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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

10.

11.

12.

13.

In vitro postupak za generiranje bispecifi¢nog protutijela, naznacen time, da navedeni postupak obuhvaca sljedece
korake:
a) pripravljanje prvog homodimernog monospecifiénog protutijela koje sadrzi Fe regiju imunoglobulina, pri
¢emu spomenuta Fe regija sadrzi prvu CH3 regiju, gdje spomenuto prvo monospecifi¢no protutijelo ima Phe na
poziciji 405 i Arg na poziciji 409 u skladu s EU numeriranjem, i slijed Cys-Pro-Pro-Cys u zglobnoj regiji jezgre,
b) pripravljanje drugog homodimernog monospecificnog protutijela koje sadr7i Fe regiju imunoglobulina, pri
¢emu spomenuta Fc regija sadrzi drugu CH3 regiju, gdje spomenuto drugo monospecifi¢no protutijelo ima Leu
na poziciji 405 i Lys na poziciji 409 u skladu s EU numeriranjem, i slijed Cys-Pro-Pro-Cys u zglobnoj regiji
jezgre,
c) inkubiranje spomenutog prvog monospecificnog protutijela zajedno sa spomenutim drugim
monospecifiénim protutijelom pod reduciranim uvjetima dovoljnima kako bi se omogudilo da cisteini u
sljedovima Cys-Pro-Pro-Cys zglobne regije jezgre, provode izomerizaciju disulfidne veze, i
d) dobivanje spomenutog bispecifiénog protutijela;
pri ¢emu su sljedovi od spomenutih prve i druge CH3 regije razliciti i takvi su da je heterodimerna interakcija izmedu
spomenutih prve 1 druge CH3 regije ja¢a nego svaka od homodimernih interakcija od spomenutih prve i druge CH3
regije, 1 pri ¢emu se spomenuto prvo monospecifi¢no protutijelo veZe na prvi epitop a spomenuta druga
monospecifi¢na protutijela se vezu na drugi epitop, gdje su navedeni prvi 1 drugi epitop razliciti.
In vitro postupak prema patentnom zahtjevu 1, naznacen time, da je Fc regija od prvog monospecifi¢nog protutijela
od izotipa odabranog iz skupine koju ¢ine IgG1, [gG2, [gG3 11gG4, 1 time, da je Fc regija od drugog monospecifi¢nog
protutijela od izotipa odabranog iz skupine koju &ine 1gG1, IgG2, IgG3 1 [gG4.
In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da su Fc regije od oba od
spomenutog prvog i spomenutog drugog monospecifi¢nog protutijela od izotipa IgGl.
In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da heterodimerna interakcija
u rezultirajuéem bispecifiénom protutijelu je
a) takva da se ne moZe dogoditi izmjena Fab-kraka na 0,5 mM glutationa pod uvjetima koji su opisani u
Primjeru 13, i/ili
b) takva da se ne dogada izmjena Fab-kraka in vivo kod misa pod uvjetima koji su opisani u Primjeru 14, i/ili
c) vise od dva puta jaca, tako da je vise od tri puta jaca, primjerice vise od pet puta jaca od najjace od dvije
homodimerne interakcije, primjerice kada se utvrduje kao $to je opisano u Primjeru 30.
In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, nazna¢en time, da su sljedovi od navedene
prve i druge CH3 regije takvi da
a) konstanta disocijacije od heterodimera rezultirajuceg bispecifi¢nog protutijela je ispod 0,5 mikromola kada
se ispituje kao Sto je opisano u Primjeru 30, i/ili
b) konstante disocijacije od oba homodimera prvog i1 drugog monospecificnog protutijela su iznad 0,01
mikromola, kao §to je iznad 0,05 mikromola, poZeljno izmedu 0,01 i 10 mikromola, tako da su izmedu 0,051 10
mikromola, jo$ poZeljnije izmedu 0,01 1 5, tako da su primjerice izmedu 0,05 1 5 mikromola, ¢ak jo§ poZeljnije
izmedu 0,01 1 1 mikromola, tako da su primjerice izmedu 0,05 i 1 mikromola, izmedu 0,01 1 0,5 ili izmedu 0,01
10,1 mikromola, kada se ispituju kao $to je opisano u Primjeru 21.
In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da spomenuto prvo
homodimerno monospecifi¢no protutijelo nema vise od jedne aminokiselinske supstitucije u CH3 regiji, i spomenuto
drugo homodimerno monospecifi¢no protutijelo nema vise od jedne aminokiselinske supstitucije u CH3 regiji u
odnosu na divlji tip CH3 regija.
In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da navedene prva i druga
CH3 regija, osim za specificirane mutacije, sadrze slijed prikazan u SEQ ID NO: 1.
In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznaen time, da spomenuto prvo i drugo
homodimerno monospecifi¢no protutijelo, osim za bilo koje specificirane mutacije, jesu ljudska ili humanizirana
protutijela.
In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da oba spomenuta prvo i
drugo homodimerno monospecifi¢no protutijelo nadalje sadrze laki lanac.
In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da spomenuto prvo i/ili
spomenuto drugo homodimerno monospecifi¢no protutijelo posjeduje mutaciju koja odstranjuje prihvatno mjesto za
Asn-povezanu glikozilaciju.
In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da se spomenuto prvo i drugo
homodimerno monospecifi¢no protutijelo, koji su dobiveni u koraku a) 1 b), prociscavaju.
In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da se spomenuto prvo i/ili
drugo homodimerno monospecifiéno protutijelo konjugira na lijek, predlijek, ili toksin, ili sadrZi prihvatnu skupinu
za iste.
In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da
se spomenuti prvi i/ili spomenuti drugi epitop nalazi na tumorskoj stanici;
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se spomenuti prvi ili spomenuti drugi epitop nalazi na tumorskoj stanici a preostali epitop se nalazi na efektorskoj
stanici;

se spomenuti prvi ili drugi epitop nalazi na T stanici, kao §to je primjerice na CD3 koji je eksprimiran na T
stanicu;

se prvo protutijelo ili drugo protutijelo veZe na razlicite epitope na isto] tumorskoj stanici; ili

se prvo protutijelo veZe na epitop na tumorskoj stanici, i preostalo protutijelo je irelevantno ili je neaktivno
protutijelo bez ikakve relevantne aktivnosti in vivo vezanja za namjeravanu primjenu.

In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznac¢en time, da reducirani uvjeti u koraku

¢) obuhvacaju dodavanje redukcijskog sredstva, primjerice redukcijskog sredstva odabranog iz skupine koju Cine:

2-merkaptoetilamin, ditiotreitol i tris(2-karboksietil)fosfin ili njihovi kemijski derivati, ditioeritritol, glutation, L-

cistein i beta-merkapto-etanol.

In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da se korak c¢) provodi pod

reduciranim uvjetima s redoks potencijalom izmedu -150 i -600 mV, kao Sto je primjerice izmedu -250 1 -400 mV.

In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da korak c¢) obuhvaéa

inkubaciju za najmanje 90 min na temperaturi od najmanje 20°C u prisutnosti najmanje 25 mM 2-merkaptoetilamina

ili u prisutnosti od najmanje 0,5 mM ditiotreitola.

In vitro postupak prema bilo kojem od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, da korak d) obuhvaca

odstranjivanje redukcijskog sredstva, primjerice putem desalinizacije.

Postupak za odabiranje bispecifi¢nog protutijela koje ima Zeljena svojstva, naznacen time, da navedeni postupak

obuhvaca sljedece korake:

a) pripravljanje prvog kompleta homodimernih protutijela koji sadrzi protutijela s razliitim varijabilnim
regijama i sa slijedom Cys-Pro-Pro-Cys u zglobnoj regiji jezgre, pri ¢emu navedena protutijela iz spomenutog
prvog kompleta sadrZe istovjetne prve CH3 regije, gdje spomenute CH3 regije imaju Phe na poziciji 405 1 Arg
na poziciji 409 u skladu s EU numeriranjem,

b) pripravljanje drugog kompleta homodimernih protutijela koji sadrzi protutijela s razliCitim varijabilnim
regijama ili s identi¢nim varijabilnim regijama i sa slijedom Cys-Pro-Pro-Cys u zglobnoj regiji jezgre, pri ¢emu
navedena protutijela iz spomenutog drugog kompleta sadrZe istovjetne druge CH3 regije, gdje spomenute CH3
regije imaju Leu na poziciji 405 i Lys na poziciji 409 u skladu s EU numeriranjem,

c) inkubiranje kombinacija protutijela iz spomenutog prvog kompleta i iz spomenutog drugog kompleta pod
reduciranim uvjetima koji su dovoljni za omoguéavanje cisteinima u zglobnim regijama da poduzimaju
izomerizaciju disulfidne veze, ¢ime se generira komplet bispecifi¢nih protutijela,

d) opcionalno obnavljanje uvjeta za nereduciranje,

e) ispitivanje rezultirajuc¢eg kompleta bispecifi¢nih protutijela za zadana Zeljena svojstva, i

f)  odabiranje bispecifi¢nog protutijela koje ima Zeljeno svojstvo;

pri ¢emu su sljedovi od navedenih prvih 1 drugih CH3 regija razliciti i takvi su da je heterodimerna interakeija izmedu

navedenih prvih 1 drugih CH3 regija jaca nego Sto je to svaka od homodimernih interakcija od navedenih prvih i

drugih CH3 regija, i pritom spomenuto prvo i drugo homodimerno protutijelo vezu razli¢ite epitope.

Postupak za proizvodnju bispecifiénog protutijela, naznacen time, da navedeni postupak obuhvaca sljedece korake:
a) pripravljanje prvog konstrukta nukleinske kiseline koji kodira prvi polipeptid koji sadrZi prvi teSki lanac
pune duljine od protutijela koje sadrzi prvu CH3 regiju koja ima Phe na poziciji 405 1 Arg na poziciji 409 u
skladu s EU numeriranjem, i nadalje ima slijed Cys-Pro-Pro-Cys u zglobnoj regiji jezgre,

b) pripravljanje drugog konstrukta nukleinske kiseline koji kodira drugi polipeptid koji sadrzi drugi teSki lanac
pune duljine od protutijela koje sadrzi drugu CH3 regiju koja ima Leu na poziciji 405 i Lys na poziciji 409 u
skladu s EU numeriranjem, i nadalje ima slijed Cys-Pro-Pro-Cys u zglobnoj regiji jezgre,

¢) koeksprimiranje navedenih prvog 1 drugog konstrukta nukleinske kiseline u stanici domacdina, 1

d) dobivanje spomenutog bispecifiénog protutijela iz stani¢ne kulture;

pri ¢emu su sljedovi od navedenih prvih 1 drugih CH3 regija razliciti i takvi su da je heterodimerna interakeija izmedu

navedenih prvih 1 drugih CH3 regija jaca nego Sto je to svaka od homodimernih interakcija od navedenih prvih i

drugih CH3 regija, 1 pri ¢emu se navedeni prvi teski lanac pune duljine veze na prvi epitop 1 navedeni drugi teski

lanac pune duljine se veZe na drugi epitop, gdje su spomenuti prvi i drugi epitop razliciti.

Postupak prema patentnom zahtjevu 19, naznacen time, da nadalje obuhvaca znadajke iz bilo kojega od patentnih

zahtjeva 2 do 13.

Vektor ekspresije, naznacen time, da sadrZi konstrukte nukleinske kiseline koji su specificirani u bilo kojem od

patentnih zahtjeva 19 do 20.

Stanica domacina, naznacena time, da sadrZi konstrukte nukleinske kiseline koji su specificirani u bilo kojem od

patentnih zahtjeva 19 do 20.

Bispecifi¢no protutijelo, naznafeno time, da se dobiva ili se moZe dobiti putem postupka prema bilo kojem od

patentnih zahtjeva 1 do 17, 19 ili 20.

Bispecifiéno protutijelo, naznaceno time, da sadrZi prvi polipeptid koji posjeduje prvi teski lanac pune duljine

protutijela koje sadrZi prvu Fe regiju koja sadrZi prvu CH3 regiju, i drugi polipeptid koji sadrZi drugu Fc regiju koja

sadrZzi drugi teSki lanac pune duljine protutijela koje sadrzi drugu CH3 regiju,
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pri ¢emu spomenuti prvi teski lanac veZe prvi epitop 1 spomenuti drugi teski lanac veze drugi epitop, gdje su
spomenuti prvi i drugi epitop razliditi, 1 gdje su sljedovi od navedenih prvih 1 drugih CH3 regija razli¢iti i oni su
takvi da je heterodimerna interakcija izmedu navedenih prvih 1 drugih CH3 regija jaa nego 5to je to svaka od
homodimernih interakcija od navedenih prvih i drugih CH3 regija, i

a) time, da spomenuta prva CH3 regija ima Phe na poziciji 405 i Arg na poziciji 409 u skladu s EU

numeriranjem, i slijed Cys-Pro-Pro-Cys u zglobnoj regiji jezgre, i

b) time, da spomenuta druga CH3 regija ima Leu na poziciji 405 i Lys na poziciji 409 u skladu s EU

numeriranjem, i slijed Cys-Pro-Pro-Cys u zglobnoj regiji jezgre.
Bispecifi¢no protutijelo prema patentnom zahtjevu 23 ili zahtjevu 24, naznaceno time, da je prva Fc regija od
izotipa odabranog iz skupine koju &ine IgG1, IgG2, IgG3 1 IgG4, i time, da je druga Fc regija od izotipa odabranog
iz skupine koju &ine 1gG1, IgG2, IgG3 1 [gG4.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 25, naznaceno time, da su obje spomenute
prva i druga Fc regija od izotipa IgG1.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 26, naznaceno time, da navedena prva CH3
regija nema viSe od jedne aminokiselinske supstitucije, i navedena druga CH3 regija nema viSe od jedne
aminokiselinske supstitucije u odnosu na divlji tip CH3 regija.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 27, naznaceno time, da navedene prva i
druga CH3 regija, osim za specificirane mutacije, sadrZe slijed prikazan u SEQ ID NO: 1.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 28, naznaceno time, da su spomenuti prvi i
drugi teski lanac pune duljine, osim za bilo koje specificirane mutacije, od ljudskog ili humaniziranog protutijela.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 29, naznaceno time, da nadalje ukljucuje
dva laka lanca pune duljine.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 30, naznaceno time, da spomenuti prvi i/ili
spomenuti drugi polipeptid sadrZi mutaciju koja odstranjuje prihvatno mjesto za Asn-povezanu glikozilaciju.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 31, naznaceno time, da je spomenuti prvi
i/ili spomenuti drugi polipeptid konjugiran na lijek, predlijek ili toksin, ili posjeduje prihvatnu skupinu za iste.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 32, naznaceno time, da

se spomenuti prvi i/ili spomenuti drugi epitop nalazi na tumorskoj stanici;

se spomenuti prvi ili spomenuti drugi epitop nalazi na tumorskoj stanici a preostali epitop se nalazi na efektorskoj

stanici;

se spomenuti prvi ili drugi epitop nalazi na T stanici, kao §to je primjerice na CD3 koji je eksprimiran na T

stanicu;

se prvi teski lanac 1 drugi teski lanac vezu na razlidite epitope na istoj tumorskoj stanici; ili

se prvi teski lanac veZe na epitop na tumorskoj stanici, i preostali teSki lanac je od irelevantog ili neaktivnog

protutijela bez ikakve relevantne aktivnosti in vivo vezanja za namjeravanu primjenu.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 33, naznaceno time, da su navedeni prvi i
drugi epitop lokalizirani na tumorskoj stanici 1 pritom bispecifi¢no protutijelo ima specifi¢nost vezanja za cilj
odabran iz skupine koju ¢ine: erbB1 (EGFR), erbB2 (HER2), erbB3, erbB4, MUC-1, CD19, CD20, CD4, CD38,
CD138, CXCRS, c-Met, HERV-obavijeni protein, periostin, Bigh3, SPARC, BCR, CD79, CD37, EGFrvIlIl, L1-
CAM, AXL, Tkivni faktor (TF), CD74, EpCAM, i MRP3.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 33, naznaceno time, da su navedeni prvi i
drugi epitop lokalizirani na tumorskoj stanici i pritom bispecifi¢no protutijelo ima specifi¢nost vezanja za ciljnu
kombinaciju odabranu iz skupine koju ¢ine: erbB1 + erbB2, erbB2 + erbB3, erbB1 + erbB3, CD19 + CD20, CD38
+ CD34, CD4 + CXCRS5, CD38 + RANKL, CD38 + CXCR4, CD20 + CXCR4, CD20 + CCR7, CD20 + CXCRS,
CD20 + RANKL, erbB2 + AXL, erbB1 + cMet, erbB2 + cMet, erbB2 + EpCAM, c-Met + AXL, c-Met + TF, CD38
+ CD20, CD38 + CD138.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 33, naznaceno time, da je navedeni prvi ili
drugi epitop lokaliziran na tumorskoj stanici i preostali epitop je lokaliziran na efektorskoj stanici, pri ¢emu
bispecifi¢no protutijelo ima specificnost vezanja za cilj odabran iz skupine koju ¢ine: FcgamaRI (CD64),
FegamaRIII (CD16), CD3, CD89, CD32a, FceRI.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 33, naznaceno time, da ima specifi¢nost
vezanja za ciljnu kombinaciju odabranu od: CD3 + HER2, CD3 + CD20, IL-12 + IL18, IL-1a + IL-1b, VEGF +
EGFR, EpCAM + CD3, GD2 + CD3, GD3 + CD3, HER2 + CD64, EGFR + CD64, CD30 + CD16, NG2 + CD28,
HER2 + HER3, CD20 + CD28, HER2 + CD16, Bcl2 + CD3, CD19 + CD3, CEA + CD3, EGFR + CD3, IgE + CD3,
EphA2 + CD3, CD33 + CD3, MCSP + CD3, PSMA + CD3, TF + CD3, CD19 + CD16, CD19 + CD16a, CD30 +
CD16a, CEA + HSG, CD20 + HSG, MUC1 + HSG, CD20 + CD22, HLA-DR + CD79, PDGFR + VEGF, IL17a +
IL23, CD32b + CD25, CD20 + CD38, HER2 + AXL, CD89 + HLA klasa I, CD38 + CD138, TF + cMet, Her2 +
EpCAM, HER2 + HER2, EGFR + EGFR, EGFR + c-Met, c-Met + nevezuju¢i krak i kombinacije receptora spojenih
G-proteina.
Bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 23 do 37, naznaceno time, da je za uporabu kao
lijek.
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39. Farmaceutski pripravak, naznacen time, da sadrZi bispecifi¢no protutijelo prema bilo kojem od patentnih zahtjeva
23 do 37, 1 farmaceutski prihvatljiv nosac.
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