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Patenttivaatimukset

1. Invitro -menetelma bispesifisen vasta-aineen tuottamiseksi, mainittu
menetelma kasittad seuraavat vaiheet:

a) tarjotaan kdyttoon ensimmdinen homodimeerinen monospesifinen
vasta-aine, joka kasittda immunoglobuliini-Fc-alueen, mainittu Fc-alue kasittaa en-
simmadisen CH3-alueen, jossa mainittu ensimmdinen monospesifinen vasta-aine
kasittdd Phe:n kohdassa 405 ja Arg:n kohdassa 409 EU-numeroinnin mukaisesti ja
Cys-Pro-Pro-Cys -sekvenssin ydinsarana-alueella,

b) tarjotaan kdyttoon toinen homodimeerinen monospesifinen vasta-
aine, joka kdsittdd immunoglobuliini-Fc-alueen, mainittu Fc-alue késittaa toisen
CH3-alueen, jossa mainittu toinen monospesifinen vasta-aine kdsittda Leu:n koh-
dassa 405 ja Lys:n kohdassa 409 EU-numeroinnin mukaisesti ja Cys-Pro-Pro-Cys -
sekvenssin ydinsarana-alueella,

c) inkuboidaan mainittu ensimmdainen monospesifinen vasta-aine yh-
teen mainitun toisen monospesifisen vasta-aineen kanssa pelkistdvissa olosuh-
teissa, jotka riittavat sallimaan sen, ettd kysteiinit ydinsarana-alueiden Cys-Pro-
Pro-Cys -sekvenssissa kokevat disulfidisidoksen isomeroitumisen, ja

d) saadaan mainittu bispesifinen vasta-aine;

jossa mainittujen ensimmadisen ja toisen CH3-alueen sekvenssit ovat
erilaiset ja ovat sellaiset, ettd heterodimeerinen vuorovaikutus mainittujen ensim-
madisen ja toisen CH3-alueen valilla on voimakkaampi kuin kukin mainittujen en-
simmadisen ja toisen CH3-alueen homodimeerisistd vuorovaikutuksista, ja jossa
mainittu ensimmadainen monospesifinen vasta-aine sitoutuu ensimmaisen epitoop-
pin ja mainitut toiset monospesifiset vasta-aineet sitoutuvat toiseen epitooppiin,
jossa mainitut ensimmadinen ja toinen epitooppi ovat erilaiset.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen in vitro -menetelm4, jossa ensim-
maisen monospesifisen vasta-aineen Fc-alue on isotyyppid, joka valitaan ryhmastg,
joka koostuu joukosta 1gG1, 1gG2, 1gG3 ja IgG4, ja jossa toisen monospesifisen
vasta-aineen Fc-alue on isotyyppi4, joka valitaan ryhmadstd, joka koostuu joukosta
IgG1, IgG2, 1gG3 ja 1gG4.

3. Minka tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in vitro -me-
netelmd, jossa sekd mainitun ensimmaisen ettd mainitun toisen monospesifisen
vasta-aineen Fc-alueet ovat IgG1-isotyyppia.

4. Minka tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in vitro -me-
netelmd, jossa heterodimeerinen vuorovaikutus tuloksena olevassa bispesifisessa

vasta-aineessa on
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a) sellainen, etté ei voi esiintyd Fab-osan vaihdosta 0,5 mM glutationin
kohdalla esimerkissa 13 kuvailluissa olosuhteissa, ja/tai

b) sellainen, ettd ei esiinny Fab-osan vaihdosta in vivo hiirissa esimer-
kissa 14 kuvailluissa olosuhteissa, ja/tai

c) yli kaksi kertaa voimakkaampi, kuten yli kolme kertaa voimak-
kaampi, esim. yli viisi kertaa voimakkaampi kuin voimakkain kahdesta homodi-
meerisestd vuorovaikutuksesta, esim. madritettynd esimerkissa 30 selostetun mu-
kaisesti.

5. Minka tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in vitro -me-
netelmd, jossa mainittujen ensimmadisen ja toisen CH3-alueen sekvenssit ovat sel-
laiset, etta

a) tuloksena olevan bispesifisen vasta-aineen heterodimeerien dissosi-
aatiovakio on alle 0,05 mikromoolia maéritettyna esimerkissa 30 selostetun mu-
kaisesti, ja/tai

b) ensimmadisen ja toisen monospesifisen vasta-aineen molempien ho-
modimeerien dissosiaatiovakiot ovat yli 0,01 mikromoolia, kuten yli 0,05 mikro-
moolia, edullisesti 0,01-10 mikromoolia, kuten 0,05-10 mikromoolia, edullisem-
min 0,01-5, kuten 0,05-5 mikromoolia, vield edullisemmin 0,01-1 mikromoolia, ku-
ten 0,05-1 mikromoolia, 0,01-0,5 tai 0,01-0,1 mikromoolia méritettyna esimerkissa
21 selostetun mukaisesti.

6. Minka tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in vitro -me-
netelmd, jossa mainitulla ensimmadiselld homodimeeriselld monospesifiselld vasta-
aineella ei ole enempda kuin yksi aminohapposubstituutio CH3-alueella, ja toisella
homodimeeriselld monospesifiselld vasta-aineella ei ole enempéaa kuin yksi amino-
happosubstituutio CH3-alueella suhteessa luonnonvaraisiin CH3-alueisiin.

7. Minka tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in vitro -me-
netelmd, jossa mainitut ensimmdinen ja toinen CH3-alue, erikseen maadriteltyja
mutaatioita lukuun ottamatta, késittavat SEQ I D nro 1:ssé esitetyn sekvenssin.

8. Minka tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in vitro -me-
netelmd, jossa mainitut ensimmadinen ja toinen homodimeerinen monospesifinen
vasta-aine, erikseen madriteltyja mutaatioita lukuun ottamatta, ovat ihmisen tai
humanisoituja vasta-aineita.

9. Minka tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in vitro -me-
netelmd, jossa sekd mainittu ensimmadinen ettd toinen homodimeerinen mo-

nospesifinen vasta-aine kéasittdavat edelleen kevytketjun.



10

15

20

25

30

35

10. Minkd tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in
vitro -menetelmd, jossa mainittu ensimmadinen ja/tai mainittu toinen homodimee-
rinen monospesifinen vasta-aine kdsittda mutaation, joka poistaa akseptoripaikan
Asn-linkitettya glykosylaatiota varten.

11. Minka tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in vitro -
menetelmd, jossa vaiheessa a) ja b) kdyttdon tarjotut mainitut ensimmainen ja toi-
nen homodimeerinen monospesifinen vasta-aine puhdistetaan.

12. Minka tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in vitro -
menetelmd, jossa mainittu ensimmadinen ja/tai toinen homodimeerinen mo-
nospesifinen vasta-aine konjugoidaan ladkkeeseen, lddkkeen esimuotoon tai tok-
siiniin tai sisdltad akseptoriryhmaén sitd varten.

13. Minkd tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in
vitro -menetelma,

jossa mainittu ensimmadinen ja/tai mainittu toinen epitooppi sijaitsee
kasvainsolulla;

jossa mainittu ensimmadinen tai mainittu toinen epitooppi sijaitsee kas-
vainsolulla ja toinen epitoopeista sijaitsee efektorisolulla;

jossa mainittu ensimmainen tai toinen epitooppi sijaitsee T-solulla, ku-
ten T-solulla ekspressoidun CD3:1la;

jossa ensimmadinen vasta-aine ja toinen vasta-aine sitoutuvat eri epi-
tooppeihin samalla kasvainsolulla; tai

jossa ensimmdinen vasta-aine sitoutuu epitooppiin kasvainsolulla, ja
toinen vasta-aineista on epdolennainen tai inaktiivinen vasta-aine ilman olennaista
in vivo -sitoutumisaktiviteettia aiottua sovellusta varten.

14. Minkd tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in
vitro -menetelma, jossa pelkistavat olosuhteet vaiheessa c) kasittavat pelkistysai-
neen lisddmisen, esim. pelkistysaineen, joka valitaan ryhmadstd, joka koostuu jou-
kosta: 2-merkaptoetyyliamiini, ditiotreitoli ja tris(2-karboksietyyli)fosfiini tai sen
kemialliset johdannaiset, ditioerytritoli, glutationi, L-kysteiini ja beeta-merkapto-
etanoli.

15. Minkd tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in
vitro -menetelmd, jossa vaihe c) suoritetaan pelkistdvissa olosuhteissa redox-po-
tentiaalilla, joka on -150 ja -600 mV:n valilla, kuten -250 ja -400 mV:n valilla.

16. Minkd tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in

vitro -menetelma, jossa vaihe c) kasittdd inkubaation vahintdan 90 minuutin ajan
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vahintddn 20 °C:n lampétilassa vahintddn 25 mM:n 2-merkaptoetyyliamiinia l&s-
niolossa tai vihintdidn 0,5 mM:n ditiotreitolia lasniolossa.

17. Minkd tahansa edellisen patenttivaatimuksen mukainen in
vitro -menetelma, jossa vaihe d) kdsittad pelkistysaineen poistamisen esim. suolan-
poistolla.

18. Menetelma bispesifisen vasta-aineen valitsemiseksi, jolla on haluttu
ominaisuus, mainittu menetelma kdsittaa vaiheet, joissa:

a) tarjotaan kayttoon ensimmadinen sarja homodimeerisia vasta-aineita,
jotka kdsittavat vasta-aineita, joilla on erilaiset variaabelialueet ja Cys-Pro-Pro-Cys
-sekvenssi ydinsarana-alueella, jossa mainitun ensimmaisen sarjan mainitut vasta-
aineet kasittavat identtiset ensimmaiset CH3-alueet, jossa mainitut CH3-alueet ka-
sittdvat Phe:n kohdassa 405 ja Arg:n kohdassa 409 EU-numeroinnin mukaisesti),

b) tarjotaan kdyttdon toinen sarja homodimeerisid vasta-aineita, jotka
kdsittavat vasta-aineita, joilla on erilaiset variaabelit alueet tai identtiset variaabe-
lit alueet ja Cys-Pro-Pro-Cys -sekvenssi ydinsarana-alueella, jossa mainitun toisen
sarjan mainitut vasta-aineet kasittdvat identtiset toiset CH3-alueet, jossa mainitut
CH3-alueet kasittavat Leu:n kohdassa 405 ja Lys:n kohdassa 409 EU-numeroinnin
mukaisesti,

c¢) inkuboidaan mainitun ensimmaisen sarjan ja mainitun toisen sarjan
vasta-aineiden yhdistelmat pelkistavissa olosuhteissa, jotka riittavat siihen, etta
sallitaan kysteiinien sarana-alueilla kokea disulfidisidoksen isomerisaatio, tuot-
taen siten sarjan bispesifisid vasta-aineita,

d) valinnaisesti palautetaan olosuhteet ei-pelkistaviksi,

e) madritetddn tuloksena oleva bispesifisten vasta-aineiden sarja tiettya
haluttua ominaisuutta varten, ja

f) valitaan bispesifinen vasta-aine, jolla on haluttu ominaisuus;

jossa mainittujen ensimmadisen ja toisen CH3-alueen sekvenssit ovat
erilaiset ja ovat sellaiset, ettd heterodimeerinen vuorovaikutus mainittujen ensim-
madisen ja toisen CH3-alueen valilla on voimakkaampi kuin kukin mainittujen en-
simmadisen ja toisen CH3-alueen homodimeerisistd vuorovaikutuksista, ja jossa
mainittu ensimmadinen ja toinen homodimeerinen vasta-aine sitovat eri epitoop-
peja.

19. Menetelma bispesifisen vasta-aineen tuottamiseksi, mainittu mene-
telma kdasittdd seuraavat vaiheet:

a) tarjotaan kayttdon ensimmdinen nukleiinihappokonstrukti, joka

koodaa ensimmadisen polypeptidin, joka kasittda sellaisen vasta-aineen
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ensimmadisen tdyspitkdn raskasketjun, joka kasittda ensimmaisen CH3-alueen, joka
kasittdd Phe:n kohdassa 405 ja Arg:n kohdassa 409 EU-numeroinnin mukaisesti ja
kdsittaa edelleen Cys-Pro-Pro-Cys -sekvenssin ydinsarana-alueella,

b) tarjotaan kayttdon toinen nukleiinihappokonstrukti, joka koodaa toi-
sen polypeptidin, joka késittaa sellaisen vasta-aineen toisen tayspitkdn raskasket-
jun, joka kasittaa toisen CH3-alueen, joka kasittaa Leu:n kohdassa 405 ja Lys:n koh-
dassa 409 EU-numeroinnin mukaisesti) ja késittaa edelleen Cys-Pro-Pro-Cys -sek-
venssin ydinsarana-alueella,

c) koekspressoidaan mainitut ensimmainen ja toinen nukleiinihappo-
konstrukti isdntdasolussa, ja

d) saadaan mainittu bispesifinen vasta-aine soluviljelmdsta;

jossa mainittujen ensimmadisen ja toisen CH3-alueen sekvenssit ovat
erilaiset ja ovat sellaiset, ettd heterodimeerinen vuorovaikutus mainittujen ensim-
madisen ja toisen CH3-alueen valilla on voimakkaampi kuin kukin mainittujen en-
simmadisen ja toisen CH3-alueen homodimeerisistd vuorovaikutuksista, ja jossa
mainittu ensimmainen tayspitka raskasketju sitoutuu ensimmadisen epitooppin ja
mainittu toinen tayspitka raskasketju sitoutuu toiseen epitooppiin, jossa mainitut
ensimmadinen ja toinen epitooppi ovat erilaiset.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen menetelma, joka kasittaa edel-
leen minka tahansa patenttivaatimuksen 2-13 ominaispiirteet.

21. Ekspressiovektori, joka kasittdd missd tahansa patenttivaatimuk-
sessa 19-20 eritellyt nukleiinihappokonstruktit.

22. Isantasolu, joka kasittdd missa tahansa patenttivaatimuksessa 19-
20 eritellyt nukleiinihappokonstruktit.

23. Bispesifinen vasta-aine, joka saadaan tai voidaan saada minka ta-
hansa patenttivaatimuksen 1-17, 19 tai 20 mukaisella menetelmalla.

24. Bispesifinen vasta-aine, joka kdsittdd ensimmaisen polypeptidin,
joka kdsittad ensimmaisen tdyspitkdn vasta-aineraskasketjun, joka kasittda ensim-
maisen Fc-alueen, joka kdsittda ensimmaisen CH3-alueen, ja toisen polypeptidin,
joka kasittaa toisen Fc-alueen, joka kasittda toisen tayspitkdn vasta-aineraskasket-
jun, joka kdsittaa toisen CH3-alueen,

jossa mainittu ensimmainen raskasketju sitoo ensimmadisen epitoopin
ja mainittu toinen raskasketju sitoo toisen epitoopin, jossa mainitut ensimmaéinen
ja toinen epitooppi ovat erilaiset, ja jossa mainittujen ensimmaisen ja toisen CH3-
alueen sekvenssit ovat erilaiset ja ovat sellaiset, ettd heterodimeerinen vuorovai-

kutus mainittujen ensimmadisen ja toisen CH3-alueen valilla on voimakkaampi kuin
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kukin mainittujen ensimmadisen ja toisen CH3-alueen homodimeerisista vuorovai-
kutuksista, ja

a) jossa mainittu ensimmadinen CH3-alue kéasittda Phe:n kohdassa 405
ja Arg:n kohdassa 409 EU-numeroinnin mukaisesti ja Cys-Pro-Pro-Cys -sekvenssin
ydinsarana-alueella, ja

b) jossa mainittu toinen CH3-alue késittda Leu:n kohdassa 405 ja Lys:n
kohdassa 409 EU-numeroinnin mukaisesti ja Cys-Pro-Pro-Cys -sekvenssin ydinsa-
rana-alueella.

25. Patenttivaatimuksen 23 tai 24 mukainen bispesifinen vasta-aine,
jossa ensimmadinen Fc-alue on isotyyppid, joka valitaan ryhmast4, joka koostuu jou-
kosta IgG1, 1gG2, 1gG3 ja IgG4, ja jossa toinen Fc-alue on isotyyppid, joka valitaan
ryhmastd, joka koostuu joukosta IgG1, IgG2, 1gG3 ja IgG4.

26. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-25 mukainen bispesifinen
vasta-aine, jossa sekd mainittu ensimmadinen ettd toinen Fc-alue ovat IgG1-isotyyp-
pid.

27. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-26 mukainen bispesifinen
vasta-aine, jossa mainitulla ensimmadisella CH3-alueella ei ole enempda kuin yksi
aminohapposubstituutio ja toisella CH3-alueella ei ole enempaa kuin yksi amino-
happosubstituutio suhteessa luonnonvaraisiin CH3-alueisiin.

28. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-27 mukainen bispesifinen
vasta-aine, jossa mainitut ensimmadinen ja toinen CH3-alue, erikseen maariteltyja
mutaatioita lukuun ottamatta, kasittavat SEQ 1 D nro 1:ssa esitetyn sekvenssin.

29. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-28 mukainen bispesifinen
vasta-aine, jossa mainitut ensimmadinen ja toinen tdyspitka raskasketju, erikseen
madriteltyja mutaatioita lukuun ottamatta, ovat ihmisen tai humanisoidusta vasta-
aineesta.

30. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-29 mukainen bispesifinen
vasta-aine, joka kasittaa kaksi tayspitkaa kevytketjua.

31. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-30 mukainen bispesifinen
vasta-aine, jossa mainittu ensimmainen ja/tai mainittu toinen polypeptidi kasittaa
mutaation, joka poistaa akseptoripaikan Asn-linkitettya glykosylaatiota varten.

32. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-31 mukainen bispesifinen
vasta-aine, jossa mainittu ensimmadinen ja/tai toinen polypeptidi konjugoidaan
ladkkeeseen, ladkkeen esimuotoon tai toksiiniin tai sisaltda akseptoriryhman sita

varten.
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33. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-32 mukainen bispesifinen
vasta-aine,

jossa mainittu ensimmadinen ja/tai mainittu toinen epitooppi sijaitsee
kasvainsolulla;

jossa mainittu ensimmadinen tai mainittu toinen epitooppi sijaitsee kas-
vainsolulla ja toinen epitoopeista sijaitsee efektorisolulla;

jossa mainittu ensimmainen tai toinen epitooppi sijaitsee T-solulla, ku-
ten T-solulla ekspressoidulla CD3:1la;

jossa ensimmadinen raskasketju ja toinen raskasketju sitoutuvat eri epi-
tooppeihin samalla kasvainsolulla; tai

jossa ensimmadinen raskasketju sitoutuu epitooppiin kasvainsolulla, ja
toinen raskasketjuista on epdolennaisesta tai inaktiivisesta vasta-aineesta ilman
olennaista in vivo -sitoutumisaktiviteettia aiottua sovellusta varten.

34. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-33 mukainen bispesifinen
vasta-aine, jossa mainittu ensimmadinen ja toinen epitooppi sijaitsevat kasvainso-
lulla ja jossa bispesifiselld vasta-aineella on sitoutumisspesifisyys kohteelle, joka
valitaan ryhmastd, joka koostuu joukosta: erbB1 (EGFR), erbB2 (HER2), erbB3,
erbB4, MUC-1, CD19, CD20, CD4, CD38, CD138, CXCR5, c-Met, HERV-vaippaprote-
iini, periostiini, Bigh3, SPARC, BCR, CD79, CD37, EGFrvlll, L1-CAM, AXL, kudoste-
kija (TF), CD74, EpCAM ja MRP3.

35. Minké tahansa patenttivaatimuksen 23-33 mukainen bispesifinen
vasta-aine, jossa mainittu ensimmadinen ja toinen epitooppi sijaitsevat kasvainso-
lulla ja jossa mainitulla bispesifiselld vasta-aineella on sitoutumisspesifisyys koh-
deyhdistelmalle, joka valitaan ryhmastd, joka koostuu joukosta: erbB1 + erbB2,
erbB2 + erbB3, erbB1 + erbB3, CD19 + CD20, CD38 + CD34, CD4 + CXCR5,CD38 +
RANKL, CD38 + CXCR4, CD20 + CXCR4, CD20 + CCR7, CD20 + CXCRS5, CD20 +
RANKIL, erbB2 + AXL, erbB1 + cMet, erbB2 + c-Met, erbB2 + EpCAM, c-Met + AXL,
c-Met + TF, CD38 + CD20, CD38 + CD138.

36. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-33 mukainen bispesifinen
vasta-aine, jossa mainittu ensimmadinen tai toinen epitooppi sijaitsee kasvainso-
lulla ja toinen epitoopeista sijaitsee efektorisolulla, jossa bispesifiselld vasta-ai-
neella on sitoutumisspesifisyys kohteelle, joka valitaan ryhmadsta, joka koostuu jou-
kosta: FcgammaRlI (CD64), FcgammaRIIl (CD16), CD3, CD89, CD32a, FceRI.

37. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-33 mukainen bispesifinen
vasta-aine, jolla on sitoutumisspesifisyys kohdeyhdistelmadlle, joka valitaan jou-
kosta: CD3 + HERZ, CD3 + CD20, IL-12 + IL18, IL-1a + IL-1b, VEGF + EGFR, EpCAM
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+ CD3, GD2 + CD3, GD3 + CD3, HER2 + CD64, EGFR + CD64, CD30 + CD16, NG2 +
CD28, HERZ + HER3, CD20 + CD28, HER2 + CD16, Bcl2 + CD3,CD19 + CD3, CEA +
CD3, EGFR + CD3, IgE + CD3, EphAZ + CD3, CD33 + CD3, MCSP + CD3, PSMA + CD3,
TF + CD3, CD19 + CD16, CD19 + CD16a, CD30 + CD16a, CEA + HSG, CD20 + HSG,
MUC1 + HSG, CD20 + CD22, HLA-DR + CD79, PDGFR + VEGF, IL17a + IL23, CD32b
+ CD25,CD20 + CD38, HER2 + AXL, CD89 + HLA luokka II, CD38+CD138, TF + cMet,
Her2 + EpCAM, HERZ + HERZ, EGFR + EGFR, EGFR + c-Met, c-Met + G-proteiiniin
kytkettyjen reseptorien ei-sitova osa ja yhdistelmat.

38. Minka tahansa patenttivaatimuksen 23-37 mukainen bispesifinen
vasta-aine kaytettavaksi ladkkeena.

39. Farmaseuttinen koostumus, joka kdsittdd minka tahansa patentti-
vaatimuksen 23-37 mukaisen bispesifisen vasta-aineen ja farmaseuttisesti hyvak-

syttdvan kantoaineen.
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