prezentul document poate
fi in combinatie cu un alt sistem de tratament.

In unele exemple de realizare, un anticorp anti-ICOS previzut aici este administrat cu o
terapie PD-1. Exemple de terapii PD-1 includ, dar nu sunt limitate la, nivolumab (OPDIVO®;
BMS-936558, MDX-1106, ONO-4538); pidilizumab, lambrolizumab/pembrolizumab
(KEYTRUDA, MK-3475,); durvalumab (anticorp anti-PD-L1, MEDI-4736;
AstraZeneca/MedIlmmune); RG-7446; avelumab (anticorp anti-PD-L1; MSB-0010718C; Pfizer)
AMP-224; BMS-936559 (anticorp anti-PD-L1); AMP-514; MDX-1105; ANB-011; anti-LAG-
3/PD-1; Anticorp anti-PD-1 (CoStim); anticorp anti-PD-1 (Kadmon Pharm.); anticorp anti-PD-1
(Immunovo); anticorp anti-TIM-3/PD-1 (AnaptysBio); anticorp anti-PD-L1 (CoStim/Novartis);
RG7446/MPDL3280A (anticorp anti-PD-L1, Genentech/Roche); KD-033, antagonist PD-1
(Agenus); STI-A1010; STI-A1110; TSR-042; si alfi anticorpi care sunt indreptafi impotriva mortii
celulare programate-1 (PD-1) sau mortii celulare programate ligand 1 (PD-L1).

In unele exemple de realizare, un subiect este selectat pentru tratamentul cu un anticorp
anti-ICOS prevazut aici si o terapie PD-1, daca tumoarea subiectului exprimid PD-L1. In unele
exemple de realizare, un subiect este selectat pentru tratamentul cu un anticorp anti-ICOS previzut
aici §i o terapie PD-1, dacid tumoarea subiectului este cu PD-LIRPXAT [n unele exemple de
realizare, un subiect este selectat pentru tratamentul cu un anticorp anti-ICOS previzut aici si o
terapie PD-1, dacd tumoarea subiectului exprimd ICOS si PD-L1. In unele exemple de realizare,
un subiect este selectat pentru tratamentul cu un anticorp anti-ICOS prevazut aici si o terapie PD-
1, dacd tumoarea subiectului este cu ICOSRPICAT/PD.[ JRIPICAT ' Determinarea nivelului PD-L1
si/sau ICOS se poate face, de exemplu, utilizind THC. Se considerd ca o tumoare a unui pacient
exprima PD-L1 in unele cazuri, cand 1% sau mai mult, sau 5% sau mai mult, din celulele tumorale
dintr-o probd prezinti coloratic membranard cu PD-L1 prin IHC. In unele cazuri, mai mult de 50%
din celulele tumorale dintr-o probd prezintd coloratie membranard cu PD-L1 prin IHC. In unele
astfel de cazuri, tumoarea subiectului este considerati a fi cu PD-LI®PAT Se considerd ca o
tumoare a unui pacient exprimd ICOS, in unele cazuri, cAnd 1% sau mai mult din celulele dintr-o
probi de tumoare prezinti coloratic membranari cu ICOS prin THC. In unele cazuri, un subiect
este tratat mai intai cu o terapie PD-1 si este tratat ulterior cu un anticorp anti-ICOS previzut in
prezentul document, cu sau fara continuarea terapiei PD-1. Astfel, metodele prevdzute aici includ
tratamentul unui subiect cu un anticorp anti-ICOS, unde subiectul a fost tratat anterior cu o terapie
PD-1.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS previzut in prezentul este administrat impreund cu
un anticorp agonist anti-OX40 (precum Medi6469, Medlmmune; MOXR0916/RG7888, Roche). In
unele exemple de realizare, anticorpul anti-ICOS prevdzut in prezentul este administrat cu un
anticorp anti-CTLA4 (precum ipilimumab, YERVOY®, BMS).

In unele exemple de realizare, un agent terapeutic suplimentar este un agent de
chimioterapie. Exemple de agenti chimioterapeutici care pot fi combinati cu anticorpii anti-ICOS
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prevazuti aici includ, insd nu sunt limitate la, capectiabind, ciclofosfamida, dacarbazin3,
temozolomida, ciclofosfamidd, docetaxel, doxorubicini, daunorubicidi, cisplatind, carboplatini,
epirubicind, eribulind, 5-FU, gemcitabind, irinotecan, ixabepilond, metotrexat, mitoxantrond,
oxaliplatind, paclitaxel, nab-paclitaxel, ABRAXANE® (paclitaxel legat de proteind), pemetrexed,
vinorelbind si vincristind. In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS previzut aici este administrat cu
cel putin un inhibitor de kinazd. Exemple nelimitative de inhibitori de kinaza includ erlotinib,
afatinib, gefitinib, crizotinib, dabrafenib, trametinib, vemurafenib si cobimetanib.

In unele cazuri, agentul terapeutic suplimentar este un inhibitor IDO. Sunt descrise
exemple nelimitative de inhibitori IDO, de exemplu, in US 2016/0060237; si US 2015/0352206.
Exemple nelimitative de inhibitori IDO includ Indoximod (Nou Link Genetics), INCB024360
(Incyte Corp), 1-metil-D-triptofan (New Link Genetics) si GDC-0919 (Genentech).

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS previdzut in prezentul document este administrat in
combinatie cu un medicament de modificare a imunitatii (IMiD). Exemple nelimitative de IMiD
includ talidomida, lenalidomida si pomalidomida.

In unele exemple de realizare, un agent terapeutic suplimentar este un vaccin anti-cancer.
Vaccinurile anti-cancer au fost investigate ca o potentiald abordare a transferului de antigeni si
activarea celulelor dendritice. In particular, vaccinarea in combinatie cu molecule checkpoint
imunologice sau agonisti pentru cdi costimulatoare au aritat dovezi de tolerantd coplesitoare si
genereaza raspuns anti-tumoral crescut. S-a testat o gama de vaccinuri anti-cancer care utilizeaza
abordari diferite pentru promovarea unui raspuns imunitar impotriva tumorii (a se vedea, de
exemplu, Emens LA, Expert Opin Emerg Drugs 13(2): 295-308 (2008)). Au fost concepute
abordari pentru a imbundtiti rispunsul celulelor B, celulelor T sau antigenului profesional care
prezintd celule impotriva tumorilor. Exemple de tipuri de vaccinuri anti-cancer includ, dar nu se
limiteaz4 la, vaccinuri pe baza de peptide care utilizeaza tintirea antigenilor tumorali distincti, care
pot fi administrate sub formd de peptide/proteine sau ca vectori ADN proiectati genetic, virusuri,
bacterii sau alte asemenea; si aborddri biologice celulare, de exemplu, pentru dezvoltarea
vaccinului anti-cancer impotriva unor tinte mai putin bine definite, inclusiv, fard a se limita la,
vaccinuri dezvoltate din celule dendritice derivate de la pacient, celule tumorale autologe sau lizate
celulare tumorale, celule tumorale alogene si alte asemenea.

Astfel, in anumite exemple de realizare, anticorpii anti-ICOS previzufi aici pot fi utilizati
in asociere cu un vaccin anti-cancer. Exemple de vaccinuri anti-cancer includ, dar nu sunt limitate
la, vaccinuri cu celule dendritice, virusuri oncolitici, vaccinuri cu celule tumorale etc. In unele
cazuri, astfel de vaccinuri cresc rdspunsul anti-tumoral. Exemple de vaccinuri anti-cancer care pot
fi utilizate in asociere cu anticorpii anti-ICOS prevdzufi in prezentul document includ, fard
limitare, vaccinul MAGE3 (de ex., pentru melanom si cancer de vezicd urinard), vaccinul MUC1
(de exemplu, pentru cancer de san), EGFRv3 (precum Rindopepimut, de exemplu, pentru cancer
cerebral, inclusiv glioblastom multiforme) sau ALVAC-CEA (de exemplu, pentru cancere CEA+).

Exemple nelimitative de vaccinuri anti-cancer includ, de asemenea, Sipuleucel-T, derivat
din celule mononucleare din sangele periferic autologe (PBMC) care includ celule care prezintd
antigen (a se vedea, de ex., Kantoff PW et al., N Engl J Med 363:411-22 (2010)). In generarea
Sipuleucel-T, PBMC ale pacientului sunt activate ex vivo cu PA2024, o proteind recombinantd de
fuziune a fosfatazei acide prostatice (un antigen prostatal) si factor de stimulare a coloniilor
granulocitare-macrofage (un activator de celule imunitare). O altd abordare pentru unui vaccin
anti-cancer candidat este de a genera un raspuns imunitar impotriva peptidelor specifice care au
suferit mutatie in tesutul tumoral, cum ar fi melanom (a se vedea, de ex., Carreno BM et al.,
Science 348:6236 (2015)). Astfel de peptide ce au suferit mutatie pot fi denumite, in unele cazuri,
neoantigeni. Ca un exemplu nelimitativ de utilizare a neoantigenilor in vaccinurile tumorale,
neoantigenii din tumoare prevazuti a lega proteina complexa de histpcompatibilitate majora HLA-
A*02:01 sunt identificafi pentru pacientii individuali cu cancer, precum melanom. Celulele
dendritice de la pacient sunt maturate ex vivo, apoi incubate cu neoantigeni. Celulele dendritice
activate sunt apoi administrate pacientului. in unele cazuri, in urma administririi vaccinului anti-
cancer, imunitatea celulelor T robuste impotriva neoantigenului este detectabild.

In unele astfel de exemple de realizare, vaccinul anti-cancer este dezvoltat folosind un
neoantigen. In unele exemple de realizare, vaccinul anticancer este un vaccin ADN. In unele
exemple de realizare, vaccinul anticancer este un virus proiectat in laborator care cuprinde un
antigen de cancer, cum ar fi PROSTVAC (rilimogene galvacirepvec/rilimogene glafolivec). In
unele exemple de realizare, vaccinul anticancer cuprinde celule tumorale proiectate in laborator,
cum ar fi GVAX, care este un vaccin cu celule tumorale transfectate cu gene de factor de stimulare
a coloniilor de granulocite-macrofage (GMCSF) (a se vedea, de exemplu, Nemunaitis, 2005,
Expert Rev Vaccines, 4: 259-74).
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In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS descris in prezentul document este administrat
inainte, concomitent si/sau dupd un vaccin anti-cancer. In unele exemple de realizare, vaccinurile
anti-cancer dezvoltate folosind neoantigenii sunt utilizate in combinatie cu anticorpii anti-ICOS
descrisi in prezentul. In unele astfel de cazuri, combinatia este utilizati pentru tratarea unui cancer
cu o incarcaturd mutationald ridicati, cum ar fi melanom, cancer de pldman, de vezica urinard sau
colorectal.

In unele cazuri, un anticorp anti-ICOS prevazut aici este administrat in combinatie cu o
terapie T cu celule T receptoare de antigen himerice (terapie cu CAR-T).

Utilizari pentru diagnosticare

Descrise aici sunt metode de utilizare a anticorpilor anti-ICOS, polipeptidelor si
polinucleotidelor pentru detectarea, diagnosticarea si monitorizarea unei boli, tulburdri sau
afectiuni asociate cu exprimarea epitopului anticorpului anti-ICOS (fie crescuti sau scizutd in
raport cu o probd normald si/sau o exprimare necorespunzitoare, precum prezenta unei exprimari
in tesutul(rile) si/sau celulei(lor) cdrora le lipseste in mod normal exprimarea epitopului). Descrise
aici sunt metode de determinare a faptului daca un pacient va rispunde la terapia cu anticorpi anti-
ICOS.

In unele cazuri, metoda cuprinde detectarea daci pacientul are celule care exprimi ICOS
folosind un anticorp anti-ICOS. In unele cazuri, metoda de detectare cuprinde contactarea probei
cu un anticorp, polipeptidd sau polinucleotida si determinarea dacd nivelul de legare difera de cel
al unei probe de referinti sau de comparatie (cum ar fi un control). In unele cazuri, metoda poate fi
utild pentru a determina daca anticorpii sau polipeptidele descrise aici sunt un tratament adecvat
pentru subiect.

In unele cazuri, celulele sau lizatul celular/tisular sunt puse in contact cu un anticorp anti-
ICOS si se determind legitura dintre anticorp si celuld. Atunci cind celulele testate prezintd
activitate de legare in comparatie cu o celuld de referintd din acelasi tip de tesut, acest lucru poate
indica faptul ci subiectul ar beneficia de pe urma tratamentului cu un anticorp anti-ICOS. In unele
cazuri, celulele testate provin din fesuturi umane.

Pot fi utilizate diverse metode cunoscute in stadiu tehnicii pentru detectarea legarii
specifice anticorp-antigen. Exemple de imunoanalize care pot fi efectuate includ imunoanaliza prin
fluorescentd de polarizare (FPIA), imunoanaliza prin fluorescentd (FIA), imunoanaliza enzimatici
(EIA), imunoanaliza cu inhibare nefelometricd (NIA), test de imunosorbtie legat cu enzimd
(ELISA) si radioimunoanaliza (RIA). O fractiune indicatoare sau un grup de etichetare poate fi
atasat anticorpilor subiectului si este selectat pentru a satisface nevoile diverselor utiliziri ale
metodei, care sunt adesea dictate de disponibilitatea echipamentelor de analiza si de procedurile de
imunoanalizi compatibile. Etichetele corespunzitoare includ, fird limitare, radionuclide (de
exemplu 21, B!, 35S, 3H, or *P), enzime (de exemplu fosfatazi alcalind, peroxidazi din hrean,
luciferazd sau B-glactozidazi), fractiuni sau proteine fluorescente (de exemplu, fluoresceind,
rodamind, ficoeritrind, GFP sau BFP) sau fractiuni luminiscente (de exemplu, nanoparticule
Qdot™ furnizate de Quantum Dot Corporation, Palo Alto, Calif.). Tehnicile generale care trebuie
utilizate in efectuarea diferitelor imunoanalize notate mai sus sunt cunoscute persoanclor de
specialitate in domeniu.

In scopul diagnosticirii, polipeptida care incluze anticorpi poate fi etichetati cu o
fractiune detectabild, ce include, fard a se limita la, radioizotopi, etichete fluorescente si diverse
etichete ale substratului enzimatic cunoscute in stadiul tehnicii. Metodele de conjugare a
etichetelor la un anticorp sunt cunoscute in stadiul tehnicii.

In unele cazuri, anticorpii anti-ICOS nu trebuie etichetati si prezenta acestora poate fi
detectatd utilizind un al doilea anticorp etichetat care se leagd de primul anticorp anti-ICOS.

In unele cazuri, anticorpul anti-ICOS poate fi folosit in orice metodd de analiza
cunoscutd, cum ar fi analize de legare competitiva, analize sandwich directe si indirecte si analize
de imunoprecipitare. Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC
Press, Inc. 1987).

Anticorpii anti-ICOS si polipeptidele pot fi utilizati si pentru testele de diagnosticare in
vivo, cum ar fi imagistica in vivo. In general, anticorpul sau polipeptida este etichetatd cu o
radionuclidi (cum ar fi '"'In, ®Tc, 14C, 13'1, 2], 3H, sau orice alti etichetd de radionuclidd, inclusiv
cele subliniate aici), astfel incat celulele sau tesutul de interes sd poatd fi localizate utilizind
imunoscintiografie.

Anticorpul poate fi utilizat si ca reactiv de coloratie in patologie, utilizind tehnici bine
cunoscute in stadiul tehnicii.
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In unele cazuri, un prim anticorp este utilizat pentru o diagnosticare si un al doilea
anticorp este utilizat ca terapie. In unele cazuri, primul si al doilea anticorp sunt diferiti. in unele
cazuri, primul anticorp este de origine non-umand, in timp ce terapia este de origine umani. In
unele cazuri, primul si al doilea anticorp pot ambele s se lege de un antigen in acelasi timp, prin
legarea de epitopi separati.

Kituri/Articole de productie

In prezentul sunt previizute si kituri, medicamente, compozitii si forme de dozare a
unitdii pentru utilizare in oricare dintre metodele descrise aici.

Kiturile pot include unul sau mai multe recipiente care cuprind un anticorp anti-ICOS
(sau forme de dozare unitard si/sau articole de productie). In unele cazuri, este previzuti o dozi
unitard, in care doza unitard confine o cantitate predeterminatd dintr-o compozitie care cuprinde un
anticorp anti-ICOS, cu sau fird unul sau mai multi agenti suplimentari. In unele cazuri, o astfel de
dozi unitard este furnizati intr-o seringd preumpluti de unici folosinti pentru injectare. in unele
cazuri, compozitia confinutd in doza unitard poate cuprinde solutie salind, zaharozd sau alte
asemenea; o solutie tampon, cum ar fi fosfat sau altele asemenea; si/sau poate fi formulata in
cadrul unui interval de pH stabil si eficient. in unele cazuri, compozitia poate fi prevazuti ca o
pulbere liofilizatd care poate fi reconstituitd la addugarea unui lichid adecvat, de exemplu, apa
sterila. In unele cazuri, compozitia cuprinde una sau mai multe substante care inhibi agregarea
proteinelor, incluzand, dar fird a se limita la, zaharozi si arginind. In unele cazuri, o compozitic
cuprinde heparind si/sau un proteoglican.

In unele cazuri, cantitatea de anticorpi anti-ICOS utilizatd in doza unitara poate fi oricare
dintre cantitdtile previzute aici pentru diferitele metode si/sau compozitii descrise.

In unele cazuri, kiturile cuprind suplimentar instructiuni pentru utilizarea in tratamentul
cancerului in conformitate cu oricare dintre metodele descrise in prezentul. Kitul mai poate
cuprinde o descriere a selectiei unei persoane sau tratament adecvat. Instructiunile furnizate in
kituri sunt in mod obisnuit instructiuni scrise pe o eticheta sau pe un prospect (de exemplu, o foaie
de hartie inclusd in kit), insd sunt acceptabile, de asemenea instructiunile care pot fi citite pe
calculator (de exemplu, instructiunile stocate pe un disc de stocare magnetic sau optic). In unele
cazuri, trusa mai cuprinde un alt agent terapeutic.

Kiturile se afld in ambalaj adecvat. Ambalajul adecvat include, dar nu se limitcaza la,
fiole, flacoane, borcane, ambalaje flexibile (de exemplu, pungi Mylar sau din plastic) si alte
asemenea. Kiturile pot furniza optional componente suplimentare, cum ar fi solutii tampon si
informatii interpretative. Prezenta cerere prevede, de asemenea, articole de productie, care includ
fiole (precum fiole sigilate), flacoane, borcane, ambalaje flexibile si alte asemenea.

EXEMPLE

Exemplele discutate mai jos sunt destinate a fi doar exemplificative pentru inventie si nu
trebuie considerate a limita in niciun fel inventia. Exemplele nu au scopul de a reprezenta faptul ci
experimentele de mai jos sunt toate sau singurele experimente efectuate. S-au depus eforturi pentru
a asigura acuratetea cu privire la numerele folosite (de exemplu, cantitifile, temperatura efc.), dar
unele erori experimentale si abateri trebuie avute in vedere. Daci nu se indica altfel, partile sunt
parti din greutate, masa moleculard este masa moleculard medie ponderatd, temperatura este
exprimatd in grade Celsius si presiunea este egala cu sau aproape de presiunea atmosferica.

Exemplul 1: Analiza bioinformatici a exprimirii ICOS ARNm in tumorile umane.

Utilizarea datelor de secventiere ARN colectate ca parte a TCGA, exprimarea ICOS in
07500 tumori au fost comparate in 24 de indicatii diferite. Nivelurile ridicate de ICOS ARNm au
fost glsite in subseturi de cancer de cap si gt cu celule scuamoase (HNSCC), cancer pulmonar cu
celule non-mici (NSCLC) si cancer de sin triplu negativ (TNBC). A se vedea Figura 1A.

A fost investigatd asocierea dintre infiltrarea celulelor T si nivelurile de exprimare ICOS.
Exprimarea unui set de 12 gene chimiokine a fost asociatd cu niveluri ridicate de infiltrare cu
celule T si formarea structurilor aseminitoare nodulilor limfatici (Messina et al., 2012, Sci
Reports. 2:765-771). Scorul semniturii chimiokinelor a fost calculat pentru fiecare probd pe baza
exprimdrii medii a acestor gene de 12 gene chimiokine. Acest scor de semndturd a fost calculat in
toate probele de cancer de cap si git cu celule scuamoase (HNSCC). Au fost corelate nivelurile
semnaturii chimiokinelor sau un marker celular Treg (FoxP3) cu niveluri ICOS in tumorile
HNSCC. A se vedea Figura 2. A existat o corelatie puternicd intre semnitura chimikinelor si



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD/EP 3273992 T2 2020.08.31
57

nivelurile ICOS (R=0,83; corelare Spearman) sau ICOS si FoxP3, un marker celular Treg (R=0,88;
corelare Spearman). Aceste date demonstreazad cd exprimarea ICOS este asociatd indeaproape cu
infiltrarea celulelor T si cu celulele Treg. Au fost observate date similare in NSCLC si TNBC.

in tumorile HNSCC, exprimarea ICOS a fost corelatd semnificativ (R=0,93 sl respectiv
0,78) cu niveluri de exprimare a altor molecule checkpoint, cam ar fi CTLA-4 si PD-1. A se vedea
Figura 3. Corelatia ICOS cu PD-L1 a fost slabd (R=0,62). Au fost observate date similare in alte
indicatii, cum ar fi NSCLC. Aceste date sugereazad ca ICOS poate fi exprimat pe aceleasi celule T
care exprimd si alte molecule checkpoint, cum ar fi CTLA-4 si PD- 1. Corelatia mai slaba cu PD-
L1 si ICOS sugereaza ci ar putea exista un subset de pacienti cu ICOS ridicat, care ar putea fi cu
PD-L1 scizut sau negativ. Aceste date sustin ICOS ca un singur agent la pacientii cu PD-L1
negativ si, de asemenea, o strategie combinatd cu terapiile anti-PD-1 sau anti-CTLA-4.

Exemplul 2: Analiza IHC a tumorilor umane

Nivelurile de exprimare a proteinei ICOS au fost determinate folosind o analizd de
imunohistochimie (IHC). Aceastd analiz, utilizind un anticorp monoclonal anti-ICOS de la iepure
(SP98, Spring Biosciences, Draganton, CA), a fost validat pentru specificitatea analizei, precizia
analizei (intra-rulare si inter-rulare, si reproductibilitate lot-lot) si sensibilitate. Studiile de validare
au fost efectuate folosind sectiuni de {esut fixate in formol, incorporate in parafind (FFPE) si linii
celulare de control (CHO, proiectate in laborator pentru a exprima ICOS uman (control pozitiv)
sau linie celulard de control cu vector CHO care nu exprimd ICOS (control negativ)). Analiza a
fost efectuatd pe o platforma automata de colorare Leica-Bond Rx si o coloratie specificd a ICOS a
fost detectata in celulele CHO de control pozitiv si in subseturile de celule T In amigdald umana
normala.

Lamele au fost punctate de un patolog instruit utilizind urmitoarele criterii pentru
coloratie cromogenica:

Frecventa celulelor ICOS-pozitive Punctaj
< 1% celule sunt ICOS pozitive 0

> 1% 1nsid < 5% celule sunt ICOS pozitive 1+

> 5% insd < 15% celule sunt ICOS pozitive 2+

> 15% celule sunt ICOS pozitive 3+

Micromatricele tisulare de la 11 tipuri diferite de tumori au fost colorate si clasificate
utilizand acest sistem de punctare. A se vedea Figura 1B. Datele IHC au confirmat cad datele pe
bazd de ARNm in acel HNSCC, NSCLC si TNBC contineau cel mai ridicat procent de infiltrare cu
celule imune cu ICOS+ ridicat (adicd 3+). A se vedea Figura 1B. Pe langd aceste tumori,
subseturile de pacienti cu melanom, cancer colorectal si adenocarcinom gastric au prezentat
niveluri moderate de infiltratie cu celule ICOS-pozitive. A se vedea Figura 1B.

Pentru a evalua prevalenta si natura celulelor T care exprimd ICOS, a fost dezvoltatd o
analizd THC cu imuno-fluorescentd multiplexi pentru detectarea ICOS, FOXP3 si CD8. A fost
utilizat un marker ADN (DAPI) pentru numdrarea numdrului total de nuclee din sectiunile
tumorale umane.

Exprimarea ICOS a fost determinatd folosind analiza imunohistochimie cu clona de
anticorp monoclonal de la iepure care recunoaste ICOS uman (Spring Biosciences Inc. Plasanton,
CA). Specificitatea si sensibilitatea analizei IHC ICOS a fost confirmata folosind amigdald umand
st linii celulare care supra-exprimd constitutiv ICOS. Intensitatea coloratiei a fost punctatd de un
patolog instruit, utilizAnd urmitoarele criterii. Toate coloratiile pozitive au fost punctate pe baza
exprimdrii membranare in cel putin doud treimi din celule.

O imagine reprezentativi pentru schema de punctare este prezentatd in Figura 4. Scorul a
fost realizat pe baza urmatoarelor criterii pentru imunofluorescenta:

0 (negativ) = Niciuna sau mai putin de 0,1% din celule nu au prezentat coloratic membrand
1+ (usoard) = 0,1 pana la 5% din celule sunt pozitive

2+ (moderatd) = 5 pand la 10% din celule sunt pozitive

3+ (puternicd) = > 10 pana la 50% din celule sunt pozitive

Prevalenta exprimarii ICOS la diferite subseturi de NSCLC sau la probele pulmonare
normale adiacente sunt rezumate in Tabelul 2. Exprimarea puternicd a ICOS nu a fost observata in
tesutul pulmonar normal adiacent la pacientii cu cancer. Exprimarea puternicd a ICOS a fost
observatd la toate subtipurile majore de cancer pulmonar. Aproximativ 29-31% din cele mai
frecvente subtipuri NSCLC (adenocarcinom sau carcinom cu celule scuamoase) au avut o coloratie
puternicd la ICOS.
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Tabelul 2. Distribuirea coloratiei ICOS in diferite subseturi de probe NSCLC pe baza punctajului
patologic.

Sub-tipul tumorii N g‘ffmica Moderati (2+) | Slabi (1+) | Negativi (0)
SCLC 2 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%)
Scuamos 49 14 (29%) 14 (29%) 17 (35%) 4 (8%)
Adenocarcinom 16 5 (31%) 2 (13%) 8 (50%) 1 (6%)
Adenoscuamos 9 3 (11%) 2 (11%) 3 (11%) 1 (67%)
Carcinom brochiolalveolar 9 2 (22%) 2 (22%) 5 (56%) 0 (0%)
Nediferentiat 5 1 (20%) 0 (0%) 3 (60%) 1 (20%)
Normal 3 1 (33%) 2 (67%) 0 (0%)
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O metodologic automatd pentru mdsurarea celulelor ICOS pozitive a fost, de asemenea,
utilizatd, folosind software de analizd a imaginilor (Strataquest de la Tissuegnostics Inc., Tarzana,
CA). Densitatea celulelor ICOS pozitive intr-o zond fixa a tesutului tumoral a fost determinata prin
determinarea numarului de celule ICOS pozitive din regiunea viabild a tesutului tumoral uman, asa
cum este definit de regiunea de coloratie DAPI. Densitatea celulelor ICOS a fost determinatd dintr-
un set separat de aproximativ 500 de pacienti individuali din 4 tipuri majore de tumori [NSCLC
(N=100); HNSCC (N=102); cancer de san, toate subtipurile majore (N=94); subtipul triplu negativ
de cancer de san, TNBC (N=95); cancer ovarian (N=94)]. Un sumar al rezultatelor analizei este
prezentat in Figura 5. In conformitate cu analiza ICOS ARNm, tumorile HNSCC si NSCLC au
avut o densitate semnificativ mai mare a tumorilor ICOS pozitive comparativ cu cancerul ovarian
sau mamar. Desi exprimarea ICOS este scdzutd la cancerul mamar, s-au observat niveluri ridicate
de exprimare ICOS la subtipul TNBC, ceea ce constituie aproximativ 10% din cancerul mamar. A
se vedea Figura 5. Acest subtip TNBC de cancer mamar este cel mai agresiv subtip cu optiuni
limitate de tratament si cea mai mare nevoie medicald nesatisfacuta.

Variabilitatea de la pacient la pacient in exprimarea ICOS in doud cohorte diferite de
tipuri de tumori ce exprimd ICOS ridicat (NSCLC) este ilustratd in Figurile 6A si 6B. O gama de
densitate celulard ICOS a fost observatd in NSCLC de la 98 de probe de cancer pulmonar (Figura
6A), disponibile de la un furnizor comercial. Diversitatea similard in exprimarea ICOS a fost
observata folosind o cohorti clinicd independentd (Figura 6B) de NSCLC (N=204).

Un THC multiplex cu ICOS, FoxP3 (un marker celular Treg) si CDS8 din probele tumorale
umane descrise mai sus a fost analizat si cuantificat utilizdnd software de analizi a imaginilor
(Strataquest de la Tissuegnostics Inc., Tarzana, CA). O imagine reprezentativd a coloratiei ICOS
multiplexe cu acesti markeri celulari T este ilustratd in Figura 7A. Celulele ICOS pozitive care
sunt, de asemenea, FOXP3 pozitive, sunt denumite celule Treg ICOS+ CD4. Celulele ICOS
pozitive si CD8 pozitive sunt denumite celule ICOS+ CDS. Celulele ICOS pozitive, dar negativ
pentru CD8 si FoxP3 se numesc Teff ICOS+ CD4. Densitatea diferitelor subseturi de celule T
ICOS pozitive au fost cuantificate utilizand software-ul de analizd a imaginii, conform descrierii
de mai sus. In cazul probelor pulmonare (N=100) si TNBC (n=95), a existat un numdr mare atit de
celule efectoare CD4 cat si de Treg CD4 care au fost ICOS pozitive (Figura 7B). in contrast, nu s-
au observat multe celule ICOS pozitive in cancerul ovarian (n=94). Tumorile HNSCC (N=102) au
avut o populatie mare de celule Treg CD4 ICOS pozitive. S-a observat doar o populatie mica de
celule T CD8 ICOS pozitive in toate tipurile de tumori examinate. Aceste date sugerecaza ci ICOS
este exprimat in mod predominant in compartimentul CD4 comparativ cu celulele T CDS, iar
variatia proportiilor relative ale Treg vs. Teff poate fi vizuta la indicatii.

Pentru a intelege dacd exprimarea ICOS este asociatd direct cu statusul PD-L1, a fost
evaluatd corelatia dintre nivelurile PDL1 si exprimarea ICOS. Analiza bio-informatica a sugerat ca
exprimarea PD-L1 si nivelurile ICOS au fost corelate slab (R=0,62). Nivelurile PD-L1, ICOS si
PD-1 au fost evaluate printr-o IHC multiplexa. Este prezentatd o imagine reprezentativd a [HC
multiplex de la o tumoare pulmonard cu PD-L1 ridicat si scizut. A se vedea Figura 8. Au fost
evaluate PD-L1 si ICOS in 154 din subtipul adenocarcinom al tumorilor NSCLC. Tumorile au fost
subdivizate in tumori cu PD-L1 ridicat sau scdzut, pe baza a 5% din celulele care sunt PD-L1
pozitive. Rezultatele indicd faptul ci tumorile PD-L1 pozitive au avut o densitate mai mare a
exprimdrii ICOS.
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Exemplul 3: Analiza prin citometrie in flux

Pentru a confirma datele privind exprimarea ICOS obtinute prin IHC si pentru a compara
intensititile relative ale ICOS exprimate in diferite populatii de celule T, exprimarea ICOS in
limfocitele de infiltrare tumorald a fost evaluatd folosind citometrie in flux multicolor. Au fost
analizate probe de la patru pacienti cu HNSCC, trei cu cancer pulmonar si patru pacienti cu cancer
ovarian. In conformitate cu datele IHC, exprimarea ICOS a fost observati predominant pe celulele
T CDA4. A se vedea Figura 9 (HNSCC). Frecventa celulelor ICOS pozitive 1a populatia CD8 este
foarte scizutd la o majoritate a acestor tumori. Am observat, de asemenea, cd majoritatea celulelor
efectoare CD4 coexprimd ICOS si PD-1. Aceste date sprijind dezvoltarea unei terapii ICOS in
forma clinica doar sau in asociere cu terapiile anti-PD-1. Intensitatea fluorescentei medii (MFI) a
coloratiei ICOS oferd o mdsurare a exprimdrii ICOS la diferitele populatii de celule T. MFI al
celulelor ICOS pozitive din celulele Treg a fost de 2-3 ori mai mare decat efectorii CD4. A se
vedea Figura 9C. Trebuie si se observe ci existd populatii mici de efectori CD4 care au un nivel
ridicat al MFI ICOS. Confirmarea diferentei dintre densititile receptorului ICOS in Teff fata de
Treg, cuplatd cu datele din analizele ADCC in curs de desfasurare pentru a evalua sensibilitatea
diferentiald a Teff si Treg la epuizare, ar sustine dezvoltarea anticorpului agonist cu un Fc activ
care ar putea epuiza potential celulele Treg.

Studiile translationale indica niveluri ridicate de celule T ICOS pozitive infiltrate tumoral
la un subset de tumori umane (cum ar fi HNSCC, NSCLC etc.). Exprimarea ICOS este corelatd cu
exprimarea altor regulatori checkpoint, cum ar fi CTLA-4 si PD-1. Analiza subseturilor de celule
T a aratat c¢a exprimarea ICOS este limitatd predominant la compartimentul celulelor T CD4. ICOS
este exprimat atat in celulele Treg FoxP3 pozitive, precum si in celulele Teff CD4. Studiile arata,
in concordan{d cu literatura, cd nivelul de exprimare ICOS este mai mare in celulele Treg
comparativ cu celulele Teff CD4.

Exemplul 4: Generarea anticorpilor
Reactivi

Proteinele ICOS reprezentind speciile umand, soarece, sobolan si macac cu coadd lungd
(cynomolgus) au fost produse ca fuziuni Fc homodimerice (schelet 1gG1), iar ICOS-hFc uman si
de la soarece au fost folosite ca antigeni pentru imunizdri la rozitoare. ICOS-hFc uman a inclus
aminoacizii ICOS umani de 1 la 141 (21 pand la 141 in construct matur); ICOS-hFc de la soarece a
inclus aminoacizii ICOS de la soarece de 1a 1 1a 142 (21 pana la 142 in construct matur).

ICOS-Fc a fost generat ca molecule de fuziune Fc atat bivalente cat si monovalente
pentru a evalua legarea avida si monovalentd a anticorpilor la ICOS, respectiv.

In scopul selectiei, liniile celulare stabile CHO care supra-exprimd ICOS uman sau de
soarece cu lungime completd (celule CHO ICOS+ sau ,celule CHO-ICOS”) au fost generate,
precum si  constructe care codificd ICOS cu lungime completd de macac cu coadd lungd sau
sobolan pentru a permite selectia ca urmare a transfectiei tranzitorii.

Campania pentru anticorpi de la rozdtor

S-au efectuat campanii la rozitoare la Precision Antibody. Soareci (10), sobolani (6),
hamsteri sirieni (6) si hamsteri armenieni (6) au fost imunizati cu hICOS-hFc sau mICOS-hFc. Au
fost generate hibridoame si supernatanti selectati prin ELISA pentru legarea la hICOS si mICOS,
precum si prin screening multiplex prin FACS pentru legarea la celulele CHO-hICOS si CHO-
mlICOS. Hibridoamele au fost evaluate suplimentar pentru capacitatea de a bloca legarea ICOSL la
celulele CHO-ICOS. Clonele care au obtinut un punctaj pozitiv pentru legarea la ICOS de la
soarece si uman au fost selectate pentru purificarea proteinelor. Anticorpii purificati au fost
reselectati ulterior in analizele de legare si blocare, iar anticorpii care au obfinut scor pozitiv au
trecut la evaluarea in vitro dupd cum este descris mai jos. Toti anticorpii selectati pentru
investigatii suplimentare din cadrul abordarii de imunizare provin din fuziuni de la hamster
armenian.

Caracterizarea biochimicd a anticorpilor
Masuratorile de afinitate au fost efectuate folosind tehnologia interferometriei in biostrat

(BLID) (ForteBio Octet® RED96). Afinitatile monovalente au fost generate cu versiuni IgG ale
anticorpilor cu forme monovalente, heterodimerice ale receptorului ICOS. Afinititile avide au fost
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generate folosind IgG cu lungime completd impotriva formelor homodimerice ale receptorului
ICOS. Afinititile hICOS monomerice si bivalente ale anticorpilor de hamster selectafi sunt
prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 3. Afinitatea anticorpilor derivati de la hamster.

Afinitate hICOS monomerica Afinitate hICOS bivalenta
mAb Kbp Kon (1/Ms) Kais (1/s) Kp(M) Kon (1/Ms) Kais (1/s)
7F12 1,32E-08 1,33E+05 1,75E-03 3,42E-11 6,74E+05 2,30E-05
35A9 2,45E-09 1,78E+05 4,38E-04 <1,0E-12 6,25E+05 <1,0E-07
36E10 1,59E-09 1,43E-05 2,28E-04 <1,0E-12 6,26E+05 <1,0E-07
37A10 3,18E-09 1,51E+05 4,79E-04 3,42E-11 6,74E+05 2,30E-05
16G10 4,37E-09 1,63E+05 7,12E-04 <1,0E-12 1,01E+06 <1,0E-07
5 Afinitatea de legare a anticorpilor pentru ICOS de la macac cu coada lungd, soarece si
sobolan a fost, de asemenea, determinatd, iar anticorpii au fost identificati a lega toate speciile cu
afinitate comparabild. Masurdtorile reactivitdtii incrucisate au fost efectuate folosind tehnologia
BLI cu panouri de anticorpi care sunt supuse selectiei pentru legarea la fuziuni de ICOS-Fc uman,
de la soarece si macaci cu coadd lunga (forme bivalente, homodimerice). Tabelul 4 prezintd date
10 reprezentative privind legarea pentru mai multi anticorpi de la hamster pentru ICOS uman si de la
macac cu coada lunga.
Tabelul 4. Afinititi de legare bivalenti a citorva anticorpi de la hamster la ICOS-Fc uman si cyno
(macac cu coada lungi).
hICOS-Fc¢ cynolCOS-Fc
ligand/mAb Kp (M) Kon (1/Ms) | Kais (1/5) Kp (M) Kon (1/Ms) | Kais (1/5)
hICOSL-mG2a 3,62E-10 9,41E+05 3,41E-04
7F12 3,42E-11 6,74E+05 2,30E-05 <1,0E-12 5,85E+05 <1,0E-07
35A9 <1,0E-12 1,01E+06 <1,0E-07 <1,0E-12 7,40E+05 <1,0E-07
36E10 <1,0E-12 6,17E+05 <1,0E-07 <1,0E-12 6,97E+05 <1,0E-07
37A10 <1,0E-12 6,25E+05 <1,0E-07 <1,0E-12 7,12E+05 <1,0E-07
16G10 <1,0E-12 6,26E+05 <1,0E-07 <1,0E-12 6,47E+05 <1,0E-07
15 Pentru a evalua specificitatea, legarea la celulele CHO ICOS+ umane si celulele CHO
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ICOS+ de soarece a fost analizatd individual prin citometrie in flux. Ca un control pentru elimina
anticorpii pan-reactivi, coloratia pe celulele CHO cirora le lipseste exprimarea receptorului ICOS
a fost, de asemenea, examinati. Toti anticorpii selectafi s-au legat de celulele CHO ICOS+ umane
si de la soarece ICOS+ si nu de celulele CHO care nu prezinta exprimare ICOS.

Pentru a evalua suplimentar specificitatea anticorpilor anti-ICOS, anticorpii au fost
selectati pentru a se lega la membrii suplimentari ai familiei proteinei CD28 (CD28, BTLA, PD-1
si CTLA-4). Nu s-a observat nicio reactivitate incrucisatd pentru anticorpii selectati la CD28,
BTLA, PD-1 sau CTLA4 uman sau de la soarece. Mai precis, a fost evaluatd legarea la fuziunile
Fc (a CD28, BTLA, PD-1 si CTLA-4) in formele dimerice si nu s-a observat nicio legare. Pentru
un subset de membri ai familiei CD28, proteina de soarece sau umand a fost supra-exprimata pe
suprafata celulelor HEK293 si CHOK1. Nu s-a observat nicio legare peste stadiul tehnicii cu
referire la celulele mama fard transductie.

S-a descoperit cd anticorpii nu se leaga de proteinele serice abundente, nici de trombocite
sau globule rosii.

Gruparea epitopilor a fost efectuata folosind BLI. Anticorpii au fost, de asemenea, grupati
pe baza unei fuziuni ICOSL-Fc (forma homodimericd, bivalentd). Toti anticorpii selectafi au fost
gasifi in acelasi grup de epitopi si tosi au blocat legarea ICOS 1a ligandul ICOS.

Umanizare

Anticorpii selectati au fost umanizafi prin efectuarea unor studii de omologie intre
regiunile cadru variabile ale anticorpului de origine umand sau de la hamster. S-a furnizat un
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panou de modele primare pentru analizad si anticorpii au fost produsi apoi pentru comparatie cu
anticorpi sdlbatici (formd de la hamster sau himericd). Odatd ce panourile umanizate au fost
Au fost executate modele suplimentare de umanizare pentru a reduce raspunderile de secventd si
situsurile imunogenice cu punctaj redus, ce rezultd in variatii minore ale secventei. Raspunderile
secventei considerate a include prezenta cisteinelor libere si situsuri potentiale pentru degradarea
chimicd (deamidarea asparaginei, izomerizarea aspartatului, metionind/triptofan si glicare a lizinei
non-enzimatice).

Afinitatea unui anticorp umanizat avand regiunile variabile de 37A10S713 pentru formele
monomerice de ICOS de la om, macac cu coadd lungd si sobolan a fost misurata prin tehnologia
interferometrie in biostrat (BLI) (ForteBio Octet® RED96) si Kp sunt prezentate in Tabelul 5. Kp
s-au considerat comparabile intre specii, deoarece au fost in intervalul de 2 pini la 5 ori.
Functionalitatea de legare a fost confirmata prin evaluarea potentialului de inducere a proliferarii
celulelor T CD4+ primare izolate din fiecare specie.

Tabelul 5. Afinitate de legare monovalentd a 37A105713 la ICOS uman, de la macac cu coada
lunga si de la sobolan.

Uman Macac cu Sobolan
coada lunga

Afinitate de legare (Kp nM)* 1,50+0,39 0,66x0,16 7,20£2,55

Potenfa in proliferarea celulelor T CD4+ 4,27-49,75 8,25-13,14 10,7-30,0

primare (EC50 nM)®

A afinitafi ilustrate ca medie + SEM din 6 experimente; B este prezentat interval de 4 donatori
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Exemplul 5: Caracterizarea functionali in vitro a anticorpilor anti-ICOS

O serie de analize in vitro pe baza de celule au fost utilizate pentru a evalua activitatea
mAb anti-ICOS. Scopul principal a fost de a fi selectati anticorpii cu proprietti agoniste/co-
stimulatoare. Deoarece sistemul celular (celuld primara versus linie celulard transfectatd) si metoda
de prezentare a anticorpilor (solubild versus legatd de plici sau cross-lincatd) pot influenta
activitatea agonisti, au fost utilizate mai multe formate de analiz diferite. In plus, o analizi pentru
detectarea activititii superagoniste nedorite (a se vedeaSuntharalingam et al., 2006, N. Eng. I.
Med., 355: 1018-28) a fost, de asemenea, utilizata.

Analizele concepute pentru a ciuta activitatea agonistd/co-stimulatoare a mAb anti-ICOS
au fost efectuate pe tipurile de celule prezentate mai jos, cu primul semnal citre celulele T
(semnalul 1) furnizat utilizand fie concentratii sub-optime de anti-CD3 sau PMA sau in analiza
PBMC cu stimularea cu super-antigen (SEB):

1. Analiza celulelor T CD4+ umane primare

a. Format de anticorp legat de placd/cros-lincat co-stimulat cu anti-CD3

b. Format de anticorp solubil co-stimulat cu PMA

2. Analiza Jurkat (linie celulard raportoare cu constructe ICOS umane sau de la soarece
transfectate)

a. Format legat de placd/cross-lincat anti-CD3 sau PMA

b. Format de anticorp solubil co-stimulat cu PMA

3. Analiza PBMC uman

a. Format de anticorp solubil cu super-antigen (SEB)

Panouri de mAB anti-ICOS de la hamster au fost selecfionate in analizele de mai sus
pentru a identifica anticorpii cu proprietifi agoniste. Un exemplu de activitate agonistd observata
intr-o analizd utilizind celulele T CD4+ umane primare co-stimulate cu anti-CD3 suboptim, cu
addugarea anticorpului anti-ICOS legat de placa este ilustrat in Figura 10A pentru o selectie de
anticorpi anti-ICOS de la hamster. In aceastd analizi, celula T CD4+ umani izolati din PBMC
este activati cu anti-CD3 legat de placd suboptim, in prezenta anticorpilor anti-ICOS legat de
placd de la hamster, (7F12, 37A10 si 16G10) la patru concentratii (mg/ml). hICOSL legat de placa
si anti-CD28 solubil in prezenta anti-CD3 sunt utilizate drept controale pozitive. % celule divizate
este reprezentat grafic. Anticorpi anti-ICOS multipli prezintd activitate in aceastd analizd. Figura
10B prezintd rezultatele analizei utilizind anticorp solubil si costimulare cu PMA sub-optim.
Celulele T CD4+ umane au fost izolate de la PBMC prin selectie negativa si etichetate cu CFSE.
Celulele au fost activate in plici cu 96 de godeuri numai cu PMA suboptim (0,25 ng/ml) sau in
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prezenta diferitelor versiuni Fc (hamster, mG1, mG2a, mGlAgly sau hGl) ale anticorpului anti-
ICOS 37A10 la concentratiile indicate (mg/ml). Anticorpul anti-CD28 solubil a fost utilizat drept
un control. Proliferarea a fost analizati in ziua 3 prin citometrie in flux. Versiunile IgG1 si 1gG1-
agly de la soarece au prezentat activitate in cadrul analizei, impreuna cu anticorpul mama complet
de la hamster. Cel putin anticorpul 37A10 a prezentat activitate de agonist atat in format solubil,
cat si legat de placa. A se vedea Figurile 10A si 10B.

Figura 10C ilustreaza activitatea de agonist a rezultatelor anticorpului 37A10S713 cu un
IgG1 uman in analiza celulelor T CD4+ umane primare. Celulele T CD4+ au fost izolate din
PBMC de la 4 donatori sinitosi, etichetate cu colorant CFSE si apoi incubati in pldci acoperite cu
o concentratie suboptimd de anti-CD3 si diferite concentratii de fie 37A108713-hIgG1 fie un
anticorp IgGGl uman de control negativ (virusul sincitial anti-respirator (RSV)). Dupd 3 zile,
procentul de celule divizate a fost determinat folosind citometria in flux. Valorile EC50 au variat
intre 4,27- 49,75nM pentru cei 4 donatori testati. Proliferarea este reprezentatd grafic ca procent
din celulele divizate (masurate prin dilutia CFSE folosind citometria in flux) si reprezintd mijloc
pentru duplicate. Figura 10C prezinta date de la un donator reprezentativ.

Un alt exemplu de analizi in care anticorpii de la hamster au demonstrat activitate de
agonist este analiza de raportor Jurkat. O analizd de raportor Jurkat a fost dezvoltatd pe plan intern
prin transductia unui construct de exprimare himeric hICOS-hCD28” intr-o linie celulard raportor
NFkB Jurkat. Celulele raportoare Jurkat-hICOS-hCD28 au fost activate timp de 5 ore cu PMA si
anticorpi anti-ICOS 37A10 solubili de la hamster cu capete Fc diferite la 11 concentratii (mg/ml).
Anti-CD28 si hICOSL-Fc solubile sunt utilizate drept controale. % din celulele GFP+ este
reprezentat grafic. Datele reprezentative din analiza de raportor Jurkat, utilizand anticorpi anti-
ICOS de la hamster ICOS, sunt prezentate in Figura 11. Figura 11A prezintd rezultatele pentru
diferite versiuni Fc ale anticorpului anti-ICOS 37A10 (hG1l, mGl, mG2a, mGlAgly) in
concentratiile indicate (mg/ml). Toate versiunile Fc ale anticorpului anti-ICOS, inclusiv versiunea
mGl-agly (adicd, functia efectoare Fc minimd) prezintd activitate in aceastd analiza. Figura 11B
prezintd rezultatele pentru anticorpii umanizati 37A108713, 37A10S8715, 37A105716 si
37A105718 la concentratiile indicate (mg/ml). Toti cei patru anticorpi umanizafi au demonstrat
activitate de agonist in cadrul analizei.

Un alt format de analizi care prezintd activitate de agonist este analiza PBMC cu
enterotoxina B stafilococa superantigend (SEB) utilizind productia de citokine (de ex., IFNg) ca
date citite. Aceastd analizi are in mod tipic o mica fereastrd a unui efect de la 1,5 - 3 ori asupra
cliberdrii de citokine. In conformitate cu datele publicate anti-PD-1, inducerea citokinei cu
anticorpii anti-ICOS este de ~2 ori, dar este observatd reproductibil in aceastd analiza la mai mulfi
donatori. A se vedea, de exemplu, Korman et al., 2014, Cancer Res., 2: 846-856. O analizi
reprezentativa este prezentatd in Figura 12. PBMC inghetate de la donatori sdndtosi au fost
stimulate cu SEB si anticorp anti-ICOS 37A10 solubil (cu mGl, mGl-agly sau hG1 Fc) la
concentratiile indicate (mg/ml) timp de 3 zile. Au fost colectati supernatanti si nivelurile IFNg au
fost misurate cu ajutorul matricei de granule de cytokine, utilizind citometria in flux. Anticorpii
anti-CD28 si izotipului IgG1 de la soarece au fost utilizati drept controale. IFNgeste indusa de
PBMC in urma stimuldrii cu SEB in prezenta anticorpilor anti-ICOS solubili. In acest format de
analizd, o versiune mG1-agly a 37A10 a prezentat activitate redusi.

Pentru a selectiona orice potentiali super-agonisti, a fost utilizatd o analiza in care celule
T CD4+ primare umane au fost incubate cu anticorpi anti-ICOS solubili sau legati de placa in
absenta unui semnal 1, folosind un anticorp super-agonist anti-CD28 cunoscut drept control
pozitiv. Celulele T CD4 umane activate in absenta anti-CD3 se vor prolifera numai atunci cand
sunt tratate cu un anticorp super-agonist anti-CD28 (clona CD28.2/5D10) in forma solubild, dar nu
atunci cand sunt tratate cu anticorp ICOSL-Fc sau anti-ICOS 37A10 (versiunile de la hamster si
hG1 Fc), sau un anticorp non-superagonist anti-CD28 (CD28.2). Niciunul dintre anti-ICOS mAb
testati nu a prezentat activitate super-agonisticd in aceasti analizd. Datele reprezentative sunt
ilustrate in Figura 13.

Este bine stabilit cd ICOS poate semnala prin calea de semnalizare AKT (trecutd in
revistd in Simpson et al., 2010, Curr. Opin. Immunol., 22: 326-332). Capacitatea anticorpului anti-
ICOS de a induce semnalizarea prin AKT a fost evaluati drept un mijloc suplimentar de a
demonstra activitatea agonistd a anticorpului.

Celulele T CD4 izolate din PBMC umane au fost stimulate timp de 24 de ore cu anti-
CD3/anti-CD28 si apoi au ldsate in repaus timp de 24 de ore in mediu de culturd. Celulele au fost
apoi incubate cu anti-ICOS 37A10-mG2a, hICOSL-mG2a Fc sau PBS timp de 2, 5, 15 sau 30
minute cu sau fard anticorp de cross-lincare IgG de la soarece. Dupa incubare, celulele au fost
fixate, permeabilizate si apoi colorate cu un anticorp anti-fosfo-AKT. Procentajul de celule pAKT-
pozitive a fost analizat prin citometrie in flux.
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Asa cum se aratd in Figurile 14A-B, pAKT a fost indus pe celulele T CD4 in urma
tratamentului cu 37A10-mG2a cu o kineticd similard comparativ cu tratamentul cu hICOSL-
MG?2a. Inducerea semnalizarii pAKT a fost observatd numai in prezenta agentului de cross-lincare
secundar.

Exemplul 6: Caracterizarea functionala In vivo a anticorpilor anti-ICOS

Anticorpi selectafi din analizele de selectie descrise mai sus au fost evaluati in vivo
utilizand modelelor tumorale singeice.

Modelul de fibrosarcom SalN (Ostrand-Rosenberg, 2001, Curr. Protoc. Imunol.,
Capitolul 20) poate fi utilizat pentru evaluarea anticorpilor anti-ICOS in vivo. Profilarea imunitara
a modelului Sal/N de la soarece aratd cd este foarte infiltrat cu celulele T CD4 si cd celulele T
CD4 exprima niveluri ridicate de ICOS. Acest profil imunitar este similar profilurilor imunitare ale
probelor de la pacientii cu NSCLC in care am observat niveluri ridicate de infiltrare CD4, cu
exprimarea ICOS, in mare parte restrictionatd la compartimentul CD4.

Un al doilea model utilizat pentru evaluarea eficientei anticorpilor anti-ICOS este
modelul de carcinom de colon CT26 (Wang et al., 1995, J. Immunol., 9: 4685-4692). Profilarca
imunitard a modelului CT26 de la soarece a indicat niveluri ridicate de infiltrare CD8. Exprimarea
ICOS a fost observata la subsetul de celule T CDS8 din acest model. O mica proportie din probele
NSCLC umane prezintd in mod similar exprimarea ICOS in celulele T CD8S.

Formate de anticorpi pentru evaluarea in vivo

IgG1 uman (hIgG1) se poate lega de receptori Fc multipli, inclusiv legare puternici la
receptorii Fc ce se activeaza si care sunt capabili de cross-lincare a receptorilor si mediere ADCC
si CDC. Avand in vedere capacitatea de legare a receptorilor Fc care se activeaza, hlgGl este de
obicei capabild sd epuizeze celulele care exprimd un nivel ridicat de fintd. Cel mai apropiat
echivalent de la soarece al hlgGl este IgG2a de soarece (mlgG2a). Astfel, ca exemplu,
experimentele in vivo pentru evaluarea unui anticorp agonist ICOS cu capacitatea de epuizare ar
utiliza mIgG2a pentru a mima proprietatile higGl.

IgG4 uman (hIgG4) este utilizatd In situatii terapeutice in care nu se doreste epuizarea,
desi hlgG4 este capabil de un anumit nivel de depletie. Este aproximativ, desi nu este perfect,
aliniat la IgG1 de la soarece (mIgGl), care leagd aproape exclusiv receptorii FcyRII inhibitori si
este astfel capabil de cross-lincare, insd nu in mod particular competent la epuizare.

In ceea ce priveste anticorpii anti-ICOS, au fost evaluati initial anticorpi de la hamster in
vivo ca Ab de la hamster completi. Ab de la hamster prezintd un IgGl de la hamster, care are
caracteristici de legare FcR similare cu mIgGl. Anticorpii de la hamster de interes au fost clonati
ca himere cu regiuni Fc de la soarece, fie ca mIgG2a, fie mIgG1.

Model de fibrosarcom SalN

Modelul in vive primar utilizat pentru selectia candidatilor de anticorp anti-ICOS pentru
eficientd este modelul de fibrosarcom SalN. Astfel, anticorpii selectati din analizele de selectie
descrise mai sus au fost evaluati in modelul SalN. in studiile initiale, mai multi anticorpi de la
hamster (clonele 7F12, 36E10, 37A10, 16G10 si 35A9) au demonstrat activitate antitumorala
robustd, atunci cind s-au administrat ca agenti unici intr-o dozd de 8 mg/kg la modelul SalN. A se
vedea Figura 15. Celulele de fibrosarcom SalN (1x10°) au fost injectate s.c. pe flancul drept al
soarecilor netratati anterior A/J (varsta de 6-8 siptimani, femele). Cand volumele tumorale au
atins 50-100 mm? in ziva 7, soarecii au fost randomizati. Soarecii au primit doze de anti-ICOS de
la hamster (7F12, 36E10, 37A10, 16G10 si 35A9) sau anticorp izotip IgG de la hamster i.p. in ziua
7,10, 14 si 17. Cresterea tumorala a fost monitorizatd de doud ori pe saptdmana. N=10.

O caracteristicd potential beneficd a imunoterapiei anti-cancer este capacitatea de a
dezvolta un rdspuns imunitar sustinut si durabil impotriva tumorii. S-a determinat posibilitatea
unui soarece tratat anterior cu un anticorp anti-ICOS de a respinge ulterior o tumoare. Soarecii au
fost tratati cu anticorp in dozd de 8 mg/kg in ziva 7, 10, 14 si 17. Ulterior, soarecii care nu
prezentau tumori au fost reimplantati cu o tumoare in ziua 60. Tofi soarecii tratafi anterior cu
anticorpi anti-ICOS 7F12 (n=7) au respins tumoarea nou implantatd, in comparatie cu soarecii
netratati anterior (n=10) in care tumorile au crescut la toti soarecii. A se vedea Figura 16.

Anticorpii de la hamster au fost clonati drept anticorpi himerici cu regiuni Fc de la
soarece (mG1l sau mG2a) pentru a permite evaluarea contributiei functiei efectoare a Fc la
activitatea in vivo . Soarecii au primit un total de 4 doze de doud ori pe sdptdmana de cate 4 mg/kg
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de anticorp incepand din ziua 11. Anticorpul anti-CTLA-4 a fost inclus ca un control pozitiv.
Experimentul initial de selectiec a fost efectuat la o dozad de 4 mg/kg, iar eficacitatea a fost
observatd atit in format mGl, cat si in format mG2. Datele reprezentative pentru unul dintre
anticorpii de la hamster, 37A10, sunt prezentate in Figura 17.

Model tumoral singenic de colon CT26

Modelul tumoral singenic de colon CT26 a fost utilizat atdt pentru evaluarea activitatii ca
agent unic, cat si ca terapie combinati cu anticorpul anti-PD-1.

In modelul CT26, mai multi dintre anticorpii anti-ICOS de la hamster (de ex., 7F12,
35A9, 36E10, 37A10) au prezentat activitate ca agent unic. A se vedea Figura 18. Modelul CT26 a
fost folosit si pentru a evalua posibila activitate combinati cu anti-PD-1. Atunci cand anticorpii
anti-ICOS au fost combinati cu un anticorp anti-PD-1, eficacitatea antitumorala a fost imbunatatita
semnificativ. Soarecii cu tumoare CT26 au fost tratati de doud ori pe sdptdmani (4 doze incepand
cu ziua 3) doar cu anticorpi anti-ICOS de la hamster (8 mg/kg) sau in combinatie cu anticorp anti-
PD-1 (8 mg/kg). In mod notabil, combinatia dintre anticorpul anti-PD-1 cu anti-ICOS 37A10 a
avut ca rezultat 9/10 soareci fard tumori. A se vedea Figura 18.

Exemplul 7: Epuizarea Treg selectiva contribuie la eficienta anticorpului anti-ICOS

Studii ex vivo au fost efectuate pentru a caracteriza starea infiltratelor celulelor imunitare
in urma dozdrii cu anticorpi anti-ICOS. Studiile din modelul SalN au prezentat o scidere a
populatiei Treg dupd tratamentul cu 7F12. Soarecii au primit doud doze de anti-ICOS de la
hamster 7F12, 7F12-mG1 sau 7F12-mG2a la 8 mg/kg in zilele 7 si 10. Tumorile si splinele au fost
recoltate si analizate in ziua 12. A existat o reducere marcatd a celulelor Treg, dar nu si a Teff, insa
un impact redus asupra populatiilor de celule T din organe limfoide cum ar fi splina sau ganglion
limfatic. A se vedea Figura 19.

De asemenea, au fost observate rezultate similare cu alfi anticorpi anti-ICOS, precum
37A10. A se vedea Figura 20. Soarecii au primit doud doze de anticorpi anti-ICOS la 8 mg/kg in
zilele 7 si 10. Tumorile au fost recoltate si analizate in ziua 12. O reducere similard a populatiei
Treg a fost observata si in modelul CT26 dupa dozarea cu anticorpul anti-ICOS.

Luate impreund, studiile TIL (limfocite cu infiltratie tumorald) sustin ipoteza ca celulele
Treg sunt epuizate selectiv de anticorpii anti-ICOS descrisi in prezentul, fird epuizarea
corespunzdtoare a populatiilor de celule Teff si in mod specific in tumori, dar nu si la nivelul altor
organe sau la periferie.

Pentru a demonstra oficial contributia sistemului imunitar la eficien{a anticorpului anti-
ICOS, au fost efectuate experimente privind epuizarea celulard in contextul modelului tumoral
SalN. Mai precis, s-au epuizat de la soarece celulele T CD8, celulele T CD4 sau o combinatie de
celule T CD4 + CDS8. In zilele 6 si 13 de implantare post-tumorald, soarecii au fost tratati cu anti-
CD8, anti-CD4, anti-CD4 + anti-CDS sau aticorp Ig de control (n=10 per grup). Anticorpul anti-
ICOS 7F12 a fost administrat la un 8 mg/kg anticorp in ziua 7, 10, 14 si 17. Cresterea tumorald a
fost monitorizati de doud ori pe saptdmani.

S-a observat o reducere semnificativa a eficacitdtii antitumorale a 7F12 la epuizarea de
CD4, CD8 sau CD4 + CD8 T la soareci. A se vedea Figura 21.

Exemplul 8: Reducerea Treg selectiva de anticorpul anti-ICOS umanizat

PBMC umane au fost incubate la 37°C cu 100 ng/ml IL-2 umani recombinantd timp de
48 de ore intr-un incubator umidificat cu 5% CO,. Dupd 48 de ore, s-a addugat anticorp
37A10S5713 la concentratiile indicate. Anticorpul a fost preparat ca dilutii serice de 10 ori in medii
de cultura ce confin IL-2. Amestecul de anticorp/celuld a fost 1isat la incubat inca 72 de ore. Dupd
incubare, celulele au fost colorate pentru CD3, CD4, CD8, CD25 si FoxP3 conform metodelor
standard si analizate prin citometrie in flux. A fost efectuatd cuantificarea celulelor Treg (CD4+
CD25+ FoxP3+) si Teff (CD4+ CD25- FoxP3-) pentru fiecare concentratie si tratament. Datele au
fost normalizate la procentul fiecdrui subset intr-un grup tratat cu trastuzumab pentru fiecare
concentratie.

Rezultatele experimentului respectiv sunt prezentate in Figura 22A. Anticorpul
37A10S713 a cauzat o reducere dependenta de doz a celulelor Treg. Asa cum se arati in Figura
22B, celulele Teff si Treg au exprimat niveluri similare ale ICOS dupa cinci zile de tratament IL-2.

Exemplul 9: Reprovocare tumoralia dupi tratamentul cu anticorpi anti-ICOS
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Soareci A/J de sex feminin cu varsta cuprinsd intre sase si opt sdptdmani au fost inoculati
subcutanat pe flancul drept cu 1x10° celule Sal/N in 100 ml PBS folosind seringi pentru
tuberculind cu ace de calibrul 27. Cresterea tumorald a fost monitorizat si in ziva 7, animalele au
fost redistribuite in custi noi dupi normalizarea volumului tumoral mediu la 100-150 mm? pentru
fiecare grup de tratament. Zece soareci au fost inclusi in fiecare grup de tratament. Animalele au
fost tratate cu anticorpi prin intermediul injectiilor intraperitoneale cu 0,25 mg/kg anticorp anti-
ICOS (37A10S713 VH si VL (SECV ID NR: 60 si 61) cu un IgG2a de la soarece) sau un control
izotipic. Dozarea a fost efectuatd in ziua 7 pentru doza unicd sau in zilele 7 si 14 pentru 2 doze.
Cresterea tumorald si greutatea corporald a animalelor au fost monitorizate de doud ori pe
sdptamand. Soarecii au fost sacrificati cAnd volumele tumorale au atins 12000 mm?* sau daci au
existat semne de suferint clinicd, precum ulceratii severe, conform protocolului IACUC.

Figura 23, panoul din stinga, prezintd volumul tumorii la soareci carora li s-a administrat
0 doza unici de anticorp anti-ICOS (n=10) sau doud doze de anticorp anti-ICOS (n=10).

S-a efectuat un experiment de reprovocare tumorald pentru a evalua durabilitatea
raspunsului. Cei 7 soareci ce au fost provocati anterior cu celule Sal/N ale caror tumori au fost
eradicate cu o dozi unica sau doud doze de 0,25 mg/kg anticorp mIgG2A 37A10S713- au fost
reprovocati pe flancul contralateral cu celule Sal/N la 10 saptimani dupa provocarea cu tumoarea
initiald. Ca un control, soarecii netratati anterior au fost, de asemenea, provocati cu celule Sal/N
(N=10). Animalele au fost evaluate privitor la cresterea tumorald de doud ori pe saptimana.

Asa cum se aratd in Figura 23, panoul din dreapta, niciunul dintre soarecii de la care
tumoarea a fost eradicatd anterior cu tratamentul cu anticorp anti-ICOS, au prezentat crestere
tumorald in experimentul de reprovocare.

Exemplul 10: Exprimarea ligandului ICOS (ICOSL) la soareci purtitori de tumori Sal/N
(A) si la macaci cu coadi lungi cirora li s-a administrat anticorpului anti-ICOS

Soareci A/J de sex feminin cu varsta de opt sdptiméani au fost inoculati cu celule tumorale
Sal/N in ziua zero. In ziua 7, cand tumorile au atins [1100mm?, soarecii au primit o dozi unici de
5 sau 100 mg i.p. de anticorp 37A10 cu fie IgG1 fie IgG2a de la soarece sau anticorp de control
izotipic. Soarecilor li s-a administrat o doza ulterioard de anticorp in ziua 10, iar tesutul (snge,
splin si tumoare) a fost recoltat in ziua 12. Dupd procesarea tesutului, celulele au fost incubate cu
5% bloc Fc (5% ser reconstituit de la sobolan normal, soarece si om, 5% ser fetal de viel, 0,1
mg/mL Ab de blocare Fc 2.4G2, 0,01% azidd de sodiu) timp de 15 min pe gheatd in solutie
tampon de coloratie in flux (FSB: 5% FBS, 0,01% azida de sodiu in 1xPBS). Dup4 blocarea Fc,
celulele au fost colorate cu un cocktail de colorafie extracelular (anti-CD45-BV510, anti-CD19-
BV605, anti-ICOSLPE, Fixable Viability Dye eFluor 780) in FSB timp de 1 ord pe gheata.
Celulele au fost spdlate de doud ori cu FSB. Celulele au fost fixate cu solutie de
fixare/permeabilizare timp de 30 min. pe gheatd. Celulele au fost spilate de doud ori cu 1xsolutie
tampon de permeabilizare, apoi colorate cu un cocktail de colorare intracelulard (anti-CD3-
BUV496, in solutie tampon de permeabilizare timp de 1 ord pe gheatd. Celulele au fost spilate de
doud ori cu solutie tampon de permeabilizare, apoi resuspendate in 1,5% solutic PFA FSB.
Celulele au fost trecute pe BD Fortessa si datele au fost analizate folosind software-ul FlowJo.

Probele au fost analizate pe un citometru de flux BD Fortessa. Pentru analiza exprimdrii
ICOSL, colorarca ICOSL a fost analizatd pe celulele B viabile CD45+ CD3- CD19+. Sunt
raportate intensitdtile medii ale fluorescentei ICOSL (MFT).

Anticorpul 37A10S713 cu IgG1 umana a fost administrat prin perfuzie intravenoasd cu
durata de 1 ord la trei macaci cu coadd lungd per grup de dozare (0,5 mg/kg, 5 mg/kg, 75 mg/kg si
numai vehicul). Sangele a fost obfinut inainte de prima doza (ziua 1), la 48 ore dupd prima doza
(ziua 3), la 7 zile dupi prima doza (inainte de a doua doz3; ziua 8) si la 48 ore dupd a doua dozi
(ziua 10). 957L probe de sange integral au fost mai intai Fc blocate cu SmE Human TruStain timp
de 15 min pe gheatd. Dupa blocarea Fc, s-au addugat 100 mL dintr-un amestec de anticorpi care
confine anti-CD3 FITC, anti-CD20 PE, anti-CD14 PE/Cy7, colorant de viabilitate €780 si
cynolCOSFc DyLight 650. Amestecul de sange si de anticorpi a fost incubat pe gheatd timp de 60
min. Dupd incubare, probele au fost centrifugate la 500 x g timp de 5 min. Supernatantul a fost
decantat si probele au fost resuspendate in 2007L de tampon de coloratie FACS. Etapele de
spdlare au fost repetate de trei ori, cu resuspendarea finald 200 mL de solutie tampon de colorare +
0,1% paraformaldehida.

Probele au fost analizate pe un citometru de flux BD Fortessa. Pentru analiza exprimdrii
ICOSL, colorarea ICOSL a fost analizatd prin DyLight 650 etichetat cynolCOS-Fc pe celulele B
viabile CD3- CD20+. MFI ICOSL au fost normalizate 1a vehicul la fiecare moment.
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Rezultatele acelor experimente sunt prezentate in Figurile 24A si 24B. S-a observat o
crestere dependentd de doza a exprimarii ICOS-L la toate tratamentele si dozele de anticorpi si in
toate tesuturile asociate cu soarecii tratafi cu control izotip. A se vedea Figura 24A. In mod similar,
a fost observatd o crestere dependentd de dozi a exprimdrii ICOS-L in toate momentele de timp
pentru grupurile de doze de 0,5 si 5 mg/kg la macaci cu coada lungd raportat la vehicul si la
probele pre-studiu. A se vedea Figura 24B. Inducerea ICOSL a fost observatd si in grupul 75
mg/kg, Insd exprimarea observatd poate fi o subreprezentare din cauza posibilelor interferente cu
medicamentul, deoarece anticorpul anti-ICOS poate lega reactivul de colorare (cynolCOS-Fc).

Implicarea fintei ICOS poate fi evaluatd, de asemenea, conform madsurdtorilor prin analiza
injectafi 1.p. die cu controlul izotip mIgG2a, la 2,5 mg/kg, fie 37A105713 cu IgG2a de la soarece
la 2,5 mg/kg. in diferite momente dupi injectare, singele a fost recoltat in microtuburi cu invelis
EDTA prin extragere submandibulara.

Sangele integral a fost blocat Fc folosind TruStain de la soarece (BioLgend) timp de 5
minute pe gheatd. Dupd incubare, 100 71 de amestec de anticorp de colorare extracelular cu
concentratie 2x au fost addugati la fiecare probd timp de 30 de minute la 4°C. Probele au fost
centrifugate si fixate si permeabilizate in solufie tampon de colorare Foxp3 (eBioSciences) timp de
30 de minute la 4°C. Probele au fost apoi centrifugate si resuspendate in colorant de anticorp
intracelular timp de 30 minute la 4°C. Probele au fost centrifugate si resuspendate in 0,1% PFA.
Probele au fost analizate pe un BD LSRII Fortessa. Treg au fost identificate ca CD45+ CD3+
CD4+ Foxp3+ vii. Teff au fost identificate ca CD45+ CD3+ CD4+ Foxp3+ vii. Celulele CD8+ au
fost identificate ca CD45+ CD3+ CD8+ vii. 37A10S713-Mg2a etichetat fluorescent (DyLight 650
conjugat) a fost utilizat ca reactiv de colorare pentru ICOS. Disponibilitatea receptorului la fiecare
moment de timp a fost determinata utilizand urmitoarea formula:

% Receptor disponibil la timpul t =(MFI a 37A105713-mG2aDy650 la timpul t-MFI a izotipului
Dy650 la timpul t)/(MFI a 37A108713-mG2aDy650 pre-studiu-MFI a izotipului Dy650
prestudiu)) x 100

Rezultatele au indicat cd in urma administrdrii anticorpilor anti-ICOS, nivelurile
receptorului liber sunt nedetectabile, sugerdnd ca anticorpii satureaz3 toate moleculele ICOS tintd
disponibile.

Exemplul 11: Inducerea chimiokinelor si citokinelor Th-1 in urma tratamentului anti-ICOS

Tumori pulmonare proaspete de la pacient au fost obtinute la 24 ore dupd interventia
chirurgicald. Tesutul moale a fost indepartat manual din tumoare, iar tumoarea solidd ramasa a fost
integratd in 4% agar cu punct scizut de topire Intr-un recipient turnat si este 13sat si se solidifice
pe gheatd. Tumoarea integratd in gel a fost tdiatd prin vibratom (Leica) (vitezd: 2, frecventa: 9)
pentru a genera felii cu grosimea de 300 mm. Dacd tumoarea a fost prea moale si nu poate fi
feliatd de vibratom, tesutul a fost tdiat manual cu o lama.

Feliile de tumoare au fost plasate intr-un filtru transgodeuri de 40 mm (Millipore) ([J1
felie/goden), iar unitatea a fost mutata in godeurile unei plici cu 6 godeuri, care a continut 1,5 mL
de mediu de histoculturd (RPMI complet 1640/AIM-V). Tratamentul corespunzitor a fost adiugat
apoi in mediul din godeul corespunzaitor. Tratamentele au inclus 10 mg/mL anti-RSV hlgG1 (Lake
Pharma, lot# 3086-849598) ca un control izotipic, 10 mg/mL anticorp 37A10S713 cu IgG1 umani
(SECV ID NR: 188 si 189) sau 10 mg/mL de anticorp anti-PD-1 (IgG4). Plici replicate au fost
pregatite pentru diferite momente de timp, variind intre 6-72 de ore. Plicile au fost introduse intr-
un incubator la 37°C, 5% COa.

La momentele de timp dorite, feliile tumorale au fost colectate si scufundate in RNALater
(Ambion). ARN a fost extras folosind o kitul mini RNeasy (Qiagen, cat#74106) conform
instructiunilor producitorului. Dupd extragerea ARN, 1 mg de ARN a fost utilizat pentru
transcrierea inversa folosind un kit de sintezi AND ¢ Bio-Rad iScript (cat#170-8891). Produsul
RT a fost diluat in proportie de 1 1a 7 si 3 ml s-au utilizat pentru fiecare reactie gPCR. qPCR a fost
efectuat folosind TagMan Gene Expression Master Mix de la Thermo Fisher Scientific
(cat#4369016) folosind un sistem Bio-Rad Real-Time. Analizele TagMan utilizate sunt enumerate
in Tabelul 6.

Exprimarea a fost normalizatd la CD45, cu modificarea numarului de ori calculati ca:
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Tabelul 6. Analize TagMan ale chemokinelor si citokinelor

Tinta ID analiza Sursa

CD8B Hs00174762 ml ThermoFisher Scientific
CSI2 Hs00929873 ml ThermoFisher Scientific
PRF1 Hs00169473 m1 ThermoFisher Scientific
GZMA Hs00989184 ml ThermoFisher Scientific
GZMB Hs00188051 m1 ThermoFisher Scientific
IL2 Hs00174114 ml ThermoFisher Scientific
CXCL9 Hs00171065 m1 ThermoFisher Scientific
CXCL10 Hs01124251 gl ThermoFisher Scientific
CXCL11 Hs04187682 gl ThermoFisher Scientific
FOXP3 Hs01085834 ml ThermoFisher Scientific
CTLA4 Hs00175480 ml ThermoFisher Scientific
CD45 Hs04189704_ml ThermoFisher Scientific
CXCL13 Hs00757930 ml ThermoFisher Scientific

Rezultatele acelui experimentului sunt prezentate in Figura 25. La momentul in timp de 6
ore cu tumoare pulmonard 1, anticorpul anti-ICOS a avut ca rezultat cresterea exprimarii GZMa,
GZMb, CSF2, IL2, CXCL9, CXCL10, CXCL11 si CXCL13. Anticorpul anti-PD-1, de asemenea,
a crescut exprimarea GZMa, GZMb, CSF2, CXCL9 si CXCL10, cu toate ci intr-o mai mica
misurd a prezentat si o crestere similard a CXCL11. Pentru tumoarea pulmonara 2 1a momentul de
24 de ore, tratamentul cu anticorp anti-ICOS a indicat o crestere sustinutd a CXCL11 si o oarecare
urcare continud a IL2, CXCL9 si CXCL10. Anticorpul anti-PD-1 a indicat o urcare usoard a
CXCL11 la 24 de ore.

Exemplul 12: Inducerea ligandului NKp46 pe celulele Treg, dupi tratamentul cu anticorp
anti-ICOS agonist

Celulele mononucleare din sange periferic au fost izolate de la donatori umani sdndtosi
(Research Blood Components) folosind centrifugare Ficoll (GE Life Sciences), congelate in
BamBanker (Wako-Chem) si depozitate la -150°C pana la utilizare. PMBC au fost incubate cu
anticorp anti-ICOS solubil si cu CD3 anti-uman legat de placa (strat de acoperire 1 mg/ml,
Biolegend, OKT3) la 37°C in RPMI (Gibco) suplimentat cu 10% ser fetal bovin (Sigma-Aldrich)
si 1% penicilind/streptomicind (Gibco). Trei anticorpi au fost testafi in cadrul analizei: anticorpul
puternic agonist 37A10S713, un anticorp slab agonist si un anticorp slab antagonist. Dupd patru
zile, FBMC au fost desprinse usor de pe plici si spdlate ca DPBS (Gibco) continind 1% ser fetal
bovin, 0,05% azida de sodiu (Ricco) si 2 mM EDTA (Ambion). Celulele au fost apoi blocate cu
Human Trustain FcX (Biolegend). Pentru a detecta ligandul NKp46, celulele au fost incubate cu 2
mg/mL NKp46-hlgGl Fc (R&D Systems, 1850-NK). S-a detectat Fc NKp46-hIgGl legat de
celule utilizand un IgG anti-uman conjugat (Biolegned, policlonal). Celulele au fost din nou
blocate cu Human TruStain FcX si apoi colorate cu CD56 anti-uman (Biolgend, Brilliant Violet
711, HCD56), CD16 anti-uman (Biolegend, Brilliant Violet 785, 3G8) CD4 anti-uman (Biolegend,
Brilliant Violet 510, OKT4), CD8 anti-uman (BD Biosciences, BUV395, RPA-T8), CD25 anti-
uman (Biolegend, Brilliant Violet 605, BC96) si colorant de viabilitate fixabil (eBioscience,
eFluor 780). Dupa colorare, celulele au fost fixate si permeabilizate cu setul de solutie tampon de
colorare Foxp3 / factor de transcriptie (eBioscience). Dupd permeabilizare, celulele au fost
colorate intracelular cu CD3 anti-uman (BD Biosceinces, EP-CF594, UCHT1) si Foxp3 anti-uman
(eBioscience, APC, PCH101). Celulele au fost apoi fixate in paraformaldehidi (Alfa Acsar).
Datele au fost obfinute pe un BD LSRII Fortessa si analizate pe software-ul FlowJo v10.1.
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Rezultatele experimentului respectiv sunt prezentate in Figura 26 si Figura 27.
Tratamentul cu anticorp anti-ICOS agonist 37A10S713 a avut ca rezultat inducerea puternicd a
ligandului NKp46 pe celulele Treg de la trei donatori diferiti. A se vedea Figurile 26A-F (Figurile
26A-B ilustreazd datele de la donatorul 1, Figurile 26C-D prezintd date de la donatorul 2 si
Figurile 26E-F prezintd date de la donatorul 3). Inducerea ligandului NKp46 la celulele Teff nu a
fost 1a fel de puternici ca pe celulele Treg. A se vedea Figurile 26A-F. In plus, tratamentul cu
anticorp anti-ICOS agonist 37A10S713 duce la pierderea CD16 (CD16 shedding) pe celulele NK,
sugerand activarea celulelor NK. A se vedea Figura 27.

Fard a intentiona si fim legati de o teorie in particular, se pretinde cd anticorpul anti-
ICOS agonist 37A105713 creste semnificativ nivelurile ligandului NKp46 pe celulele Treg si, de
asemenea,  activeazd  celulele  NK, ducind la  epuizarca  Treg  selectivi.

LISTA DE SECVENTE
<110> JOUNCE THERAPEUTICS, INC.

<120> ANTICORPI PENTRU ICOS

<130> 01140-0001-00PCT

<140> PCT/US16/23524

<141> 2016-03-22

<150> US 62/137.034

<151> 2015-03-23

<150> US 62/147.484

<151> 2015-04-14

<150> US 62/156.588

<151> 2015-05-04

<150> US 62/242.489

<151> 2015-10-16

<150> US 62/255.635

<151> 2015-11-16

<160> 191

<170> Patent In versiunea 3.5

<210> 1

<211> 199

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1



val

Phe

Gln

Lau

63

Lys

Tyr

Ile

His

Ile

145

Tle

Asn

<210> 2
<211> 179
<212> PRT

Lys

Leu

His

Gln

50

Thr

Phe

Asn

Phe

Ile

130

Gly

Cys

Gly

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 2

MD/EP 3273992 T2 2020.08.31

Ser

Thr

Asn

35

Phe

Lys

Cys

Leu

Asp

115

Tyr

Cys

Trp

Glu

Thr
135

Gly

Gly

20

Gly

Lys

Thy

Hisg

Aszp
100

Pro

Glu

Ala

Leu

Tyr

180

Asp

Leu

Glu

Gly

Met

Lys

Ser

85

His

Pro

Ser

Ala

Thr

165

Met

Val

Trp

Ile

val

Gln

Gly

70

Gln

Ser

Pro

Gln

Phe

150

Lys

Phe

Thr

69

Tyr

Asn

Gln

Leu

55

Ser

Leu

His

Phe

Leu

135

Val

Lys

Met

Leu

Phe

Gly

Ile

40

Leu

Gly

Ser

Ala

Lys

120

Cys

Val

Lys

Arg

Phe

Ser

25

Leu

Lys

Asn

Asn

Asn
105

Val

Cys

Val

Tyr

Ala
185

Leu
10

Ala

Cys

Gly

Thr

Asn

920

Tyr

Thy

Gln

Ser
170

Val

Phe

Asn

Lys

Gly

Val

75

Ser

Tyr

Leu

Leu

Ile

155

Ser

Azn

Cys

Tyr

Tyx

Gln

60

Ser

Val

Phe

Thr

Lys

140

Leu

Ser

Thr

Leu

Glu

Pro

45

Ile

Ile

Ser

Cvys

Gly

125

Phe

Gly

Val

Ala

Arg

Met

30

Asp

Leu

Lys

Phe

Asn
110

Gly

Trp

Cys

His

Lys
1380

Ile

15

Phe

Ile

Cys

Sear

Phe

95

Leu

Tyr

Leu

Ile

Asp

175

Lys

Lys

Ile

Val

Asp

Leu

80

Leu

Ser

Leu

Pro

Leu

160

Pro

Ser



<210> 3

Glu

Gly

Met

Lys

Ser

65

His

Pro

Sar

Ala

Thr

145

Met

Val

<211> 200
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3

Ile

Val

Gln

Gly

50

Gln

Ser

Pro

Gln

Phe

130

Lys

Phe

Thr

MD/EP 3273992 T2 2020.08.31

Asn

Gln

Leu

35

Ser

Leu

His

Phe

Leu

113

Val

Lys

Met

Leu

Gly

Ile

20

Leu

Gly

Ser

Ala

Lys

160

Cys

Val

Lys

Arg

Ser

Leu

Lys

Asn

Asn

Asn

85

Val

Cys

VvVal

yr

Ala
165

Ala

Cys

Gly

Thr

Asn

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Ser

150

Val

70

Asn

Lys

Gly

Val

55

Sex

Tyx

Leu

Leu

Ile

135

Ser

Asn

Tyr

Tyr

Gln

40

Ser

Val

Phe

Thr

Lys

120

Len

Ser

Thr

Glu

Pro

25

Ile

Ile

Ser

Cys

Gly

105

Phe

Gly

Vval

Ala

Met

10

Asp

Leau

Lys

Phe

Asn

90

Gly

Trp

Cys

His

Lys
170

Phe

Ile

Cys

Ser

Phe

75

Leu

Tyr

Leu

Ile

Asp

155

Lys

Ile

Val

Asp

Leu

60

Leu

Ser

Leu

Pro

Leu

140

Pro

Ser

Phe

Gln

Leu

45

Lys

Tyr

Tle

His

Ile

125

Ile

Asn

Arg

His

Gln

30

Thr

Phe

Asn

Phe

Ile

110

Gly

Cys

Gly

Len

Asn

15

Phe

Lys

Cys

Leu

Asp

Tyr

Cys

Trp

Glu

Thr
175

Gly

Lys

Thr

His

Asp

80

Pro

Glu

Ala

Leu

Tyr

160

Asp



Met Lys

Leu Leu

Phe His

Gln Gln
50

Leu Thr
65

Met Leu

Asn Asn

Ile Phe

Leu His
130

Pro Val
145

Len Ile

Pro Asn

Ser Arg

<210> 4

<211> 180

<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 4

MD/EP 3273992 T2 2020.08.31

Pro

Thr

Asn

35

Leu

Lys

Cys

Pro

asp

115

Ile

Gly

Ile

Ser

Leu
195

Tyr

Gly

20

Gly

Lys

Thr

Leu

Asp

160

Pro

Tyr

Trp

Glu
180

Ala

FPhe

Glu

Gly

Met

Lys

Tyr

85

Ser

Pro

Glu

Ala

Phe
165

Tyr

Gly

Cys

Ile

Val

Arg

Gly

70

His

Ser

Pro

Ser

Ala
150

Ser

Metl

Val

71

Arg

Asn

Gln

Leu

5%

Ser

Leu

Gln

Phe

Gln

135

Phe

Lys

Phe

Thr

val

Gly

Ile

40

Phe

Gly

Ser

Gly

Gln

120

Leu

Val

Lys

Met

Ser
200

Phe

sSer

25

Ser

Arg

Asn

Asn

Ser

105

Glu

Cys

Val

Lys

Ala
185

val
10

Ala

Cys

Glu

Ala

Asn

90

Tyr

Arg

Cys

val

Tyr
170

Ala

FPhe

Asp

Lys

Arg

Val

75

Ser

Tyr

Asn

Gln

Leu
155

Gly

val

Cys

His

Tyr

Glu

60

Ser

Val

Phe

Leu

Leu

140

Leu

Ser

Asn

Fhe

Arg

Pro

45

Val

Ile

Ser

Cys

Ser

125

Lys

Phe

Ser

Thxr

Leu

Met

30

Glu

Leu

Lys

FPhe

Ser

110

Gly

Leu

Gly

Vval

Asn
199

Ile
15

Phe

Thr

Cys

Asn

Phe

95

Leu

Gly

Trp

Cys

His

175

Lys

Arg

Ser

Val

Glu

Bro

80

Leu

Ser

Tyr

Leu

Ile
160

Asp

Lys



<210> 5

Glu

Gly

Lys

Tyxr

65

Ser

Pro

Glu

Ala

Phe

145

Tyr

<211> 199
<212> PRT
<213> Macaca fascicularis

<400> 5

Ile

Val

Arg

Gly

50

His

Ser

Pro

Ser

Ala

130

Ser

Met

MD/EP 3273992 T2 2020.08.31

Asn

Gln

Leu

35

Ser

Leu

Gln

Phe

Gln

115

Phe

Lys

Phe

Gly

Ile

20

Phe

Ser

Gly

Gln

100

Leu

Val

Lys

Met

Ser

Ser

Arg

Asn

Asn

Ser

85

Glu

Cys

Val

Lys

Ala
165

Ala

Cys

Glu

Ala

Asn

70

Tyr

Rrg

Cys

Val

Tyr

150

Ala

72

Asp

Lys

Arg

Val

55

Ser

Tyr

Asn

Gln

Leu

135

Gly

val

Gly

Eis

Tyr

Glu

40

Ser

Val

Phe

Leu

Leu

120

Leu

Ser

Asn

Val

Arg

Pro

25

Val

Ile

Ser

Cys

Ser

105

Lys

Phe

Ser

Thr

Thr

Met

10

Glu

Leu

Lys

Phe

Ser

90

Gly

Leu

Gly

Val

Asn
170

Ser
180

Phe

Thr

Cys

Asn

Phe

75

Leu

Gly

Trp

Cys

His
158

Ser

val

Glu

Pro

60

Leu

Ser

Tyr

Leu

Ile

140

Asp

Lys

Phe

Gln

Leu

45

Met

Asn

Ile

Leu

Pro

125

Leu

Pro

Sear

His

Gln

30

Thr

Len

Asn

Phe

His

119

Val

Ile

Asn

Arg

Asn

15

Leu

Lys

Cys

Pro

aAsp

Ile

Gly

Ile

Ser

Leu
175

Gly

Lys

Thr

Leu

Asp

80

Pro

Tyr

Cys

Trp

Glu

180

Ala



MD/EP 3273992 T2 2020.08.31

Met Lys Ser

Val Leu Thr

Phe His Asn
35

Gln Gln Phe
50

Leu Thr Lys
65

Lys Phe Cys

Tyr Asn Leu

Ile Phe asp
115

His Ile Tyr
130

Ile Gly Cys
145

Ile Cys Trp

Asn Gly Glu

Arg Leu Thr
195

<210> 6

<211> 179

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis
<400> 6

Gly

Gly

20

Gly

Lys

Thr

His

Asp

100

Pro

Glu

Alg

Leu

Tyr

180

Gly

Leu

Glu

Gly

Met

Lys

Ser

85

Arg

Pro

Ser

Thr

Thr

165

Met

Thr

Trp

Ile

Val

Gln

Gly

70

Gln

Ser

Pro

Gln

Phe

150

Lys

Phe

Thr

73

Tyx

Asn

Gln

Leu

55

Ser

Leu

His

Phe

Leu

135

Val

Lys

Met

Pro

Phe

Gly

Ile

40

Leu

Gly

Ser

Ala

Lys

120

Cys

Val

Lys

Arg

Phe

Ser

25

Leu

Lys

Asn

Asn

Asn

105

Val

Cys

Val

Tyr

Ala
185

Leu

10

Ala

Cys

Gly

Lys

Asn

80

Tyr

Thr

Gln

Cys

Ser

170

Val

Phe

Asn

Lys

Gly

Vval

75

Ser

Tyr

Leu

Len

Ile

155

Ser

Asn

Cys

Tyr

Tyr

Gln

60

Ser

Val

Phe

Thr

Lys

140

Phe

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

45

Ile

Ile

Ser

Cys

Gly

125

Phe

Gly

Val

Ala

His

Met

30

Asp

Leu

Lys

Phe

Asn

110

Gly

Txp

Cys

His

Lys
180

Met

15

Phe

Tle

Cys

Ser

Phe

95

Leun

Tyr

Leu

Ile

Asp

175

Lys

Lysa

Ile

Val

Asp

Len

80

Leu

Ser

Len

Pro

Leu

160

Pro

Ser



10

15

<210> 7
<400> 7
000
<210> 8
<400> 8
000
<210>9
<400> 9
000
<210> 10
<211> 11

Glu

Gly

Mat

Lys

Ser

65

Pro

Ser

Thx

Thxr

145

Met

Thr

7

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 10

Ile

Val

Gln

Gly

Gln

Ser

Pro

Gln

Phe

130

Lys

Phe

Thr

MD/EP 3273992 T2 2020.08.31

Asn

Gln

Len

35

Ser

leu

His

Phe

Leu

115

val

Lys

Met

Pro

Gly

Ile

20

Leu

Gly

Ser

Ala

Lys

100

Cys

val

Lys

Arg

Ser

Leu

Lys

Asn

Asn

Asn

85

Val

Cys

val

Tyr

Ala
165

Ala

Cys

Gly

Lys

Asn

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Ser

150

Val

74

Asn

Lys

Gly

Val

55

Ser

Tyr

Leu

Leu

Iie

135

Ser

Asn

Iyr

TYr

Gln

40

Ser

Val

Phe

Thr

Lys

120

Phe

Thr

Thr

Glu

Pro

25

Ile

Ile

Ser

Cys

Gly

105

Phe

Gly

Val

Ala

Met

106

Asp

Leu

Lys

Phe

Asn

90

Gly

Trp

Cys

His

Lys
170

Phe

Ile

Cys

Ser

Phe

75

Lenu

Tyr

Leu

Ile

Asp

155

Lys

Ile

Val

Asp

leuw

60

leu

Ser

Leu

Pro

Leu

140

Pro

Ser

Phe

Gln

Len

45

Lys

Tyr

Ile

Hisg

Ile

125

Ile

Asn

Arg

Bis

Gln

30

Thr

Phe

Asn

Phe

Ile

110

Gly

Cys

Gly

Leu

Asn

15

Phe

Lys

Cys

Leu

Asp

Tyr

Cys

Trp

Glu

Thr
175

Gly

Lys

Thyr

His

Asp

80

Pro

Glu

Ala

Leu

Tyr

160

Gly



MD/EP 3273992 T2 2020.08.31

75

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

Ser Leu Thr Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyx
20 25 30

Trp Met Asp Trp Val Arg Gln Gly Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Asn Ile Asp Glu Asp Gly Ser Thr Thr Tyr Tyr Ala Pro Phe Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Lys Thr ILeu Tyrxr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Val Lys Ser Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Trp Gly Arg Tyr Ala Phe Asp Ser Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 11
211> 111
<212> PRT
<213> Mesocricetus auratus
<400> 11

Asp Ile vVal Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Asp Lys Val Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Glm Ser Leu Leu Ser Gly
20 25 30

Asn Tyr Asn Tyr Leun Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Thr Gly Gln Ala Pro
35 40 45
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Lys Leu Leu Ile Phe Tyr Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Met Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Ser Leu Thr Ile Asn
€5 70 75 80

Ser Phe Gln Thr Glu Asp Leu Gly Asp Tyr Tyr Cys Gln His His Tyr
85 90 95

Ser Thr Pro Pro Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 12

<211> 10

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 12

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Mek Asp
1 5 10

<210> 13

211> 17

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 13

Asn Tle Asp Glu Asp Gly Ser Thr Thr Tyr Tyr Ala Pro Phe Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 14

<211> 8

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 14

Trp Gly Arg Tyr Ala Phe Asp Ser
1 5

<210> 15

<211> 15

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 15

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Ser Gly Asn Tyr Asn Tyr Leu Ala
1 5 10 15

<210> 16

<211>7

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 16
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<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 17

77

Tyr Ala Ser Thr Arg His Thr

1

5

Gln His His Tyr Ser Thr Pro Pr¢o Thr

1

<210> 18
<400> 18
000

<210> 19
<400> 19
000

<210> 20
211> 117
<212> PRT
<213> Mesocricetus auratus
<400> 20

Glu Val Gln Leu
1

Ser Leu Lys Leu
20

Trp Met Asp Trp
35

Gly Asn Ile Asp

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Thy Arg Trp Gly
100

Val Thr Val Ser
115

<210> 21

<211> 111

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 21

Val Glu
5

Ser Cys

Val Arg

Glu Asp

Thr Ile

70

Ser Val
85

Arqg Phe

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Lys

Gly

5

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Phe

Gly

Ser
25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Ser

Leu

Phe

Lys

Glua

Val

75

Thr

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Asn

Thr

Gln

Pro

Ser

30

Gliu

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Phe

Leu

Tyr
95
Thr

Gly

Tyx

Val

Val

Tyxr

80

Cys

Leu
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Asp Ile Val Met

Asp Arg Val

Ser Phe Asn
35

Lys Leu Leu
50

Arg Phe Met
65

Ser Phe Gln

Asn Ala Pro

<210> 22

<211> 10

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 22

<210> 23

211> 17

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 23

Asn Ile Asp Glu Asp Gly Ser Ile

1

<210> 24

<211> 8

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 24

<210> 25

Thxr

20

Tyr

Ile

Gly

Thr

Pro
100

Gly Phe Thr Phe Ser

1

Thr

Ile

Lau

Phe

Ser

Glu

85

Thr

5

Trp Gly Arg Phe Gly Phe Asp Ser

1

78

Gln Ser Pro

Asn Cys Lys

Thr Trp Tyr
40

Tyr Ala Ser
55

Gly Ser Gly
70

Asp Leu Gly

Phe Gly Pro

5

Ser Ser
10

Ser Ser
25

Gln Gln

Thr Arg

Thr Asp

Asp Tyr

90

Gly Thr
105

Asp Tyr Trp Met Asp

Leun

Gln

Lys

His

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Thr

Thr

60

Thr

Cys

lLeu

val

Leu

Gly

45

Gly

Leu

His

Glu

10

Ser

Leu

30

Gln

val

Thr

His

Leu
1190

Ala
15

Ser

Ala

Pro

Ile

His

95

Arg

Gly

Gly

Pro

Asp

Asn

80

Tyr

Thr Glu Tyr Ser Pro Phe Val Lys

10

Gly

5

15
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<211> 15

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 25

Lys Ser Ser Gln

1

<210> 26

<211>7

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 26

<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 27

<210> 28
<400> 28
000

<210> 29
<400> 29
000

<210> 30
211> 117
<212> PRT
<213> Mesocricetus auratus
<400> 30

His

79

Ser Leu Leun Ser Gly Ser Phe Asn Tyr Leu Thr

5 10

Tyr Ala Ser Thr Arg His Thr

1 5

His Hisg Tyr Asn &la Pro Pro Thr
5



<210> 31
<211> 11

Glu

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ser

Val

1

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 31

val

Leu

Met

Asn

50

Gly

Gln

Arg

Thr
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Gln

Lys

Asp

35

Ile

Arg

Met

Trp

Val
115

Lau

Leu
20

Trp

Agp

Phe

Asn

Gly

160

Ser

Val

Ser

Val

Glu

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Val

Phe

80

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Lys

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Aryg

Ser

Phe

Gly

Sear

25

Pro

Ile

Aap

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Ala

Asn

Asp

90

Jer

Len

Phe

Lys

Glu

Val

75

Thxr

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Serxr

Asn

Thr

Gln

Pxro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

aAsp

Trp

Phe

Leu

Tyr
95

Thr

Gly

Tyr

Val

val

Tyxr

80

Cysa

Leu
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Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly

Asp Arg Val Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Ser Gly
20 25 30

Ser Phe Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Thr Gly Gln Ala Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Phe Tyr Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Met Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asn
65 70 15 80

Ser Phe Gln Thr Glu Asp Leu Gly Asp Tyr Tyr Cys His His His Tyr
85 20 95

Asn Ala Pro Pro Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Leu Glu Leu Arg
109 1G5 110

<210> 32

<211> 10

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 32

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Met Asp
1 5 10

<210> 33

211> 17

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 33

Asn Ile Asp Glu Asp Gly Ser Ile Ala Glu Tyr Ser Pro Phe Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 34

<211> 8

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
<400> 34

Trp Gly Arg Phe Ala Phe Asp Ser
1 5

<210> 35

<211> 15

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
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<400> 35
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Ser Gly Ser Phe Asn Tyr Leu Thr

1

<210> 36
<211>7
<212> PRT
<213> Mesocricetus auratus

<400> 36
Tyr Ala Ser Thr Arg His Thr

1

<210> 37
<211>9
<212> PRT
<213> Mesocricetus auratus
<400> 37

His His His Tyr Asn Ala Pro Pro Thr

1

<210> 38
<400> 38

000

<210> 39
<400> 39

000

<210> 40

211> 117
<212> PRT
<213> Mesocricetus auratus
<400> 40
Glu Val Gln Leu Val

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Thr

Val

Leu

Met

Asn

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210> 41
<211> 111
<212> PRT

Lys

Asp

Ile

Arg

Met

Trp

Vval
115
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82

5

Leu

20

Trp

Asp

Phe

Asn

Gly
100

Ser

5

5

5

Ser

Val

Glu

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Val

Phe

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Phe

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp
105

10

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Leu

Phe

Lys

Glu

val

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Ser

Asn

Thr

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Ile

Tyr

Gly
110

15

Gly

15

Asp

Trp

Phe

Leu

Tyr

Thr

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Leu
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<213> Mesocricetus auratus
<400> 41
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Ser Gly
20 25 30

Ser Phe His Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Thr Gly Gln Ala Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Phe Tyr Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Met Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asn
65 70 75 80

Ser Phe Gln Thr Glu Asp Leu Gly Asp Tyr Tyr Cys His His His Tyr
85 90 95

Asn Ala Pro Pro Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Leu Glu Leu Arg
100 105 110

<210> 42

<211> 10

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 42

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Met Asp

1 5 10

<210> 43

<211> 17

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 43

Asn Tle Asp Glu Asp Gly Ser Ile Thr Glu Tyr Ser Pro Phe Val Lys

1 5 10 15

Gly

<210> 44

<211> 8

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 44

Trp Gly Arg Phe Ala Phe Asp Ser

1 5

<210> 45

<211> 15

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 45

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Ser Gly Ser Phe His Tyr Leu Thr
1 5 10 15
<210> 46

<211>7

<212> PRT
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<213> Mesocricetus auratus

<400> 46

Tyr Ala Ser Thr Arg His Thr

1 5

<210> 47

<211>9

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 47

His His His Tyr Asn Ala Pro Pro Thr
1 5

<210> 48

<400> 48

000

<210> 49

<400> 49

000

<210> 50

<L211> 117

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 50

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
20 25

Trp Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Asn Ile Asp His Asp Gly Asn Ile Ile Asn Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys
65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Val Lys Ser Glu Asp Thr Ala
85 90

Ala Arg Trp Gly His Tyr Ala Phe Asp Ser Trp Gly
100 105

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 51

211> 111

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 51

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Thr

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Leu
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Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly
1 5 10 15
Asp Lys Val Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Ser Ser
20 25 30
Gly Tyr Asn Tyr Leu Ile Trp Tyr Gln Gln Lys Thr Gly Gln Ala Pro
35 40 45
Lys Leu Leu Ile Phe Tyr Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Ile Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Thr
65 70 75 80
Ser Phe Gln Thr Glu Asp Leu Gly Asp Tyr Tyr Cys Gln His His Tyr

85 90 95
Ser Ser Pro Pro Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110

<210> 52
<211> 10
<212> PRT
<213> Mesocricetus auratus
<400> 52
Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Met Asp
1 5 10
<210> 53
<211> 17
<212> PRT
<213> Mesocricetus auratus
<400> 53
Asn Ile Asp His Asp Gly Asn Ile Ile Asn Phe Ala Pro Ser Val Lys
1 5 10 15
Gly
<210> 54
<211> 8
<212> PRT
<213> Mesocricetus auratus
<400> 54
Trp Gly His Tyr Ala Phe Asp Ser
1 5
<210> 55
<211> 15
<212> PRT
<213> Mesocricetus auratus
<400> 55
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Ser Ser Gly Tyr Asn Tyr Leu Ile
1 5 10 15
<210> 56
<211> 7
<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus
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<400> 56

Tyr Ala Ser Thr Arg His Thr

1 5

<210> 57

<211>9

<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 57

Gln His His Tyr Ser Ser Pro Pro Thr
1 5

<210> 58

<400> 58

000

<210> 59

<400> 59

000

<210> 60

<211> 117

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Regiune variabild a lantului greu 37A105713

<400> 60

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
20 25

Trp Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly

Ser Asn Ile Asp Glu Asp Gly Ser Ile Thr Glu Tyr
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys
€5 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
85 90

Thr Arg Trp Gly Arg Phe Gly Phe Asp Ser Trp Gly
100 105

Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 61
<211> 111
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<223> Regiune variabild a lantului usor 37A10S713
<400> 61

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Vval

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Phe

Leu

Tyr

85

Thr

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Leu
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<210> 62
<211> 10

Asp

Glu

Sar

Lys

Asn

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

Ile

Arg

Phe

Leu

50

Phe

Leu

Ala
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Val

Ala

Asn

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Met

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro
140

<223> VH CDR1 37A108713

<400> 62

<210> 63
<211> 17

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

Thr

Ile

Lenu

Phe

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Asn

Thx

Tyr

Gly

Asp

Phe

87

Ser

Cys

TEp

Ala

55

Ser

Val

Gly

BPro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Pxro

Asp

Ser

25

Gln

Thxr

Thr

val

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Gln

Lys

His

Phe
75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Thxr

60

Thr

Cys

Val

Val

Leu

Gly

45

Gly

Leu

His

Asp

Gly Phe Thr Phe Ser Agp Tyr Trp Met Asp

1

<223> VH CDR2 37A108713

<400> 63

<210> 64
<211> 8

5

16

Ser

Leu

30

Gln

val

Thr

His

Ile
119

Leu

15

Ser

Pro

Pro

Ile

His

95

Lys

Gly

Gly

Pro

Asp

Ser

80

Tyr

Asn Ile Asp Glu Asp Gly Ser Ile Thr Glu Tyr Sexr Fro Phe Val Lys

1

Gly

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

5

10

15
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<223> VH CDR3 37A108713

<400> 64

Trp Gly Arg Phe Gly Phe Asp Ser

1

<210> 65
<211> 15
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> VL CDR1 37A108713

<400> 65

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Ser Gly Ser Phe Asn Tyr Leu Thr

1

<210> 66
<211>7
<212> PRT

5 10

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> VL CDR2 37A108713

<400> 66

Tyr Ala Ser Thr Arg His Thr

1

<210> 67
<211>9
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> VL CDR3 37A108713

<400> 67

His His His Tyr Asn Ala Pro Pro Thr

1

<210> 68
<400> 68
000

<210> 69
<400> 69
000

<210> 70
<211> 117
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> Regiune variabila a lantului greu 37A105714

<400> 70



Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

€5

Leu

Thr

Val

Val

Leu

Met

Asn

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210> 71
<211> 111
<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

Gln

Arg

Asp

Ile

Arg

Met

Trp

Val
115
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Leu

Leu
20

Trp

Asp

Phe

Asn

Gly

100

Ser

val

Ser

Val

Glu

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Phe

89

Ser Gly Gly

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Asp
105

<223> Regiune variabild a lanfului usor 37A105714
<400> 71

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ser

Leu

Phe

Lys

Glu

Ala

75

Thr

Trp

Val

Thr

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

Gln

Pro

Ser

30

Val

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Phe

Leu

Tyr

85

Thr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Leu
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Asp

Glu

Ser

Lys

Arg

Ser

Asn

<210> 72
<211> 10
<212> PRT

Ile

Arg

Phe

Leu

50

Phe

Leu

Ala
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Val

aAla

Asn

35

Leu

Ser

Gln

Pro

<213> Secventd artificiald

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro
100

<223> VH CDR1 37A108714

<400> 72

Thr

Ile

Lenu

Phe

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Asn

Thr

Tyr

Gly

70

Asp

Phe

90

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

Pro Asp

Lys Ser
25

Tyr Gln

40

Ser Thr

Gly Thr

Ala Val

Pro Gly
105

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Met Asp

1

<210> 73
<211> 17
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> VH CDR2 37A105714

<400> 73

10

Ser
10

Ser

Gln

Asp

Tyr
90

Thr

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Thr

60

Thr

Cys

val

Val Ser

Leu Leu
30

Gly Gln

45

Gly Val

Leu Thr

His His

Asp Ile
110

Leu
15

Ser

Pro

Pro

Ile

His

95

Lys

Asn Ile Asp Glu Asp Gly Ser Ile Thr Glu Tyr Ser Pro Phe Val Lys

1

Gly
<210> 74
<211> 8
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>

<223> VH CDR3 37A105714

<400> 74

Trp Gly Arg Phe Gly Phe Asp Ser

1

<210> 75
<211> 15
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

10

15

Gly

Gly

Pro

Asp

Sexr
80
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<220>

<223> CDR1 37A10S8714

<400> 75

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Ser Gly Ser Phe Asn Tyr Leu Thr
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(57) Revendicari;

1.Un anticorp monoclonal izolat care se leagd de ICOS, unde anticorpul cuprinde (a) HCDR1
cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 62; (b) HCDR2 cuprinzand secventa de
aminoacizi cu SECV ID NR: 63; (c) HCDR3 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 64;
(d) LCDRI1 cuprinzand secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 65; (¢) LCDR2 cuprinzind secventa
de aminoacizi cu SECV ID NR: 66; si (f) LCDR3 cuprinzind secventa de aminoacizi cu SECV ID
NR: 67 si unde anticorpul cuprinde o regiune constanti a lantului greu al IgG1 umane sau o regiune
constantd a lanfului greu al IgG3 umane.

2.Anticorpul de la revendicarea 1, care cuprinde o regiune variabild a lantului greu (Vi) si o
regiune variabild a lantului usor (Vr), unde

Vi este cel putin 90% identicd secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 60 si Vi, este de cel
putin 90% identica secventei de aminoacizi cu SECV ID NR: 61.

3.Anticorpul de la revendicarea 1, care cuprinde o regiune variabild a lantului greu (Vi) si o
regiune variabild a lantului usor (Vi), unde Vi cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 60
si VL cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV ID NR: 61.

4.Anticorpul de la oricare din revendicirile de mai sus, unde anticorpul cuprinde o regiune
constantd a lanfului greu al IgG1 umane.

S.Anticorpul de la oricare din revendicirile de mai sus, unde anticorpul este un anticorp
himeric sau un anticorp umanizat.
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6.Anticorpul de la revendicarea 1, unde lanful greu cuprinde secventa de aminoacizi cu SECV
ID NR: 188 sau o variantd activd biologic a acestuia, in care unul sau mai multe reziduuri de
aminoacizi sunt addugate sau sterse la terminalul N- sau C- al polipeptidei; si lanful usor cuprinde
secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 189 sau o variantd activd biologic a acestuia, in care unul
sau mai multe reziduuri de aminoacizi sunt adiugate sau sterse, la terminalul N- sau C- al polipeptidei.

7.Anticorpul de la revendicarea 1, unde lanful gros cuprinde secventa de aminoacizi de SECV
ID NR: 188 si lanful usor cuprinde secven{a de aminoacizi cu SECV ID NR: 189.

8.Anticorpii de la oricare din revendicirile de mai sus, unde administrarea anticorpului la un
mamifer are ca rezultat: (a) o crestere a celulelor T efectoare (Teff) la mamifer si/sau (b) activarea
celulelor T efectoare (Teff) la mamifer si/sau (c) o scidere a celulelor T reglatoare (Treg) la mamifer;
unde celulele Teff sunt optional celule T CD4+ FoxP3- sau celule T CD4+ FoxP3- si celule T CD8+
sau celule T CD8+; si unde celulele Treg sunt optional celule T CD4+ FoxP3+.

9.Un acid nucleic izolat codificd anticorpii de la oricare din revendicirile de la 1 1a 8, unde
acidul nucleic este cuprins optional Intr-un vector.

10. O celuld gazdi care cuprinde vectorul de la revendicarea 9 sau care produce
anticorpul de la oricare din revendicdrile de la 1 1a 8.

11. O metodd pentru realizarea unui anticorp anti-ICOS, care cuprinde cultivarea celulei
gazdd de la revendicarea 10 in conditii adecvate pentru exprimarea anticorpului Si recuperarea
anticorpului produs de celula gazda.

12. Un anticorp anti-ICOS care poate fi produs prin metoda de revendicarea 11.

13. Anticorpul anti-ICOS de la oricare din revendicirile de la 1 1la 8 si 12 pentru
utilizarea intr-o metoda de tratare a cancerului la un mamifer.

14. Anticorpul anti-ICOS pentru utilizarea de la revendicarea 13, unde cancerul este
selectat dintre melanom, cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC), carcinom cu celule renale
(RCCQ), cancer gastric, cancer de vezicd urinard, limfom difuz cu celule B mari (DLBCL), limfom
Hodgkin, cancer ovarian, cancer de cap si git cu celule scuamoase (HNSCC) si cancer de sin triplu
negativ (TNBC).

15. Anticorpul anti-ICOS pentru utilizarea de la revendicarea 13 sau revendicarea 14,
care este destinat utilizarii cu cel putin un agent terapeutic suplimentar, unde agentul terapeutic
suplimentar este selectat optional dintre anticorp anti-PD-1 si un anticorp anti-PD-L1, sau este
optional un vaccin pentru cancer si unde vaccinul pentru cancer este selectat optional dintre un vaccin
ADN, un vaccin cu virus proiectat in laborator, un vaccin cu celule tumorale proiectat in laborator si
un vaccin pentru cancer dezvoltat folosind neoantigeni.

16. Anticorpul anti-ICOS pentru utilizarea de la oricare dintre revendicirile de la 13 la
15, unde mamiferul este un om.

17. Anticorpul anti-ICOS pentru utilizarea de la oricare din revendicirile de 1a 13 la 16,
unde o proba de cancer a fost determinati ca exprimind ICOS, unde proba prezintd optional coloratie
1+, 2+ sau 3+ la ICOS prin imunohistochimie (IHC).

18. Anticorpul anti-ICOS pentru utilizarea de la oricare din revendicarile de 1a 13 1a 17,
unde proba a fost determinatd ca avind un nivel scdzut de PD-L1 sau de a fi PD-L1-negativa sau de a
avea un nivel ridicat de PD-L1, unde nivelurile PD-L1 sunt determinate optional folosind IHC.

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