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Opis wynalazku

Dziedzina techniki

Niniejszy wynalazek dotyczy przeciwciata, ktére wigze sie z receptorem folianu o (dalej okres$la-
nym jako FOLR1, ang. Folate Receptor Alpha) i wykazuje aktywno$¢ cytotoksycznosci komérkowej za-
leznej od przeciwciat. Dokfadniej wynalazek dotyczy przeciwciata anty-FOLR1 i jego koniugatéow ze
zwigzkami czynnymi farmakologicznie. Ponadto wynalazek dotyczy kompozycji farmaceutycznych za-
wierajgcych takie przeciwciata i ich koniugaty.

FOLR1 jest zakotwiczonym w GPI biatkiem btonowym o wysokim powinowactwie do folianu i petni
wazne funkcje zwigzane z proliferacjg lub przezyciem komérek (Int J Cancer, 2006. 119(2): s.243-50.).
FOLR1 wykazuje wzor ograniczonej ekspresji w prawidtowych tkankach nerki, ptuca, jelita itp. (Anal
Biochem, 2005. 338(2): s. 284-93).

Wysokg ekspresje FOLR1 obserwuje sie w réznych nowotworach, takich jak rak jajnika Anal Bio-
chem, 2005. 338(2): s. 284-93, J Thorac Oncol, 2012. 7(5): s. 833-840) J Thorac Cardiovasc Surg,
2001. 121(2): s. 225-33), rak nerki (Anal Biochem, 2005. 338(2): s. 284-93), rak ptuc (Anal Biochem,
2005. 338(2): p. 284-93, rak piersi (Anal Biochem, 2005. 338(2): s. 284-93).

W szczegdblnosci doniesiono, ze poziom ekspresji FOLR1 jest zwigzany ze stopniem zto$liwosci,
progresjg i rokowaniem w raku jajnika (Int J Cancer, 1997. 74(2): s. 193-8, Int J Cancer, 1998. 79(2): s.
121-6). Ponadto doniesiono réwniez, ze rozpuszczalny FOLR1 byt istotnie podwyzszony w surowicy
pacjentéw z rakiem jajnika w poréwnaniu z surowicg zdrowych dawcéw (PLoS One, 2009. 4(7):
p.e6292). Tak wiec FOLR1 jest obiecujgcg czgsteczkg docelowg w leczeniu tych rodzajow raka.

LK26 jest znane jako mysie przeciwciato monoklonalne przeciwko FOLR1 (EP 0197435). LK26
humanizowano przez zmiane CDR do podawania pacjentowi jako przeciwciato do leczenia raka (US
5952484). Jednak, jego powinowactwo zostato znacznie zmniejszone przez humanizacje.

Znane jest przeciwcialto MORADb-003, ktére ma réwnowazne powinowactwo wobec FOLR1 do
przeciwciata LK26, oparte na humanizowanym przeciwciele LK26 (Cancer Immun, 2007. 7: s. 6). Uwaza
sie, ze aktywno$é przeciwnowotworowa in vitro MORADb-003 przypisywana jest aktywnos$ci ADCC i ak-
tywnosci CDC.

Z drugiej strony, istnieje doniesienie, ze MORADb-003 nie wykazuje aktywnos$ci hamujgcej wigza-
nie folianu, 5-metylotetrahydrofolianu (5-MTHF) lub pemetreksedu w komérkach FOLR1-dodatnimi,
a samo przeciwciato nie hamuje proliferacji komérek FOLR1-dodatnich (Cancer Chemother Pharmacol,
2012. 70(1): p.113-20).

Badanie kliniczne | fazy wykazato, ze MORADb-003 wykazuje bezpieczenstwo i tolerancje w daw-
kach od 12,5 do 400 mg/m? (Clin Cancer Res, 2010. 16(21): p. 5288-95). Co wiecej, badanie kliniczne
fazy Il wykazato, ze MORAD-003 w potgczeniu z paklitakselem i karboplatyng wykazywat znaczaca
aktywno$é przeciwnowotworowg u pacjentek z nawracajgcym rakiem jajnika wrazliwym na platyne
(J Clin Oncol, 2010, 28(15): 5001).

Jednakze, badanie kliniczne u pacjentek z nawrotowym rakiem jajnika opornym na platyne zo-
stato przerwane z powodu mozliwos$ci niespetnienia punktu koricowego, jakim byta poprawa wczes$niej
okre$lonych kryteriow statystycznych (przezycie bez progresji lub catkowity czas przezycia) w analizie
posredniej.

Przyktadem czynnika przeciwrakowego ukierunkowanego na FOLR1 moze byé EC-145, ktéry
jest wytwarzany przez sprzeganie czynnika przeciwrakowego z folianem, opré¢cz powyzszego przeciw-
ciata anty-FOLR1. Srodek przeciwnowotworowy sprzezony z folianem wykazuje swojg skutecznosé,
opartg na wiasciwosciach FOLR1 zwigzanych z wychwytem folianu. Dlatego sugeruje sie, ze skoniugo-
wany z folianem $rodek przeciwnowotworowy bedzie nieskuteczny w komoérkach rakowych o niskiej
aktywnosci wychwytu folianu, chociaz FOLR1 ulega ekspresji w komérkach nowotworowych organizmu.

Pomimo ciggtego postepu w leczeniu rakéw litych i poprawy rokowania, nie odnotowano znaczg-
cej poprawy rokowania w raku jajnika, odkgd w 1980 roku pojawita sie terapia z uzyciem platyny (NatRev
Cancer, 2011. 11(10): p. 719-25), a rak jajnika nadal jest gtdwng przyczyng $mierci z powodu raka
u kobiet. Powodem jest to, ze rak jajnika staje sie oporny na dziatanie platyny i w rezultacie nawracajgcy
rak jajnika jest nieuleczalny.

Oznacza to, ze wyzwania w leczeniu raka jajnika to wydtuzenie okresu przed nawrotem po odpo-
wiedzi na chemioterapie z uzyciem srodka platynowego lub podobnego, zapobieganie opornosci raka
jajnika na $rodek platynowy i ustalenie terapii raka jajnika opornego na platyne.
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Dodatkowym problemem w terapii z zastosowaniem przeciwciat, jest masa czgsteczkowa kon-
wencjonalnego przeciwciata monoklonalnego (~150 kD), ktéra jest zbyt duza, aby umozliwi¢ przeniknie-
cie przeciwciafa do tkanki, co skutkuje nizszym skutecznym stezeniem w regionie guza i niewystarcza-
jacym efektem terapeutycznym.

Ponadto szereg faktéw, takich jak ditugi cykl rozwoju, wysokie koszty produkcji oraz brak stabil-
nosci w petni humanizowanych tradycyjnych przeciwciat, ogranicza ich zastosowanie i popularno$é
w praktyce klinicznej. Problematyczne jest takze zwalidowanie duzoskalowych procesow sktadania frag-
mentbéw przeciwciat zawierajgcych fancuchy lekkie i ciezkie, a tym samym rozwigzania laboratoryjne
skierowane do FOLR1 sg trudne do przetozenia na skale produkcyjng, a wiec niedostepne w terapii.

Tak wiec, nadal brakuje zadowalajgcych konstruktéw przeciwciat albo ich fragmentéw skierowa-
nych przeciwko FOLR1, ktére mogtyby by¢ zastosowane w terapii. Dlatego pilng potrzebg w dziedzinie
jest opracowanie nowych specyficznych konstruktdéw, ktére sg skuteczne przeciwko nowotworom zwig-
zanym z ekspresjg FOLR1.

Muyldermans, S. (2013) Annu. Ks. Biochem. 82, 775-797 ujawnia nanociata: przeciwciata jedno-
domenowe i podkresla jego zalety, w tym ich korzystne wiasciwosci biochemiczne i ekonomiczne; po-
winowactwo wielkosSci, specyficznos¢, stabilno$é i koszty produkciji. Przeciwciata jednodomenowe
(sdAb) roznig sie od konwencjonalnych przeciwciat 4-taricuchowych tym, ze posiadajg pojedynczg do-
mene zmienng przeciwciata monomerycznego. Na przyktad wielbtgdowate i rekiny produkujg sdAbs
zwane przeciwciatami zawierajgcymi tylko tancuchy ciezkie (HcAbs), w ktérych naturalnie brakuje tan-
cuchéw lekkich. Fragment wigzgcy antygen w kazdym ramieniu przeciwciata tylko z fancuchem ciezkim
wielbtgdowatych ma pojedynczg domene zmienng tancucha ciezkiego (VHH), ktéra moze mie¢ wysokie
powinowactwo do antygenu bez pomocy taincucha lekkiego. VHH wielbtagdkowatych jest znany jako naj-
mniejszy funkcjonalny fragment wigzgcy antygen o masie czgsteczkowej okoto 15 kD. Takie czgsteczki
VHH moga by¢ wykorzystywane samodzielnie np. w réznych testach immunologicznych (zamiast scFv,
IgG) lub stuzyé tez stuzyé samodzielnie lub jako no$nik substanciji aktywnej. Jednakze, jeden rodzaj
fragmentu wigzgcego antygen moze nie byé wystarczajgcy dla zapewnienia skutecznej terapii nowo-
tworéw zwigzanych z FOLR1. Z kolei dimeryzacja samych tancuchéw VHH obniza efektywnos$¢ wigza-
nia docelowego miejsca.

Niniejszy wynalazek rozwigzuje powyzsze problemy poprzez dostarczenie dwéch réznych frag-
mentéw VHH skierowanych przeciwko FOLR1, ktére wykazujg aktywno$é przeciwnowotworowg wobec
linii komdrkowych in vitro i in vivo. Takie fragmenty VHH pozwalajg na odtworzenie petnej dlugosci
przeciwciat z zastosowaniem fragmentu statego tafncucha ciezkiego ludzkich przeciwciat klasy IgG. Tak
odtworzone przeciwciato zachowuje wtasciwosci i site wigzania antygenu a dodatkowo wprowadzony
fancuch staty pozwala na wydajne otrzymanie heterodimerycznych przeciwciat. Ponadto, niniejszy wy-
nalazek dostarcza sposob wytwarzania przeciwciata anty-FOLR1, koniugowania ich z czgsteczkami
czynnymi farmakologicznie oraz kompozycje farmaceutyczng zawierajacg takie przeciwciato lub oparty
na nim koniugat.

Bardziej szczegétowo, przedmiotem wynalazku sg sekwencje VHH bedgce zmodyfikowanym tan-
cuchem ciezkim pochodzgcym z przeciwciat zwierzat z rodziny wielbtgdowatych (Camelidae), do ktérej
nalezg m. in wielbtady i lamy (jak Lama gama). Przeciwciata tych zwierzat posiadajg 2 rodzaje tancu-
chéw zmiennych: VH oraz VHH charakterystyczne dla podklasy przeciwciat IgG2 i IgG3 tej rodziny
zwierzgt. Charakteryzujg sie one zdolnos$cig wigzania antygenu. W poréwnaniu z klasycznym fragmen-
tem zmiennym fancucha ciezkiego, posiadajg wydtuzong domene CDR3 oraz dodatkowy mostek dwu-
siarczkowy, ktory stabilizuje czasteczke. Fragmenty VHH majg liczne przewagi w poréwnaniu z po-
wszechnie wykorzystywanymi jednotancuchowymi fragmentami zmiennymi (single-chain fragment va-
riable-scFv). Przede wszystkim bardzo uproszczona jest procedura i tatwo$¢ klonowania z réznych bi-
bliotek: natywnych, syntetycznych czy bibliotek otrzymanych po immunizacji lam. VHH bardzo tatwo
wyprodukowaé w bakteriach: w duze;j ilosci i formie rozpuszczalnej co utatwia oczyszczanie i minimali-
zuje koszty produkcji. Czasteczki VHH charakteryzujg sie ponadto wysokg stabilno$cig co utatwia prace
Z nimi a takze wysokim i specyficznym wigzaniem do antygenéw. Czgsteczki VHH mogg by¢ wykorzy-
stywane samodzielnie np. w ré6znych testach immunologicznych (zamiast scFv, IgG) lub stuzy¢ tez stu-
zy¢ jako nos$nik substancji aktywnej, co jest coraz powszechniej testowane np. w terapii nowotwordw.
Wyselekcjonowane fragmenty VHH pozwalajg ponadto na odtworzenie peinej dtugosci przeciwciat
z zastosowaniem np. fancucha statego z ludzkich przeciwciat klasy IgG, a zatem mogg stuzyc¢ jako punkt
wyjécia do przygotowania innej klasy czgsteczek z klasy przeciwciat. Przedmiotem wynalazku jest otrzy-
manie przeciwciat wigzgcych sie do receptora FOLR1 w taki sposéb, ze do jednego z ramion fragmentu
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statego tafncucha ciezkiego ludzkich przeciwciat IgG dotgczony jest pierwszy fragment VHH wigzgcy sie
do receptora FOLR1, a do drugiego ramienia wspomnianego fancucha ciezkiego dotgczony jest drugi
fragment VHH wigzacy sie receptora FOLR1, przy czym wspomniane fragmenty VHH sg rézne od sie-
bie. Dotgczony fragment staty tancucha ciezkiego ludzkich przeciwciat IgG ma wprowadzong mutacjg
pozwalajgcg na wydajne otrzymywanie heterodimerycznych przeciwciat. Otrzymane przeciwciata sta-
nowig nos$nik, do ktérego jest nastepnie koniugowana metodami chemicznymi czgsteczka cytostatyku.
Otrzymany immunokoniugat jest wykorzystany w terapii nowotworéw, ktére charakteryzujg sie nadeks-
presjg receptora FOLR1. Tego typu nadekspresja jest charakterystyczna m. in. dla nowotworu jajnika.

W pierwszym aspekcie niniejszy wynalazek dostarcza:
pierwszy fancuch VHH anty-FOLR1, zawierajgcy region determinujgcy komplementarno$¢ (CDR) fan-
cucha VHH skfadajgcy sie z CDR1 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 1, CDR2 jak przedstawiono SEQ
ID NO.: 2i CDR3 jak przedstawiono SEQ ID NO.: 3.

W drugim aspekcie niniejszy wynalazek dostarcza
drugi fancuch VHH anty-FOLR1, zawierajgcy region determinujgcy komplementarno$é (CDR) taficucha
VVHH skfadajacy sie z CDR1, jak przedstawiono w SEQ ID NO: 4, CDR2 jak przedstawiono w SEQ ID
NO.: 5i CDR3 jak przedstawiono w SEQ ID NO.: 6.

Wspomniane CDR1, CDR2 i CDR3 s3g rozdzielone przez regiony zrebowe FR1, FR2, FR3 i FR4
fancucha VHH, a wigzanie wspomnianego pierwszego i drugiego tancucha VHH anty-FOLR1 moze blo-
kowaé wigzanie ligandéw do FOLR1 i wywotywa¢ cytotoksyczno$é komaorkows.

Trzeci aspekt niniejszego wynalazku zapewnia pierwszy faricuch VHH anty-FOLR1, a wspo-
mniany tancuch VHH zawiera region zrebowy (FR) i region determinujgcy komplementarno$¢ (CDR)
wedtug pierwszego aspektu, przy czym wspomniany region zrebowy sktada sie z FR1 jak przedstawiono
w SEQ ID NO:7, FR2 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 8, FR3 jak przedstawiono w SEQ ID NO:
9 i FR4 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 11.

Czwarty aspekt niniejszego wynalazku zapewnia drugi tancuch VHH anty-FOLR1, a wspomniany
tancuch VHH zawiera region zrebowy (FR) i region determinujgcy komplementarno$¢ (CDR) wedtug
drugiego aspektu, przy czym wspomniany region zrebowy skfada sie z FR1 jak przedstawiono w SEQ
ID NO:7, FR2 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 8, FR3 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 10 i FR4 jak
przedstawiono w SEQ ID NO: 11.

W korzystnej postaci wykonania pierwszy tancuch VHH anty-FOLR1 ma sekwencje jak przedsta-
wionow SEQ ID NO.: 12.

W korzystnej postaci wykonania drugi tancuch VHH anty-FOLR1 ma sekwencje jak przedsta-
wiono w SEQ ID NO.: 13.

Pigty aspekt niniejszego wynalazku dostarcza pierwszy fragment przeciwciata anty-FOLR1, ktéry
jest skierowany przeciwko FOLR1 i zawiera pierwszy tancuch VHH, jak przedstawiono w sekwencji
aminokwasowej SEQ ID NO: 12, przy czym wspomniany pierwszy tancuch VHH jest funkcjonalnie po-
faczony z pierwszym fragmentem statego tancucha ciezkiego Fc ludzkiej IgG jak przedstawiono w se-
kwencji aminokwasowej SEQ ID NO: 14 i wspomniany pierwszy fragment przeciwciafa jest jak przed-
stawiono w SEQ ID No: 16.

Szébsty aspekt niniejszego wynalazku dostarcza drugi fragment przeciwciata anty-FOLR1, ktory
jest skierowany przeciwko FOLR1 i zawiera drugi tancuch VHH, jak przedstawiono w sekwencji amino-
kwasowej SEQ ID NO: 13, przy czym wspomniany drugi tancuch VHH jest funkcjonalnie potagczony
z drugim fragmentem statego tancucha ciezkiego Fc ludzkiej IgG jak przedstawiono w sekwencji ami-
nokwasowej SEQ ID NO: 15 i wspomniany drugi fragment przeciwciata jest jak przedstawiono w SEQ
ID No: 17.

Siédmy aspekt niniejszego wynalazku dostarcza przeciwciato anty-FOLR1 ztozone z fragmentow
wedtug piagtego i széstego aspektu wynalazku zwinietych do postaci heterodimeru. Heterodimer prze-
ciwciata anty FOLR1 sktada sie z pierwszego fragmentu przeciwciata przedstawionego przez SEQ
ID NO: 16 i drugiego fragmentu przeciwciata przedstawionego przez SEQ ID NO: 17, potgczonych do
postaci heterodimeru dzieki mutacjom wprowadzonym w regionie Fc.

Osmy aspekt niniejszego wynalazku dostarcza polinukleotydy, a wspomniane polinukleotydy ko-
duja:
biatka pierwszego fragmentu przeciwciata anty-FOLR1 wedtug pigtego aspektu niniejszego wynalazku
jak przedstawiono w SEQ ID NO:21 i drugiego fragmentu przeciwciata anty-FOLR1 wedtug szdstego
aspektu niniejszego wynalazku jak przedstawiono w SEQ ID NO: 22;
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biatka pierwszego fragmentu statego fancucha ciezkiego Fc ludzkiej IgG jak przedstawiono w sekwencji
aminokwasowej SEQ ID NO: 19 i drugiego fragmentu statego tafncucha ciezkiego Fc ludzkiej 1gG jak
przedstawiono w sekwencji aminokwasowej SEQ ID NO: 20;

pierwszy tancuch VHH anty-FOLR1 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 23;

drugi tancuch VHH anty-FOLR1 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 24.

W pewnym korzystnym wykonaniu wspomniane polinukleotydy wedtug 6smego aspektu wyna-
lazku majg sekwencje nukleotydowg jak przedstawiono w SEQ ID NO: 21 i SEQ ID NO.: 22.

W innej korzystnej postaci wykonania, wspomniane polinukleotydy sg sekwencjami DNA.

Dziewiaty aspekt niniejszego wynalazku dostarcza wektor ekspresyjny, ktéry to wektor ekspre-
syjny zawiera polinukleotydy wedtug ésmego aspektu niniejszego wynalazku, w szczeg6Inosci polinu-
kleotydy wedtug 6smego aspektu wynalazku, ktére majg sekwencje nukleotydowg jak przedstawiono
w SEQ ID NO: 21 i SEQ ID NO.: 22.

Dziesigty aspekt niniejszego wynalazku zapewnia komérke gospodarza, a wspomniana komoérka
gospodarza zawiera wektor ekspresyjny wedtug dziewigtego aspektu niniejszego wynalazku albo poli-
nukleotydy wedtug 6smego aspektu niniejszego wynalazku zintegrowane z genomem komorki gospo-
darza.

W pewnej korzystnej postaci wykonania, wspomniana komérka gospodarza jest komérkg E. coli
albo komorkg ssacza.

Jedenasty aspekt niniejszego wynalazku zapewnia spos6b wytwarzania przeciwciat anty-FOLR1
obejmujgcy etapy:

(a) hodowanie wspomnianej komérki gospodarza jak okreslono w dziesigtym aspekcie niniejszego
wynalazku w warunkach odpowiednich do wytwarzania przeciwciat, otrzymujgc w ten sposéb
hodowle zawierajgcg wspomniane przeciwciata anty-FOLR1; oraz

(b) wyizolowanie lub odzyskanie wspomnianych przeciwciat anty-FOLR1 ze wspomnianej hodowli.

W korzystnym wykonaniu, wspomniane przeciwciato anty-FOLR1 ma sekwencje aminokwasowg
okre$long przez sekwencje pierwszego tancucha heterodimeru SEQ ID NO: 16 i drugiego tafncucha
heterodimeru SEQ ID NO.: 17.

Dwunasty aspekt niniejszego wynalazku dostarcza immunokoniugat, a wspomniany immunoko-
niugat zawiera:

(a) przeciwciato anty-FOLR1 wedtug siédmego aspektu niniejszego wynalazku; oraz

(b) czesS¢ sprzezong wybrang z grupy sktadajacej sie z wykrywalnego markera, leku, toksyny, cy-
tokiny, radionuklidu i enzymu.

W innym korzystnym wykonaniu, wspomniang czescig sprzezong jest lek lub toksyna.

W innej korzystnej postaci wykonania wspomniana cze$é sprzezona jest wykrywalnym marke-
rem.

W innym korzystnym wykonaniu, wspomniany koniugat jest wybrany z grupy skfadajgcej sie
z markerow fluorescencyjnych lub luminescencyjnych, radiomarkeréw, $rodkéw kontrastowych MRI (ob-
razowania metodg rezonansu magnetycznego) lub CT (tomografii komputerowej) lub enzymoéw, radio-
nuklidéw, biotoksyn, cytokin (np. IL-2). itp.), przeciwciat, fragmentéw Fc przeciwciat, fragmentdéw scFv
przeciwciat, nanoczgstek ztota, czgstek wirusa, liposoméw, czagstek nanomagnetycznych, enzymow ak-
tywujgcych prolek (lub biatko podobne do hydrolazy bifenylowej (BPHL)), $srodkéw chemioterapeutycz-
nych (np. cisplatyna, maitansynoidy, aurystatyna i jej pochodne jak Monometyloaurystatyna E (MMAE))
lub dowolnych postaci nanoczastek itp., ktére wytwarzajg wykrywalne produkty.

Trzynasty aspekt wynalazku dostarcza przeciwciata anty-FOLR1 wediug siédmego aspektu ni-
niejszego wynalazku do zastosowania jako (a) Srodek do wykrywania czgsteczki FOLR1; lub (b) lek do
leczenia nowotwordow.

W innym korzystnym wykonaniu, wspomniane wykrywanie obejmuje wykrywanie prowadzone za
pomocg cytometrii przeptywowej lub immunofluorescenciji komérkowe;.

Czternasty aspekt wynalazku dostarcza kompozycje farmaceutyczng zawierajgca:

(i) przeciwciata anty-FOLR1 wedtug si6dmego aspektu niniejszego wynalazku albo immunokoniu-
gat wedtug dwunastego aspektu niniejszego wynalazku; oraz

(i) farmaceutycznie dopuszczalny nos$nik.

W innym korzystnym wykonaniu wspomniana kompozycja farmaceutyczna jest w postaci nada-
jacej sie do wstrzykniec.
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W innej korzystnej postaci wykonania, wspomniana kompozycja farmaceutyczna jest przezna-
czona do stosowania w leczeniu raka, a wspomniany rak jest wybrany z grupy sktadajgcej sie z raka
jajnika, raka nerki, raka ptuc, raka piersi.

Pietnasty aspekt niniejszego ujawnienia zapewnia jedno lub wiekszg liczbe zastosowan przeciw-
ciat anty-FOLR1 zgodnie z si6dmym aspektem niniejszego wynalazku albo immunokoniugatu wedtug
dwunastego aspektu niniejszego wynalazku:

(i) do wykrywania ludzkiej czgsteczki FOLR1;

(i) do testu cytometrii przeptywowej;

(iiiy do wykrywania immunofluorescencji komdrkowej;
(iv) do leczenia raka;

(v) do diagnozowania raka.

W innym korzystnym wykonaniu, wspomniane zastosowanie jest niediagnostyczne i nieterapeu-
tyczne.

Szesnasty aspekt niniejszego wynalazku zapewnia zastosowanie przeciwciat anty-FOLR1 zgod-
nie z sioddmym aspektem niniejszego wynalazku i/lub immunokoniugatu wedtug dwunastego aspektu
niniejszego wynalazku do przygotowania srodka, ptytki do wykrywania lub zestawu; przy czym wspo-
mniany Srodek, ptytke lub zestaw do wykrywania stosuje sie do wykrywania biatka FOLR1 w badanej
prébce. Ponadto, ujawnione jest zastosowanie przeciwciat anty-FOLR1 zgodnie z si6dmym aspektem
niniejszego wynalazku i/lub immunokoniugatu wedfug dwunastego aspektu niniejszego wynalazku do
przygotowania leku,

przy czym ten lek jest stosowany do leczenia lub profilaktyki nowotworéw eksprymujgcych FOLR1
(tj. FOLR1-dodatnich).

W innej korzystnej postaci wykonania, wspomniany nowotwér obejmuje raka jajnika, raka nerki,
raka ptuc, raka piersi, najkorzystniej raka jajnika.

Kroétki opis figur

Figura 1 przedstawia wyniki badan powinowactwa domeny VHH anty-FOLR1 jak przedstawiono
w SEQ ID NO: 12.

Figura 2 przedstawia wyniki badan powinowactwa domeny anty-FOLR1 jak przedstawiono
w SEQ ID NO: 13.

Opis szczegoétowy

Przeciwciata anty-FOLR1 i oparte na nich koniugaty wedtug wynalazku mogg skutecznie bloko-
wacé oddziatywanie miedzy FOLR1 i jego ligandami. Analiza BiaCore T200 pokazuje, ze przeciwciata
anty-FOLR1 charakteryzujg sie wysokim powinowactwem, doskonatg stabilnoscig i znaczacym dziata-
niem hamujgcym nowotwory.

Stosowane tu okres$lenia ,przeciwciata wedtug wynalazku”, ,przeciwciata anty-FOLR1 wedtug wy-
nalazku” i ,przeciwciata FOLR1 wedtug niniejszego wynalazku” sg zamienne i odnoszg sie do przeciw-
ciat, ktére specyficznie rozpoznajg i wigzg sie z FOLR1 L1 (w tym ludzkim FOLR1). Bardziej korzystne
wspomniane przeciwciata anty-FOLR1 zgodnie z si6dmym aspektem niniejszego wynalazku.

Stosowane tu okreslenie ,przeciwciato” oznacza heterodimeryczne przeciwciato wigzace sie do
receptoréw FOLR1, w ktérym do pierwszego ramienia fragmentu statego fancucha ciezkiego ludzkich
przeciwciat IgG dotgczony jest pierwszy fragment VHH wigzacy sie do receptora FOLR1, a do drugiego
ramienia tancucha ciezkiego ludzkich przeciwciat IgG dotgczony jest drugi fragment VHH wigzacy sie
do receptora FOLR1, przy czym
fragmenty pierwszy i drugi tancucha ciezkiego ludzkich przeciwciat IgG oraz fragmenty pierwszy i drugi
VHH wigzgcego sie do receptora FOLR1 sg rézne od siebie, oraz
fragmenty pierwszy i drugi tancucha ciezkiego ludzkich przeciwciat IgG majg wprowadzone mutacje
pozwalajgce na wydajne otrzymywanie wspomnianego heterodimerycznego przeciwciata, tj. formowa-
nie i zwijania do postaci heterodimeréw w czasie ekspresji.

Stosowane tu okreslenie VHH odnosi sie do regionu zmiennego taricucha ciezkiego przeciwciata.
Jest to najmniejszy fragment wigzgcy antygen o petnej funkciji.

Stosowane tu okreslenie ,zmienny” odnosi sie do tego, ze pewne czeSci regionu zmiennego
w przeciwciatach roéznig sie sekwencjami, co tworzy wigzanie i specyficznos¢ réznych specyficznych
przeciwciat z ich konkretnym antygenem. Jednakze, zmienno$¢ nie jest rbwnomiernie roztozona w ca-
tym regionie zmiennym przeciwciata. Jest skoncentrowana w trzech segmentach zwanych regionami
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determinujgcymi komplementarno$é (CDR) lub regionami hiperzmiennymi w regionach zmiennych fan-
cucha lekkiego i ciezkiego. Bardziej konserwatywna cze$¢ regionu zmiennego nazywana jest regionem
zrebowym (FR). Kazdy z regionéw zmiennych naturalnych fancuchéw ciezkich i lekkich zawiera cztery
regiony FR, ktére sg zasadniczo w konfiguracji p-fatdowania, potgczone trzema CDR, ktére tworzg petle
taczaca, a w niektdrych przypadkach mogg tworzy¢ czesciowo p-pofatdowang strukture. Regiony CDR
w kazdym tancuchu sg blisko sgsiadujgce z innymi regionami FR i tworzg miejsce wigzania antygenu
przeciwciata z regionami CDR drugiego fancucha (patrz Kabat i in., NIH Publ. nr 91-3242, tom |, strony
647-669. (1991)). Regiony state nie sg bezposrednio zaangazowane w wigzanie przeciwciata z antyge-
nem, ale wykazujg rézne efekty lub funkcje, na przyktad angazujg sie w zalezng od przeciwciat cytotok-
syczno$¢ przeciwciat.

Jak wiadomo specjalistom w dziedzinie, immunokoniugaty i produkty ekspresji fuzji obejmujg:
koniugaty utworzone przez wigzanie lekow, toksyn, cytokin, radionuklidéw, enzymow i innych czgste-
czek diagnostycznych lub terapeutycznych z przeciwciatami lub ich fragmentami wedtug niniejszego
wynalazku. Ujawnienie obejmuje réwniez marker powierzchniowy komorki lub antygen, ktéry wigze sie
ze wspomnianym przeciwciatem anty-FOLR1 lub jego fragmentem.

Stosowane tu okreslenie ,region zmienny fancucha ciezkiego” i ,V1" moze by¢ uzywany zamien-
nie.

Stosowane tu okre$lenia ,region zmienny” i ,region determinujgcy komplementarno$¢ (CDR)”
mogq byé stosowane zamiennie.

Region zmienny fancucha ciezkiego wspomnianego przeciwciata zawiera 3 regiony determinu-
jace komplementarno$é: CDR1, CDR2 i CDR3.

W innej korzystnej postaci wykonania, fancuch ciezki wspomnianego przeciwciata zawiera po-
wyzszy wspomniany region zmienny fancucha ciezkiego i region staty tancucha ciezkiego.

Zgodnie z niniejszym wynalazkiem, okreslenia ,przeciwciato wedtug wynalazku”, ,biatko wedtug
wynalazku” i ,polipeptyd wedtug wynalazku” sg stosowane zamiennie i wszystkie odnoszg sie do poli-
peptydu, takiego jak biatko lub polipeptyd z regionem zmiennym taricucha ciezkiego, ktéry specyficznie
wigze sie z biatkiem FOLR1. Moga, ale nie muszg zawiera¢ metioniny startowe;j.

Wynalazek dostarcza réwniez inne biatka lub produkty ekspresji fuzji zawierajgce przeciwciata
wedtug wynalazku. W szczegdlnosci, niniejszy wynalazek obejmuje dowolne biatko lub koniugat biat-
kowy i produkt ekspresji fuzji (tj. immunokoniugat i produkt ekspresiji fuzji) majgcy tancuch ciezki zawie-
rajacy region zmienny, o ile regiony zmienne sg identyczne lub w co najmniej 90%, korzystnie co naj-
mniej 95% identyczne z ciezkim tancuchem przeciwciata wedtug niniejszego wynalazku.

Ogédlnie wtasciwosci wigzania antygenu przeciwciata mozna opisaé za pomocg trzech specyficz-
nych regionéw zlokalizowanych w regionie zmiennym tafcucha ciezkiego, okreslanym jako regiony
zmienne (CDR), a segment jest podzielony na cztery regiony zrebowe (FR). Sekwencje aminokwasowe
czterech FR sg stosunkowo konserwatywne i nie uczestniczg bezposrednio w reakcjach wigzania.
Wspomniane CDR tworzg strukture petli, w ktorej p-kartki utworzone przez FR pomiedzy nimi sg prze-
strzennie blisko siebie, a CDR na tancuchu ciezkim i CDR na odpowiednim taincuchu lekkim stanowig
miejsce wigzania antygenu przeciwciata. Sekwencje aminokwasowe tego samego typu przeciwciat
mozna poréwnaé w celu okreslenia, ktére aminokwasy tworzg regiony FR lub CDR.

Regiony zmienne tancuchdéw ciezkich przeciwciat wedtug wynalazku stajg sie przedmiotem
szczegOllnego zainteresowania, poniewaz przynajmniej czesS¢ z nich bierze udziat w wigzaniu antyge-
néw. Zatem, niniejsze ujawnienie obejmuje te czasteczki, ktére majg region zmienny faricucha ciezkiego
w przeciwciatach z CDR, pod warunkiem, ze ich CDR sg w 90% lub powyzej (korzystnie 95% lub powy-
zej, najkorzystniej 98% lub powyzej) identyczne ze zidentyfikowanymi tutaj CDR.

Niniejszy wynalazek obejmuje nie tylko nienaruszone przeciwciata, ale takze fragment(y) immu-
nologicznie czynnego przeciwciafa lub biatka fuzyjnego utworzonego z przeciwciata z innymi sekwen-
cjami. Dlatego niniejszy wynalazek obejmuje réwniez fragmenty, pochodne i analogi przeciwciat, takie
jak pojedyncze tancuchy heterodimerycznego przeciwciata wg pigtego i szdéstego aspektu wynalazku.

Stosowane tu okres$lenia ,fragment”, ,pochodna” i ,analog” odnoszg sie do polipeptydu, ktéry za-
sadniczo zachowuje te samg funkcje biologiczng lub aktywnos$¢ przeciwciata wedtug wynalazku. Frag-
menty polipeptydowe, pochodne lub analogi wedtug wynalazku mogg by¢ (i) polipeptydami majgcymi
podstawiong jedng lub wiekszg liczbe konserwatywnych lub niekonserwatywnych reszt aminokwaso-
wych (korzystnie niekonserwatywnych reszt aminokwasowych). Takie podstawione reszty aminokwa-
sowe mogaq, ale nie muszg by¢ kodowane przez kod genetyczny; lub (ii) polipeptyd zawierajgcy grupe
podstawnikowg w jednej lub wiekszej liczbie reszt aminokwasowych; lub (iii) polipeptyd utworzony przez
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fuzje dojrzatego polipeptydu i innego zwigzku (takiego jak zwigzek, ktéry zwieksza okres péttrwania
polipeptydu, na przykfad glikol polietylenowy); lub (iv) polipeptyd utworzony przez fuzje dodatkowej se-
kwencji aminokwasowej z sekwencjg polipeptydowg (np. sekwencja liderowa lub sekrecyjna lub se-
kwencja stosowana do oczyszczania tego polipeptydu lub sekwencja probiatka lub biatko fuzyjne utwo-
rzone ze znacznikiem 6xHis). Zgodnie z niniejszymi instrukcjami, te fragmenty, pochodne i analogi
mieszczg sie w zakresie przecietnego specjalisty w dziedzinie.

Przeciwciato wedtug niniejszego wynalazku odnosi sie do polipeptydu zawierajgcego powyzsze
regiony CDR wykazujgce aktywnos$¢ wigzania biatka FOLR1. Okre$lenie obejmuje rowniez warianty
postaci polipeptydéw zawierajgcych powyzsze regiony CDR, ktére peinig takg sama funkcje jak prze-
ciwciata wedtug wynalazku. Zmiany te obejmujg miedzy innymi insercje delecyjne i/lub substytucje jed-
nego lub kilku (zwykle 1-50, korzystnie 1-30, korzystniej 1-20, optymalnie 1-10) aminokwaséw oraz do-
danie jednego lub kilku (zwykle mniej niz 20, korzystnie mniej niz 10, a korzystniej mniej niz 5) amino-
kwasow na C-koncu i/lub N-konicu. Na przyktad, w dziedzinie, podstawienie aminokwaséw o analogicz-
nych lub podobnych wtasciwos$ciach zwykle nie zmienia funkcji biatka. Dla innego przyktadu dodanie
jednego lub kilku aminokwaséw na C-koncu i/lub N-koncu zwykle nie zmienia funkcji biatka. Okres$lenie
obejmuje rowniez aktywne fragmenty i aktywne pochodne przeciwciat wedtug wynalazku.

Warianty postaci polipeptydu obejmuja: sekwencje homologiczne, warianty konserwatywne, wa-
rianty alleliczne, mutanty naturalne, mutanty indukowane, biatka kodowane przez DNA zdolne do hy-
brydyzacji z DNA kodujgcym przeciwciato wedtug niniejszego wynalazku w warunkach ostrych lub ta-
godnych oraz polipeptydy lub biatka otrzymany przy uzyciu surowicy odpornosciowej przeciwko prze-
ciwciatom wedtug wynalazku.

Wynalazek dostarcza rowniez inne polipeptydy, takie jak biatko fuzyjne zawierajgce przeciwciata
lub ich fragmenty. Oprocz polipeptydéw o prawie petnej dtugosci, niniejszy wynalazek obejmuje rowniez
fragmenty przeciwciat wedtug wynalazku. Zazwyczaj fragment zawiera co najmniej okoto 50 sgsiaduja-
cych aminokwaséw przeciwciata wedtug wynalazku, korzystnie co najmniej okoto 50 sgsiadujgcych ami-
nokwasoéw, korzystniej co najmniej okoto 80 sgsiadujgcych aminokwasoéw, a najkorzystniej co najmniej
okoto 100 sgsiadujgcych aminokwasow.

W niniejszym wynalazku ,konserwatywny wariant przeciwciata wedtug niniejszego wynalazku”
odnosi sie do polipeptyddw, w ktérych jest do 10, korzystnie do 8, korzystniej do 5, a najkorzystniej do
3 aminokwasow podstawionych aminokwasy o wtasciwosciach analogicznych lub podobnych w poréw-
naniu z sekwencjg aminokwasowgq przeciwciata wedtug niniejszego wynalazku. Te konserwatywne wa-
rianty polipeptydoéw sg korzystnie wytwarzane zgodnie z podstawieniami aminokwaséw w Tabeli 1.
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Tabela 1

Reszta oryginalna Przykladowa substytucja Korzystna substytucja
Ala (A) Val; Leu; lle {Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn .Lys
Asn (N) Gln; I'lis; Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu |Glu
Cys (C) Ser Ser
Gln (Q) Asn Asn
Glu (E) Asp |Asp
Gly (G) Pro; Ala tAla
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Ile (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe Leu
Leu (L) Ile; Val; Met; Ala; Phe e
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Leu; Val; lle; Ala; Tyvr Leu
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala Leu

Niniejszy wynalazek dostarcza réwniez czasteczke polinukleotydowg kodujgcg powyzsze prze-
ciwciato lub jego fragment lub biatko fuzyjne. Polinukleotydy wg wynalazku mogg mie¢ postaé DNA lub
RNA. Formy DNA obejmujg cDNA, genomowy DNA lub syntetyczny DNA. DNA moze by¢ jednoniciowy

lub dwuniciowy. DNA moze by¢ nicig kodujacg lub nicig niekodujgca.

Polinukleotydy kodujgce dojrzate polipeptydy wedtug wynalazku obejmujg: sekwencje kodujgce
tylko kodujgce dojrzaty polipeptyd; sekwencje kodujgce dojrzaty polipeptyd i rézne dodatkowe sekwen-
cje kodujgce; sekwencje kodujgce (i opcjonalne dodatkowe sekwencje kodujgce) i sekwencje niekodu-
jace dojrzatego polipeptydu.

OkreSlenie ,polinukleotyd kodujacy polipeptyd” moze obejmowac polinukleotyd, kt6éry koduje po-
lipeptyd, a takze moze obejmowac polinukleotyd, ktéry zawiera dodatkowe sekwencje kodujace i/lub

niekodujgce.
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Wynalazek dotyczy takze polinukleotyddw, ktoére hybrydyzujg z sekwencjami opisanymi powyzej
i ktére wykazujg co najmniej 50%, korzystnie co najmniej 70%, a korzystniej co najmniej 80% identycz-
nosci miedzy dwiema sekwencjami. Niniejszy wynalazek w szczegdlnosci dotyczy polinukleotyddw,
ktére mogg byé hybrydyzowane z polinukleotydami wedtug niniejszego wynalazku w warunkach
ostrych. W niniejszym wynalazku ,warunki ostre” odnoszg sie do: (1) hybrydyzacji i elucji przy nizszej
sile jonowej i wyzszej temperaturze, takiej jak 0,2 x SSC, 0,1% SDS, 60°C; lub (2) dodatkowe $rodki
denaturujgce podczas hybrydyzaciji, takie jak 50% (obj./obj.) formamid, 0,1% ptodowa surowica bydleca/
0,1% Ficoll, 42°C, itd.; lub (3) hybrydyzacja zachodzi tylko przy identyczno$ci miedzy dwiema sekwen-
cjami co najmniej ponad 90%, korzystnie ponad 95%. Ponadto polipeptydy kodowane przez podlega-
jace hybrydyzacji polinukleotydy majg te same funkcje biologiczne i aktywnosci, co dojrzate polipeptydy.

Sekwencje nukleotydowg petnej dtugosci przeciwciata wedtug niniejszego wynalazku lub jego
fragment mozna ogoélnie uzyska¢ metodg amplifikacji PCR, metodg rekombinacji lub metodg sztucznej
syntezy. Jedng z mozliwych metod jest synteza pokrewnych sekwencji przy uzyciu metod syntetycz-
nych, zwtaszcza gdy dtugo$é fragmentu jest krétka. Ogélnie rzecz biorgc, dtugg sekwencje fragmentéow
mozna uzyskac, najpierw syntetyzujgc wiele matych fragmentdéw, a nastepnie fgczac je. Ponadto se-
kwencja kodujgca tancucha ciezkiego i znacznik ekspresyjny (np. 6xHis) mogg by¢ potgczone razem
w celu utworzenia biatka fuzyjnego.

Po uzyskaniu odpowiednich sekwencji, dane sekwencje mozna uzyskaé na duzg skale przy uzy-
ciu metod rekombinacji. Zwykle sekwencje mozna uzyskac¢ przez klonowanie ich do wektora, przenie-
sienie do komérek, a nastepnie izolowanie sekwencji z proliferujgcych komérek gospodarza konwen-
cjonalnymi metodami. Bioczgsteczki (kwasy nukleinowe, biatka itp.), do ktérych odnosi sie niniejszy wy-
nalazek, obejmujg bioczgsteczki, ktore istniejg w postaci wyizolowane;j.

Obecnie sekwencje DNA kodujgce biatko wedtug niniejszego wynalazku (lub jego fragment lub
jego pochodng) mozna uzyskac catkowicie drogg syntezy chemicznej. Sekwencja DNA moze by¢ na-
stepnie wprowadzona do réznych istniejgcych czgsteczek DNA (lub np. wektoréw) i komérek znanych
w dziedzinie. Ponadto mutacje mozna réwniez wprowadzié¢ do sekwenciji biatkowych wedtug wynalazku
na drodze syntezy chemiczne;.

Wynalazek dotyczy rowniez wektoréw zawierajgcych wyzej wymienione odpowiednie sekwencje
DNA i odpowiednie promotory lub sekwencje kontrolne. Wektory te mozna wykorzystaé do transformaciji
odpowiedniej komérki gospodarza, aby mogta ona ekspresjonowag biatko.

Komodrka gospodarza moze byé komorkg prokariotyczng, takg jak komérka bakteryjna; lub nizszg
komorke eukariotyczng, takg jak komoérka drozdzy; lub wyzszg komérke eukariotyczng, takg jak ko-
morka ssaka. Reprezentatywne przyktady to: Escherichia coli, Streptomyces, komorki bakteryjne, takie
jak Salmonella typhimurium, komorki grzybow, takie jak drozdze, komérki owadéw Drosophila S2 lub
Sf9, komorki zwierzece CHO, COS7, komorki 293 i tym podobne.

Transformacje komoérki gospodarza rekombinowanym DNA mozna przeprowadzié przy uzyciu
konwencjonalnych technik dobrze znanych specjalistom w dziedzinie. Gdy gospodarzem jest organizm
prokariotyczny, taki jak E. coli, kompetentne komérki zdolne do przyjmowania DNA mozna zebraé po
fazie wzrostu wyktadniczego i traktowaé metodg CaClz. Stosowane procedury sg dobrze znane w dzie-
dzinie. Inng metodg jest uzycie MgCl.. W razie potrzeby mozna réwniez zastosowac elektroporacije.
Gdy gospodarz jest eukariotyczny, mozna zastosowacé nastepujgce metody transfekcji DNA: koprecy-
pitacja fosforanem wapnia, konwencjonalne metody mechaniczne, takie jak mikroiniekcja, elektropora-
cja, pakowanie liposomow i tym podobne.

Otrzymane transformanty mozna hodowac¢ w konwencjonalny sposéb w celu ekspresiji polipep-
tydu kodowanego przez gen wedtug niniejszego wynalazku. W zaleznoéci od uzytych komérek gospo-
darza, pozywke stosowang w hodowli mozna wybra¢ sposrod réznych konwencjonalnych pozywek. Ho-
dowle prowadzi sie w warunkach odpowiednich dla wzrostu komérek gospodarza. Po wyhodowaniu
komorek gospodarza do odpowiedniej gesto$ci komorek, wybrany promotor jest indukowany odpowied-
nig metodg (takg jak zmiana temperatury lub indukcja chemiczna) i komérki sg inkubowane przez dalszy
okres czasu.

Rekombinowany polipeptyd w powyzszym sposobie moze byé eksprymowany wewnatrzkomor-
kowo lub na btonie komdrkowej lub wydzielany pozakomérkowo. W razie potrzeby zrekombinowane
biatko mozna wyizolowac¢ i oczyscié réznymi metodami rozdzielania, wykorzystujgc jego wiasciwosci
fizyczne, chemiczne i inne. Metody te sg dobrze znane specjalistom w dziedzinie. Przykfady tych metod
obejmujg miedzy innymi: konwencjonalng obrébke renaturacyjng, obrébke srodkiem stracajgcym biatka
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(metoda wysalania), wirowanie, rozerwanie osmotyczne, ultra wirowanie, chromatografie sit molekular-
nych (filtracja zelowa), chromatografie jonowymienng, wysokosprawng chromatografie cieczowg
(HPLC) i r6zne inne techniki chromatografii cieczowej oraz ich kombinacje.

Przeciwciata wedlug wynalazku mozna stosowac jako takie albo w potgczeniu lub sprzezone
z wykrywalnym markerem (do celéw diagnostycznych), Srodkiem terapeutycznym, ugrupowaniem mo-
dyfikujgcym PK (kinaza biatkowa) lub ich kombinacja.

Wykrywalne markery do celéw diagnostycznych obejmujg miedzy innymi: markery fluorescen-
cyjne lub luminescencyjne, markery radioaktywne, $rodki kontrastowe MRI (obrazowanie metodg rezo-
nansu magnetycznego) lub CT (tomografia komputerowa) lub enzymy zdolne do wytwarzania wykry-
walnych produktéw.

Srodki terapeutyczne, ktére moga by¢ wigzane lub skoniugowane z przeciwciatami wedtug niniej-
szego wynalazku obejmuja, ale nie wytgcznie: 1. Radionuklidy; 2. Trucizny biologiczne; 3. Cytokiny,
takie jak IL-2, itd.; 4. nanoczastki ztota; 5. Czastki wiruséw; 6. Liposomy; 7. Czastki nanomagnetyczne;
8. Enzymy aktywujace proleki (na przyktad diaforaza DT (DTD) lub biatko podobne do hydrolazy bife-
nylowej (BPHL)): 10. Srodki chemioterapeutyczne (na przyktad cisplatyna, maitansynoidy, aurystatyna
i jej pochodne) itp., korzystnie Monometyloaurystatyna E (MMAE).

Kompozycja farmaceutyczna

Wynalazek dostarcza réwniez kompozycje. WWspomniana kompozycja jest kompozycjg farmaceu-
tyczng zawierajgcg powyzsze przeciwciato lub jego aktywny fragment lub biatko fuzyjne albo immuno-
koniugat utworzony na ich bazie oraz farmaceutycznie dopuszczalny nosnik. Ogélnie rzecz bioragc, ma-
teriaty te mozna formutowac¢ w nietoksycznych, obojetnych i farmaceutycznie dopuszczalnych no$ni-
kach wodnych, w ktérych pH wynosi na ogét okoto 5-8, korzystnie okoto 6-8, chociaz pH moze sie
zmienia¢ w zaleznosci od charakteru materiatu do formulacji i stanu, ktéry ma by¢ leczony. Sformuto-
wane kompozycje farmaceutyczne mozna podawaé konwencjonalnymi drogami obejmujgcymi, ale nie
wylgcznie, podawanie do guza, dootrzewnowe, dozylne lub miejscowe.

Kompozycja farmaceutyczna wedtug niniejszego wynalazku moze byé bezposrednio stosowana
do leczenia nowotworéw. Ponadto mozna jednocze$nie stosowaé inne Srodki terapeutyczne.

Kompozycja farmaceutyczna wedtug niniejszego wynalazku zawiera bezpieczng i skuteczng ilo$¢
(na przyktad 0,001-99% wag., korzystnie 0,01-90% wag., a korzystniej 0,1-80% wag.) wyzej wymie-
nionych przeciwciat wedtug niniejszego wynalazku (lub ich koniugatéw) oraz farmaceutycznie dopusz-
czalne noéniki lub zarobki. Takie no$niki obejmujg, ale nie wytgcznie: sél fizjologiczng, bufor, dekstroze,
wode, glicerol, etanol i ich kombinacje. Kompozycja leku powinna by¢ odpowiednia do sposobu poda-
wania. Kompozycje farmaceutyczng wedtug niniejszego wynalazku mozna wytwarzac w postaci iniekciji,
na przykfad konwencjonalng metodg z uzyciem soli fizjologicznej lub wodnego roztworu zawierajgcego
glukoze i inny adiuwant. Kompozycje farmaceutyczne, takie jak zastrzyki i roztwory, korzystnie wytwarza
sie w warunkach aseptycznych. llo$¢é podawanego sktadnika aktywnego jest iloscig terapeutycznie sku-
teczng, na przykfad okoto 10 mikrograméw/kilogram masy ciata do okoto 50 miligraméw/kilogram masy
ciata na dzien. Ponadto, polipeptydy wedtug wynalazku mozna réwniez stosowaé z innymi Srodkami
terapeutycznymi.

Gdy stosuje sie kompozycje farmaceutyczng, ssakowi podaje sie bezpieczng i skuteczng ilos¢
immunokoniugatu, przy czym bezpieczna i skuteczna ilo$¢ wynosi zwykle co najmniej okoto 5-10 mikro-
gramow/kilogram masy ciata, a w wiekszos$ci przypadkéw nie wiecej niz okoto 50 mg/kilogram masy
ciafa, korzystnie dawka wynosi okoto 10 mikrograméw/kilogram masy ciata do okoto 10 miligraméw/ki-
logram masy ciata. Oczywiscie, aby okresli¢ konkretne dawki, nalezy wzigé pod uwage takie czynniki,
jak droga podawania i stan zdrowia pacjenta, z ktérych wszystkie mieszczg sie w zakresie umiejetnosci
wykwalifikowanych lekarzy.

Przeciwciata wedtug wynalazku odr6zniajg sie od stanu techniki w dziedzinie przeciwciat anty-
FOLR1, tym, ze

(a) przeciwciata wediug wynalazku sg biatkami anty-FOLR1 o wysokiej specyficznosci dla ludzi
i prawidtowej strukturze przestrzennej;

(b) przeciwciata wedtug wynalazku majg silne powinowactwo; oraz

(c) przeciwciata wedtug wynalazku sg wytwarzane prostym sposobem.

Niniejszy wynalazek jest dalej opisany w potgczeniu z okre$lonymi przyktadami wykonania. Na-
lezy rozumieé, ze te przykfady stuzg jedynie do zilustrowania niniejszego wynalazku i nie majg na celu
ograniczenia zakresu niniejszego wynalazku. Metody eksperymentalne, ktére nie okres$lajg konkretnych
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warunkow w ponizszych przyktadach, sg na ogét wykonywane zgodnie z konwencjonalnymi warunkami,
takimi jak te opisane w Sambrook i wsp., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Nowy Jork: Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989) lub zgodnie z warunkami zalecanymi przez producenta. O ile
nie wskazano inaczej, procenty i czesci sg procentami wagowymi i cze$ciami wagowymi.

Przyktady wykonania wynalazku

Przyktad 1: Ekspresja i oczyszczanie receptora FOLR1 w ssaczym systemie ekspresyj-
nym
Klonowanie i oczyszczanie plazmidéw

Sekwencja nukleotydowa kodujgca receptor FOLR1 zostata zoptymalizowana pod katem wydaj-
nej ekspresji w komoérkach ludzkich z wykorzystaniem znanego w dziedzinie algorytmu Gene Art
(Thermo Scientific). Sekwencje w/w receptora w fuzji z fragmentem Fc przeciwciata (SEQ ID NO: 18),
zostaty wklonowane do plazmidu pSF2. Zastosowano sekwencje receptora FOLR1 wg Uni-
ProtKB/Swiss-Prot: P15328.3 aminokwasy 25-234 odpowiadajgce dojrzatemu fancuchowi receptora
FOLR1.

Poprawno$¢ wklonowanych sekwencji nukleotydowych kodujacych zewnatrzkomérkowe frag-
menty receptoréw do wiasciwych plazmidéw zostata potwierdzona sekwencjonowaniem. Wiasciwe kon-
strukty zostaty namnozone w bakteriach E. coli szczepu DH5a i oczyszczone za pomocg kitu Macherey-
Nagel™ NucleoBond™ Xtra Maxi Plus EF zgodnie z instrukcjami producenta. Finalne preparaty zostaty
dodatkowo przefiltrowane sterylnie przez filtr 0,22 um.

Transfekcja

Komorki Expi293F™ byty hodowane w standardowych warunkach zgodnie z protokotem do-
stawcy (37°C, 8% CO2, 100 obr/min). Do transfekcji uzyto odpowiednio 7,5 x 10 komoérek w 25,5 ml
Expi293F ™ Expression Medium (mata skala) lub 14,5 x 108 komérek w 425 ml pozywki w przypadku
duzej skali produkcji. Komoérki hodowano w 125 ml sterylnych, jednorazowych kolbach Erlenmeyera.
Kompleksy lipidy-DNA odpowiednio na 30 ml lub 500 ml transfekcji zostaty otrzymane w nastepujgcy
sposdb:

a) Odpowiednio 30 pg lub 500 ng plazmidu zostato rozcienczone Opti-MEM® | Reduced Serum
Medium w koncowej objetosci odpowiednio 1,5 mllub 25 ml, zmieszane delikatnie i inkubowane
5 min.

b) Odpowiednio 80 ul lub 1350 pl ExpiFectamine™ 293 Reagent zostato rozcienczone Opti-
MEM™ | medium w koncowej objetosci odpowiednio 1,5 ml lub 25 ml, delikatnie zmieszane
i inkubowane 5 min.

Po 5 min inkubacji rozcienczone DNA zostato dodane do rozcienczonego ExpiFectamine™ 293
Reagent, zmieszane delikatnie i inkubowane dalej w celu utworzenia sie komplekséw DNA-ExpiFecta-
mine™ 293 Reagent. Wytworzone kompleksy zostaty dodane do komorek i inkubowane 18 godzin
w w/w warunkach ze zwiekszonym do 140 obr/min wytrzgsaniem. Po tym czasie dodano wzmacniaczy
transfekcji zgodnie z protokotem producenta. W celu sprawdzenia wydajnosci produkcji biatek z hodowli
pobrano prébki po 200 pl dnia 2, 3, 4 i 5. Probki zwirowano w celu odseparowania komoérek od pozywki.
Obie frakcje zostaty zamrozone w -20°C do dalszej analizy. W celu weryfikacji obecnosci biatka, po-
szczegOlne frakcje zostaly przeanalizowane z wykorzystaniem elektroforezy SDS-PAGE. Probki biat-
kowe zostaty rozdzielone na 4—-20% Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gel i wybarwione.

Oczyszczanie biafek
Nadeksprymowany w komoérkach Expi293F ™ receptor FOLR1 zostaty nastepnie oczyszczony.
Oczyszczanie biaftek w matej skali

Oczyszczanie nadeksprymowanego receptora w matej skali przeprowadzono na pomocg chro-
matografii powinowactwa na kolumnie z biatkiem A zgodnie z instrukcjami producenta kolumny. Oczysz-
czanie biatek z pozywki pohodowlanej prowadzono w 4°C. Biatko po elucji TEA (trietyloaming) zostato
zneutralizowane buforem o pH 8,0 i zageszczone na Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit z membrang
10 kDa (Merck), a nastepnie wymieniono bufor poprzez dialize wobec 50 mM TrisHCI, 300 mM NacCl
i 10% glycerol, pH 7,5.
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Oczyszczanie biatek w duzej skali

Oczyszczanie nadeksprymowanego receptora w duzej skali przeprowadzono dwuetapowo: za
pomocg chromatografii powinowactwa na kolumnie HisTrap™ Ni NTA 5 ml (GE Healthcare), a nastep-
nie tak jak poprzednio z wykorzystaniem powinowactwa do biatka A. Biatka po zwigzaniu do kolumny
zostaty przeptukane buforem zawierajgcym: 50 mM TrisHCI, pH 7,5, 300 mM NacCl, 30 mM imidazol.
Zwigzane z kolumng biatka wyeluowano tym samym buforem zawierajgcym wzrastajgce gradientowo
stezenie imidazolu (50 — 300 mM). Oczyszczone biatko zostato zageszczone na Amicon Ultra-15 Cen-
trifugal Filter Unit z membrang 10 kDa (Merck) a nastepnie wymieniono bufor poprzez dialize wobec
50 mM TrisHCI, 300 mM NacCl i 10% glycerol, pH 7,5. Wstepnie oczyszczone biatko zostato finalnie
oczyszczone na biatku A tak, jak to uprzednio opisane. Stezenie zostato zmierzong metodg Bradford.

Odcinanie fragmentu Fc i uzyskanie czystego receptora

W celu usuniecia fragmentu Fc z biatka fuzyjnego i uzyskania czystych, rozpuszczalnych recep-
toréw, wykorzystano trawienie protezg TEV. Mieszanina reakcyjna zostata natozona na kolumne z biat-
kiem A, a nastepnie na kolumne SEC lub oczyszczona na kolumnie niklowej, aby pozby¢ sie odtrawio-
nego fragmentu Fc oraz niestrawionego, petnej dlugos$ci biatka fuzyjnego. Stezenie uzyskanego recep-
tora zostato zmierzone metodg Bradford i po deglikozylacji wystane na analize LC-ESI-MS w celu po-
twierdzenia masy.

Immunizacja lam

2 lamy (Lama gama) byty immunizowane oczyszczonym biatkiem nie zawierajgcym fragmentu
Fc-FOLR1. Zwierzeta byty immunizowane 4-krotnie, dnia 0, 14, 28 i 35. Po tygodniu od ostatniej immu-
nizacji od zwierzat pobrano krew i wyizolowano RNA.

Odpowiedz poszczepienng badano testem immunoenzymatycznym ELISA. W tym celu ptytke
96- dotkowg optaszczono odpowiednim antygenem i inkubowano przez noc w 4°C. Aby zminimalizowac¢
niespecyficzne wigzanie i zablokowaé wolne miejsca ptytke inkubowano z 4% milekiem a nastepnie
natozono seryjne rozcienczenia surowic. Po godzinie odptukano niezwigzane przeciwciata, a zwigzane
VHH wykrywano przeciwciatami anty VHH a nastepnie dodawano przeciwciata anty krélicze wyznako-
wane peroksydazg chrzanowg. Wigzanie VHH do wtasciwego antygenu okreslono iloSciowo poprzez
wytworzenie reakcji barwnej o-fenylenodiaminy w obecnosci H.O> odczytanej przy dtugosci fali 490 nm.

Przyktad 2: Konstrukcja biblioteki fragmentéw zmiennych przeciwciat anty-FOLR1
Przygotowanie biblioteki fagowej

Prébki krwi do izolacji RNA zostaty pobrane 43 dnia od pierwszej immunizacji lam. W celu spraw-
dzenia integralno$ci RNA prébki zostaty natozone na zel agarozowy. 40 ug oczyszczonego RNA zostato
przepisane na cDNA za pomocg odwrotnej transkryptazy firmy Invitrogen. Zsyntetyzowane cDNA zo-
stato oczyszczone za pomocg zestawu PCR clean-up (Macherey-Nagel). tancuchy ciezkie (normaine
i ciezkie) przeciwciat zostaty zaamplifikowane z uzyciem starteréw wigzgcych sie do sekwenc;ji liderowej
i regionu CH2. Analiza reakcji na 1% zelu agarozowym potwierdzita obecnos$¢ 2 prgzkéw o wielkoSci
okoto 700 pz oraz okoto 900 pz reprezentujgcych oba rodzaje tancuchéw ciezkich: VHH oraz VH. Od-
powiedni prgzek (700 pz) zostat nastepnie wyciety z zelu agarozowego i oczyszczony. 80 ul zostato
uzytych jako matryca w tzw. wewnetrznym PCR. Produkt PCR oczyszczono i strawiono enzymem Sfil
a nastepnie BstEll w celu uzyskania produktu o wielkoSci 400 pz widocznego na zelu agarozowym.
Uzyskany prazek byt ponownie wyciety z zelu, oczyszczony a nastepnie wklonowany do wektora pha-
gemidu pUR8100 i wtransformowany do bakterii E. coli szczepu TG1. Transformanty TG1 zostaty zmia-
reczkowane uzywajac 10-krotnych rozciericzen i nakroplone na ptytki z LB agarem suplementowanym
ampicyling (100 ng/ml) oraz 2% glukozg. Miano otrzymanej biblioteki fagowej zostato obliczone
uwzgledniajac jej objetosé, iloS¢ otrzymanych kolonii oraz rozcienczenie. Wielko$¢ otrzymanych biblio-
tek dla wszystkich testowanych receptoréw miescita sie w zakresie miedzy 1,44 x 108 a 4,8 x 108. Kazda
z przygotowanych bibliotek zostata sprawdzona w celu potwierdzenia czesto$ci wystepowania wstawek.
Analiza PCR 24 klonéw z kazdej z nich potwierdzita, obecno$é wstawek we wszystkich testowanych
klonach. Tylko w przypadku jednej z dwoch bibliotek przygotowanych na receptor FOLR1, czesto$é
wystepowania wstawki wynosita >90%.
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Selekcja VHH wigzgcych sie do receptora FOLR1 za pomocg techniki Phage Display

Bakterie E. coli szczepu TG1 zawierajgce odpowiednig biblioteke byly rozcienczone do
ODesoo = 0,05 w pozywce 2xTY zawierajgcej 2% glukoze i 100 pg/ml ampicyliny hodowano 2 h w tem-
peraturze 37°C do ODe000.5. Nastepnie 7 ml hodowli zostato zainfekowanych fagiem pomocniczym VCS
M13 uzywajgc MOI (multiplicity of infection) = 100 przez 30 min w temperaturze 37°C. Bakterie zostaty
nastepnie zwirowane i zawieszone w Swiezej pozywce 2xTY z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml) i ka-
namycyny (25 pg/ml) i hodowano przez noc w 37°C z wytrzgsaniem. Namnozone fagi zostaty nastepnie
wyprecypitowane z supernatantu roztworem PEG-NaCL. Miano fagéw obliczono infekujgc bakterie TG1
seryjnymi rozcienczeniami fagoéw.

Przyktad 3: Badanie przesiewowe, selekcja fagoéw i weryfikacja VHH anty-FOLR1

Dla analizowanej biblioteki optaszczono ptytke MaxiSorp inkubujgc przez noc z odpowiednim an-
tygenem FOLR1-Fc w 2 stezeniach 5 ng/ml oraz 0,5 png/ml lub PBS jako kontrolg negatywng. Po odptu-
kaniu niezwigzanych antygenéw, plytka zostata zablokowana 4% roztworem odttuszczonego mleka.
Jednoczes$nie 20 pl przetrgconych fagow (-10'" fagéw stanowigcych ponad 1000-krotno$é ré6znorodno-
Sci bibliotek) zostato wstepnie zablokowanych poprzez 30 min inkubacje z 2% roztworem odtluszczo-
nego mieka. Tak przygotowane fagi inkubowane 2 h z optaszczonym na ptytce odpowiednim antyge-
nem. Po intensywnym ptukaniu roztworem PBST zwigzane fagi wyeluowano 0,1M buforem TEA i na-
tychmiast zneutralizowano 1M TRIS/HCI o pH 7,5. Wyeluowane fagi zmiareczkowano infekujac seryj-
nymi rozcienczeniami bakterie TG1 a nastepnie wysiewajgc na plytke suplementowang 2% glukozag
i ampicyling (100 pg/ml).

Uzyskane w czasie selekcji fagi zostaty uzyte do infekcji bakterii TG1 i zabezpieczone w -80°C
jako stoki glicerolowe. Jednocze$nie eluaty z dotkéw optaszczonych wiekszym stezeniem antygenéw
namnozono do Il rundy selekcji. Nocng hodowle TG1 zainfekowang fagami rozciericzono 100-krotnie
w 5 ml $wiezej pozywki 2xYT suplementowanej 2% glukozg i ampicyling (100 pg/ml) i hodowano do
osiggniecia fazy logarytmicznej. Nastepnie dodano 1 pl fagdw pomocniczych i inkubowano przez
30 min w temperaturze 37°C. Namnozone fagi wyprecypitowano roztworem PEG-NaCl.

1 uzyskanych w pierwszej rundzie selekcji a nastepnie namnozonych fagdéw uzyto do 2 rundy
selekcji uzywajgc tym razem ptytki optaszczonej 3 stezeniami antygenu: 5 pg/ml, 0,5 pg/ml oraz
0,05 nug/ml. Nastepnie kroki procedury byly takie same jak w rundzie pierwszej.

Analogicznie przeprowadzono takze 3 runde selekcji fagéw. Uzyskane klony, otrzymane we frak-
cji periplazmatycznej zostaty przetestowane w tesScie ELISA. W tym celu pojedyncze klony zostaty za-
szczepione w duplikatach na 96-gtebokodotkowej ptytce zawierajgcej 1 ml pozywki 2xYT z 0,1% glukozy
ampicyling (100 pg/ml) i hodowano 3 h w 37°C. Nastepnie dodano 1 mM IPTG i kontynuowano hodowle
przez noc w temperaturze pokojowej. Rano, hodowla zostata zwirowana, zawieszona w PBS, zamro-
zona i rozmrozona w celu izolacji frakcji periplazmatycznej i odwirowana aby pozby¢ sie bton i resztek
komorkowych.

Aby potwierdzié¢ wigzanie frakcji periplazmatycznych VHH do danego receptora, ptytka MaxiSorp
zostata optaszczona przez noc 100 ng/ml danego antygenu, zablokowana 4% odttuszczonym miekiem
a nastepnie do tak przygotowanej ptytki dodano po 10 pl frakcji periplazmatycznych zawierajgcych po-
szczeg6lne monoklonalne VHH i inkubowano 1 h z 1% odtluszczonym mlekiem. Zwigzane VHH byly
nastepnie wykrywane kroliczymi przeciwciatami anty VHH a nastepnie anty kréliczymi skoniugowanymi
z peroksydazg. Wigzanie VHH byto zmierzone iloSciowo poprzez kolorymetryczng reakcje OPD w obec-
nosci H20z i zmierzone przy dtugoéci fali 490 nm.

Table L Purified VHE: directed against FolR
VHH Vector Tx2 1ot Cf MW A0 Cond. Conc {pM}  Amount
nymber (Qa} [mgSmi) Delivered
{my)
AFR-162 | pMEKDD? | FLAG-HIS | 18090BLYR | 1452 | 14741 | 1.294 | 0885 6003 1 0.6
AFR-1AB | pMEK222 | FLAG-His | 180906LR | 1312 | 15292 | 2634 J2.007 113127 028
AFR-1D8 | pMEKZZ2 | FLAG-Hie | 1BOBORLA | 1657 | 14798 | 4.182 | 2685 18L47 01
“AFR-1CRJ | pMEK222 | FLAG-Hs | IBO90BLVR | 1935 | 15055 | 6.386 | 2.800 ] 19068 . 0.18

Pozytywne klony zsekwencjonowano aby potwierdzié ich r6znorodnos$¢. Dla kazdego antygenu
uzyskano przynajmniej 10 r6znych sekwencji nalezgcych do 2 r6znych grup (germline families): KQREL
lub KEREF.

Z otrzymanych sekwencji VHH wigzgcych sie do receptora FOLR1 do dalszej analizy wybrano
nastepujgce VHH wigzgce sie do FOLR1:
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AFR-1G2 o sekwencji aminokwasowej SEQ ID NO: 12
AFR-1D9 o sekwencji aminokwasowej SEQ ID NO: 13

Przyktad 4: Otrzymywanie przeciwciata wedtug wynalazku:

Synteza genéw i uzyskanie konstruktéw umozliwiajgcych uzyskanie fragmentéw zmiennych prze-
ciwciat z lam w bakteryjnym systemie ekspresyjnym.

Sekwencje aminokwasowe wybranych, najbardziej obiecujgcych fragmentéw VHH specyficznych
wobec receptora FOLR1 zostaty wykorzystane do wykonania konstruktéw pozwalajgcych na wydajng
ekspresje w bakteriach E. coli oraz umozliwiajgcych ich oczyszczanie na zywicy niklowe;.

Sekwencje nukleotydowe kodujace geny VHH z HIS-tag zostaty zsyntetyzowane przez firme Eu-
rofins. Geny kodujgce VHH zostaty zoptymalizowane pod katem wydajnej ekspresji w bakteriach.
Wszystkie geny zostaty zsyntetyzowane w dwoch wariantach: z sekwencjg sygnalng umozliwiajacg eks-
presje biatka i jej wydajny eksport do przestrzeni periplazmatycznej oraz bez sekwencji sygnalnej po-
zwalajacy na ekspresje biatka w cytoplazmie. Uzyskane geny byty strawione za pomocg enzymow re-
strykcyjnych Ndel i Xhol a nastepnie wligowane do wektora ekspresyjnego pET30a przygotowanego
w ten sam sposdb. Poprawnos$¢ finalnych konstruktéw potwierdzono za pomocg sekwencjonowania
metoda Sangera.

Optymalizacja produkcji VHH w E. coli

Uzyskane plazmidy zostaty wtransformowane za pomocg transformacji chemicznej do r6znych,
w przygotowanych uprzednio szczepow E. coli w celu optymalizacji produkcji wariantow VHH. Testo-
wane byly nastepujgce szczepy:
Tabela 2

Szczep E.coli Genotyp

E. coli BL21-CodonPlus | E. coli B F~ompT hsdS(re~mg") dem™ Tet® gal O(DE3) endA4 Htc [argU
(DE3)-RIL ileY leulW Cam']

SHufflec® T7 Express|MiniF lysY (Cam®) / fhud2 lacZ::T7 genel [lon] ompT ahpC gal
lysY Aatt . pNEB3-r1-cDsbC (Spec®, lacl®) AwuxB  suld!!l  R(mcr-
73::miniTnl0--Tet%)2 [dem] R(zghb-210::Tnl0 --TetS) endAl Agor
A(merC-mrr)114::1S10

Single Step (KRX) |F’, traD36, AompP, proA+B+, laclg, A(lacZ)M15| AompT, endAl,
recAl, gvrA96 (Nalr), thi-1, hsdR17 (rk—-, mk+), e 14— (McrA-), relAl,
supE44, A(lac-proAB), A(thaBAD)::T7 RNA polymerase.

10 ml pozywki TB suplementowanej kanamycyng o koncowym stezeniu 50 ug/ml zostato za-
szczepione nocng hodowlg bakteryjng w stosunku 1:100 (hodowla z pojedynczej kolonii z transformaciji
wykonanej poprzedniego dnia) i hodowano do uzyskania gestosci optycznej ODsoo = 0,6-0,8 w tempe-
raturze 37°C lub 30°C, z wytrzgsaniem 200 obr./min. Tak przygotowano hodowle dla kazdego analizo-
wanego warunku optymalizacji. Po uzyskaniu spodziewanej gestosci hodowli testowano nastepujgce
warunki indukcji:

a. RoOzne szczepy E. coli: E. coliBL21-CodonPlus (DE3)-RIL, SHuffle® T7 Express lysY lub Single
Step (KRX).

b. Rdzne temperatury i czas indukcji: 37°C lub 30°C przez 4 h oraz 25°C i 15°C przez noc.

c. RoOzne stezenia induktora IPTG: 1 mM oraz 0.1 mM.

d. ROzne stezenie ramnozy w przypadku szczepu Single Step (KRX): 0,1% lub 0,01%.

Z kazdego warunku hodowli pobrano po 1 ml prébki. Prébki zwirowano przez 5 min 10 ty$
x g w RT. Pelety zachowano do analizy. Efektywno$¢é ekspresiji konstruktéw analizowano za zelu SDS-
PAGE w warunkach redukujgcych i denaturujgcych.

Prébki bakteryjne przygotowano w nastepujgcy sposob:
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Pelet z 1 ml hodowli zawieszono w 150 pl odczynnika BugBuster® Protein Extraction Reagent (Merck,
nr kat. 70584). Inkubowano w RT (23°C) z wytrzgsaniem przez 20 min. Nastepnie probki wirowano
przez 10 min, 10 tys z g w 4°C w celu rozdzielenia na frakcje rozpuszczalng i nierozpuszczalng. 100 pl
supematantu przeniesiono do nowej probdwki i dodano 12 ul 6x stezonego buforu prébkowego. Pelet
zawieszono w 150 ul 1 x stezonym buforze probkowym. Obie frakcje inkubowano przez 7 min w tem-
peraturze 95°C w celu zdenaturowania prébek. Nastepnie probki natozono na zel poliakrylamidowy
0 stezeniu 4%/15%. Rozwijanie zelu prowadzono przy napieciu 130 V przez 20 min a nastepnie
180 V do momentu petnego rozwiniecia sie zelu.

Produkcja VHH w duzej skali

Optymalizacja produkcji czagsteczek VHH pozwolita na wyb6r najlepszych warunkéw produkciji.
Wybrane najlepsze warianty, byty nastepnie produkowane w kolbach jak i w fermentorze.

200 ml pozywki Teriffic Broth suplementowane kanamycyng o koricowym stezeniu 50 pg/ml zo-
stato zaszczepione pojedynczg hodowlg i hodowano przez noc w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem
180 obr./min. Rano, 2 | pozywki TB suplementowanej kanamycyng zostato zaszczepione nocng ho-
dowlg bakteryjng w stosunku 1:100 i hodowano do uzyskania gestosci optycznej ODsoo = 0,6-0,8
w temperaturze 37°C lub 30°C, z wytrzasaniem 200 obr./min. Nastepnie hodowle indukowano 1 mM
IPTG, przez noc w 25°C. Kazde z biatek produkowano takze w fermentorze 10 | W tym wypadku ho-
dowle indukowano 0,5 mM IPTG w 25°C. W kazdym wypadku wtasciwe biatko otrzymano we frakgciji
rozpuszczalne;.

Oczyszczanie VHH z E. Coli

Osad bakteryjny zawierajgcy nadprodukowane biatka VHH z metkg polihistydynowg zawieszano
w buforze: TrisHCI pH 8,0, 250 mM NacCl, 10 mM imidazol, 5% glicerol. Komérki poddawano lizie me-
chanicznej za pomocg nadcisnienia 20 000 psi. Nastepnie lizat komérkowy wirowano w 4°C, 60 min
14000 obr./min. Biatka rekombinowane oczyszczano za pomocg chromatografii powinowactwa nano-
szgc nadsacz (frakcje rozpuszczalng) po wirowaniu, na kolumne zawierajacg ztoze Ni-NTA His Bind,
a nastepnie eluujgc zwigzane biatka tym samym buforem zawierajgcym wzrastajgce gradientowo ste-
zenie imidazolu (10 — 500 mM). W celu specyficznego odciecia znacznika polihistydynowego, oczysz-
czone frakcje biatka byly traktowane trombing (1-3 U/mg) i inkubowane w temperaturze 18-25°C. Na-
stepnie odciety znacznik usuwano za pomocg sgczenia molekularnego na kolumnie HiPrep Desalting.
Byt to jednoczes$nie krok wymiany buforu na formulacje do immunokoniugaciji (200 mM NaCl, 100 mM
fosforan sodu, pH 6,5). Preparaty zageszczano nastepnie na Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit
z membrang 3 kDa (Merck) do stezenia wymaganego w koniugacji z cytostatykiem.

Synteza genow i uzyskanie rekombinowanego przeciwciata wigzgcego sie do FOLR1 wedfug
aspektu si6dmego wynalazku

Przetestowane pod wzgledem specyficzno$ci wigzania do receptoréw i bezpieczenstwa stoso-
wania czgsteczki VHH zostaty wykorzystane do otrzymania przeciwciata wigzgcego sie do receptora
FOLR1. Geny i gotowe konstrukty otrzymano w analogiczny sposéb jak w przypadku fragmentéw VHH,
stosujgc SEQ ID NO:21 pierwszego tancucha VHH-IgG oraz SEQ ID NO:22 drugiego taricucha VHH-
IgG. Zsyntetyzowane geny wklonowano z wykorzystaniem enzyméw restrykcyjnych Hindlll i Xhol do
wektora ekspresyjnego pCDNA3.1+. Dotaczenie sekwencji sygnalnej z ludzkiej interleukiny 2 pozwolito
na export biatka do pozywki, zwiekszajgc tym samym ekspresje i fatwe oczyszczanie.

We fragmentach Fc wprowadzono dwa zestawy mutacji (wg Merchant i wsp.) S354C, T366W
w obrebie jednego tafcucha i Y349C, T366S, L368A, Y407V w obrebie drugiego tancucha. Majg one
na celu utatwienie formowania w czasie ekspresiji i zwijania form heterodimerow.

Co-transfekcje uzyskanych plazmidéw do komérek HEK293 uzyskano z wykorzystaniem odczyn-
nika Expifektamina mieszajgc w sugerowanych przez producenta proporcjach rozciericzony odczynnik
do mieszaniny dwoch plazmidow.

Oczyszczanie przeciwciat Fc

Medium pohodowlane zawierajgce wydzielone przeciwciata nastrzyknieto na kolumne zawiera-
jacg ztoze z biatkiem A specyficznie wigzacym fragmenty Fc przeciwciat (MabSelect Sure). Rozdziat
chromatograficzny wykonano przy przeptywie 1 ml/min w buforze PBS pH 7,4. Zwigzane na biatku
A przeciwciata eluowano buforem z 100 mM cytrynianem sodowym pH 3,3. Niskie pH jednocze$nie
stuzyto do neutralizacji ewentualnych wiruséw. Nastepnie preparat szybko neutralizowano dodajac 10%
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buforu 1,5 M TrisHCI pH 9,0. Finalnie przeciwciata formutowano do buforu PBS pH 7,4 z 5% glicerolem
przez saczenie molekularne na kolumnie jak wyze;.

Przyktad 5: Okres$lanie powinowactwa VHH i przeciwciat

Wigzanie uzyskanych przeciwciat oraz taricuchéw VHH do receptora FOLR1 za pomocg SPR
— analiza specyficznosci oddziatywarn

Specyficzne oddziatywania uzyskanych czgsteczek VHH, zawierajgcych je przeciwciat i immuno-
koniugatéw byty oznaczane z pomocg powierzchniowego rezonansu plazmonowego (ang. Surface Pla-
zmon Resonance — SPR). Metoda polega na immobilizacji jednego z interaktoréw na powierzchni sen-
sora, nastepnie w przestrzeni (komorze) nad sensorem przepuszczane sg rézne stezenia roztworow
drugiego interaktora. Optyczny system detekcji jest w stanie na biezgco z duzg czutosScig rejestrowac
przyrost masy na sensorze, dzieki czemu mozna $ledzi¢ kinetyke asocjacji i dysocjacji oddziatywujgcych
czasteczek w czasie rzeczywistym.

W tym przypadku na sensorach immobilizowany byt docelowy receptor FOLR1. Do przytgczania
zachodzito na powierzchni jednej lub dwdch komoér sensora przez wigzanie kowalencyjne grup amino-
wych do grup karboksylowych (ang. amine coupling reaction). Koniugacje do powierzchni sensora pro-
wadzono do uzyskania pozadanego poziomu obsadzenia, ktore jest wyliczane na podstawie stosunku
mas molowych i stechiometrii obu interaktoréw. Dwie z czterech komér sensora nie byty obsadzane
receptorem i stanowity powierzchnie referencyjng stuzgcg do odciecia niespecyficznych sygnatéw. Sen-
sory z immobilizowanymi receptorami stuzyly uniwersalnie do oznaczenia wszystkich klonéw VHH
i przeciwciat dla danego celu oraz jako referencje negatywne dla klonéw VHH i przeciwciat skierowanych
przeciw innym celom molekularnym. Pomiary odziatywan byly prowadzone dwuetapowo. W pierwszym
etapie na cele molekularne nastrzykiwane byty dwa stezenia (10 i 100 nM) kazdego VHH lub przeciw-
ciata. Miato to na celu wykazanie zalezno$ci sygnatu uzyskanego na urzgdzeniu (poziom RU) od steze-
nia badanej czasteczki. Jezeli uzyskane sygnaty byty proporcjonalne do réznic w stezeniach, to na pod-
stawie ich poziomu wyznaczano zakres stezen uzytych w drugim etapie do oznaczenia parametrow
kinetycznych oddziatywan. Typowy zakres stezen uzytych w badaniu kinetycznym obejmowat pie¢ pro-
bek kazdego VHH lub przeciwciata nastrzyknietych na immobilizowany receptor w zakresie stezen
1 — 100 nM. Wyjatkiem byty niektére klony, ktére z powodu silnego wigzania, do doktadnego policzenia
parametréw wymagaty przebadania zakresu stezen 0,25 — 25 nM. W czasie nastrzyku oraz analizy
przeptyw w komorze wynosit 30 pl/min. Pojedynczy nastrzyk trwat 60 s natomiast pdzniejsza dysocjacja
600 s. Aby skrdci¢ czas badania zastosowano metode pojedynczego cyklu (ang. single cycle). Uzy-
skane sensogramy obrazujgce w czasie rzeczywistym asocjacje i dysocjacje VHH i przeciwciat do celéw
molekularnych, postuzyty do obliczenia parametréw kinetyki oddziatywania za pomoca modelu wigzania
1:1. Byty to miedzy innymi stata kinetyki asocjacji (ozn. ka lub kon) — definiujgca specyficznos¢ i site
wigzania i stata kinetyki dysocjacji (ozn. kd lub kof) definiujgca trwato$¢ powstajgcego kompleksu. Na
ich podstawie obliczono statg dysocjacji KD, ktéra wyrazona w molach, jest wyznacznikiem sity wigzania
kompilujgcym pozostate state (kd/ka). Uzyskane wartosSci postuzyty do stworzenia rankingu najlepszych
czasteczek. Ponadto brak reakcji z innymi receptorami byt wyznacznikiem specyficzno$ci.

Tabela 3. Parametry kinetyczne interakcji klonéw VHH i przeciwciata wedtug aspektu siédmego wynalazku
z ich celem molekularnym

VHH/przeciwcialo ka (1/Ms) kd (1/s) | KD (nM)
VHH 1G2 jak przedstawiono w SEQ ID | 9.25 x 10° 2,07 x0,22
NO:12 10+
VHH 1D9 jak przedstawiono w SEQ ID | 1,49 x 106 1,13 x| 7,37
NQO:13 10 2
Przeciwcialo wedlug aspektu siodmego 231 x
wynalazku (Przyktad 4) 248 x 106 10 3 0,93

Przyktad 6: Immunokoniugacja przeciwciata i formulacja immunokoniugatu

Dla przeciwciata wedtug aspektu si6dmego wynalazku (Przyktad 4) zoptymalizowano i przepro-
wadzono proces immunokoniugacji z czgsteczkg Monometyloaurystatyny E (MMAE). Wybrana metoda
immunokoniugaciji opiera sie na reakcji aldehydu uzyskanego w wyniku utlenienia N-kofAcowej treoniny
z grupg hydrazydowg nalezgcg do tancucha linkera. Etapy reakcji to kolejno: utlenienie N-koricowej
treoniny (bufor: 200 mM NacCl, 100 mM fosforan sodu pH 6,5, 10 15-krotny molowy nadmiar NalOsx,
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10 minut, RT, ciemno$¢), przeformutowanie biatka (bufor octanowy: 200 mM NaCl, 100 mM octanu
sodu, pH 5,0), reakcja z substratem 8310-MMAE (testowano takze inne substraty) w obecnosci aniliny,
jako katalizatora (30-krotny molowy nadmiar aniliny, 5-krotny molowy nadmiar substrata, 40—-42 h, RT,
ciemno$¢). Metoda ta zostata zoptymalizowana pod wzgledem iloSci zwigzku i katalizatora oraz czasu
reakcji. Preparaty poszczeg6inych biatek uzyskano z wydajno$ciami 68-83% w ilo$ciach wystarczaja-
cych na przeprowadzenie eksperymentéw in vitro i in vivo. Jako ostateczng formulacje zastosowano
obojetny do podania dla zwierzat PBS pH 7,4. W celu potwierdzenia masy otrzymanych molekut zasto-
sowano spektrometrie mas (LC-ESI-MS).

W celu uzyskania czasteczki biologicznej mogacej nieS¢ wiekszy tadunek zwigzku cytostatycz-
nego zastosowano metode immunokoniugacji opierajgcg sie na reakcji zredukowanych cystein z male-
imidami zawartymi w linkerze. Biatko poddano redukcji (inkubacja z 10-krotnym molowym nadmiarem
TCEP, 18 h, RT), a nastepnie reakcji ze zwigzkiem MC Val Cit PAB MMAE (10-krotny molowy nadmiar,
inkubacja 5 h, RT). W wyniku przeprowadzonej modyfikacji do kazdej czasteczki badanego przeciwciata
wedtug wynalazku przytagczono $rednio po 6 czgsteczek MMAE. W celu podniesienia stabilno$ci immu-
nokoniugatu przetestowano kilka formulaciji, z ktérych jako ostateczng wybrano bufor octanowy (20 mM
octan sodu, pH 5,2, 5% (w/v) sacharoza, 0,01% polisorbat 20), dla ktérego obserwowano niezmienng
stabilno$¢ w warunkach starzenia przyspieszonego. W celu potwierdzenia masy otrzymanej molekuty
zastosowano spektrometrie mas (LC-ESI-MS). Réznice masy wynikajgcg z przytgczenia sie zwigzku
cytostatycznego zaobserwowano takze dzieki elektroforezie SDS-PAGE.

Przykiad 7: Analiza in vitro immunokoniugatu i heterodimerycznego przeciwciata

Analiza aktywnoSci cytotoksycznej immunokoniugatu

W celu okreS$lenia aktywnos$ci cytotoksycznej immunokoniugatu uzyskanego wg Przyktadu
6 i przeciwciata wg Przykfadu 4 in vitro wobec komérek wybranych linii nowotworowych przeprowadzono
test oceny zywotno$¢ MTT. Linie komérkowe pochodzace z ludzkich nowotworéw zostaty pozyskane
z ATCC i hodowane w pozywkach zalecanych przez dostawce. Hodowla prowadzona byta w standar-
dowych warunkach: 37°C, 5% CO2, 95% wilgotnoéci. Komérki odklejano od butelki hodowlanej za po-
mocg trypsyny, dodano kompletnej pozywki i policzono. Nastepnie zawiesine komérek wysiewano
w objetosci 150 pl na plytki 96-dotkowe w iloSciach okredlonych podanych w Tabeli 4 ponizej.

Tabela 4
Nazwa Rodzaj nowotworu Pozywka Liczba na dolek
NIH-OVCAR-3 RPMI 1640+ 20% FBS +
ATCC#  HTB- | ludzki nowotwdr jajnika pirogronian sodu [lmM] * msulma 6000
161 [0,01 mg/ml] penicylina +
streptomycyna
SK-0OV-3 . o McCoy’s SA + 10% FBS +
ATCC# HTB-77 udzld nowotwor jajnika penicylina + streptomvcyna 2000
SW620 ludzki  noworwdr  jelita | DMEM + 10% FBS, penicylina + 6000
ATCC# CCL-227 | grubego streptomycyna
A549 RPMI 1640 + 10% FBS +2mM A549
A:FCC# HTB- ludzki nowotwdr p{'uca pirogr.onian’ sodu + 10/0 ‘ I'OZt\\'(')l" A:I‘CC# HTB-
185 antvbiotykow penicyliny 185
streptomycyny

Ptytki inkubowano przez 24 godziny w 37°C, 5% COz, 95% wilgotno$ci. Nastepnego dnia doda-
wano testowany immunokoniugat wg Przyktadu 6. W tym celu przygotowano serie 10 rozcienczen dla
kazdego preparatu: immunokoniugat, przeciwciato wedtug Przyktadu 4 (heterodimer tancuchéw SEQ ID
NO: 16 i SEQ ID NO: 17), mieszanina wspomnianego przeciwciata + zwigzek z linkerem oraz zwigzek
z linkerem. Jako kontrole zastosowano dostepny komercyjnie immunokoniugat Trastuzumab - emtan-
zyna (KADCYLA). Rozcienczenia preparatéw przygotowano w mieszaninie kompletnych pozywek:
RMPI-1640, McCoy’s 5A i DMEM w stosunku 1:1:1. Nastepnie dodawano po 50 pl kazdego z rozcien-
czen preparatu na ptytke w tryplikatach. Kontrole — 100% zywotnosci, stanowity komorki w kompletnej
pozywce. Tak przygotowane ptytki inkubowano przez 72 godzin w 37°C, 5% CO2, 95% wilgotnosci.
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Po tym czasie przeprowadzono ocene zywotnosci komérek in vitro. W tym celu wykonano kolo-
rymetryczny test MTT, ktory stosowany jest do pomiaru proliferacji, zywotno$ci komérek i cytotoksycz-
nosci wszelkiego rodzaju zwigzkéw drobnoczgsteczkowych i czgsteczek biologicznych. Test MTT
oparty jest na rozktadzie zéttej soli tetrazolowej MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazo-2-ylo)-2,5-difenylote-
trazolu) do nierozpuszczalnego w wodzie purpurowego barwnika formazanu przez obecng w mitochon-
driach reduktaze bursztynylo-tetrazolowg. Redukcja MTT zachodzi jedynie w zywych komoérkach. Uzy-
skane wyniki prezentowane sg w postaci wartosci ICso (ang. the half maximal inhibitory concentration),
czyli takiego stezenia testowanego preparatu, ktére powoduje obnizenie zywotnosci komérek o potowe
w stosunku do zywotnosci komoérek kontrolnych (stanowigcych 100% zywotnosci). Protokot testu MTT
wygladat nastepujgco:

1. Dodano 20 pl roztworu MTT [5 mg/ml] do kazdego dotka.
2. Plytkiinkubowano 3 godziny 37°C, 5% CO>, 95% wilgotnosci.
3. Usunieto pozywke z MTT i dodano 100 ul DMSO w celu rozpuszczenia krysztatow formazanu.

Jako odniesienie zastosowano dotek bez komérek z DMSO.

4. \Wytrzgsano ptytki do czasu catkowitego rozpuszczenia formazanu.
5. Zmierzono absorbancje przy dtugosci fali 570 nm (referencja 690 nm).
6. Wyniki opracowano za pomocg programu GraphPad Prism 8 w celu wyznaczenia wartos$ci ICso.

Test oceny zywotnosci MTT wykorzystano réwniez w celu okre$lenia rozpadu immunokoniugatéw
wedtug Przyktadu 6 in vitro. Pierwszym etapem byto przygotowanie ptytek 96-dotkowe z komérkami
(wszystkie warunki identyczne jak powyzej). Nastepnie komorki traktowano immunokoniugatem wedtug
Przyktadu 6, przeciwciatem wedtug Przyktadu 4 i zwigzkiem z linkerem. Zastosowano 7 punktow steze-
niowych kazdego z preparatéw. W odpowiednich punktach czasowych pozywke znad komoérek delikat-
nie odsgczano, przeptukiwano komérki kompletng pozywka, nastepnie dodawano $wiezej pozywki i pro-
wadzono dalszg inkubacje do 72 godzin w 37°C, 5% CO2, 95% wilgotnosci.

Ostatnim etapem byto wykonanie testu MTT i okreslenie ICso za pomocg programu GraphPad Prism 8.

Nazwa 1Cso ng/ml, wartosci usrednione
e e
IXIT%(?: 7B 161 0.15 3:24 2.56 .
ilé‘;jOC\;-?{TB-W 0,33 2,78 3,16 o
ATCCH CCL227 0,83 313 2,18 b1o
Q?CQC# HTB-185 >2000 >2000 5,16 >2000

Analiza przyfgczania sie dimerycznego przeciwciata przedstawionego uzyskanego wg Przykfadu
4 na powierzchni ludzkich komérek nowotworowych OVCAR-3 wykonana metodg cytometrii przeptywo-
weyj.

Analizowano, czy otrzymane przeciwciato, skierowane przeciwko receptorowi kwasu foliowego
(FOLR1) i wyznakowane fluorochromem AF647 przytgcza sie do komérek nowotworowych OVCAR-3.
Analize wykonano technikg cytometrii przeptywowej. W do$wiadczeniu wykorzystano 4 ludzkie linie ko-
morek nowotworowych. Jako kontrole pozytywng zastosowano linic OVCAR-3 i linie SW620, ktdre wy-
kazujg wysokg ekspresje biatka FOLR1. Kontrole negatywng stanowity 2 linie: A549 i A431, czyli ko-
morki, ktére nie majg ekspresji biatka FOLR1.
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Tabela 5
Nazwa IRodza) nowotworu IPozywka
NIH:OVCAR-3 ludzki nowotwdr jajnika RPMI I_640f 20% FBS +1mM p(:r'ogromrz’m
ATCC# HTB-161 sodu + insulina [0.01 mg/ml1]+ 1% roztwor
antybiotykow penicyliny i streptomyveyny
SW620 ludzki nowotwor jelita grubego DMEM + 10% FBS + 1% roztwor
ATCC# CCL-227 antybiotykow penicyliny i streptomvcyny
< ludzki nowotwdér ptuca OBR./MIN.I 1640 + 10% FBS +2mM
AS49 . : ;
ATCCH HTB-185 pirogronian sodu + 1% roztwoér
antybiotykéw penicyliny i streptomveyny
A431 ludzki nowotwér skary DMEM + 10% FBS + 1% roztwor
ATCC#H HTB-148 antybiotykow penicyliny 1 streptomvevny

Hodowle komérek prowadzono na szalkach o $rednicy 15 cm. Komérki odklejono przy uzyciu
0,5 mM roztworu EDTA. Do analizy pobrano 1,5 * 106 komérek. Zawiesine komdrek wirowano (5 min.,
350 g, RT) oraz ptukano w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS) zawierajgcej 3%
ptodowg surowicg bydlecg (3% FBS). W celu zablokowania niespecyficznych miejsc wigzania sie prze-
ciwciat komorki inkubowano (10 min, 25°C) w roztworze PBS z 3% FBS zawierajgcym FC BLOCK
(2,5 ng/1*10% komorek/100 pL; BD Pharmingen # 564220). Komoérki rozdzielono do osobnych probéwek
(2,5 * 10° komérek/| probke) i znakowano przez 30 minut (25°C):

A) komercyjnie dostepnym przeciwciatem skierowanym przeciwko biatku FOLR1 i wyznakowanym
fluorochromem AF647 (1 ulL/ 2,5 * 10° komérek; Novus Biologicals FAB5646R-100 ng);

B) 6 mM fluorochromem AF647 (1:10; 5 uL w 50 uL/ 2,5 * 105 komérek);

C) 43,6 uM przeciwciata wg Przyktadu 4 wyznakowanego fluorochromem AF647 (1:10; 10 uL
w 100 pL/ 2,5 * 10° komérek);

D) 43,6 uM immunokoniugatu wg Przyktadu 6 wyznakowanego fluorochromem AF647 (1:20; 5 uL
w 100 pL/ 2,5 * 10° komérek).

Kontrole stanowity komorki nie wyznakowane. Wszystkie probki ptukano w 1 ml PBS z 3% FBS
trzykrotnie. Komorki zawieszano w 0,5 ml PBS z 3% FBS i analizowano w cytometrze przeptywowym
FACS Canto. Doswiadczenie wykonano w czterech powtorzeniach biologicznych. Uzyskane dane ana-
lizowano przy uzyciu oprogramowania FlowJo.

Analiza wykazafa, ze przeciwciata wg Przyktadu 4 oraz immunokoniugat wg Przyktadu 6 skiero-
wane przeciwko FOLR1 przytaczajg sie do komoérek, ktére wykazujg wysokg ekspresje FOLR1 (linie
OVCAR-3 i SW620).

Bezpieczenstwo przeciwciatla immunokoniugatu in vivo na modelu mysim

Wyznaczenie maksymainej tolerowanej dawki (MTD) na modelu mysim.

Zweryfikowanie bezpieczenstwa przeciwciata wg Przykfadu 4 i immunokoniugatu wg Przyktadu
6 in vivo na modelu mysim zostato przeprowadzone na szczepie Hsd:Athymic Nude-Foxn1", cechuja-
cym sie brakiem tworzenia cytotoksycznych komarek efektorowych oraz niedoborem limfocytow T. Zeby
okresli¢ bezpieczenstwo zastosowanych immunokoniugatéw wykonano badanie MTD (z ang. Maximal
Tolerated Dose), ktére polega na wytypowaniu maksymailnej dawki, ktéra zapewnia najefektywniejsze
dziatanie badanej czgsteczki nie wywotujac przy tym dotkliwych skutkéw ubocznych, miedzy innymi
ponad 20% spadek masy ciata okreslany wobec wyjSciowej masy ciata myszy (wszystkie skutki uboczne
okre$lane mianem tagodne, umiarkowane i dotkliwe zostaty scharakteryzowane przez Federacje Euro-
pejskich Stowarzyszen Nauk o Zwierzetach Laboratoryjnych — FelLASA).

Badanie MTD zostato przeprowadzone wedle znanego w dziedzinie schematu z redukcjg lub
eskalacjg dawki w zaleznos$ci od obserwowanych dziatan ubocznych.

Badanie MTD

Badanie MTD przeprowadzono dla dawki 20 mg/kg b. w immunokoniugatu wg Przyktadu 6 i 20
mg/kg przeciwciata wg Przyktadu 4 wraz z kontrolami: pozytywng 8310-MMAE (lek cytostatyczny mo-
nometyloaurystatyna E skoniugowany z linkerem) oraz negatywng PBS + 2% DMSO (dodatek 2%
DMSO umozliwit wykluczenie wptywu samego DMSO na wyniki badan) w schemacie podania qldx7 (raz
dziennie, 7 dni pod rzad) dozylnie (do zyty ogonowej). Poniewaz w pierwszej fazie (n=1) w przypadku
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zadnego z badanych przeciwciata i immunokoniugatu nie zaobserwowano dotkliwych skutkéw ubocz-
nych, przeprowadzono badanie na kolejnych dwoch myszach, tak zeby w sumie n=3. Spadek masy
ciata nieprzekraczajgcy 20% poczatkowej masy ciata, brak innych widocznych skutkéw ubocznych ta-
kich jak m.in. brak aktywno$ci indukowanej jak i spontanicznej oraz wyniki biochemii i morfologii krwi
pozwolity na okreslenie maksymalnej tolerowanej dawki na poziomie ok. 20 mg/kg b.w dla immunoko-
niugatu wg Przyktadu 6 i przeciwciata wg Przykfadu 4.

Dla immunokoniugatu wg Przyktadu 6 oraz przeciwciata wg Przyktadu 4 testowano dawke
5 mg/kg b.w. W obu przypadkach badane myszy wykazywaty znikome skutki uboczne po podaniu te-
stowanych zwigzkéw.

Przyktad 8: Wyznaczenie efektywnosci przeciwnowotworowej badanych zwigzkéw na
ludzkich ksenotransplantantach w modelu mysim

Badanie to polegato na zaszczepieniu komoérek ludzkiego gruczolakoraka jajnika (OVCAR-3) za-
wieszonych w medium wspomagajacym rozwdj guza w prawy bok myszy Hsd:Athymic Nude-Foxn1™,
pomiar wzrostu guza, a nastepnie podanie badanych immunokoniugatu wedtug Przyktadu 6 i przeciw-
ciata wg Przyktadu 4 pomiar zmniejszania sie guza.

Czas trwania eksperymentu jest uzalezniony od tempa wzrostu guzéw, poniewaz dopiero przy
osiggnieciu $rednio objeto$ci guza V=200 mm3 nastepuje randomizacja myszy i utworzenie grup eks-
perymentalnych tak, zeby w kazdej grupie byty podobne objetosci guzéw.

Testowano immunokoniugat wedtug Przyktadu 6 oraz przeciwciato wg Przyktadu 4 wraz z odpo-
wiednimi kontrolami takimi jak:

a) bufor PBS - jako kontrola negatywna,
b) 8310-MMAE - jako kontrola pozytywna.

Utworzono 10 grup eksperymentalnych, w ktérych n=5. Zwigzki podawane byly w schemacie
g2dx7 (co drugi dzien, 7 razy), testowano dawke 15 mg/kg b.w. Zwigzki byly podawane dozylnie (do
zyly ogonowej).

Wielko$¢ guza mierzono przy pomocy suwmiarki elektronicznej, objeto$¢ guza liczono wedtug
wzoru: (a2 x b)/2, gdzie a = krétsza przekgtna guza (mm) oraz b = diuzsza przekatna guza (mm). Za-
hamowanie wzrostu guza obliczano przy pomocy wzoru:

TGI (%) (tumour growth inhibition) = (WT/WC) x 100 - 100%,
gdzie WT odnosi sie do Sredniej objetoSci guza w grupie traktowanej, WC odpowiada $redniej objetosci
guza w grupie kontrolne;.

Wyniki eksperymentdéw przedstawiono jako wielko$¢ Srednig ($r) £ SD (SD). Wszystkie obliczenia
oraz wykresy przygotowane zostaty przy pomocy programu GraphPad Prism 5.0.

Dla immunokoniguatu w 50 dniu po implantacji guza zaobserwowano zmniejszanie objetosci
guza przy wartosci TGl Srednio 95% +/- 5%, a dla przeciwciata zaobserwowano zmniejszanie objetosci
guza wartosci TGl $rednio 80% +/- 5%. Kontrola pozytywna skutkowata >98% TGI. Nie obserwowano
zadnego zmniejszenia objetosci guza dla kontroli negatywne;.
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Lista sekwencji

<110>
<120>
<130>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
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SEQUENCE LISTING
Adamed Pharma S.A.
Przeciwciato anty-FOLR1 i jego zastosowanie w medycynie
BIOCON_INNOMED II
24
PatentIn version 3.5
1
7
PRT

Lama glama

1

Ile Thr Phe Ser Thr Thr Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5

2

11

PRT

Lama glama

2

Ile Ile Ser Arg Val Gly Ser Thr Asn Tyr Val
1 5 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

3

5

PRT

Lama glama

3

Gly Asp Tyr Val Tyr
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

4
7

PRT

Lama glama

4

Ser Val Val Ser Asp Ala Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

5

5

11

PRT

Lama glama
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<400> 5

Val Ile Asn Thr Val Gly Ser Thr Ala Tyr Ala
1 5 10

<210> 6

<211> 7

<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 6
His Arg Ser Gly Tyr Ile Tyr
1 5

<210> 7

<211> 26

<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 7

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

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

<210> 8

<211> 16

<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 8
Met Gly Trp Tyr Arg GIn Ala Pro Gly Lys GIn Arg Glu Leu Val Ala
1 5 10 15

<210> 9

<211> 38

<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 9
Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn
1 5 10 15

Thr Val Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val
20 25 0

Tyr Tyr Cys Asn Ala Asn
35

23
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<210> 10
<211> 38
<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 10

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ile Ala Lys Ser
1 5 10 15

Thr Ile Phe Leu Glu Thr Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val
20 25 30

Tyr Tyr Cys Asn Ala Asn
35

<210> 11
<211> 11
<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 11
Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 12

<211> 114

<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 12

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ile Thr Phe Ser Thr Thr
20 25 30

Val Met Gly Trp Tyr Arg GIn Ala Pro Gly Lys GIn Arg Glu Leu Val
35 40 45
Ala Ile Ile Ser Arg Val Gly Ser Thr Asn Tyr Val Asp Ser Val Lys
50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu
65 70 75 80

GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Asn
85 90 95
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Ala Asn Gly Asp Tyr Val Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val
100 105 110

Ser Ser

<210> 13
<211> 116
<212> PRT
<213> Lama glama

<400> 13

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ser Val Val Ser Asp Ala
20 25 30

Val Met Gly Trp Tyr Arg GIn Ala Pro Gly Lys GIn Arg Glu Leu Val
35 40 45

Ala Val Ile Asn Thr Val Gly Ser Thr Ala Tyr Ala Asp Ser Val Lys
50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ile Ala Lys Ser Thr Ile Phe Leu
65 70 75 80

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

Ala Asn His Arg Ser Gly Tyr Ile Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser
115

<210> 14
<211> 232
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Fc ludzkich IgG z mutacjami do heterodimeryzacji

<400> 14

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1 5 10 15

25



26

PL 244962 B1

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Asp Thr Leu Met Tle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
40 45

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
50 55 60

Asp Gly Val Glu Vval His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn
65 70 75 80

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn
85 90 95

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
100 105 110

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro
115 120 125

Arg Glu Pro GIn Val Cys Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr
130 135 140

Lys Asn GIn Val Ser Leu Ser Cys Ala Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
145 150 155 160

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr
165 170 175

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val
180 185 190

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe
195 200 205

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys
210 215 220

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
225 230

<210> 15
<211> 232
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Fc ludzkich IgG z mutacjami do heterodimeryzacji

<400> 15
GIu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
10 15

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
40 45

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
50 55 60

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn
65 70 75 80

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn
85 90 95

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
100 110

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro
115 120 125

Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr
130 135 140

Lys Asn GIn Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
145 150 155 160

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Ash Tyr
165 170 175

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
180 185 190

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GlIn GIn Gly Asn Val Phe
195

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys
210 215 220

27
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Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
225 230

<210> 16
<211> 356
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pierwszy tancuch heterodimeru (VHH1+Fc IgG) <400>

16

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ile Thr Phe Ser Thr Thr
20 25 30

Val Met Gly Trp Tyr Arg GIn Ala Pro Gly Lys GIn Arg Glu Leu Val
35 410 45

Ala Ile Ile Ser Arg Val Gly Ser Thr Asn Tyr Val Asp Ser Val Lys
50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu
65 70 75 80

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

Ala Asn Gly Asp Tyr Val Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val
100 105 110

Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Pro Lys Ser
115 120 125

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
130 135 140

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
145 150 155 160

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
165 170 175

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
180 185 190
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Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr
195 200 205

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn
210 215 220

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
225 230 235 240

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn
245 250 255

Val Cys Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val
260 265 270

Ser Leu Ser Cys Ala Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
275 280 285

Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
290 295 300

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr
305 310 315 320

Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
325 330 335

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu
340 345 350

Ser Pro Gly Lys
355

<210> 17
<211> 358
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> drugi tncuch heterodimeru (VHH1+Fc IgG) <400> 17

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ser Val Val Ser Asp Ala
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20 25 30

Val Met Gly Trp Tyr Arg GIn Ala Pro Gly Lys GIn Arg Glu Leu Val
35 40 45

Ala Val Ile Asn Thr Val Gly Ser Thr Ala Tyr Ala Asp Ser Val Lys
50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ile Ala Lys Ser Thr Ile Phe Leu
65 70 80

Glu Thr Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ash
85 90 95

Ala Asn His Arg Ser Gly Tyr Ile Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Pro
115 120 125

Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
130 135 140

Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
145 150 155 160

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
165 170 175

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
180 185 190

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn
195 200 205

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp
210 215 220

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
225 230 235 240

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu
245 250 255

Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
260 265 270
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GIn Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle
275 280 285

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
290 295 300

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
305 310 315 320

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys
325 330 335

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu
340 345 350

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
355

<210> 18
<211> 485
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> tancuch dojrzaty FOLR1 w fuzji z fragmentem Fc i sekwengji
sygnalowej IgG

<400> 18
Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly
1 5 10 15

Val His Ser Arg Ile Ala Trp Ala Arg Thr Glu Leu Leu Asn Val Cys
20 25 30

Met Asn Ala Lys His His Lys Glu Lys Pro Gly Pro Glu Asp Lys Leu
35 40 45

His Glu GIn Cys Arg Pra Trp Arg Lys Asn Ala Cys Cys Ser Thr Asn
50 55 60

Thr Ser GIn Glu Ala His Lys Asp Val Ser Tyr Leu Tyr Arg Phe Asn
65 70 75 80

Trp Asn His Cys Gly Glu Met Ala Pro Ala Cys Lys Arg His Phe Ile
85 920 95

31
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GIn Asp Thr Cys Leu Tyr Glu Cys Ser Pro Asn Leu Gly Pro Trp Ile
100 105 110

GlIn GIn Val Asp GIn Ser Trp Arg Lys Glu Arg Val Leu Asn Val Pro
115 120 125

Leu Cys Lys Glu Asp Cys Glu GIn Trp Trp Glu Asp Cys Arg Thr Ser
130 135 140

Tyr Thr Cys Lys Ser Asn Trp His Lys Gly Trp Asn Trp Thr Ser Gly
145 150 155 160

Phe Asn Lys Cys Ala Val Gly Ala Ala Cys GIn Pro Phe His Phe Tyr
165 170 175

Phe Pro Thr Pro Thr Val Leu Cys Asn Glu Ile Trp Thr His Ser Tyr
180 185 190

Lys Val Ser Asn Tyr Ser Arg Gly Ser Gly Arg Cys Ile GIn Met Trp
195 200 205

Phe Asp Pro Ala GIn Gly Asn Pro Asn Glu Glu Val Ala Arg Phe Tyr
210 215 220

Ala Ala Ala Met Glu Asn Leu Tyr Phe GIn Ser Gly Gly Ser Gly Ser
225 230 235 240

Gly Gly Gly Glu Pro Lys Ser GIn Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
245 250 255

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
260 265 270

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
275 280 285

Cys Val val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
290 295 300

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
305 310 315 320

Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
325 330 335

Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
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340 345 350

Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
355 360 365

Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
370 375 380

Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
385 390 395 400

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu
405 410 415

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
420 425 430

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GlIn GIn Gly
435 440 445

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
450 455 460

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Gly Ser Gly Gly Gly His
465 470 475 480

His His His His His
485

<210> 19

<211> 696

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pierwszy tancuch Fc IgG

<400> 19
gaaccgaaaa gctgcgataa aacccatacce tgcccgecgt geccggegece ggaactgcetg 60

ggcggcecga gegtgtttct gtttccgeecg aaaccgaaag ataccctgat gattagccge 120
accccggaag tgacctgegt ggtggtggat gtgagecatg aagatccgga agtgaaattt 180
aactggtatg tggatggcgt ggaagtgcat aacgcgaaaa ccaaaccgcg cgaagaacag 240
tataacagca cctatcgcgt ggtgagegtg ctgaccgtgce tgcatcagga ttggctgaac 300
ggcaaagaat ataaatgcaa agtgagcaac aaagegctge cggcgecgat tgaaaaaacc 360

attagcaaag cgaaaggceca gecgegegaa ccgcaggtgt gcaccctgee gecgagecge 420
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gatgaactga ccaaaaacca ggtgagcctg agctgcgegg tgaaaggctt ttatccgage 480
gatattgcgg tggaatggga aagcaacggc cagccggaaa acaactataa aaccaccccg 540
ccggtgctgg atagcgatgg cagctttttt ctggtgagca aactgaccgt ggataaaagc 600
cgctggcage agggcaacgt gtttagctge agegtgatge atgaagegcet gcataaccat 660
tatacccaga aaagcctgag cctgagcccg ggcaaa 696

<210> 20

<211> 695

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> drugi fancuch Fc IgG

<400> 20
gaaccgaaaa gctgcgataa aacccatacc tgccegecgt geccggegece ggaactgctg 60

ggcggeccga gegtgtttet gtttccgeeg aaaccgaaag ataccctgat gattagecege 120
accecggaag tgacctgegt ggtggtggat gtgagecatg aagatcegga agtgaaattt 180
aactggtatg tggatggcgt ggaagtgcat aacgcgaaaa ccaaaccgcg cgaagaacag 240
tataacagca cctatcgegt gatgagegtg ctgaccgtge tgcatcagga ttggctgaac 300
ggcaaagaat ataaatgcaa agtgagcaac aaagegctge cggegecgat tgaaaaaacc 360
attagcaaag cgaaaggcca gcegegegaa cegeaggtgt atacectgee gecgtgeege 420
gatgaactga ccaaaaacca ggtgagcectg tggtgcctgg tgaaaggcett ttatccgage 480
gatattgcgg tggaatggga aagcaacggc cagccggaaa acaactataa aaccaccccg 540
ccggtgetgg atagcgatgg cagcttttit ctgtatagea aactgaccgt ggataaaage 600
cgctggcage agggceaacgt gtttagetge agegtgatge atgaageget gcataaccat 660
tatacccaga aaagcctgag cctgageceg ggcaa 695

<210> 21

<211> 1068

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> fancuch pierwszy heterodimeru (VHH1+Fc IgG)

<400> 21
gaagtgcagc tggtggaaag ¢ggcgacgac ctggtacagg cggacggeag cetgegectg 60

agctgegegg cgageggceat tacctitage accaccgtga tgggetggta tcgecaggeg 120
ccgggcaaac agcgegaact ggtggegatt attagecgeg tgggcagcac caactatgtg 180
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gatagcgtga aaggccgctt taccattagc cgcgataacg cgaaaaacac cgtgtatctg 240
cagatgaaca gcctgaaacc ggaagatacc gcggtgtatt attgcaacgc gaacggegat 300
tatgtgtatt ggggccaggg cacccaggtg accgtgageca geggeggegg cggcagegge 360
ggecggeggea gegaaccgaa aagctgegat aaaacccata cetgeecgee gtgeeceggeg . 420
ccggaactge tgggcggecc gagegtgttt ctgtttccge cgaaaccgaa agataccctg 480
atgattagcc gcaccccgga agtgacctge gtggtggtgg atgtgagceca tgaagatccg 540
gaagtgaaat ttaactggta tgtggatggc gtggaagtgc ataacgcgaa aaccaaaccg 600
cgcgaagaac agtataacag cacctatcgce gtggtgageg tgctgaccgt gctgcatcag 660
gattggctga acggcaaaga atataaatgc aaagtgagca acaaagcgct gecggegecg 720
attgaaaaaa ccattagcaa agcgaaaggc cagccgegeg aaccgcaggt gtgcaccctg 780
ccgecgagec gegatgaact gaccaaaaac caggtgagec tgagetgege ggtgaaagge 840
ttttatccga gcgatattgc ggtggaatgg gaaagcaacg gccagccgga aaacaactat 900
aaaaccaccc cgccggtgct ggatagcgat ggcagctttt ttctggtgag caaactgacc 960
gtggataaaa gccgctggca gcagggcaac gtgtttaget gcagegtgat gcatgaagcg 1020
ctgcataacc attataccca gaaaagectg agectgagec cgggcaaa 1068
<210> 22

<211> 1074

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> drugi tancuch heterodimeru (VHH1+Fc IgG)

<400> 22
gaagtgcagc tggtggaaag cggcggeggce ctggtgcagg cgggcggceag cctgegectg 60

agctgecgegg cgageggcag cgtggtgage gatgeggtga tgggetggta tcgccaggeg 120
ccgggcaaac agcgcdaact ggtggeggtg attaacaccg tgggcageac cgegtatgeg 180
gatagcgtga aaggccgctt taccattage cgcgatattg cgaaaagcac catttttctg 240
gaaaccaaca gcctgaaacc ggaagatacc gcggtgtatt attgcaacge gaaccatcge 300
agcggctata tttattgggg ccagggcacc caggtgaccg tgagcagcgg cggcggeggc 360
agcggcggeg geggcagcega accgaaaadc tgegataaaa cccatacctg ccegeegtge 420
ccggcgecgg aactgetggg cggeccgagce gtgtttetgt ttccgecgaa accgaaagat 480
accctgatga ttagccgcac cccggaagtg acctgegtgg tggtggatgt gagccatgaa 540
gatccggaag tgaaatttaa ctggtatgtg gatggcgtgg aagtgcataa cgcgaaaacc 600

daaccgcgcg aagaacagta taacagcacc tatcgcgtgg tgagegtact gaccgtgcetg 660

35
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catcaggatt ggctgaacgg caaagaatat aaatgcaaag tgagcaacaa agcgcetgecg 720
gcgccgattg aaaaaaccat tagcaaagcg aaaggccage cgcgcgaacce gcaggtgtat 780
accctgecge cgtgecgega tgaactgacc aaaaaccagg tgagectgtg gtgectggtg 840
aaaggctttt atccgagcga tattgcggtg gaatgggaaa gcaacggcca gccggaaaac 900
aactataaaa ccaccccgcece ggtgctggat agcgatggca gettttttet gtatagcaaa 960
ctgaccgtgg ataaaagccg ctggcagcag ggcaacgtgt ttagctgcag cgtgatgcat 1020
gaagcgctge ataaccatta tacccagaaa agectgagec tgageccggg caaa 1074
<210> 23

<211> 342

<212> DNA

<213> Lama glama

<400> 23
gaagtgcagc tggtggaaag cggcggcggce ctggtgcagg cgggcggcag cctgcgectg 60

agctgcgegg cgageggcat tacctttage accaccgtga tgggctggta tcgccaggeg 120
ccgggcaaac agcgcgaact ggtggcgatt attagccgeg tgggcagceac caactatgtg 180
gatagcgtga aaggccgctt taccattage cgcgataacg cgaaaaacac cgtgtatctg 240
cagatgaaca gcctgaaacc ggaagatacc gcggtgtatt attgcaacgc gaacggcgat 300
tatgtgtatt ggggccaggg cacccaggtg accgtgagca gc 342
<210> 24

<211> 348

<212> DNA

<213> Lama glama

<400> 24
gaagtgcagc tggtggaaag cggcggcggc ctggtgcagg cgggcggceag cctgegectg 60

agctgegegg cgageggeag cgtggtgage gatgeggtga tgggctggta tcgecaggeg . 120
ccgggcaaac agcgcgaact ggtggeggtg attaacaccg tgggcagcac cgegtatgeg 180
gatagcgtga aaggccgctt taccattagc cgcgatattg cgaaaagcac catttttctg 240
gaaaccaaca gcctgaaacc ggaagatacc geggtgtatt attgcaacge gaaccatcgce 300

agcggctata tttattgggg ccagggcacc caggtgaccg tgagcagc 348
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Zastrzezenia patentowe

Przeciwciato anty-FOLR1 zawierajgce pierwszy i drugi fragment przeciwciata, przy czym
— pierwszy fragment przeciwciata anty-FOLR1 zawiera pierwszy tancuch VHH funkcjonalnie
potgczony z pierwszym fragmentem statego faricucha ciezkiego Fc ludzkiej IgG, i
— drugi fragment przeciwciata anty-FOLR1 zawiera drugi tancuch VHH funkcjonalnie pota-
czony z drugim fragmentem statego fancucha ciezkiego Fc ludzkiej IgG, i przy czym
— wspomniany pierwszy tancuch VHH zawiera region determinujgcy komplementarno$é
(CDR) sktadajacy sie z CDR1 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 1, CDR2 jak przedstawiono
w SEQ ID NO.: 2 i CDR3 jak przedstawiono w SEQ ID NO.: 3 oraz region zrebowy
(FR) skitadajacy sie z FR1 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 7, FR2 jak przedstawiono
w SEQ ID NO: 8, FR3 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 9 i FR4 jak przedstawiono w SEQ
IDNO: 11, a
— wspomniany drugi tancuch VHH zawiera region determinujgcy komplementarno$é (CDR)
sktadajacy sie z CDR1 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 4, CDR2 jak przedstawiono
w SEQ ID NO.: 5 i CDR3 jak przedstawiono w SEQ ID NO.: 6 oraz region zrebowy
(FR) skiadajacy sie z FR1 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 7, FR2 jak przedstawiono
w SEQ ID NO: 8, FR3 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 10 i FR4 jak przedstawiono w SEQ
ID NO: 11.
Przeciwciato wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze pierwszy tancuch VHH ma sekwencje jak
przedstawiono w SEQ ID NO.: 12, a drugi tancuch VHH ma sekwencje jak przedstawiono
w SEQ ID NO.: 13.
Przeciwciato anty-FOLR1, wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienne tym, ze pierwszy fragment
statego tancucha ciezkiego Fc ludzkiej IgG ma sekwencje jak przedstawiono w sekwencji SEQ
ID NO: 14, a drugi fragment statego tafncucha ciezkiego Fc ludzkiej IgG ma sekwencje jak
przedstawiono w sekwencji SEQ ID NO: 15.
Przeciwciato anty-FOLR1, wedtug zastrz. 1, 2 albo 3, znamienne tym, ze pierwszy fragment
przeciwciata anty-FOLR1 ma sekwencje jak przedstawiono w SEQ ID No: 16, drugi fragment
przeciwciata anty-FOLR1 ma sekwencje jak przedstawiono w SEQ ID No: 17.
Wylzolowany polinukleotyd kodujgcy biatko wybrane z grupy sktadajgcej sie z:

pierwszego fragmentu przeciwciata anty-FOLR1 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 21,

— drugiego fragmentu przeciwciata anty-FOLR1 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 22;

— pierwszego fragmentu statego tancucha ciezkiego Fc ludzkiej IgG jak przedstawiono w se-
kwencji aminokwasowej SEQIDNO: 19;

— drugiego fragmentu statego tancucha ciezkiego Fc ludzkiej IgG jak przedstawiono w se-
kwencji aminokwasowej SEQ ID NO: 20;

— pierwszego fancucha VHH anty-FOLR1 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 23;

— drugiego tancucha VHH anty-FOLR1 jak przedstawiono w SEQ ID NO: 24.

Wyizolowany polinukleotyd wedfug zastrz. 5, znamienny tym, ze wspomniany polinukleotyd
ma sekwencje nukleotydowg SEQ ID NO: 21 i/lub SEQ ID NO: 22.

Wektor ekspresyjny, znamienny tym, ze zawiera polinukleotyd jak okreslono w zastrz. 5 albo 6.
Komérka gospodarza, znamienna tym, ze wspomniana komoérka gospodarza zawiera wektor
ekspresyjny jak okreSlono w zastrz. 7, albo polinukleotyd jak okre$lono w zastrz. 5 albo
6 zintegrowany z genomem komérki gospodarza.

Sposo6b wytwarzania przeciwciata anty-FOLR1 obejmujgcy etapy:

(a) hodowanie komorki gospodarza jak okre$lona w zastrz. 8 w warunkach odpowiednich do
wytwarzania przeciwciata, a tym samym uzyskanie hodowli zawierajgcej wspomniane
przeciwciato anty-FOLR1; oraz

(b) izolowanie lub odzyskiwanie wspomnianego przeciwciata anty-FOLR1 ze wspomnianej ho-
dowli.

Immunokoniugat, znamienny tym, ze wspomniany immunokoniugat zawiera:

(a) przeciwciato anty-FOLR1 jak okre$lono w ktérymkolwiek z zastrz. 1 do 4; oraz

(b) cze$é sprzezong wybrang z grupy sktadajgcej sie z wykrywalnego markera, leku, toksyny,
cytokiny, radionuklidu i enzymu.

Przeciwciato jak okre$lono w zastrz. 1 do 4 albo immunokoniugat jak okreslono w zastrz. 10
do stosowania jako (a) srodek do wykrywania czgsteczki FOLR1; albo (b) lek do leczenia raka.
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12. Kompozycja farmaceutyczna zawierajgca:

(i) przeciwciato anty-FOLR1 jak okreSlono w zastrz. 4, albo immunokoniugat jak okre$lono
w zastrz. 10; oraz
(i) farmaceutycznie dopuszczalny no$nik.

13. Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 12 do zastosowania w leczeniu raka.

14. Zastosowanie przeciwciata anty-FOLR1 jak okre$lono w zastrz. 4, albo immunokoniugatu jak
okre$lono w zastrz. 10 do przygotowania srodka, ptytki do wykrywania lub zestawu, przy czym
wspomniany Srodek, ptytke lub zestaw do wykrywania stosuje sie do wykrywania biatka
FOLR1 w badanej prébce.
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Kinetics: ‘AFR-1G2 anty FOLR', fit: ‘1. 1:1 Binding’ {continued)
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