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DESCRIPCION
Anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 y usos de los mismos
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a moléculas de unién a antigeno biespecificas (por ejemplo, anticuerpos biespecificos)
que se unen al antigeno de maduracién de linfocitos B (BCMA, por sus siglas en inglés) y a CD3, y a métodos de uso
de las mismas.

Antecedentes

El antigeno de maduracién de linfocitos B (BCMA), también conocido como TNFRSF17 o CD269, es una proteina
transmembrana de tipo Il que carece de un péptido sefial y que contiene un dominio extracelular rico en cisteina. El
BCMA, junto con proteinas estrechamente relacionadas, promueve la supervivencia de los linfocitos B en distintas
fases del desarrollo. EIl BCMA se expresa exclusivamente en células del linaje de linfocitos B, particularmente en la
regién interfolicular del centro germinal asi como en plasmablastos y células plasméticas diferenciadas. EI BCMA se
induce selectivamente durante la diferenciacién de las células plasméaticas y es necesario para la supervivencia 6ptima
de las células plasméticas de larga vida en la médula 6sea. En el mieloma mdltiple, el BCMA se expresa ampliamente
en células plasmaticas neoplasicas a niveles elevados, y la expresiéon del BCMA aumenta con la progresion de células
normales a mieloma multiple activo. El BCMA también se expresa en otras neoplasias malignas de linfocitos B,
incluyendo macroglobulinemia de Waldenstrém, linfoma de Burkitt y linfoma difuso de linfocitos B grandes. Tai et al.,
Immunotherapy, 7(11):1187-1199, 2015.

El CD3 es un antigeno homodimérico o heterodimérico expresado en los linfocitos T en asociacién con el complejo
receptor de linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés) y es necesario para la activacién de los linfocitos T. EI CD3
funcional se forma a partir de la asociacién dimérica de dos de cuatro cadenas diferentes: épsilon, zeta, delta y gamma.
Las disposiciones diméricas de CD3 incluyen gamma/épsilon, delta/épsilon y zeta/zeta. Los anticuerpos contra CD3
han mostrado agrupar CD3 sobre los linfocitos T, produciendo por tanto la activacién de los linfocitos T de una manera
similar a la participacién de los TCR por las moléculas MHC cargadas de péptidos. Por tanto, se han propuesto
anticuerpos anti-CD3 con fines terapéuticos que implican la activacién de linfocitos T. De manera adicional, se han
propuesto anticuerpos biespecificos con capacidad de unién a CD3 y un antigeno diana para usos terapéuticos que
implican el direccionamiento de las respuestas inmunitarias de los linfocitos T a tejidos y células que expresan el
antigeno diana.

El documento WO 2017/031104 divulga anticuerpos anti-BCMA, moléculas de unién a antigeno biespecificas que se
unen a BCMA y a CD3, y sus usos. El documento WO 2014/047231 divulga anticuerpos anti-CD3, moléculas de unién
a antigeno biespecificas que se unen a CD3 y a CD20, y sus usos. El documento WO 2018/067331 divulga anticuerpos
biespecificos anti-MUC16-CD3 y conjugados de farmacos NTI-MUC16.

Las moléculas de unién a antigeno que se dirigen a BCMA, incluyendo las moléculas de unién a antigeno biespecificas
que se unen tanto a BCMA como a CD3, serian Utiles en entornos terapéuticos en los que se desee un
direccionamiento especifico y la destruccién mediada por linfocitos T de células que expresan BCMA.

Breve sumario de la invencion

La presente invencidén proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica aislada, que comprende: (a) un
primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno de maduracién de linfocitos B (BCMA)
humano comprende dominios HCDR1, HCDR2, HCDRS3, respectivamente, que comprenden las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID NO: 68, 70, 72, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDR3, respectivamente, que comprenden
las secuencias de aminoécidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88; y (b) un segundo dominio de unién a antigeno que se
une especificamente a CD3 humano que comprende los dominios HCDR1, HCDR2, HCDR3, respectivamente, que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 92, 94, 96, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDR3,
respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88. En algunos casos,
la molécula de unién a antigeno biespecifica aislada comprende: (a) un primer dominio de unién a antigeno que
comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 66, y una LCVR que comprende
la secuencia de aminogcidos de la SEQ ID NO: 82; y (b) un segundo dominio de unién a antigeno que comprende una
HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 90, y una LCVR que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica aislada, que
comprende: (a) un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno de maduracién de
linfocitos B (BCMA) humano que comprende los dominios HCDR1, HCDR2, HCDRS3, respectivamente, que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 68, 70, 72, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDR3,
respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoécidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88; y (b) un segundo
dominio de unién a antigeno que se une especificamente a CD3 humano que comprende los dominios HCDR1,
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HCDR?2, HCDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoéacidos de las SEQ ID NO: 100, 102,
104, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 84, 86, 88. En algunos casos, la molécula de unidn a antigeno biespecifica aislada comprende: (a) un
primer dominio de unién a antigeno que comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO: 66, y una LCVR que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 82; y (b) un segundo
dominio de unién a antigeno que comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 98, y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82.

Cualquiera de las moléculas de unidn a antigeno biespecificas comentadas anteriormente o en el presente documento
puede ser un anticuerpo biespecifico. En algunos casos, el anticuerpo biespecifico comprende una regién constante
de cadena pesada de IgG humana. En algunos casos, la regién constante de cadena pesada de IgG humana es el
isotipo 1IgG1. En algunos casos, la regién constante de cadena pesada de IgG humana es el isotipo IgG4. En diversas
realizaciones, el anticuerpo biespecifico comprende una bisagra quimérica que reduce la unién al receptor Fcy en
relacién con una bisagra de tipo silvestre del mismo isotipo.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende la molécula de
unién a antigeno biespecifica (por ejemplo, anticuerpo biespecifico) de la invencién, y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de 4cido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una molécula de unidén a antigeno biespecifica (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico) de
la invencién.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un vector de expresién que comprende la molécula de &cido
nucleico de la invencién.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una célula hospedadora que comprende el vector de expresién de
la invencién.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica aislada de la
invencién, o una composicion farmacéutica de la invencién, para su uso en un método de inhibicién del crecimiento
de un tumor de células plasmaticas en un sujeto, que comprende administrar al sujeto la molécula de unién a antigeno
biespecifica aislada, o la composicién farmacéutica que comprende la molécula de unién a antigeno biespecifica. En
algunos casos, el tumor de células plasmaticas es el mieloma multiple. En algunos casos, el método comprende
ademas la administracion de un segundo agente terapéutico, o régimen terapéutico. En algunas realizaciones, el
segundo agente terapéutico comprende un agente antitumoral (por ejemplo, agentes quimioterapéuticos, incluyendo
melfalan, vincristina (Oncovin), ciclofosfamida (Cytoxan), etopésido (VP-16), doxorrubicina (Adriamicina),
doxorrubicina liposomal (Doxil), obendamustina (Treanda), o cualquier otro que se sepa que es eficaz en el tratamiento
de un tumor de células plasmaticas en un sujeto). En algunas realizaciones, el segundo agente terapéutico comprende
esteroides. En algunas realizaciones, el segundo agente terapéutico comprende terapias dirigidas que incluyen
talidomida, lenalidomida y bortezomib, que son terapias aprobadas para tratar a pacientes recién diagnosticados. La
lenalidomida, pomalidomida, bortezomib, carfilzomib, panobinostat, ixazomib, elotuzumab y daratumumab, son
ejemplos de un segundo agente terapéutico eficaz para tratar el mieloma recurrente. En determinadas realizaciones,
el segundo agente terapéutico es un régimen que comprende radioterapia o un trasplante de células madre. En
determinadas realizaciones, el segundo agente terapéutico puede ser un agente inmunomodulador. En determinadas
realizaciones, el segundo agente terapéutico puede ser un inhibidor del proteosoma, incluyendo bortezomib (Velcade),
carfilzomib (Kyprolis), ixazomib (Ninlaro). En determinadas realizaciones, el segundo agente terapéutico puede ser un
inhibidor de histona desacetilasa tal como panobinostat (Farydak). En determinadas realizaciones, el segundo agente
terapéutico puede ser un anticuerpo monoclonal, un conjugado de anticuerpo-farmaco, un anticuerpo biespecifico
conjugado con un agente antitumoral, un inhibidor de punto de control, 0 combinaciones de los mismos.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica aislada de la
invencién, o una composicién farmacéutica de la invencidn, para su uso en un método de tratamiento de un paciente
que padezca mieloma multiple, u otra neoplasia maligna de linfocitos B que expresa BCMA, donde el método
comprende administrar al sujeto la molécula de unién a antigeno biespecifica aislada o la composicién farmacéutica
que comprende la molécula de unién a antigeno biespecifica. En algunos casos, la neoplasia maligna de linfocitos B
que expresa BCMA se selecciona del grupo que consiste en macroglobulinemia de Waldenstrém, linfoma de Burkitt y
linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma no hodgkiniano, leucemia linfocitica crénica, linfoma folicular, linfoma
de células del manto, linfoma de la zona marginal, linfoma linfoplasmocitico y linfoma de Hodgkin. En algunos casos,
el método comprende ademéas administrar un segundo agente terapéutico. En algunas realizaciones, el segundo
agente terapéutico comprende un agente antitumoral (un agente quimioterapéutico), alquilantes de ADN,
inmunomoduladores, inhibidores del proteasoma, radioterapia con inhibidores de la histona desacetilasa, un trasplante
de células madre, un inmunomodulador, un anticuerpo monoclonal que interactla con un antigeno expresado en la
superficie de la célula tumoral, un anticuerpo monoclonal distinto de los descritos en el presente documento, que puede
interactuar con un antigeno diferente en la superficie de las células plasméticas, un anticuerpo biespecifico, que tiene
un brazo que se une a un antigeno en la superficie de la célula tumoral y el otro brazo se une a un antigeno en un
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linfocito T, un conjugado de anticuerpo-farmaco, un anticuerpo biespecifico conjugado con un agente antitumoral, un
inhibidor del punto de control, por ejemplo, uno que se dirige a, PD-1 o CTLA-4, o combinaciones de los mismos. En
determinadas realizaciones, los inhibidores del punto de control pueden seleccionarse de inhibidores de PD-1, tales
como pembrolizumab (Keytruda), nivolumab (Opdivo) o cemiplimab (REGN2810). En determinadas realizaciones, los
inhibidores del punto de control pueden seleccionarse de inhibidores de PD-L1, tales como atezolizumab (Tecentriq),
avelumab (Bavencio) o Durvalumab (Imfinzi)). En determinadas realizaciones, los inhibidores del punto de control
pueden seleccionarse de inhibidores de CTLA-4, tales como ipilimumab (Yervoy). Anteriormente se han descrito otras
combinaciones que pueden utilizarse junto con un anticuerpo de la invencion.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica aislada de la
invencién, o una composicién farmacéutica de la invencidn, para su uso en un método de tratamiento de un paciente
que padece un tumor que expresa BCMA, en donde el método comprende la administraciéon de la molécula de unién
a antigeno biespecifica aislada, o la composicidén farmacéutica, al sujeto junto con un anticuerpo anti-PD-1 o fragmento
de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el anticuerpo anti-PD-1 o fragmento de unién a antigeno es un
anticuerpo anti-PD-1. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es cemiplimab (REGN2810). En diversas
realizaciones, la combinacién de molécula de unién a antigeno biespecifica anti-BCMA x anti-CD3 (por ejemplo, un
anticuerpo biespecifico) y un anticuerpo anti-PD-1 o fragmento de unién a antigeno (por ejemplo, un anticuerpo anti-
PD-1) produce un efecto terapéutico sinérgico en el tratamiento de tumores que expresan BCMA.

Otros aspectos resultaran evidentes tras la revisién de la descripcién detallada adjunta.
Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1y 2 ilustran la inhibicién tumoral profilactica dependiente de la dosis de células tumorales de mieloma
multiple humano NCI-H929 que expresan BCMA in vivo mediante los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-
CD3 REGN5458 y REGNS459, respectivamente. Las células NCI-H929 expresan altos niveles de BCMA.

Las Figuras 3 y 4 ilustran la inhibicién tumoral dependiente de la dosis terapéutica de células tumorales de mieloma
multiple humano NCI-H929 que expresan BCMA establecidas in vivo mediante los anticuerpos biespecificos anti-
BCMA x anti-CD3 REGN5458 y REGN5459, respectivamente. Las células NCI-H929 expresan altos niveles de
BCMA.

Las figuras 5 y 6 ilustran la inhibicién tumoral profilactica dependiente de la dosis de células tumorales de mieloma
multiple humano MOLP-8 que expresan BCMA in vivo mediante los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-
CD3 REGN5458 y REGN5459, respectivamente. Las células MOLP-8 expresan niveles moderados de BCMA.

La Figura 7 ilustra una reduccidn terapéutica de la carga tumoral establecida de células tumorales de mieloma
multiple humano OPM-2 que expresan BCMA in vivo mediante los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3
REGN5458 y REGNS459, en relacién con los controles. Las células OPM-2 expresan niveles bajos de BCMA.

Descripcion detallada

La divulgacién técnica que se expone a continuacién puede, en algunos aspectos, ir mas alld del alcance de las
reivindicaciones. Los elementos de la divulgaciéon que no se encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones se
proporcionan a titulo informativo. A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados
en el presente documento tienen el mismo significado que entiende habitualmente un experto habitual en la materia a
la que pertenece la presente invencién. Tal como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente",
cuando se utiliza en referencia a un valor numérico indicado particular, significa que el valor puede variar del valor
indicado en no méas de un 1%. Por ejemplo, tal como se usa en el presente documento, la expresion
"aproximadamente 100" incluye 99 y 101 y todos los valores intermedios (por ejemplo, 99,1, 99,2, 99,3, 99 4, etc.).

Definiciones

La expresion "CD3", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un antigeno que se expresa en linfocitos
T como parte del receptor multimolecular de linfocitos T (TCR) y que consiste en un homodimero o heterodimero
formado a partir de la asociacién de dos de las cuatro cadenas receptoras: CD3-épsilon, CD3-delta, CD3-zeta y CD3-
gamma. CD3-épsilon humano comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO: 116; CD3-
delta humano comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO: 117; CD3-delta humano
comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO: 118; CD3-gamma humano comprende la
secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 119. Todas las referencias a proteinas, polipéptidos y
fragmentos de proteina en el presente documento pretenden referirse a la versién humana de la proteina, polipéptido
o fragmento de proteina respectiva a menos que se especifique explicitamente como de una especie no humana. Por
tanto, la expresidén "CD3" significa CD3 humano a menos que se especifique que proviene de una especie no humana,
por ejemplo, "CD3 de ratén", "CD3 de mono", etc.

Tal como se usa en el presente documento, "un anticuerpo que se une a CD3" o un "anticuerpo anti-CD3" incluye
anticuerpos y fragmentos de unidén a antigeno de los mismos que reconocen especificamente una subunidad CD3
Unica (por ejemplo, épsilon, delta, gamma o zeta), asi como anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los
mismos que reconocen especificamente un complejo dimérico de dos subunidades CD3 (por ejemplo, dimeros de
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CD3 gamma/épsilon, delta/épsilon y zeta/zeta). Los anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de la presente
invencién pueden unirse a CD3 soluble y/o CD3 expresado en la superficie celular. CD3 soluble incluye proteinas CD3
naturales, asi como variantes de proteinas CD3 recombinantes como, por ejemplo, construcciones CD3 monoméricas
y diméricas, que carecen de un dominio transmembrana o que no estan asociadas con una membrana celular.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "CD3 expresado en la superficie celular” significa una o mas
proteinas CD3 que se expresan en la superficie de una célula in vitro o in vivo, de modo que al menos una parte de
una proteina CD3 esta expuesta al lado extracelular de la membrana celular y es accesible a una parte de unién a
antigeno de un anticuerpo. "CD3 expresado en la superficie celular" incluye proteinas CD3 contenidas dentro del
contexto de un receptor de linfocitos T funcional en la membrana de una célula. La expresién "CD3 expresado en la
superficie celular" incluye la proteina CD3 expresada como parte de un homodimero o un heterodimero en la superficie
de una célula (por ejemplo, dimeros de CD3 gamma/épsilon, delta/épsilon y zeta/zeta). La expresidn, "CD3 expresado
en la superficie celular" también incluye una cadena de CD3 (por ejemplo, CD3-épsilon, CD3-delta o CD3-gamma)
que se expresa por si misma, sin otros tipos de cadenas de CD3, en la superficie de una célula. Un "CD3 expresado
en la superficie celular' puede comprender o consistir en una proteina CD3 expresada en la superficie de una célula
que normalmente expresa la proteina CD3. Como alternativa, "CD3 expresado en la superficie celular' puede
comprender o consistir en una proteina CD3 expresada en la superficie de una célula que normalmente no expresa
CD3 humano en su superficie pero que se ha manipulado de manera artificial para expresar CD3 en su superficie.

La expresién "BCMA", tal como se usa en el presente documento, se refiere al antigeno de maduracién de linfocitos
B. EI BCMA (también conocido como TNFRSF17 y CD269) es una proteina de la superficie celular expresada en
células plasmaticas neoplasicas y desempefia un papel fundamental en la regulacién de la maduracién de los linfocitos
B y en la diferenciaciéon en células plasmaticas productoras de inmunoglobulina. La secuencia de aminoécidos de
BCMA humano se muestra en la SEQ ID NO: 115, y también se puede encontrar en el nimero de registro de GenBank
NP_001183.2.

Tal como se usa en el presente documento, "un anticuerpo que se une a BCMA" o un "anticuerpo anti-BCMA" incluye
anticuerpos y fragmentos de unidén a antigeno de los mismos que reconocen especificamente a BCMA.

La expresién "molécula de unién a antigeno" incluye anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de unidén a antigeno,
incluyendo, por ejemplo, anticuerpos biespecificos.

El término "anticuerpo", tal como se usa en el presente documento, significa cualquier molécula o complejo molecular
de unién a antigeno que comprende al menos una regién determinante de la complementariedad (CDR) que se une
especificamente a o interacciona con un antigeno particular (por ejemplo, BCMA o CD3). El término "anticuerpo"
incluye moléculas de inmunoglobulina que comprenden cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y
dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro, asi como multimeros de los mismos (por ejemplo, IgM).
El término "anticuerpo" también incluye moléculas de inmunoglobulina que constan de cuatro cadenas polipeptidicas,
dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada
comprende una regién variable de cadena pesada (abreviada en el presente documento como HCVR o V) y una
regién constante de cadena pesada. La regién constante de cadena pesada comprende tres dominios, Cu1, CH2 y
Cu3. Cada cadena ligera comprende una regidn variable de cadena ligera (abreviada en el presente documento como
LCVR o VL) y una regién constante de cadena ligera. La regiéon constante de cadena ligera comprende un dominio
(CL1). Las regiones Vu y VL pueden subdividirse ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones
determinantes de la complementariedad (CDR, del inglés complementarity determining regions), intercaladas con
regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco conservadas (FR, del inglés framework regions).
Cada Vu y VL comprende tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino hasta el extremo carboxilo en el
siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. En distintas realizaciones de la invencién, las FR del
anticuerpo anti-BCMA o anticuerpo anti-CD3 (o parte de unién a antigeno del mismo) pueden ser idénticas a las
secuencias de la estirpe germinal humana o pueden estar modificadas de forma natural o artificial. Una secuencia de
aminoécidos consenso puede definirse basandose en un analisis en paralelo de dos 0 méas CDR.

El término "anticuerpo”, tal como se usa en el presente documento, también incluye fragmentos de unién a antigeno
de moléculas de anticuerpo completas. Las expresiones "parte de unién a antigeno” de un anticuerpo, "fragmento de
unién a antigeno" de un anticuerpo y similares, tal como se usa en el presente documento, incluyen cualquier
polipéptido o glucoproteina de origen natural, obtenible enzimaticamente, sintético o modificado poringenieria genética
que se une especificamente a un antigeno para formar un complejo. Pueden obtenerse fragmentos de unién a antigeno
de un anticuerpo, por ejemplo, de moléculas de anticuerpo completas, mediante cualquier técnica convencional
adecuada, tal como digestion proteolitica o técnicas recombinantes de ingenieria genética que implican la
manipulacién y expresiéon de ADN que codifica los dominios variables y, opcionalmente, los constantes, de un
anticuerpo. Dicho ADN se conoce y/o se puede adquirir facilmente, por ejemplo, en fuentes comerciales, bibliotecas
de ADN (incluyendo, por ejemplo, fagotecas de anticuerpos) o puede sintetizarse. EI ADN puede secuenciarse y
manipularse quimicamente o mediante técnicas de biologia molecular, por ejemplo, para disponer uno 0 mas dominios
variables y/o constantes en una configuraciéon adecuada, o para introducir codones, crear restos de cisteina, modificar,
afiadir o eliminar aminoacidos, etc.
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Ejemplos no limitantes de fragmentos de unidén a antigeno incluyen: (i) fragmentos Fab; (ii) fragmentos F(ab")2; (iii)
fragmentos Fd; (iv) fragmentos Fv; (v) moléculas Fv monocatenarias (scFv); (vi) fragmentos dAb; y (vii) unidades de
reconocimiento minimas que consisten en los restos de aminoacidos que imitan la regién hipervariable de un
anticuerpo (por ejemplo, una regién determinante de complementariedad (CDR) aislada, tal como un péptido CDR3)
o un péptido FR3-CDR3-FR4 restringido. Otras moléculas modificadas por ingenieria genética, tales como anticuerpos
especificos de dominio, anticuerpos de un solo dominio, anticuerpos con dominio eliminado, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos con CDR injertadas, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, minicuerpos, nanocuerpos (por ejemplo,
nanocuerpos monovalentes, nanocuerpos bivalentes, etc.), agentes inmunofarmacéuticos modulares pequefios
(SMIP, del inglés small modular immunopharmaceuticals) y dominios IgNAR variables de tiburén, también se incluyen
dentro de la expresién "fragmento de unidén a antigeno", tal como se usa en el presente documento.

Un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo normalmente comprenderd al menos un dominio variable. El
dominio variable puede ser de cualquier tamafio o composiciéon de aminoacidos y generalmente comprendera al menos
una CDR que est4 adyacente a o0 en fase con una o mas secuencias marco. En fragmentos de unidén a antigeno que
tienen un dominio Vn asociado con un dominio Vi, los dominios Vi y VL pueden situarse uno con respecto al otro en
cualquier disposicién adecuada. Por ejemplo, la regién variable puede ser dimérica y contener los dimeros Vu-VhH, Vi-
Vi o Vi-VL. Como alternativa, el fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo puede contener un dominio Vi 0 VL
monomeérico.

En determinados aspectos, un fragmento de unidén a antigeno de un anticuerpo puede contener al menos un dominio
variable unido covalentemente a al menos un dominio constante. Configuraciones no limitantes, ilustrativas de
dominios variables y constantes que pueden encontrarse dentro de un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo
incluyen: (i) Vu-Cu1; (i) Vr-Cr2; (iii) VH-Ch3; (iv) VH-CH1-CH2; (V) VH-CH1-CH2-Ch3; (Vi) Vu-CH2-Cu3; (vii) Vr-Ci; (Viii)
Vi-Cu1; (ix) VI-Cr2; (X) VL-CH3; (Xi) VL-CH1-CH2; (Xii) VL-CH1-CH2-Ch3; (xiii) VL-CH2-CH3; y (xiv) VL-CL. En cualquier
configuracién de dominios variables y constantes, incluyendo cualquiera de las configuraciones ilustrativas
enumeradas anteriormente, los dominios variables y constantes pueden estar unidos directamente entre si o pueden
estar unidos mediante una regién bisagra o enlazadora completa o parcial. Una regién bisagra puede consistir en al
menos 2 (por ejemplo, 5, 10, 15, 20, 40, 60 o méas) aminoacidos que dan como resultado una unién flexible o
semiflexible entre dominios variables y/o constantes adyacentes en una Unica molécula polipeptidica. Mas aun, un
fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo puede comprender un homodimero o heterodimero (u otro multimero)
de cualquiera de las configuraciones de dominio variable y constante enumeradas anteriormente en asociacién no
covalente entre si y/o con uno o mas dominios Vu 0 VL monoméricos (por ejemplo, mediante uno o méas enlaces
disulfuro).

Como ocurre con las moléculas de anticuerpo completas, los fragmentos de unién a antigeno pueden ser
monoespecificos o multiespecificos (por ejemplo, biespecificos). Un fragmento de unidn a antigeno multiespecifico de
un anticuerpo normalmente comprenderé al menos dos dominios variables diferentes, en donde cada dominio variable
es capaz de unirse especificamente a un antigeno diferente o a un epitopo distinto en el mismo antigeno. Cualquier
formato de anticuerpo multiespecifico, incluyendo los formatos de anticuerpo biespecifico ilustrativos que se divulgan
en el presente documento, puede adaptarse para su uso en el contexto de un fragmento de unidén a antigeno de un
anticuerpo de la presente invencién utilizando técnicas rutinarias disponibles en la materia.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden actuar mediante citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)
o citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC). "Citotoxicidad dependiente del complemento”
(CDC) se refiere a lisis de células que expresan antigeno por un anticuerpo de la invencién en presencia del
complemento. "Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo”" y "ADCC" se refieren a una reaccién
mediada por células en la cual las células citotdxicas no especificas que expresan receptores Fc (FcR, del inglés Fc
receptors) (por ejemplo, linfocitos citoliticos naturales (NK, del inglés Natural Killer), neutréfilos y macréfagos)
reconocen el anticuerpo unido en una célula diana y de ese modo da lugar a la lisis de la célula diana. La CDC y la
CCDA pueden medirse usando ensayos que se conocen bien y estan disponibles en la técnica. (Véanse, por ejemplo,
las patentes de EE. UU. n.° 5.500.362 y 5.821.337, y Clynes et al., (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. (EE. UU.) 95:652-
656). La regién constante de un anticuerpo es importante en la capacidad de un anticuerpo de fijar el complemento y
mediar la citotoxicidad dependiente de células. Por tanto, el isotipo de un anticuerpo puede seleccionarse basandose
en si se desea que el anticuerpo medie la citotoxicidad.

En determinadas realizaciones de la invencién, los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 de la invencidn
son anticuerpos humanos. La expresién "anticuerpo humano", tal como se usa en el presente documento, pretende
incluir anticuerpos que tienen regiones variables y constantes procedentes de secuencias de inmunoglobulina de la
estirpe germinal humana. Los anticuerpos humanos pueden incluir restos de aminoacidos no codificados por las
secuencias de inmunoglobulina de la estirpe germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis
aleatoria o especifica de sitio in vitro o por mutacién somatica in vivo), por ejemplo, en las CDR y en particular CDR3.
Sin embargo, la expresion "anticuerpo humano", tal como se usa en el presente documento, no pretende incluir
anticuerpos en los que secuencias de CDR procedentes de la estirpe germinal de otra especie de mamifero, tal como
de un ratén, se hayan injertado en secuencias estructurales humanas.

Los anticuerpos de la invencién pueden, en algunas realizaciones, ser anticuerpos humanos recombinantes. La
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expresion "anticuerpo humano recombinante"”, tal como se usa en el presente documento, pretende incluir todos los
anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como anticuerpos
expresados usando un vector de expresiéon recombinante introducido por transfeccién en una célula hospedadora (que
se describe en mas detalle posteriormente), anticuerpos aislados de un recombinante, biblioteca de anticuerpo
humano combinatorio (que se describe en mas detalle posteriormente), anticuerpos aislados de un animal (por
ejemplo, de un ratdn) que es transgénico para genes de inmunoglobulina humana (véase, por ejemplo, Taylor et al.
(1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) o anticuerpos que se preparan, expresan, crean o aislan mediante cualquier
otro medio que implique el corte y empalme de secuencias génicas de inmunoglobulina humana con otras secuencias
de ADN. Dichos anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables y constantes procedentes de
secuencias de inmunoglobulina de la estirpe germinal humana. En determinadas realizaciones, sin embargo, dichos
anticuerpos humanos recombinantes se someten a mutagénesis in vitro (0, cuando se utiliza un animal transgénico
para secuencias de Ig humana, mutagénesis somética in vivo) y, por tanto, las secuencias de aminoécidos de las
regiones Vu y VL de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque proceden de secuencias Vu y VL de
la estirpe germinal humana, y estan relacionadas con ella, no pueden existir de forma natural dentro del repertorio de
la estirpe germinal de anticuerpos humanos in vivo.

Los anticuerpos humanos pueden existir en dos formas que se asocian a la heterogeneidad de bisagra. En una forma,
una molécula de inmunoglobulina comprende una construccién de cuatro cadenas estable de aproximadamente 150-
160 kDa en donde los dimeros se mantienen juntos mediante un enlace disulfuro intercatenario de la cadena pesada.
En una segunda forma, los dimeros no estan unidos a través de enlaces disulfuro intercatenarios y se forma una
molécula de aproximadamente 75-80 kDa compuesta por una cadena ligera y pesada acopladas covalentemente
(semianticuerpo). Estas formas han sido extremadamente dificiles de separar, incluso después de la purificacién por
afinidad.

La frecuencia de aparicién de la segunda forma en diferentes isotipos de 1gG inalterada se debe, aunque no de forma
limitativa, a diferencias estructurales asociadas al isotipo de la regidén bisagra del anticuerpo. Una sustitucién de un
Unico aminoacido en la region bisagra de la bisagra de |gG4 humana puede reducir significativamente la aparicién de
la segunda forma (Angal et al. (1993) Molecular Immunology 30:105) hasta los niveles normalmente observados
usando una bisagra de IgG1 humana. La presente invencién abarca anticuerpos que tienen una o mas mutaciones en
la regiéon bisagra, la regién Crn2 o Cu3, que puede ser deseable, por ejemplo, en la produccién, para mejorar el
rendimiento de la forma de anticuerpo deseada.

Los anticuerpos de la invencidén son anticuerpos aislados. Un "anticuerpo aislado", tal como se usa en el presente
documento, significa un anticuerpo que se ha identificado y separado y/o recuperado de al menos un componente de
su entorno natural. Por ejemplo, un anticuerpo que se ha separado o eliminado de al menos un componente de un
organismo, o de un tejido o célula en donde el anticuerpo existe de forma natural o se produce de forma natural, es
un "anticuerpo aislado" para los fines de la presente invencién. Un anticuerpo aislado también incluye un anticuerpo
in situ dentro de una célula recombinante. Los anticuerpos aislados son anticuerpos que se han sometido a al menos
una etapa de purificacién o aislamiento. De acuerdo con determinadas realizaciones, un anticuerpo aislado puede
carecer sustancialmente de otro material celular y/o agentes quimicos.

La presente divulgacién también incluye anticuerpos de un brazo que se unen a BCMA. Tal como se usa en el presente
documento, un "anticuerpo de un brazo" significa una molécula de unién a antigeno que comprende una Unica cadena
pesada de anticuerpo y una Unica cadena ligera de anticuerpo. Los anticuerpos de un brazo pueden comprender
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR o CDR como se establece en la Tabla 1.

Los anticuerpos anti-BCMA o anti-BCMA x anti-CD3 divulgados en el presente documento pueden comprender una o
més sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos en las regiones marco y/o CDR de los dominios
variables de cadena pesada y ligera en comparacion con las secuencias de la estirpe germinal correspondientes de
las que derivan los anticuerpos. Dichas mutaciones pueden determinarse facilmente comparando las secuencias de
aminoé&cidos que se divulgan en el presente documento con secuencias de la estirpe germinal disponibles en, por
ejemplo, en bases de datos publicas de secuencias de anticuerpos. La presente divulgacién incluye anticuerpos y
fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que proceden de cualquiera de las secuencias de aminoacidos
desveladas en el presente documento, en donde uno o mas aminoacidos dentro de una o mas regiones marco y/o
CDR estan mutados en el resto o restos correspondientes de la secuencia de la estirpe germinal de la que procede el
anticuerpo, o en el resto o restos correspondientes de otra secuencia de la estirpe germinal humana, o en una
sustitucién de amino&cidos conservativa del resto o restos de la estirpe germinal correspondientes (dichos cambios
de secuencia se denominan en conjunto en el presente documento "mutaciones de la estirpe germinal"). Un experto
en la materia, partiendo de las secuencias de la region variable de cadena pesada y ligera desveladas en el presente
documento, puede producir facilmente numerosos anticuerpos y fragmentos de unidén a antigenos que comprendan
una o mas mutaciones individuales de la estirpe germinal o combinaciones de las mismas. En determinados aspectos,
todos los restos de la regién marco y/o CDR dentro de los dominios Vr y/o VL se retromutan a los restos encontrados
en la secuencia de la estirpe germinal original de la que se obtuvo el anticuerpo. En otros aspectos, Unicamente
determinados restos se retromutan a la secuencia de estirpe germinal original, por ejemplo, Unicamente los restos
mutados encontrados dentro de los 8 primeros aminoacidos de FR1 o dentro de los 8 Gltimos aminoéacidos de FR4, o
Unicamente los restos mutados encontrados dentro de CDR1, CDR2 o CDR3. En otros aspectos, uno o mas de entre
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el resto o los restos de la regién marco conservada y/o de la CDR estdn mutados al resto o los restos correspondientes
de una secuencia de la estirpe germinal diferente (es decir, una secuencia de la estirpe germinal diferente que es
diferente de la secuencia de la estirpe germinal de la que derivé originariamente el anticuerpo). Adicionalmente, los
anticuerpos de la presente divulgacién pueden contener cualquier combinacién de dos o mas mutaciones de la estirpe
germinal dentro de las regiones marco y/o las CDR, por ejemplo, en donde determinados restos individuales mutan al
resto correspondiente de una secuencia de la estirpe germinal particular, mientras que otros restos determinados, que
difieren de los de la secuencia de la estirpe germinal original, se mantienen o mutan al resto correspondiente de una
secuencia de estirpe germinal distinta. Una vez obtenidos, los anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno que
contienen una o més mutaciones de la estirpe germinal pueden probarse facilmente con respecto a una o0 mas
propiedades deseadas tales como, especificidad de unién mejorada, mayor afinidad de unién, propiedades biolégicas
antagonistas o agonistas mejoradas o potenciadas (segln sea el caso), inmunogenicidad reducida, etc. Los
anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno obtenidos de esta manera general estan abarcados en la presente
divulgacion.

La presente divulgacién también incluye anticuerpos anti-BCMA o anti-BCMA x anti-CD3 que comprenden variantes
de cualquiera de las secuencias de aminoéacidos de HCVR, LCVR, y/o CDR divulgadas en el presente documento que
tienen una o mas sustituciones conservativas. Por ejemplo, la presente divulgacién incluye anticuerpos anti-BCMA o
anti-BCMA x anti-CD3 que tienen secuencias de aminoacidos de HCVR, LCVR, y/o CDR con, por ejemplo, 10 0 menos,
8 0 menos, 6 0 menos, 4 0 menos, etc., sustituciones conservativas de aminoacidos respecto a cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de HCVR, LCVR, y/o CDR expuestas en las Tablas 1y 3 del presente documento, o los
anticuerpos anti-CD3 divulgados en los documentos WO 2014/047231 o WO 2017/053856.

Eltérmino "epitopo” se refiere a un determinante antigénico que interacttia con un sitio de unién a antigeno especifico
en la region variable de una molécula de anticuerpo conocida como paratopo. Un Unico antigeno puede tener mas de
un epitopo. Por tanto, distintos anticuerpos pueden unirse a distintas &reas de un antigeno y pueden tener distintos
efectos bioldgicos. Los epitopos pueden ser conformacionales o lineales. Un epitopo conformacional se produce
mediante aminoéacidos yuxtapuestos espacialmente de diferentes segmentos de la cadena polipeptidica lineal. Un
epitopo lineal es uno producido por restos de aminoacidos adyacentes en una cadena polipeptidica. En una
determinada circunstancia, un epitopo puede incluir fracciones de sacaridos, grupos fosforilo o grupos sulfonilo en el
antigeno.

La expresién "identidad sustancial' o "sustancialmente idéntico", cuando hace referencia a un acido nucleico o
fragmento del mismo, indica que, cuando se alinea de forma 6ptima con inserciones o supresiones de nucleétidos
adecuadas con otro 4cido nucleico (o su cadena complementaria), existe identidad de secuencia de nucleétidos en al
menos aproximadamente un 95 % y, mas preferentemente, en al menos aproximadamente un 96 %, 97 %, 98 % o
99 % de las bases nucleotidicas, seglin se mide mediante cualquier algoritmo bien conocido de identidad de
secuencia, tales como FASTA, BLAST o Gap, como se analiza a continuacién. Una molécula de acido nucleico que
tiene una identidad sustancial con una molécula de &cido nucleico de referencia puede, en determinados casos,
codificar un polipéptido que tenga la misma secuencia de aminoacidos o una sustancialmente similar que el polipéptido
codificado por la molécula de 4cido nucleico de referencia.

Aplicada a polipéptidos, la expresidn "similitud sustancial" o "sustancialmente similar" significa que dos secuencias
peptidicas, cuando se alinean de forma 6ptima, tal como mediante los programas GAP o BESTFIT usando
ponderaciones de hueco predeterminadas, comparten al menos el 95 % de identidad de secuencia, incluso méas
preferentemente al menos el 98 % o el 99 % de identidad de secuencia. Preferentemente, las posiciones de los restos
que no son idénticas difieren en sustituciones de aminoacidos conservativas. Una "sustitucién de aminoacido
conservativa" es aquella en la que un resto de aminoacido esta sustituido con otro resto de aminoacido que tiene una
cadena lateral (grupo R) con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En general, una
sustitucién de aminoé&cido conservadora no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de una proteina.
En los casos en que dos 0o mas secuencias de aminoacidos difieren entre si en sustituciones conservadoras, el
porcentaje de identidad de secuencia o grado de similitud puede ajustarse al alza para corregir la naturaleza
conservadora de la sustitucién. Los medios para hacer este ajuste son bien conocidos por los expertos en la materia.
Véase, por ejemplo, Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-331. Los ejemplos de grupos de aminoéacidos que
tienen cadenas laterales con propiedades quimicas similares incluyen (1) cadenas laterales alifaticas: glicina, alanina,
valina, leucina e isoleucina; (2) cadenas laterales de hidroxilo-alifaticas: serina y treonina; (3) cadenas laterales que
contienen amida: asparagina y glutamina; (4) cadenas laterales aromaticas: fenilalanina, tirosina y triptéfano; (5)
cadenas laterales basicas: lisina, arginina e histidina; (6) cadenas laterales &cidas: aspartato y glutamato, y (7)
cadenas laterales que contienen azufre que son cisteina y metionina. Son grupos de sustituciéon conservativa de
aminoécidos preferidos: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, glutamato-
aspartato y asparagina-glutamina. Como alternativa, un remplazo conservativo es cualquier cambio que tenga un valor
positivo en la matriz de probabilidad logaritmica PAM250 desvelada en Gonnet et al. (1992) Science 256: 1443-1445.
Un remplazo "moderadamente conservativo”" es cualquier cambio que tenga un valor no negativo en la matriz de
probabilidad logaritmica PAM250.

La similitud de secuencia para polipéptidos, que también se denomina identidad de secuencia, se mide normalmente
con un programa informatico de andlisis de secuencias. El programa informatico de analisis de proteinas empareja
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secuencias similares usando medidas de similitud asignadas a diferentes sustituciones, eliminaciones y otras
modificaciones, incluyendo sustituciones conservativas de aminoacidos. Por ejemplo, el programa informatico GCG
contiene programas tales como Gap y Bestfit, que pueden utilizarse con los parametros por defecto para determinar
la homologia de secuencia o la identidad de secuencia entre polipéptidos estrechamente relacionados, tales como
polipéptidos homélogos de distintas especies de organismos o entre una proteina de tipo silvestre y una muteina de
la misma. Véase, por ejemplo, GCG Versién 6.1. Las secuencias polipeptidicas también pueden compararse usando
FASTA usando parametros por defecto o recomendados, un programa en GCG Versiéon 6.1. FASTA (por ejemplo,
FASTA2 y FASTA3) proporciona alineamientos y porcentajes de identidad de secuencia de las regiones del mejor
solapamiento entre las secuencias de consulta y de busqueda (Pearson (2000) citado anteriormente). Otro algoritmo
preferido cuando se compara una secuencia de la invencién con una base de datos que contiene una gran cantidad
de secuencias de diferentes organismos es el programa informético BLAST, especialmente BLASTP o TBLASTN,
usando parédmetros por defecto. Véase, por ejemplo, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 y Altschul et al.
(1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-402.

Mutaciones de la estirpe germinal

Los anticuerpos anti-CD3 divulgados en el presente documento comprenden una o més sustituciones de aminoacidos,
inserciones y/o deleciones de aminoacidos en las regiones marco de los dominios variables de cadena pesada en
comparacién con las correspondientes secuencias de estirpe germinal de las que se derivaron los anticuerpos.

La presente divulgacién también incluye anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que proceden
de cualquiera de las secuencias de aminoacidos desveladas en el presente documento, en donde uno o mas
aminoé&cidos de una o més regiones marco estdn mutados en el resto o restos correspondientes de la secuencia de
la estirpe germinal de la que procede el anticuerpo, o en el resto o restos correspondientes de otra secuencia de la
estirpe germinal humana, o en una sustitucién de aminoacidos conservativa del resto o restos de la estirpe germinal
correspondientes (dichos cambios de secuencia se denominan en el presente documento colectivamente "mutaciones
de la estirpe germinal") y tienen una unién débil o no detectable a un antigeno CD3.

Adicionalmente, los anticuerpos de la presente divulgacién pueden contener cualquier combinaciéon de dos o més
mutaciones de la estirpe germinal dentro de las regiones marco, por ejemplo, en donde determinados restos
individuales mutan al resto correspondiente de una secuencia de la estirpe germinal particular, mientras que otros
restos determinados, que difieren de los de la secuencia de la estirpe germinal original, se mantienen o mutan al resto
correspondiente de una secuencia de estirpe germinal distinta. Una vez obtenidos, los anticuerpos y fragmentos de
unidén a antigeno que contienen una o mas mutaciones de la estirpe germinal pueden probarse con respecto a una o
méas propiedades deseadas tales como, especificidad de unién mejorada, afinidad de unién débil o reducida,
propiedades farmacocinéticas mejoradas o potenciadas, inmunogenicidad reducida, etc. Los anticuerpos y los
fragmentos de unién a antigeno obtenidos de esta manera general dada la orientacién de la presente divulgacién
estan incluidos dentro de la presente divulgacién.

La presente también se refiere a moléculas de unién a antigeno que comprenden un dominio de unién a antigeno con
una secuencia de aminoacidos de HCVR que es sustancialmente idéntica a cualquiera de las secuencias de
aminoécidos de HCVR divulgadas en el presente documento, mientras se mantiene o mejora la afinidad débil deseada
por el antigeno CD3. La expresion "identidad sustancial" o "sustancialmente idéntico", cuando se hace referencia a
una secuencia de aminoécidos significa que dos secuencias de aminoécidos, cuando se alinean de forma éptima, tal
como mediante los programas GAP o BESTFIT usando ponderaciones de hueco predeterminadas, comparten al
menos el 95 % de identidad de secuencia, incluso més preferentemente al menos el 98 % o el 99 % de identidad de
secuencia. Preferentemente, las posiciones de los restos que no son idénticas difieren en sustituciones de
aminoécidos conservativas. En los casos en que dos 0 mas secuencias de aminoacidos difieren entre si en
sustituciones conservadoras, el porcentaje de identidad de secuencia o grado de similitud puede ajustarse al alza para
corregir la naturaleza conservadora de la sustituciéon. Los medios para hacer este ajuste son bien conocidos por los
expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-331.

La similitud de secuencia para polipéptidos, que también se denomina identidad de secuencia, se mide normalmente
con un programa informatico de andlisis de secuencias. El programa informatico de analisis de proteinas empareja
secuencias similares usando medidas de similitud asignadas a diferentes sustituciones, eliminaciones y otras
modificaciones, incluyendo sustituciones conservativas de aminoacidos. Por ejemplo, el programa informatico GCG
contiene programas tales como Gap y Bestfit, que pueden utilizarse con los parametros por defecto para determinar
la homologia de secuencia o la identidad de secuencia entre polipéptidos estrechamente relacionados, tales como
polipéptidos homélogos de distintas especies de organismos o entre una proteina de tipo silvestre y una muteina de
la misma. Véase, por ejemplo, GCG Versién 6.1. Las secuencias polipeptidicas también pueden compararse usando
FASTA usando parametros por defecto o recomendados, un programa en GCG Versiéon 6.1. FASTA (por ejemplo,
FASTA2 y FASTA3) proporciona alineamientos y porcentajes de identidad de secuencia de las regiones del mejor
solapamiento entre las secuencias de consulta y de busqueda (Pearson (2000) citado anteriormente). Otro algoritmo
preferido cuando se compara una secuencia de la invencién con una base de datos que contiene una gran cantidad
de secuencias de diferentes organismos es el programa informético BLAST, especialmente BLASTP o TBLASTN,
usando parédmetros por defecto. Véase, por ejemplo, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 y Altschul et al.
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(1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-402.

Propiedades de unién de los anticuerpos

Tal como se usa en el presente documento, el término "unién" en el contexto de la unién de un anticuerpo,
inmunoglobulina, fragmento de unién a anticuerpo, o proteina que contiene Fc a cualquiera, por ejemplo, un antigeno
predeterminado, tal como una proteina de la superficie celular o un fragmento de la misma, se refiere normalmente a
una interaccién o asociacion entre un minimo de dos entidades o estructuras moleculares, tal como una interaccién
de anticuerpo y antigeno.

Por ejemplo, la afinidad de unién corresponde normalmente a un valor Kp de aproximadamente 107 M o menor, tal
como de aproximadamente 108 M o menor, tal como de aproximadamente 10-° M o menor cuando se determina, por
ejemplo, tecnologia de resonancia de plasmén superficial (SPR, Surface Plasmon Resonance) en un instrumento
BlAcore 3000 que utiliza el antigeno como ligando y el anticuerpo, Ig, fragmento de unién a anticuerpo o proteina que
contiene Fc como analito (o antiligando). Las estrategias de unién basadas en células, tales como los analisis de unién
de clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS, Fluorescent-Activated Cell Sorting), también se utilizan
de forma rutinaria, y los datos de FACS se correlacionan bien con otros métodos, tales como la unidén por competicién
de radioligandos y la SPR (Benedict, CA, J Immunol Methods. 1997, 201(2):223-31; Geuijen, CA, et al. J Immunol
Methods. 2005, 302(1-2).68-77).

Por consiguiente, el anticuerpo o la proteina de unidén a antigeno de la invencién se une al antigeno predeterminado o
molécula de la superficie celular (receptor) que tiene una afinidad correspondiente a un valor de Kp que es al menos
diez veces inferior a su afinidad por unirse a un antigeno no especifico (por ejemplo, BSA, caseina). Segln la presente
invencién, la afinidad de un anticuerpo correspondiente a un valor de Kp que es igual 0 menos de diez veces inferior
a un antigeno no especifico puede considerarse unién no detectable, sin embargo, dicho anticuerpo puede
emparejarse con un segundo brazo de unién a antigeno para la producciéon de un anticuerpo biespecifico de la
invencion.

El término "Kp"(M) se refiere a la constante de equilibrio de disociacidén de una interaccién de anticuerpo y antigeno
particular, o la constante de equilibrio de disociacién de un anticuerpo o fragmento de unién de anticuerpo que se une
a un antigeno. Existe una relacién inversa entre la Kp y la afinidad de unién, por lo que cuanto menor es el valor de
Ko, mayor, es decir, més fuerte, seré la afinidad. Por tanto, las expresiones "afinidad mayor" o "afinidad mas fuerte"
se refieren a una mayor capacidad para formar una interaccién y, por lo tanto, un valor de Kp menor y, por el contrario,
las expresiones "afinidad menor" o "afinidad mas débil" se refieren a una menor capacidad para formar una interaccion
y, por lo tanto, un valor de Ko mayor. En algunas circunstancias, una mayor afinidad de unién (o Ko) de una molécula
particular (por ejemplo, anticuerpo) a su molécula asociada interactiva (por ejemplo, antigeno X) en comparaciéon con
la afinidad de unién de la molécula (por ejemplo, anticuerpo) a otra molécula asociada interactiva (por ejemplo,
antigeno Y) puede expresarse como una relaciéon de unién determinada mediante la divisién del valor de Kp mas
elevado (afinidad menor, 0 mas débil) entre el valor de Ko mas bajo (afinidad mayor, o més fuerte), por ejemplo,
expresada como afinidad de unién 5 veces o 10 veces superior, segln sea el caso.

El término "kd"(s-1 0 1/s) se refiere a la constante de velocidad de disociacion de una interaccién de anticuerpo y
antigeno particular, o la constante de velocidad de disociacién de un anticuerpo o fragmento de unién de anticuerpo.
Dicho valor también se conoce como valor Koft.

Eltérmino "ka" (M-1 x s-1 0 1/M) se refiere a la constante de velocidad de asociacidén de una interacciéon de anticuerpo
y antigeno particular, o la constante de velocidad de asociacién de un anticuerpo o fragmento de unién de anticuerpo.

El término "Ka"(M-1 o 1/M) se refiere a la constante de equilibrio de asociacion de una interaccién de anticuerpo y
antigeno particular, o la constante de equilibrio de asociacién de un anticuerpo o fragmento de unién de anticuerpo.
La constante de equilibrio de asociacién se obtiene dividiendo la ka entre la kq.

El término "CE50" o "CEs" se refiere a la concentracion eficaz semiméxima, que incluye la concentracién de un
anticuerpo que induce una respuesta a medio camino entre el valor inicial y el méximo después de un tiempo de
exposicion especifico. La CEso representa esencialmente la concentracidén de un anticuerpo donde se observa el 50 %
de su efecto méximo. En determinadas realizaciones, el valor de CEso es igual a la concentracidén de un anticuerpo de
la invencién que proporciona una unién semimaxima a las células que expresan CD3 o antigeno asociado a tumores
(por ejemplo, BCMA), seguin se determina mediante, por ejemplo, un analisis de uniéon de FACS. Por tanto, se observa
una uniéon reducida o mas débil con un aumento de la CEso, 0 valor de concentracién eficaz semimaxima.

En una realizacién, la unién disminuida puede definirse como un aumento de la concentraciéon de anticuerpos CEso
que permite la unién a la cantidad semimaxima de células diana.

En otra realizacién, el valor de CEso representa la concentracién de un anticuerpo de la invencién que provoca el

agotamiento semimaximo de las células diana mediante la actividad citotdxica de los linfocitos T. Por tanto, se observa
un aumento de la actividad citotdxica (por ejemplo, destruccion de células tumorales mediada por linfocitos T) con una
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disminucién de la CEso, 0 el valor de concentracion eficaz semimaxima.
Moléculas de unidn a antigeno biespecificas

Los anticuerpos de la presente divulgacién pueden ser monoespecificos, biespecificos o multiespecificos. Los
anticuerpos multiespecificos pueden ser especificos para diferentes epitopos de un polipéptido diana o pueden
contener dominios de unién a antigeno especificos para mas de un polipéptido diana. Véase, por ejemplo, Tutt et al.,
1991, J. Immunol. 147:60-69; Kufer et al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244. Los anticuerpos anti-BCMA x anti-
CD3 de la presente invencién pueden unirse a o coexpresarse con otra molécula funcional, por ejemplo, otro péptido
o proteina. Por ejemplo, un anticuerpo o fragmento del mismo puede unirse de forma funcional (por ejemplo, mediante
acoplamiento quimico, fusién genética, asociacién no covalente o de otro modo) a una o mas entidades moleculares
diferentes, tales como otro anticuerpo o fragmento de anticuerpo para producir un anticuerpo biespecifico o
multiespecifico con una segunda especificidad de unién o especificidad de unién adicional.

El uso de la expresion "anticuerpo anti-CD3" 0 "anticuerpo anti-BCMA" en el presente documento pretende incluir tanto
anticuerpos monoespecificos anti-CD3 o anti-BCMA como anticuerpos biespecificos que comprenden un brazo de
unién a CD3 y un brazo de unién a BCMA. La presente invencion proporciona anticuerpos biespecificos como se
definen en las reivindicaciones en donde un brazo de una inmunoglobulina se une a CD3 humano, y el otro brazo de
la inmunoglobulina es especifico del BCMA humano.

En determinados casos, el brazo de unién a CD3 se une a CD3 humano e induce la activacién de linfocitos T humanos.
En determinados casos, el brazo de unién a CD3 se une de forma débil al CD3 humano e induce la activacién de los
linfocitos T humanos. En otros casos, el brazo de unién a CD3 se une de forma débil a CD3 humano e induce la
destruccion de células que expresan antigenos asociados a tumores en el contexto de un anticuerpo biespecifico o
multiespecifico. En otros casos, el brazo de unién a CD3 se une o se asocia de forma débil con CD3 humano y de
macaco (mono) cangrejero, sin embargo, la interaccién de unién no es detectable mediante ensayos in vitro conocidos
en la materia. El brazo de unién a BCMA puede comprender cualquiera de las secuencias de aminoacidos de
HCVR/LCVR o CDR como se establece en la Tabla 1 en el presente documento.

La presente invencién proporciona moléculas de unién a antigeno biespecificas como las definidas en las
reivindicaciones que se unen especificamente a CD3 y BCMA. En el presente documento dichas moléculas pueden
denominarse, por ejemplo, "anti-BCMA x anti-CD3" o "anti-CD3/anti-BCMA" o "anti-CD3xBCMA" o "CD3xBCMA", u
otra terminologia similar (por ejemplo, anti-BCMA/anti-CD3).

El término "BCMA", tal como se usa en el presente documento, se refiere a la proteina BCMA humana a menos que
se especifique que proviene de una especie no humana (por ejemplo, "BCMA de ratdén", "BCMA de mono", etc.). La
proteina BCMA humana tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 115.

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas mencionadas anteriormente que se unen especificamente a CD3 y
a BCMA pueden comprender una molécula de unién a antigeno anti-CD3 que se une a CD3 con una afinidad de unién
débil, tal como la que presenta una Ko superior a aproximadamente 40 nM, medida mediante un ensayo de unién por
afinidad in vitro.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "molécula de unién a antigeno" significa una proteina,
polipéptido o complejo molecular que comprende o consiste en al menos una regién determinante de
complementariedad (CDR) que sola, o junto con una o mas CDR y/o regiones marco (FR) adicionales, se une de
manera especifica a un determinado antigeno. En determinados aspectos, una molécula de unién a antigeno es un
anticuerpo o un fragmento de un anticuerpo, como se definen esos términos en otras partes en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "molécula de unién a antigeno biespecifica" significa una
proteina, polipéptido o complejo molecular que comprende al menos un primer dominio de unién a antigeno y un
segundo dominio de unién a antigeno. Cada dominio de unién a antigeno dentro de la molécula de unién a antigeno
biespecifica comprende al menos una CDR que sola, o junto con una o mas CDR y/o FR adicionales, se une de
manera especifica a un determinado antigeno. En el contexto de la presente invencién, el primer dominio de unién a
antigeno se une especificamente a un primer antigeno (BCMA), y el segundo dominio de unién a antigeno se une
especificamente a un segundo antigeno distinto (CD3).

En determinadas realizaciones ilustrativas de la presente invencién, la molécula de unién a antigeno biespecifica es
un anticuerpo biespecifico. Cada dominio de unién a antigeno de un anticuerpo biespecifico comprende un dominio
variable de cadena pesada (HCVR) y un dominio variable de cadena ligera (LCVR). En el contexto de una molécula
de unién a antigeno biespecifica que comprende un primer y un segundo dominio de unién a antigeno (por ejemplo,
un anticuerpo biespecifico), las CDR del primer dominio de unidén a antigeno pueden designarse con el prefijo "D1" y
las CDR del segundo dominio de unién a antigeno pueden designarse con el prefijo "D2". Por tanto, en el presente
documento las CDR del primer dominio de unién a antigeno pueden denominarse D1-HCDR1, D1-HCDR2 y D1-
HCDR3; vy, en el presente documento, las CDR del segundo dominio de unién a antigeno pueden denominarse D2-
HCDR1, D2-HCDR2 e D2-HCDR3.
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En determinados aspectos ilustrativos de la divulgacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica aislada
comprende un primer dominio de unién a antigeno que comprende: (a) tres regiones determinantes de la
complementariedad de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) contenidas dentro de una regién variable de
cadena pesada (HCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 66; y (b) tres regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas dentro de una regién
variable de cadena ligera (LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:82. En la invencion,
la molécula de unién a antigeno biespecifica aislada comprende una HCDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:68, una HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 70 y
una HCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 72. En la invencion, la molécula de unidn
a antigeno biespecifica aislada comprende una LCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:84, una LCDR2 que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 86 y una LCDR3 que comprende
la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 88. En algunos casos, el primer dominio de unién a antigeno que
comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 66 y una LCVR que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82.

En determinados aspectos ilustrativos de la divulgacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica aislada
comprende un segundo dominio de unién a antigeno que comprende: (a) tres regiones determinantes de
complementariedad de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) contenidas dentro de una regién variable de
cadena pesada (HCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 90 o SEQ ID NO: 98; y (b)
tres regiones determinantes de complementariedad de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas dentro
de una regién variable de cadena ligera (LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:82.
En la invencién, el segundo dominio de unién a antigeno comprende una LCDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:84, una LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 86 y
una LCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 88. En la invencién, el segundo dominio
de unién a antigeno comprende: (a) los dominios HCDR1, HCDR2, HCDR3, respectivamente, que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 92, 94, 96; y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDR3, respectivamente,
que comprenden las secuencias de aminoécidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88; o (b) los dominios HCDR1, HCDRZ2,
HCDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoéacidos de las SEQ ID NO: 100, 102, 104; y los
dominios LCDR1, LCDR2, LCDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NO: 84, 86, 88. En algunos casos, el segundo dominio de unién a antigeno comprende: (a) una HCVR que comprende
la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 90 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO: 82; o (b) una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 98 y una LCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82.

En una realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica aislada comprende: (a) un primer dominio de unién a
antigeno que comprende los dominios HCDR1, HCDR2, HCDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 68, 70, 72, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDRS3, respectivamente, que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88; y (b) un segundo dominio de unién a
antigeno que comprende los dominios HCDR1, HCDR2, HCDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 92, 94, 96, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDRS3, respectivamente, que
comprenden las secuencias de aminoécidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88. En algunos casos, la molécula de unién a
antigeno biespecifica aislada comprende: (a) un primer dominio de unién a antigeno que comprende una HCVR que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 66, y una LCVR que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 82; y (b) un segundo dominio de unidén a antigeno que comprende una HCVR que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 90, y una LCVR que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 82.

En otra realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica aislada comprende: (a) un primer dominio de unién
a antigeno que comprende los dominios HCDR1, HCDR2, HCDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 68, 70, 72, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDRS3, respectivamente, que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88; y (b) un segundo dominio de unién a
antigeno que comprende los dominios HCDR1, HCDR2, HCDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 100, 102, 104, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDR3, respectivamente, que
comprenden las secuencias de aminoécidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88. En algunos casos, la molécula de unién a
antigeno biespecifica aislada comprende: (a) un primer dominio de unién a antigeno que comprende una HCVR que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 66, y una LCVR que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 82; y (b) un segundo dominio de unidén a antigeno que comprende una HCVR que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 98, y una LCVR que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 82.

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas analizadas anteriormente o en el presente documento pueden ser
anticuerpos biespecificos. En algunos casos, el anticuerpo biespecifico comprende una regién constante de cadena
pesada de IgG humana. En algunos casos, la regién constante de cadena pesada de IgG humana es el isotipo 1gG1.
En algunos casos, la regién constante de cadena pesada de IgG humana es el isotipo IgG4. En diversas realizaciones,
el anticuerpo biespecifico comprende una bisagra quimérica que reduce la unién al receptor Fcy en relacién con una
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bisagra de tipo silvestre del mismo isotipo.

El primer dominio de unién a antigeno y el segundo dominio de unién a antigeno pueden estar conectados directa o
indirectamente entre si para formar una molécula de unién a antigeno biespecifica de la presente invencién. Como
alternativa, el primer dominio de unién a antigeno y el segundo dominio de unién a antigeno pueden estar unidos a un
dominio de multimerizacion separado. La asociacién de un dominio de multimerizacién con otro dominio de
multimerizacion facilita la asociacién entre los dos dominios de unién a antigeno, formando de este modo una molécula
de unién a antigeno biespecifica. Tal como se usa en el presente documento, un "dominio de multimerizacién" es
cualquier macromolécula, proteina, polipéptido, péptido o aminoacido que tiene la capacidad de asociarse con un
segundo dominio de multimerizacién de la misma estructura o constitucién o similar. Por ejemplo, un dominio
multimerizante puede ser un polipéptido que comprende un dominio de inmunoglobulina Cx3. Un ejemplo no limitante
de un componente de multimerizacién es una porcién Fc de una inmunoglobulina (que comprende un dominio Cn2-
Cu3), por ejemplo, un dominio Fc de una IgG seleccionada de los isotipos 19G1, 1gG2, 1I9G3 y 1gG4, asi como cualquier
alotipo dentro de cada grupo de isotipo.

Las moléculas de unidn a antigeno biespecificas de la presente invencién comprenderan normalmente dos dominios
de multimerizacién, por ejemplo, dos dominios Fc que son cada uno de manera individual parte de una cadena pesada
de anticuerpo separada. El primer y el segundo dominio de multimerizacién pueden ser del mismo isotipo de 1gG tal
como, por ejemplo, 1gG1/IgG1, 19G2/1gG2, 1gG4/IgG4. Como alternativa, el primer y el segundo dominio de
multimerizacién pueden ser de diferentes isotipos de IgG, tales como, por ejemplo, 1IgG1/1gG2, 1gG1/1IgG4, 1gG2/1gG4,
etc.

En determinadas realizaciones, el dominio multimerizante es un fragmento Fc 0 una secuencia de aminoécidos de 1
a aproximadamente 200 aminoécidos de longitud que contiene al menos un resto de cisteina. En otras realizaciones,
el dominio de multimerizacién es un resto de cisteina o un péptido corto que contiene cisteina. Otros dominios de
multimerizacién incluyen péptidos o polipéptidos que comprenden o consisten en una cremallera de leucina, un motivo
de bucle de hélice o un motivo de hélice superenrollada.

Puede utilizarse cualquier formato o tecnologia de anticuerpo biespecifico para preparar las moléculas de unién a
antigeno biespecificas de la presente invenciéon. Por ejemplo, un anticuerpo o fragmento del mismo que tiene una
primera especificidad de unidén a antigeno puede unirse funcionalmente (por ejemplo, mediante acoplamiento quimico,
fusién genética, asociacion no covalente o de otro modo) a una o més entidades moleculares diferentes, tales como
otro anticuerpo o fragmento de anticuerpo que tiene una segunda especificidad de unién a antigeno para producir una
molécula de unién a antigeno biespecifica. Otros formatos biespecificos ilustrativos especificos que se pueden utilizar
en el contexto de la presente invencién incluyen, sin limitacién, por ejemplo, formatos biespecificos basados en scFv
o de diacuerpo, fusiones IgGscFv, dominio variable doble (DVD)-Ig, cuadroma, botones en ojales, cadena ligera comun
(por ejemplo, cadena ligera comun con "botones en ojales", etc.), CrossMab, CrossFab, (SEED)cuerpo, cremallera de
leucina, Duocuerpo, IlgG1/1gG2, Fab de accion doble (DAF)-IgG y formatos biespecificos de Mab? (véase, por ejemplo,
Klein et al., 2012, mAbs 4:6, 1-11, y las referencias citadas en el mismo, para una revisién de los formatos anteriores).

En el contexto de moléculas de unién a antigeno biespecificas de la presente invencién, los dominios de
multimerizacién, por ejemplo, dominios Fc, pueden comprender uno o0 mas cambios de aminoacidos (por ejemplo,
inserciones, deleciones o sustituciones) en comparacién con la version natural de tipo silvestre del dominio Fc. Por
ejemplo, la invencidn incluye moléculas de unién a antigeno biespecificas que comprenden una o mas modificaciones
en el dominio Fc produciendo un dominio Fc modificado que tiene una interaccién de unién modificada (por ejemplo,
mejorada o disminuida) entre Fc y FcRn. En una realizacién, la molécula de unidén a antigeno biespecifica comprende
una modificacién en una regién Cu2 o Cu3, en donde la modificacién aumenta la afinidad del dominio Fc a FcRn en
un entorno &cido (por ejemplo, en un endosoma donde el pH varia de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0).
Los ejemplos no limitantes de dichas modificaciones de Fc incluyen, por ejemplo, una modificacién en la posicién 250
(por ejemplo, E 0 Q); 250 y 428 (por ejemplo, L o F); 252 (por ejemplo, L/Y/FMV o T), 254 (por ejemplo, So T) y 256
(por ejemplo, S/R/Q/E/D o T); o una modificacién en la posicién 428 y/o 433 (por ejemplo, L/R/S/P/Q o K) y/o 434 (por
ejemplo, H/F o Y); o una modificacién en la posicién 250 y/o 428; o una modificacién en la posicién 307 o 308 (por
ejemplo, 308F, V308F) y 434. En una realizacién, la modificacién comprende una modificacién en 428L (por ejemplo,
M428L) y una en 434S (por ejemplo, N434S); una modificacién en 428L, 259! (por ejemplo, V259I), y 308F (por
ejemplo, V308F); una modificacidén en 433K (por ejemplo, H433K) y una en 434 (por ejemplo, 434Y); una modificacién
en 252, 254,y 256 (por ejemplo, 252Y, 254T y 256E); una modificaciéon en 250Q y 428L (por ejemplo, T250Q y M428L),
y una modificacién en 307 y/o 308 (por ejemplo, 308F o 308P).

La presente invencién también incluye moléculas de unién a antigeno biespecificas que comprenden un primer
dominio Cu3 y un segundo dominio Cu3 de Ig, en donde el primer y el segundo dominio Cu3 de |g difieren entre si en
al menos un aminoacido, y en donde al menos una diferencia de aminoécido reduce la unién del anticuerpo
biespecifico a la proteina A en comparacién con un anticuerpo biespecifico que carece de la diferencia de aminoé&cido.
En una realizacién, el primer dominio Cu3 de |g esta unido a proteina A y el segundo dominio Cu3 de |g contiene una
mutacién que reduce o anula la unién a proteina A, tal como una modificacién en H95R (segln la numeracién de
exones IMGT; H435R segun la numeracién EU). El segundo Cu3 puede comprender ademas una modificacién en
Y96F (por IMGT; Y436F por EU). Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 8.586.713. Otras modificaciones
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adicionales que pueden encontrarse dentro del segundo Cu3 incluyen: D16E, L18M, N44S, K52N, V57M y V82| (por
IMGT; D356E, L358M, N384S, K392N, V397M y V422| por EU) en el caso de anticuerpos 1gG1; N44S, K52N y V82l
(IMGT; N384S, K392N y V422| por EU) en el caso de anticuerpos IgG2; y Q15R, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q y
V82| (por IMGT,; Q355R, N384S, K392N, V397M, R409K, E419Q y V422| por EU) en el caso de anticuerpos 1gG4.

En determinadas realizaciones, el dominio Fc puede ser quimérico, que combina secuencias de Fc procedentes de
més de un isotipo de inmunoglobulina. Por ejemplo, un dominio Fc quimérico puede comprender parte o la totalidad
de una secuencia Cn2 derivada de una regién Cu2 de IgG1 humana, 1gG2 humana o IgG4 humana, y parte o toda una
secuencia Cn3 derivada de una IgG1 humana, 1IgG2 humana o IgG4 humana. Un dominio Fc quimérico también puede
contener una regién bisagra quimérica. Por ejemplo, una bisagra quimérica puede comprender una secuencia de
"bisagra superior”, derivada de una regién bisagra de IgG1 humana, una IgG2 humana o una IlgG4 humana, junto con
una secuencia de "bisagra inferior", derivada de una regién bisagra de IgG1 humana, una IgG2 humana o una IgG4
humana. Un ejemplo particular de un dominio Fc quimérico que se puede incluir en cualquiera de las moléculas de
unién a antigeno establecidas en el presente documento comprende, desde el extremo N al extremo C: [Cnx1 de IgG4]
- [Bisagra superior de 19G4] - [Bisagra inferior de 1gG2] - [CH2 de 19G4] - [CH3 de 1gG4]. Otro ejemplo de un dominio
Fc quimérico que se puede incluir en cualquiera de las moléculas de unién a antigeno establecidas en el presente
documento comprende, desde el extremo N al extremo C: [Cn1 de IgG1] - [Bisagra superior de IgG1] - [Bisagra inferior
de 1gG2] - [CH2 de IgG4] - [CH3 de 1gG1]. Estos y otros ejemplos de dominios Fc quiméricos que pueden incluirse en
cualquiera de las moléculas de unién a antigeno de la presente invencién se describen en la publicacién de EE. UU.
2014/0243504, publicada el 28 de agosto de 2014. Los dominios Fc quiméricos que tienen estas disposiciones
estructurales generales y variantes de los mismos, pueden tener alterada la unién al receptor de Fc, que a su vez
afecta la funcién efectora de Fc.

Variantes de secuencia

Los anticuerpos y moléculas de unién a antigeno biespecificas de la presente divulgacién pueden comprender una o
més sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoéacidos en las regiones marco de los dominios variables de
cadena pesada y ligera en comparacién con las secuencias de la estirpe germinal correspondientes de las que se
derivaron los dominios de unién a antigeno individuales. Dichas mutaciones pueden determinarse facilmente
comparando las secuencias de aminoéacidos que se divulgan en el presente documento con secuencias de la estirpe
germinal disponibles en, por ejemplo, en bases de datos publicas de secuencias de anticuerpos. Las moléculas de
unidén a antigeno de la presente divulgacion pueden comprender dominios de unién a antigeno que se derivan de
cualquiera de las secuencias de aminoécidos ilustrativas divulgadas en el presente documento, en donde uno 0 mas
aminoécidos dentro de una o més regiones marco estdn mutados en el resto o restos correspondientes de la secuencia
de la estirpe germinal de la que procede el anticuerpo, o en el resto o restos correspondientes de otra secuencia de la
estirpe germinal humana, o en una sustitucién de aminoéacidos conservadora del resto o restos de la estirpe germinal
correspondientes (dichos cambios de secuencia se denominan en conjunto en el presente documento "mutaciones de
la estirpe germinal"). Un experto en la materia, partiendo de las secuencias de la regién variable de cadena pesada y
ligera desveladas en el presente documento, puede producir facilmente numerosos anticuerpos y fragmentos de unién
a antigenos que comprendan una o mas mutaciones individuales de la estirpe germinal o combinaciones de las
mismas. En determinados aspectos, todos los restos de marco dentro de los dominios Vu y/o VL se retromutan a los
restos encontrados en la secuencia original de la estirpe germinal de la cual se derivé originalmente el dominio de
unién a antigeno. En otros aspectos, Unicamente determinados restos se retromutan a la secuencia de estirpe germinal
original, por ejemplo, solo los restos mutados que se encuentran dentro de los 8 primeros aminoacidos de FR1 o
dentro de los 8 ultimos aminoacidos de FR4. En otros aspectos, uno o mas del resto(s) del marco estan mutados al
resto o los restos correspondientes de una secuencia de estirpe germinal diferente (es decir, una secuencia de la
estirpe germinal que es diferente de la secuencia de la estirpe germinal de la cual se derivaba originalmente el dominio
de unién a antigeno). Adicionalmente, los dominios de unién a antigeno pueden contener cualquier combinacién de
dos 0 méas mutaciones de estirpe germinal dentro de las regiones marco, por ejemplo, en donde determinados restos
individuales mutan al resto correspondiente de una secuencia de la estirpe germinal particular, mientras que otros
restos determinados, que difieren de los de la secuencia de la estirpe germinal original, se mantienen o mutan al resto
correspondiente de una secuencia de estirpe germinal distinta. Una vez obtenidos, los dominios de unién a antigeno
que contienen una o mas mutaciones de estirpe germinal pueden analizarse facilmente para una o mas propiedades
deseadas como, especificidad de unién mejorada, mayor afinidad de unién, propiedades biol6gicas antagonistas o
agonistas mejoradas o potenciadas (segun sea el caso), inmunogenicidad reducida, etc. En la presente divulgacién
se incluyen moléculas de unién a antigeno biespecificas que comprenden uno o mas dominios de unién a antigeno
obtenidos de esta manera general.

Anticuerpos que comprenden variantes Fc

Segun determinadas realizaciones de la presente invencién se proporcionan moléculas de unién a antigeno
biespecificas anti-BCMA x anti-CD3 que comprenden un dominio Fc que comprende una o méas mutaciones que
potencian o disminuyen la unién del anticuerpo al receptor FcRn, por ejemplo, a pH &cido en comparacién con pH
neutro. Por ejemplo, la presente invencién incluye anticuerpos que comprenden una mutacién en la regién Cx2 o Cn3
del dominio Fc, en donde la mutacién o mutaciones aumentan la afinidad del dominio Fc por FcRn en un entorno acido
(por ejemplo, en un endosoma en donde el pH varia de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0). Dichas
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mutaciones pueden dar como resultado un aumento de la semivida en suero del anticuerpo cuando se administra a
un animal. Los ejemplos no limitantes de dichas modificaciones de Fc incluyen, por ejemplo, una modificacién en la
posicién 250 (por ejemplo, E 0 Q); 250 y 428 (por ejemplo, L o F); 252 (por ejemplo, L/Y/F/W o T), 254 (por ejemplo,
S oT)y 256 (por ejemplo, S/IR/Q/E/D o T); o una modificacién en la posicion 428 y/o 433 (por ejemplo, H/L/R/S/P/Q o
K) y/o 434 (por ejemplo, H/F o Y); o una modificacién en la posicién 250 y/o 428; o una modificacién en la posicién
307 o 308 (por ejemplo, 308F, V308F) y 434. En una realizacién, la modificacidn comprende una modificaciéon en 428L
(por ejemplo, M428L) y una en 434S (por ejemplo, N434S); una modificacién en 428L, 259! (por ejemplo, V259I), y
308F (por ejemplo, V308F); una modificacién en 433K (por ejemplo, H433K) y una en 434 (por ejemplo, 434Y); una
modificacién en 252, 254, y 256 (por ejemplo, 252Y, 254T y 256E); una modificacién en 250Q y 428L (por ejemplo,
T250Q y M428L); y una modificaciéon en 307 y/o 308 (por ejemplo, 308F o 308P).

Por ejemplo, la presente invenciéon incluye moléculas de unién a antigeno biespecificas anti-BCMA x anti-CD3, que
comprenden un dominio Fc que comprende uno o mas pares o grupos de mutaciones seleccionadas del grupo que
consiste en: 250Q y 248L (por ejemplo, T250Q y M248L); 252Y, 254T y 256E (por ejemplo, M252Y, S254T y T256E);
428 y 434S (por ejemplo, M428L y N434S); y 433K y 434F (por ejemplo, H433K y N434F). Se contemplan todas las
posibles combinaciones de las mutaciones del dominio Fc anteriores y otras mutaciones dentro de los dominios
variables de los anticuerpos divulgados en el presente documento.

Caracteristicas biolégicas de los anticuerpos y las moléculas de unién a antigeno biespecificas

La presente divulgacién incluye anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen a BCMA
humano con alta afinidad (por ejemplo, valores de Ko subnanomolares).

Segun determinados aspectos, la presente divulgacion incluye anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de
anticuerpos que se unen a BCMA humano (por ejemplo, a 25 °C) con una Kp inferior a aproximadamente 5 nM medida
por resonancia de plasmén superficial, por ejemplo, mediante un formato de ensayo como el definido en el Ejemplo 4
en el presente documento. En determinados aspectos, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno se unen a
BCMA con una Kb inferior a aproximadamente 20 nM, inferior a aproximadamente 10 nM, inferior a aproximadamente
8 nM, inferior a aproximadamente 7 nM, inferior a aproximadamente 6 nM, inferior a aproximadamente 5 nM, inferior
a aproximadamente 4 nM, inferior a aproximadamente 3 nM, inferior a aproximadamente 2 nM, inferior a
aproximadamente 1 nM, inferior a aproximadamente 800 pM, inferior a aproximadamente 700 pM, inferior a
aproximadamente 500 pM, inferior a aproximadamente 400 pM, inferior a aproximadamente 300 pM, inferior a
aproximadamente 200 pM, inferior a aproximadamente 100 pM, inferior a aproximadamente 50 pM, o inferior a
aproximadamente 25 pM medido por resonancia de plasmén superficial, por ejemplo, mediante un formato de ensayo
como el definido en el Ejemplo 4 en el presente documento o un ensayo sustancialmente similar. La presente invencién
incluye moléculas de unién a antigeno biespecificas (por ejemplo, anticuerpos biespecificos que se unen a BCMA
humano con una Kb inferior a aproximadamente 25 pM, y que se unen a BCMA de mono con una Ko inferior a
aproximadamente 170 pM, medida por resonancia de plasmén superficial, por ejemplo, mediante un formato de ensayo
como el definido en el Ejemplo 4 en el presente documento o un ensayo sustancialmente similar.

La presente divulgaciéon también incluye anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen a
BCMA con una semivida disociativa (t¥2) superior a aproximadamente 10 minutos o superior a aproximadamente
125 minutos, medida por resonancia de plasmones superficiales a 25 °C, por ejemplo, mediante un formato de ensayo
como el definido en el Ejemplo 4 en el presente documento o un ensayo sustancialmente similar. En determinados
aspectos, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de la presente invencién se unen a BCMA dimérico con
una t%2 superior a aproximadamente 3 minutos, superior a aproximadamente 4 minutos, superior a aproximadamente
10 minutos, superior a aproximadamente 20 minutos, superior a aproximadamente 30 minutos, superior a
aproximadamente 40 minutos, superior a aproximadamente 50 minutos, superior a aproximadamente 60 minutos,
superior a aproximadamente 70 minutos, superior a aproximadamente 80 minutos, superior a aproximadamente
90 minutos, superior a aproximadamente 100 minutos, superior a aproximadamente 110 minutos o superior a
aproximadamente 120 minutos, medida por resonancia de plasmén superficial a 25 °C, por ejemplo, mediante un
formato de ensayo como el definido en el Ejemplo 4 en el presente documento o un ensayo sustancialmente similar.
La presente invencién incluye moléculas de unién a antigeno biespecificas (por ejemplo, anticuerpos biespecificos
que se unen a BCMA con un de méas de unos 10 minutos medido por resonancia de plasmén superficial a 25 °C, por
ejemplo, mediante un formato de ensayo como el definido en el Ejemplo 4 en el presente documento o un ensayo
sustancialmente similar.

La presente divulgacion también incluye anticuerpos y fragmentos de unidén a antigeno de los mismos que se unen
especificamente a lineas celulares humanas que expresan BCMA endégeno (por ejemplo, NCI-H929, MOLP-8 u OMP-
2) como se determina usando un ensayo de unién de FACS como se expone en el ejemplo 6 o un ensayo
sustancialmente similar.

La presente invenciéon también incluye moléculas de unién a antigeno biespecificas anti-BCMA x anti-CD3 que
presentan una o mas caracteristicas seleccionadas del grupo que consiste en: (a) inhibir el crecimiento tumoral en
ratones inmunodeprimidos que portan xenoinjertos de mieloma multiple humano; (b) suprimir el crecimiento tumoral
de tumores establecidos en ratones inmunodeprimidos que portan xenoinjertos de mieloma multiple humano (véase,
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por ejemplo, los Ejemplos 10-15), y (c) suprimir el crecimiento tumoral de células de melanoma singénico y carcinoma
de colon modificadas para expresar BCMA humano en ratones inmunocompetentes que expresan CD3 humano.

La presente divulgacidn incluye anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen a CD3
humano con alta afinidad. La presente divulgacion también incluye anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de
los mismos que se unen a CD3 humano con afinidad media o baja, dependiendo del contexto terapéutico y las
propiedades de direccionamiento particulares que se deseen. En algunos casos, la baja afinidad incluye anticuerpos
que se unen a CD3 con una Ko o CEso (por ejemplo, medida en un ensayo de resonancia de plasmén superficial)
superior a 300 nM, superior a 500 nM o superior a 1 yM. La presente divulgacién también incluye anticuerpos y
fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen a CD3 humano sin afinidad medible. Por ejemplo, en el
contexto de una molécula de unién a antigeno biespecifica, en donde un brazo se une a CD3 y otro brazo se une a un
antigeno diana (por ejemplo, BCMA), puede ser deseable que el brazo de unién a antigeno diana se una al antigeno
diana con alta afinidad mientras que el brazo anti-CD3 se une a CD3 solo con afinidad moderada o baja o sin afinidad.
De esta manera, puede conseguirse la orientacién preferente de la molécula de unién a antigeno a células que
expresan el antigeno diana mientras se evita la unién de CD3 general/no dirigida y los consiguientes efectos
secundarios adversos asociados con ella.

La presente divulgacion incluye moléculas de unidn a antigeno biespecificas (por ejemplo, anticuerpos biespecificos)
que pueden unirse simultaneamente a CD3 humano y a BCMA humano. El brazo de unién que interactia con las
células que expresan CD3 puede tener una unién débil a no detectable seglin se mide en un ensayo de unién in vitro.
El grado en que una molécula de unién a antigeno biespecifica se une a células que expresan CD3 y/o BCMA se
puede evaluar mediante clasificacién celular activada por fluorescencia (FACS), como se ilustra en los Ejemplos 5y 6
del presente documento.

La presente divulgacidén incluye anticuerpos, fragmentos de unién a antigeno y anticuerpos biespecificos de los
mismos que se unen a CD3 humano e inducen la activacidén de linfocitos T.

La presente divulgacion incluye moléculas de unidén a antigeno biespecificas anti-BCMA x anti-CD3 que son capaces
de agotar o reducir las células que expresan antigenos tumorales en un sujeto (véase, por ejemplo, los Ejemplos 8-
16, o un ensayo sustancialmente similar). Por ejemplo, segun determinados aspectos, se proporcionan moléculas de
unién a antigeno biespecificas anti-BCMA x anti-CD3, en donde una sola administracién, o administraciones multiples,
de 0,04 mg/kg, 0,4 mg/kg o0 4 mg/kg de la molécula de unién a antigeno biespecifica a un sujeto provoca una reduccién
en el numero de células que expresan BCMA en el sujeto (por ejemplo, se suprime o inhibe el crecimiento tumoral en
el sujeto).

Preparacién de dominios de unién a antigeno y construccién de moléculas biespecificas

Los dominios de unién a antigeno especificos para antigenos particulares pueden prepararse mediante cualquier
tecnologia generadora de anticuerpos conocida en la técnica. Una vez obtenidos, dos dominios de unién a antigeno
diferentes, especificos para dos antigenos diferentes (por ejemplo, CD3 y BCMA), se pueden disponer de manera
adecuada entre si para producir una molécula de unién a antigeno biespecifica de la presente invencién utilizando
métodos de rutina. (Una exposiciéon de formatos de anticuerpos biespecificos ilustrativos que se pueden utilizar para
construir las moléculas de unidén a antigeno biespecificas de la presente invencién se proporciona en otras partes en
el presente documento). En determinadas realizaciones, uno o més de los componentes individuales (por ejemplo,
cadenas pesadas y ligeras) de las moléculas de unién a antigeno multiespecificas de la invencién se derivan de
anticuerpos quiméricos, humanizados o completamente humanos. Los métodos para fabricar tales anticuerpos se
conocen bien en la técnica. Por ejemplo, una 0 mas de las cadenas pesadas y/o ligeras de las moléculas de unién a
antigeno biespecificas pueden prepararse usando la tecnologia VELOCIMMUNE™. Usando la tecnologia
VELOCIMMUNE™ (o cualquier otra tecnologia de generacién de anticuerpos humanos), se aislan inicialmente los
anticuerpos quiméricos de afinidad elevada contra un antigeno particular (por ejemplo, CD3 o0 BCMA) que tienen una
regién variable humana y una regién constante de ratén. Los anticuerpos se caracterizan y seleccionan para las
caracteristicas deseables, que incluyen afinidad, selectividad, epitopo, etc. Las regiones constantes de ratén se
reemplazan con una regién constante humana deseada para generar cadenas pesadas y/o ligeras completamente
humanas que pueden incorporarse en las moléculas de unién a antigeno biespecificas.

Los animales genéticamente modificados pueden usarse para hacer moléculas de unién a antigeno biespecificas
humanas. Por ejemplo, puede usarse un ratén genéticamente modificado que es incapaz de reorganizar y expresar
una secuencia variable de cadena ligera de inmunoglobulina endégena de ratén, en donde el ratén expresa solo uno
o dos dominios variables de cadena ligera humana codificados por secuencias de inmunoglobulina humana unidas
operativamente al gen constante K de ratdn en el locus k de ratén endégeno. Tales ratones genéticamente modificados
pueden usarse para producir moléculas de unién a antigeno biespecificas completamente humanas que comprenden
dos cadenas pesadas diferentes que se asocian con una cadena ligera idéntica que comprende un dominio variable
procedente de uno de dos segmentos génicos de region variable de cadena ligera humana diferentes. (Véase, por
ejemplo, el documento US 2011/0195454). Completamente humano se refiere a un anticuerpo, o fragmento de unién
a antigeno o dominio de inmunoglobulina del mismo, que comprende una secuencia de aminoéacidos codificada por
un ADN derivado de una secuencia humana en toda la longitud de cada polipéptido del anticuerpo o fragmento de
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unién a antigeno o dominio de inmunoglobulina del mismo. En algunos casos, la secuencia totalmente humana se
deriva de una proteina endégena a un ser humano. En otros casos, la proteina o secuencia de proteina totalmente
humana comprende una secuencia quimérica en donde cada secuencia constituyente se deriva de una secuencia
humana. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, las proteinas o secuencias quiméricas generalmente estan
disefiadas para minimizar la creacién de epitopos inmunogénicos en las uniones de las secuencias constituyentes,
por ejemplo, en comparacién con cualquier regién o dominio de inmunoglobulina humana de tipo silvestre.

Formulacién terapéutica y administraciéon

La presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de unidén a antigeno
de la presente invencidn. Las composiciones farmacéuticas de la invencion se formulan con vehiculos, excipientes y
otros agentes adecuados que proporcionan una mejor transferencia, administracién, tolerancia y similares. Se puede
encontrar una multitud de formulaciones adecuadas en el formulario conocido por todos los quimicos farmacéuticos:
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Estas formulaciones incluyen, por
ejemplo, polvos, pastas, pomadas, gelatinas, ceras, aceites, lipidos, vesiculas que contienen lipidos (catiénicos o
anionicos) (tales como LIPOFECTIN™, Life Technologies, Carlsbad, CA), conjugados de ADN, pastas de absorcién
anhidras, emulsiones de aceite en agua y de agua en aceite, emulsiones de Carbowax (polietilenglicoles de diversos
pesos moleculares), geles semisélidos y mezclas semisélidas que contienen Carbowax. Véase también Powell et al.
"Compendium of excipients for parenteral formulations" PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:238-311.

La dosis de la molécula de unién a antigeno administrada a un paciente puede variar segln la edad y la talla del
paciente, la enfermedad diana, afecciones, la via de administracion y similares. La dosis preferida normalmente se
calcula de acuerdo con el peso o la superficie corporales. Cuando una molécula de unién a antigeno biespecifica de
la presente invencién se utiliza con fines terapéuticos en un paciente adulto, puede ser ventajoso administrar por via
intravenosa la molécula de unién a antigeno biespecifica de la presente invencién normalmente a una dosis Unica de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, mas preferentemente de aproximadamente
0,02 a aproximadamente 7, de aproximadamente 0,03 a aproximadamente 5 o de aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 3 mg/kg de peso corporal. Dependiendo de la gravedad de la afeccién, pueden ajustarse la
frecuencia y la duracién del tratamiento. Las dosis eficaces y los programas para administrar una molécula de unién a
antigeno biespecifica pueden determinarse empiricamente; por ejemplo, puede controlarse el progreso del paciente
mediante evaluacidn periédica, y ajustarse la dosis en consecuencia. Mas aun, pueden realizarse aumentos de escala
de las dosificaciones entre especies utilizando métodos bien conocidos en la técnica (por ejemplo, Mordenti et al,
1991, Pharmaceut. Res. 8:1351).

Se conocen diversos sistemas de administracién y pueden utilizarse para administrar la composicién farmacéutica de
la invencién, por ejemplo, encapsulacién en liposomas, microparticulas, microcapsulas, células recombinantes
capaces de expresar los virus mutantes, endocitosis mediada por receptor (véase, por ejemplo, Wu et al., 1987, J.
Biol. Chem. 262:4429-4432). Los métodos de introduccidén incluyen, aunque no de forma limitativa, las vias
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural y oral. La composicién puede
administrarse por cualquier via conveniente, por ejemplo, por infusion o inyeccién en bolo, mediante absorcién a través
de revestimientos epiteliales o mucocutdneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y puede
administrarse junto con otros agentes biolégicamente activos. La administracién puede ser sistémica o local.

Una composicién farmacéutica de la presente invencién puede administrarse por via subcutanea o por via intravenosa
con una aguja y una jeringa convencionales. De manera adicional, con respecto al suministro subcutdneo, un
dispositivo inyector de pluma tiene facilmente aplicaciones en la administracién de una composicién farmacéutica de
la presente invencién. Dicho dispositivo inyector de pluma puede ser reutilizable o desechable. Un dispositivo de
suministro de pluma reutilizable utiliza generalmente un cartucho reemplazable que contiene una composicién
farmacéutica. Una vez que se ha administrado toda la composicién farmacéutica del cartucho y que el cartucho esté
vacio, el cartucho vacio puede desecharse facilmente y sustituirse por un nuevo cartucho que contenga la composicién
farmacéutica. El dispositivo de suministro de pluma puede reutilizarse después. En un dispositivo de suministro de
pluma desechable, no hay cartucho reemplazable. Mé&s bien, el dispositivo inyector de pluma desechable viene
precargado con la composicién farmacéutica contenida en un depésito dentro del dispositivo. Una vez que el depésito
se vacia de la composicién farmacéutica, se desecha todo el dispositivo.

Numerosos dispositivos de suministro de pluma y autoinyectores reutilizables tienen aplicaciones en el suministro
subcutaneo de una composicién farmacéutica de la presente invencién. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacién,
AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), pluma DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems, Bergdorf,
Suiza), pluma HUMALOG MIX 75/25™, pluma HUMALOG™, pluma HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis,
IN), NOVOPEN™ I, Il y Il (Novo Nordisk, Copenhague, Dinamarca)) NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk,
Copenhague, Dinamarca), pluma BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™,
OPTIPEN STARLET™ y OPTICLIK™ (sanofi-aventis, Francfort, Alemania), por nombrar solo algunos. Los ejemplos de
dispositivos de suministro de pluma desechables que tienen aplicaciones en el suministro subcutaneo de una
composicién farmacéutica de la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, la pluma SOLOSTAR™ (sanofi-
aventis), la FLEXPEN™ (Novo Nordisk) y la KWIKPEN™ (Eli Lilly), el autoinyector SURECLICK™ (Amgen, Thousand
Oaks, CA), la PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart, Alemania), la EPIPEN (Dey, L.P.) y la pluma HUMIRA™ (Abbott Labs,
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Abbott Park IL), por nombrar solo algunos.

En determinadas situaciones, la composicién farmacéutica puede suministrarse en un sistema de liberacion
controlada. En una realizacién, puede utilizarse una bomba (véase Langer, citado anteriormente; Sefton, 1987, CRC
Crit. Ref Biomed. Eng. 14:201). En ofra realizacién, pueden utilizarse materiales poliméricos; véase, Medical
Applications of Controlled Release, Langer y Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca Raton, Florida. En otra realizacién
més, se puede colocar un sistema de liberacidn controlada préximo a la diana de la composicién, siendo necesaria,
por tanto, solo una fraccién de la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, 1984, en Medical Applications of
Controlled Release, citado anteriormente, vol. 2, pags. 115-138). Se analizan otros sistemas de liberacién controlada
en la revision de Langer, 1990, Science 249:1527-1533.

Las preparaciones inyectables pueden incluir formas farmacéuticas para inyecciones intravenosas, subcutaneas,
intracutaneas e intramusculares, infusiones por goteo, etc. Estas preparaciones inyectables pueden prepararse
mediante métodos conocidos por el publico en general. Por ejemplo, las preparaciones inyectables pueden prepararse,
por ejemplo, disolviendo, suspendiendo o emulsionando el anticuerpo o su sal descrita anteriormente, en un medio
acuoso estéril o en un medio oleoso utilizado convencionalmente para inyecciones. Como medio acuoso para
inyecciones, existen, por ejemplo, solucién salina fisiolégica, una solucién isotdnica que contiene glucosa y otros
coadyuvantes, etc., que pueden utilizarse junto con un agente de solubilizacién apropiado, tal como un alcohol (por
ejemplo, etanol), un polialcohol (por ejemplo, propilenglicol, polietilenglicol), un tensioactivo no iénico [por ejemplo,
polisorbato 80, HCO-50 (aducto de polioxietileno (50 mol) de aceite de ricino hidrogenado)], etc. Como medio oleoso,
se emplean, por ejemplo, aceite de sésamo, aceite de soja, etc., que pueden usarse junto con un agente solubilizante,
tal como benzoato de bencilo, alcohol bencilico, etc. La inyeccién asi preparada se carga preferentemente en una
ampolla apropiada.

Ventajosamente, las composiciones farmacéuticas para su uso oral o parenteral descritas anteriormente se preparan
en formas farmacéuticas en una dosis unitaria adecuada para ajustarse a una dosis de los principios activos. Dichas
formas farmacéuticas en una dosis unitaria incluyen, por ejemplo, comprimidos, pildoras, cépsulas, inyecciones
(ampollas), supositorios, etc. La cantidad del anticuerpo mencionado anteriormente contenida es generalmente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 500 mg por forma farmacéutica en una dosis unitaria; especialmente en forma
de inyeccion, se prefiere que el anticuerpo anteriormente mencionado esté contenido en aproximadamente 5 a
aproximadamente 100 mg y en aproximadamente 10 a aproximadamente 250 mg para las otras formas farmacéuticas.

Usos terapéuticos de las moléculas de unién a antigeno

En la presente invencidn, se proporciona una composicion terapéutica que comprende una molécula de unién a
antigeno biespecifica de la invencién que se une especificamente a CD3 y BCMA para su uso en un método de
tratamiento del mieloma mudltiple, otra neoplasia maligna de linfocitos B que exprese BCMA, o un tumor que exprese
BCMA. La composicidn terapéutica comprende un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Tal como se
usa en el presente documento, la expresion "un sujeto que lo necesita" se refiere a un ser humano o animal no humano
que presenta uno o mas sintomas o indicios de cancer (por ejemplo, un sujeto que expresa un tumor o padece
cualquiera de los cénceres mencionados a continuacién en el presente documento) o que, de otro modo, se
beneficiarian de una inhibicién o reduccién de la actividad de BCMA o de un agotamiento de las células BCMA+ (por
ejemplo, células de mieloma mdaltiple).

Las moléculas de unidén a antigeno biespecificas de la invencién (y composiciones terapéuticas que comprenden las
mismas) son utiles, entre otras, para tratar cualquier enfermedad o trastorno en donde la estimulacién, activacién y/u
orientacién de una respuesta inmunitaria seria beneficiosa. En particular, las moléculas de unién a antigeno
biespecificas anti-BCMA x anti-CD3 de la presente invencién pueden usarse para el tratamiento, la prevencién y/o la
mejora de cualquier enfermedad o trastorno asociado o mediado por expresién o actividad de BCMA o proliferacion
de células BCMA+. El mecanismo de accién mediante el cual se logran los métodos terapéuticos incluye destruccién
de células que expresan BCMA en presencia de células efectoras, por ejemplo, mediante CDC, apoptosis, CCDA,
fagocitosis, o0 por una combinacién de dos 0 mas de estos mecanismos. Las células que expresan BCMA que pueden
inhibirse o destruirse usando las moléculas de unién a antigeno biespecificas de la invencion incluyen, por ejemplo,
células de mieloma multiple.

Las moléculas de unién a antigeno de la presente invencién pueden usarse para tratar una enfermedad o un trastorno
asociado con la expresion de BCMA, que incluye, por ejemplo, un cancer que incluye mieloma mdaltiple u otros
canceres de linfocitos B o de células plasmaticas, como la macroglobulinemia de Waldenstrém, linfoma de Burkitt y
linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma no hodgkiniano, leucemia linfocitica crénica, linfoma folicular, linfoma
de células del manto, linfoma de la zona marginal, linfoma linfoplasmocitico y linfoma de Hodgkin. De acuerdo con
determinadas realizaciones de la presente invencion, los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 son utiles
para tratar a un paciente afectado por mieloma multiple. De acuerdo con otras realizaciones relacionadas de la
invencién, una molécula de unién a antigeno biespecifica anti-BCMA x anti-CD3 de la invencién se administra a un
paciente afectado por mieloma multiple. Pueden usarse métodos analiticos/diagnésticos conocidos en la técnica, como
exploracién tumoral, etc., para determinar si un paciente padece mieloma multiple u otro cédncer de linaje de linfocitos
B.
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La presente invencion también incluye las moléculas de unidén a antigeno biespecificas para tratar el cancer residual
en un sujeto. Tal como se usa en el presente documento, la expresién "cancer residual' significa la existencia o
persistencia de una o mas células cancerosas en un sujeto después de tratamiento con una terapia contra el cancer.

Segun determinados aspectos, la presente invencién proporciona moléculas de unién a antigeno biespecificas de la
invencién para su uso en un método de tratamiento del mieloma mdltiple que comprende administrar una 0 mas de
las moléculas de unién a antigeno biespecificas al sujeto después de que se haya determinado que el sujeto tiene
mieloma multiple. Por ejemplo, la presente invencién incluye una molécula de unién a antigeno biespecifica anti-BCMA
x anti-CD3 de la invencidén para su uso en el tratamiento del mieloma multiple, en donde la molécula de unién a
antigeno se administra 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas 0 4 semanas,
2 meses, 4 meses, 6 meses, 8 meses, 1 afio 0 mas después de que el sujeto haya recibido otra inmunoterapia o
quimioterapia.

Terapias y formulaciones de combinacién

Una composiciéon farmacéutica de la invencién puede administrarse a un paciente junto con uno o més agentes
terapéuticos adicionales. Los agentes terapéuticos adicionales ilustrativos que pueden combinarse o administrarse en
combinacién con una molécula de unién a antigeno de la presente invencién incluyen, por ejemplo, un agente
antitumoral (por ejemplo, agentes quimioterapéuticos, incluyendo melfalan, vincristina (Oncovin), ciclofosfamida
(Cytoxan), etopésido (VP-16), doxorrubicina (Adriamicina), doxorrubicina liposomal (Doxil), obendamustina (Treanda),
o cualquier otro que se sepa que es eficaz en el tratamiento de un tumor de células plasméticas en un sujeto). En
algunas realizaciones, el segundo agente terapéutico comprende esteroides. En algunas realizaciones, el segundo
agente terapéutico comprende terapias dirigidas que incluyen talidomida, lenalidomida y bortezomib, que son terapias
aprobadas para tratar a pacientes recién diagnosticados. La lenalidomida, pomalidomida, bortezomib, carfilzomib,
panobinostat, ixazomib, elotuzumab y daratumumab, son ejemplos de un segundo agente terapéutico eficaz para tratar
el mieloma recurrente. En determinadas realizaciones, el segundo agente terapéutico es un régimen que comprende
radioterapia o un trasplante de células madre. En determinadas realizaciones, el segundo agente terapéutico puede
serun agente inmunomodulador. En determinadas realizaciones, el segundo agente terapéutico puede ser un inhibidor
del proteosoma, incluyendo bortezomib (Velcade), carfilzomib (Kyprolis), ixazomib (Ninlaro). En determinadas
realizaciones, el segundo agente terapéutico puede ser un inhibidor de histona desacetilasa tal como panobinostat
(Farydak). En determinadas realizaciones, el segundo agente terapéutico puede ser un anticuerpo monoclonal, un
conjugado de anticuerpo-farmaco, un anticuerpo biespecifico conjugado con un agente antitumoral, un inhibidor de
punto de control, 0 combinaciones de los mismos. Otros agentes que pueden administrarse de manera beneficiosa
junto con las moléculas de unién a antigeno de la invencidn incluyen inhibidores de citocina, incluyendo inhibidores de
citocina de molécula pequefia y anticuerpos que se unen a citocinas tales como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
IL-9, IL-11, IL-12, IL-13, IL-17, IL-18 o a sus receptores respectivos. Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién (por ejemplo, composiciones farmacéuticas que comprenden una molécula de unién a antigeno biespecifica
anti-BCMA x anti-CD3) también pueden administrarse como parte de un régimen terapéutico que comprende una o
méas combinaciones terapéuticas seleccionadas de un anticuerpo monoclonal distinto de los descritos en el presente
documento, que puede interactuar con un antigeno diferente en la superficie de las células plasmaticas, un anticuerpo
biespecifico, que tiene un brazo que se une a un antigeno en la superficie de la célula tumoral y el otro brazo se une
a un antigeno en un linfocito T, un conjugado de anticuerpo-farmaco, un anticuerpo biespecifico conjugado con un
agente antitumoral, un inhibidor del punto de control, por ejemplo, uno que se dirige a, PD-1 o CTLA-4, o
combinaciones de los mismos. En determinadas realizaciones, los inhibidores del punto de control pueden
seleccionarse de inhibidores de PD-1, tales como pembrolizumab (Keytruda), nivolumab (Opdivo) o cemiplimab
(REGN2810). En determinadas realizaciones, los inhibidores del punto de control pueden seleccionarse de inhibidores
de PD-L1, tales como atezolizumab (Tecentriq), avelumab (Bavencio) o Durvalumab (Imfinzi)). En determinadas
realizaciones, los inhibidores del punto de control pueden seleccionarse de inhibidores de CTLA-4, tales como
ipilimumab (Yervoy). Anteriormente se han descrito otras combinaciones que pueden utilizarse junto con un anticuerpo
de la invencion.

La presente invencién también incluye combinaciones terapéuticas que comprenden cualquiera de las moléculas de
unidén a antigeno de la invencién y un inhibidor de uno o mas de VEGF, Ang2, DLL4, EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4,
EGFRVIII, cMet, IGF1R, B-raf, PDGFR-a, PDGFR-B, FOLH1 (PSMA), PRLR, STEAP1, STEAP2, TMPRSS2, MSLN,
CA9, uroplaquina o cualquiera de las citocinas mencionadas anteriormente, en donde el inhibidor es un aptdmero, una
molécula antisentido, una ribozima, un ARNip, un pepticuerpo, un nanocuerpo o un fragmento de anticuerpo (por
ejemplo, fragmento Fab; fragmento F(ab'):; fragmento Fd; fragmento Fv; scFv; fragmento dAb; u otras moléculas
modificadas por ingenieria genética, tales como diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, minicuerpos y unidades de
reconocimiento minimas). Las moléculas de unién a antigeno de la invencién también pueden administrarse y/o
formularse de manera conjunta en combinacién con antiviricos, antibiéticos, analgésicos, corticosteroides y/o AINE.
Las moléculas de unidén a antigeno de la invenciéon también pueden administrarse como parte de un régimen de
tratamiento que también incluye tratamiento con radiacién y/o quimioterapia convencional.

El/los componente/s terapéuticamente activo/s adicional/es puede/n administrarse justo antes, de manera simultdnea
0 poco después de la administracién de una molécula de unién a antigeno de la presente invencién; (para los fines de
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la presente divulgacién, dichas pautas de administracién se consideran la administracién de una molécula de unién a
antigeno "junto con" un componente terapéuticamente activo adicional).

La presente invencién incluye composiciones farmacéuticas en donde una molécula de unién a antigeno de la presente
divulgacién se formula de manera conjunta con uno o mas de los componentes terapéuticamente activos adicionales
como se describe en otra parte del presente documento.

Pautas de administracion

De acuerdo con determinadas realizaciones de la presente invencién, pueden administrarse a un sujeto dosis multiples
de una molécula de unidén a antigeno (una molécula de unién a antigeno biespecifica que se une especificamente a
BCMA y CD3, tal como se define en las reivindicaciones) a lo largo de un periodo de tiempo definido. Los métodos de
acuerdo con este aspecto de la invencién comprenden administrar de manera secuencial a un sujeto multiples dosis
de una molécula de unién a antigeno de la invencién. Tal como se usa en el presente documento, "administrar de
manera secuencial' significa que cada dosis de una molécula de unién a antigeno se administra al sujeto en un
momento diferente, por ejemplo, en dias diferentes separados por un intervalo predeterminado (por ejemplo, horas,
dias, semanas 0 meses). La presente invencién incluye métodos que comprenden administrar de manera secuencial
al paciente una dosis inicial Unica de una molécula de unién a antigeno, seguido de una o mas dosis secundarias de
la molécula de unién a antigeno, y opcionalmente seguido de una o méas dosis terciarias de la molécula de unién a
antigeno.

Las expresiones "dosis inicial", "dosis secundarias”, y "dosis terciarias", se refieren a la secuencia temporal de
administraciéon de la molécula de unién a antigeno de la invencion. Por tanto, la "dosis inicial' es la dosis que se
administra al inicio de la pauta terapéutica (también denominada "dosis de referencia"); las "dosis secundarias" son
las dosis que se administran después de la dosis inicial; y las "dosis terciarias" son las dosis que se administran
después de las dosis secundarias. Las dosis inicial, secundaria y terciaria pueden contener la misma cantidad de la
molécula de unién a antigeno, pero generalmente pueden diferir entre si en términos de frecuencia de administracién.
En determinadas realizaciones, sin embargo, la cantidad de una molécula de unién a antigeno contenida en las dosis
inicial, secundaria y/o terciaria varian entre si (por ejemplo, ajustadas hacia arriba o hacia abajo segun corresponda)
durante el curso del tratamiento. En determinadas realizaciones, se administran dos o més (p. €j., 2, 3, 4 0 5) dosis al
comienzo de la pauta terapéutica como "dosis de carga" seguidas de dosis posteriores que se administran con menos
frecuencia (p. €j., "dosis de mantenimiento").

En una realizacién ilustrativa de la presente invencién, cada dosis secundaria y/o terciaria se administra de 1 a 26 (por
ejemplo, 1, 1%, 2, 2%, 3, 3%, 4, 45, 5, 5%, 6, 6%, 7, 7', 8, 8, 9, 9%, 10, 10%%, 11, 11%, 12, 12%, 13, 13%, 14, 14,
15, 15%, 16, 16%%, 17, 174, 18, 18%%, 19, 19%, 20, 20%%, 21, 21'%, 22, 22%%, 23, 23%, 24, 24%4, 25, 25, 26, 26% 0 mas)
semanas después de la dosis inmediatamente anterior. La expresion "la dosis inmediatamente anterior”, tal como se
usa en el presente documento, significa, en una secuencia de administraciones multiples, la dosis de la molécula de
unién a antigeno que se administra a un paciente antes de la administracién de la siguiente dosis en la secuencia sin
dosis intermedias.

Los métodos de acuerdo con este aspecto de la invencién pueden comprender la administracién a un paciente de
cualquier nUmero de dosis secundarias y/o terciarias de una molécula de unién a antigeno (por ejemplo, un anticuerpo
anti-BCMA o una molécula de unién a antigeno biespecifica que se une especificamente a BCMA y a CD3). Por
ejemplo, en determinadas realizaciones, al paciente se le administra Gnicamente una sola dosis secundaria. En otras
realizaciones, al paciente se le administran dos o mas (p. €j., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o més) dosis secundarias. Analogamente,
en determinadas realizaciones, al paciente se le administra Gnicamente una sola dosis terciaria. En otras realizaciones,
al paciente se le administran dos o mas (p. €], 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas) dosis terciarias.

En realizaciones que implican multiples dosis secundarias, cada dosis secundaria puede administrarse a la misma
frecuencia que las otras dosis secundarias. Por ejemplo, cada dosis secundaria puede administrarse al paciente de 1
a 2 semanas después de la dosis inmediatamente anterior. De forma similar, en realizaciones que implican multiples
dosis terciarias, cada dosis terciaria puede administrarse a la misma frecuencia que las otras dosis terciarias. Por
ejemplo, cada dosis terciaria puede administrarse al paciente de 2 a 4 semanas después de la dosis inmediatamente
anterior. Como alternativa, la frecuencia a la que se administran las dosis secundarias y/o terciarias a un paciente
puede variar en el transcurso de la pauta de tratamiento. La frecuencia de administracién también puede ajustarla un
médico en el transcurso del tratamiento, dependiendo de las necesidades del paciente individual después del examen
clinico.

Usos de diagndstico de los anticuerpos

Los anticuerpos anti-BCMA de la presente divulgaciéon también pueden utilizarse para detectar y/o medir el BCMA, o
células que expresan al BCMA, en una muestra, por ejemplo, con fines diagnésticos. Por ejemplo, un anticuerpo anti-
BCMA, o un fragmento del mismo, puede usarse para diagnosticar una afeccién o enfermedad caracterizada por la
expresion aberrante (por ejemplo, sobreexpresidn, subexpresién, ausencia de expresién, etc.) del BCMA. Los ensayos
diagndsticos ilustrativos para el BCMA pueden comprender, por ejemplo, poner en contacto una muestra, obtenida de
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un paciente, con un anticuerpo anti-BCMA de la divulgacién, en donde el anticuerpo anti-BCMA estd marcado con un
marcador detectable o molécula indicadora. Como alternativa, un anticuerpo anti-BCMA sin marcar puede utilizarse
en aplicaciones de diagnéstico en combinacién con un anticuerpo secundario que esta marcado de manera detectable.
El marcador detectable o molécula indicadora puede ser un radioisétopo, tales como 3H, '4C, 32P, 358 o '23[; un resto
fluorescente o quimioluminiscente tal como isotiocianato de fluoresceina o rodamina; o una enzima tal como fosfatasa
alcalina, betagalactosidasa, peroxidasa de rédbano picante o luciferasa. Otro uso diagnéstico de ejemplo de los
anticuerpos anti-BCMA de la invencidn incluye el anticuerpo marcado con 3Zr, tal como el marcado con %Zr-
desferrioxamina, con el fin de identificar y rastrear de forma no invasiva las células tumorales en un sujeto (por ejemplo,
imégenes de tomografia por emision de positrones (PET, Positron Emission Tomography)). (Véanse, por ejemplo,
Tavare, R. et al. Cancer Res. 1 de enero de 2016; 76(1):73-82; y Azad, BB. et al. Oncotarget. 15 de marzo de 2016;
7(11):12344-58). Los ensayos especificos ilustrativos que pueden utilizarse para detectar o medir al BCMA en una
muestra incluyen el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés), radioinmunoensayo
(RIA) y clasificacién de células activada por fluorescencia (FACS).

Las muestras que pueden utilizarse en ensayos de diagnéstico de BCMA incluyen cualquier tejido o muestra de fluido
que se puede obtener de un paciente que contiene cantidades detectables de proteina BCMA o fragmentos de la
misma, en condiciones normales o patol6gicas. Generalmente, se mediran los niveles de BCMA en una muestra
particular obtenida de un paciente sano (por ejemplo, un paciente no afectado por una enfermedad o afeccién asociada
a niveles o actividad de BCMA andmalos) para establecer inicialmente un nivel inicial, o estandar, de BCMA. Este nivel
inicial de BCMA se puede comparar entonces con los niveles de BCMA medidos en muestras obtenidas de individuos
de los que se sospecha que tienen una enfermedad o afeccién relacionada con BCMA (por ejemplo, un tumor que
contiene células que expresan BCMA).

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran pero no limitan el alcance de las reivindicaciones. Pueden incluir detalles sobre
construcciones que no entran en el @mbito de las reivindicaciones; estos datos se facilitan a titulo meramente
informativo.Se han realizado esfuerzos para garantizar la exactitud con respecto a los nimeros utilizados (por ejemplo,
cantidades, temperatura, etc.), pero se deben tener en cuenta algunos errores y desviaciones experimentales. A
menos que se indique otra cosa, las partes son partes en peso, el peso molecular es el peso molecular promedio, la
temperatura esta en grados centigrados y la presidén es atmosférica o cercana a la atmosférica.

Ejemplo 1: Generacién de anticuerpos anti-BCMA

Los anticuerpos anti-BCMA se obtuvieron inmunizando un ratén modificado genéticamente con un antigeno de BCMA
humano (por ejemplo, hBCMA, SEQ ID NO: 115), o inmunizando a un ratdn disefiado que comprende ADN que codifica
las regiones variables de cadena pesada y ligera kappa de inmunoglobulina humana con un antigeno de BCMA
humano.

Después de la inmunizacién, se extrajeron esplenocitos de cada ratén y (1) se fusionaron con células de mieloma de
ratén para preservar su viabilidad y formar células de hibridoma, y se analizaron para determinar la especificidad de
BCMA, o (2) se clasificaron linfocitos B (como se describe en el documento US 2007/0280945A1) usando un fragmento
de BCMA humano como reactivo de clasificacion que se une e identifica anticuerpos reactivos (linfocitos B positivos a
antigeno).

Inicialmente se aislaron anticuerpos quiméricos contra BCMA que tenian una regién variable humana y una regién
constante de ratdén. Los anticuerpos se caracterizaron y seleccionaron en cuanto a caracteristicas deseables, que
incluyen afinidad, selectividad, etc. Si fue necesario, las regiones constantes de ratdn se reemplazaron por una regién
constante humana deseada, por ejemplo, una regién constante de 19G1 o IgG4 de tipo silvestre o0 modificada, para
generar un anticuerpo anti-BCMA completamente humano. Si bien la regién constante seleccionada puede variar
segun el uso especifico, las caracteristicas de unidén a antigeno de alta afinidad y especificidad de diana residen en la
regién variable.

Secuencias de aminodcidos y dcidos nucleicos de la region variable de cadena pesada y ligera de los
anticuerpos anti-BCMA: La Tabla 1 expone los identificadores de secuencias de aminoacidos de las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera y las CDR de los anticuerpos anti-BCMA seleccionados de la invencién. Los
identificadores de secuencias de 4cido nucleico correspondientes se exponen en la Tabla 2.
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Tabla 1: Identificadores de secuencias de aminoacidos

SEQ ID NO:
E:t'i‘gl:':r';fié" del HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
mAb16711 2 4 6 8 10 12 14 16
mAb16716 18 20 22 24 26 28 30 32
mAb16732 34 36 38 40 42 44 46 48
mAb16747 50 52 54 56 58 60 62 64
mAb21581 66 68 70 72 74 76 78 80
mAb21587 122 123
mAb21589 124 125

Tabla 2: Identificadores de secuencias de acido nucleico

SEQ ID NO:
E:t'i‘gl:':r';fié" del HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
mAb16711 1 3 5 7 9 11 13 15
mAb16716 17 19 21 23 25 27 29 31
mAb16732 33 35 37 39 41 43 45 47
mAb16747 49 51 53 55 57 59 61 63
mAb21581 65 67 69 71 73 75 77 79

Ejemplo 2: Generacidn de anticuerpos anti-CD3

Los anticuerpos anti-CD3 se generaron como se describe en el documento WO 2017/053856. Se seleccionaron dos
de estos anticuerpos anti-CD3 de la produccién de anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 de acuerdo con la
presente invencién. La Tabla 3 muestra los identificadores de la secuencia de aminoacidos de las regiones variables

de cadena pesada y ligera y las CDR de los anticuerpos anti-CD3 seleccionados. Los identificadores de secuencias
de éacido nucleico correspondientes se exponen en la Tabla 4. Otros anticuerpos anti-CD3 para su uso en la

preparacién de anticuerpos biespecificos de acuerdo con la presente invenciéon se pueden encontrar en, por ejemplo,
el documento WO 2014/047231.

Tabla 3: Identificadores de secuencias de aminoacidos

SEQ ID NO:
Denominacion del | 4cvR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
anticuerpo
mMAb7221G 90 92 04 96 82 84 86 88
mAb7221G20 08 100 102 104 82 84 86 88

Tabla 4: Identificadores de secuencias de acido nucleico

SEQ ID NO:
Denominacién del | HoVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
anticuerpo
mMAb7221G 89 01 03 05 81 83 85 87
mAb7221G20 o7 99 101 103 81 83 85 87

Ejemplo 3: Generacién de anticuerpos biespecificos que se unen a BCMA y CD3

La presente invencion proporciona moléculas de unién a antigeno biespecificas que se unen a CD3 y BCMA, dichas
moléculas de unién a antigeno biespecificas también se denominan en el presente documento "moléculas
biespecificas anti-BCMA x anti-CD3 o anti-CD3xBCMA o anti-BCMA x anti-CD3". La parte anti-BCMA de la molécula
biespecifica anti-BCMA/anti-CD3 es Util para dirigirse a las células tumorales que expresan BCMA (también conocida
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como CD269), y la parte anti-CD3 de la molécula biespecifica es Util para activar los linfocitos T. La unién simultdénea
de BCMA en una célula tumoral y CD3 en un linfocito T facilita la destruccién dirigida (lisis celular) de la célula tumoral
diana por parte del linfocito T activado.

Se construyeron anticuerpos biespecificos que comprenden un dominio de unién especifico anti-BCMA y un dominio
de unidn especifico anti-CD3 mediante metodologias convencionales, en donde el dominio de unidén a antigeno anti-
BCMA y el dominio de unién a antigeno anti-CD3 comprenden cada uno diferentes, distintas HCVR emparejadas con
una LCVR comun. En los anticuerpos biespecificos ilustrados, las moléculas se construyeron mediante una cadena
pesada de un anticuerpo anti-CD3, una cadena pesada de un anticuerpo anti-BCMA y una cadena ligera comun del
anticuerpo anti-CD3 (10082). En otros casos, los anticuerpos biespecificos pueden construirse mediante una cadena
pesada de un anticuerpo anti-CD3, una cadena pesada de un anticuerpo anti-BCMA y una cadena ligera de anticuerpo
conocida por ser promiscua o0 emparejarse eficazmente con una variedad de brazos de cadena pesada.

Tabla 5: Resumen de los componentes de los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3

Anti-BCMA Anti-CD3
Dominio de unién a Dominio de unién a
Identificador de anticuerpo antigeno antigeno Regidn variable de cadena
biespecifico Region variable de Region variable de ligera comun
cadena pesada cadena pesada
bsAb25441D9 (también
denominado REGN5458) mAb21581 mAb7221G mAb7221G
bsAb25442D (también
denominado REGN5459) mAb21581 mAb7221G20 mAb7221G20

La Tabla 6 muestra los identificadores de secuencia de aminoéacidos para los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x
anti-CD3 aqui ejemplificados.

Tabla 6: Secuencias de aminoacidos de los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3

Identificador Primer dominio de unién a Segundo dominio de unién Regién variable de cadena
de antigeno anti-BCMA a antigeno anti-CD3 ligera comun
anticuerpo | HC | HCDR | HCDR | HCDR | HC | HCDR | HCDR | HCDR | LC | LCDR | LCDR | LCDR

biespecifico | VR 1 2 3 VR 1 2 3 VR 1 2 3
bsAb25441D

(REGN5458) 66 68 70 72 90 92 94 96 82 84 86 88
bsAb25442D

(REGN5459) 66 68 70 72 98 100 102 104 82 84 86 88

Ejemplo 4: Afinidades de unién y constantes cinéticas derivadas de la resonancia de plasmén superficial de
anticuerpos anti-BCMA y anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3

Las constantes de disociacién de equilibrio (valores Kp) para la unién de hBCMA.mmh (SEQ ID NO: 106) a mAbs anti-
BCMA purificados y mAbs biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 se determinaron mediante un biosensor de resonancia
de plasmoén superficial en tiempo real utilizando un instrumento Biacore 4000. La superficie del sensor CM5 Biacore
se derivatizé mediante acoplamiento aminico con un anticuerpo Fc monoclonal antihumano de ratén (GE, n.° BR-
1008-39) para capturar mAbs anti-BCMA purificados y mAbs biespecificos anti-BCMA x anti-CD3. Todos los estudios
de unién Biacore se realizaron en un tampén compuesto por HEPES 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM,
Tensioactivo P20 0,05% viv (tampén de ejecucion HBS-ET). Para afinidades monoméricas, diferentes
concentraciones del dominio extracelular de BCMA humano expresado con marcador myc-myc-hexahistidina C-
terminal (BCMA-MMH humano; SEQ ID NO: 106) o BCMA de mono expresado con marcador myc-myc-hexahistidina
C-terminal (BCMA-MMH de mono; SEQ ID NO: 110) se prepararon en tampdn de ejecucién HBS-ET (diluciones triples
que varian de 90 a 1,11 nM). Para afinidades diméricas, se prepararon diferentes concentraciones del dominio
extracelular de BCMA humano expresado con marcador mFc C-terminal (BCMA-MFC humano; SEQ ID NO: 108)
BCMA de mono expresado con marcador mFc C-terminal (BCMA-MFC de mono; SEQ ID NO: 112) preparado en
tampdn de ejecucion HBS-ET (diluciones triples que varian de 30 a 0,37 nM) o BCMA 30 nM expresado con marcador
mFc C-terminal (BCMA-MFC de ratén; SEQ ID NO: 114). A continuacion, se inyectaron muestras de antigeno sobre
las superficies capturadas con mAbs biespecificos anti-BCMA y anti-BCMA x anti-CD3 a un caudal de 30 ul/minuto.
Se monitorizé la asociacién anticuerpo-reactivo durante 5 minutos mientras que se monitorizé la disociacién en tampén
de ejecucion HBS-ET durante 10 minutos. Todos los experimentos de cinética de unién se realizaron a 25 °C. Las
constantes cinéticas de velocidad de asociacion (ka) y disociacion (kqd) se determinaron ajustando los sensogramas en
tiempo real a un modelo de unién 1:1 mediante el software de ajuste de curvas Scrubber 2.0c. Las constantes de
disociacién en equilibrio (Kp) de unién y las semividas disociativas (t¥2) se calcularon a partir de las constantes cinéticas
como:
In(2)

kd .
Kb (M) = o’ y t'2 (mln) = P
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Como se muestra en la Tabla 7, a 25 °C, todos los anticuerpos anti-BCMA de la invencién se unieron a BCMA-MMH
humano con valores de Kp que variaban de 1,06 nM a 3,56 nM. Como se muestra en la Tabla 8, a 25 °C, todos los
anticuerpos anti-BCMA de la invencién se unieron a BCMA-MFC humano con valores de Kp que variaban de 22,3 pM
a 103 pM. Como se muestra en la Tabla 9, a 25 °C, dos de los anticuerpos anti-BCMA de la invencién se unieron a
BCMA-MMH de mono con valores de Kp que variaban de 38,8 nM a 49,92 nM. Como se muestra en la Tabla 10, a
25 °C, cuatro de los anticuerpos anti-BCMA de la invencién se unieron a BCMA-MFC de mono con valores de Kp que
variaban de 148 pM a 14,7 nM. Como se muestra en la Tabla 11, a 25 °C, cuatro de los anticuerpos anti-BCMA de la
invencién se unieron a BCMA-MFC de ratén con valores de Kp que variaban de 677 pM a 18,8 nM.

Tabla 7: Parametros de la cinética de unién de anticuerpos monoclonales anti-BCMA que se unen a BCMA-

MMH humano a 25 °C

REGN n.° | AbPID n. (?XE‘{SS)‘* Unidn ;(fn:f&'\lg?"mmh ka(1Ms) | :‘/ds) (KN'ID) (mﬁ)
REGN5458 | bsAb25441D | 437,511 19,9 8,27E+05 | B795 | TO%E- | 43
REGN5459 | bsAb25442D | 384,8 + 1,4 17,0 7,30E+05 | MOIET | TO8E 1 44

mAB16711 | 275028 22,2 201E+06 | 2475 | VS| 33
MAb16716 | 310,322 26,4 841E+05 | 205 | 3995 | 39
REGN4514 | mAb16732 | 284,109 25,3 1,06E+06 | 2855 [ 2095 | 44
REGN4515 | mAb16747 | 332,509 31,4 8.60E+05 | 2275 | 20951 47

Tabla 8: Parametros de la cinética de unién de anticuerpos monoclonales anti-BCMA que

MFC humano a 25 °C

se unen a BCMA-

REGN n.° | AbPID n.° %X‘E‘{S%e U"i6"3°(')?ﬂ'\‘n'3(ﬁgf"m':° ka (1/Ms) (:‘/ds) (KN'ID) (::ﬁ)
REGN5458 | bsAb25441D | 437,9+ 0,1 106,8 4,48E+05 | <165 | 22557 | <1155
REGN5459 | bsAb25442D | 3852+ 0,1 96,8 4,49E+05 | <1E-5 | 22557 | <1155

mAb16711 | 268,90+ 1.4 113,5 1,85E+06 | 100 | M5 | e08
MAb16716 | 3034+ 12 120,3 8,62E+05 | B9057 | 90851 4384
REGN4514 | mAb16732 | 2823+ 1,0 1241 1,07E+06 | 955 | 4225 | o550
REGN4515 | mAb16747 | 327,315 146,0 1,41+06 | 305 | 035 | 1090

Tabla 9: Parametros cinéticos de unién de anticuerpos monoclonales anti-BCMA que se unen a BCMA-MMH

de mono a 25 °C

REGN n.° | AbPID n.° (ﬁzg‘{ﬁg)e Unidn gg ;"I\‘;IB(E'\R";“'mmh ka (1/Ms) (:‘/ds) (KMD) (mﬁ)
REGN5458 | bsAb25441D | 4382+ 0,9 14,8 1,826+05 | 9995 [ 45| 13
REGN5459 | bsAb25442D | 384,6+ 1,4 12,7 223E+05 | 095 | 38951 45

MAb16711 | 263,5%1,7 05 NB NE | NB | NB
MAb16716 | 301,8%0,5 0,8 NB NE | NB | NB
REGN4514 | mAb16732 | 279,1%0,8 11 NB NE | NB | NB
REGN4515 | mAb16747 | 326205 19 NB NE | NB | NB

Tabla 10: Parametros cinéticos de unién de anticuerpos monoclonales anti-BCMA que se unen a BCMA-MFC

de mono a 25 °C
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REGN n.° | AbPID n.° (ﬁzg‘{ﬁg)e Unién ggm?ggl)A.ch ka (1/Ms) (:‘/ds) (lela) (::“’ﬁ)
REGN5458 | bsAb25441D | 437,911 107,7 5,28E+05 | O9057 | TOTE~ | 4312
REGN5459 | bsAb25442D | 3862 + 0,22 97,0 4,82E+05 | "1OF | 1495 | 1616

MAb16711 | 2594+ 14 0,9 NB NE | NB | NB

mAb16716 | 3008+ 0,6 3,2 Ic Ic Ic Ic
REGN4514 | mAb16732 | 276,9+ 1.1 40,3 4,92E+05 | P29 | LATET 46
REGN4515 | mAb16747 | 324407 101,3 2,138+06 | 105 [ 975 16
Tabla 11: Parametros cinéticos de unién de anticuz??é monoclonales anti-BCMA a BCMA-MFC de ratén a

REGN n.° | AbPID n. C;XL“{SS;* Umé"%‘*ﬂﬂ%ﬁk"f"m':c ka (1/Ms) (:‘/ds) (KN'ID) (::ﬁ)
REGN5458 | bsAb25441D 4388 2,7 NB NB | NB | NB
REGN5459 | bsAb25442D 3839 2.4 NB NB | NB | NB

MAB16711 257,0 90,0 1,07E+06 | 105 | TO2E | 405
MAb16716 300,0 33,4 205E+05 | 2805 | 18951 50
REGN4514 | mAb16732 276,1 109,6 3,97E+05 | 29057 | OT7E | 430
REGN4515 | mAb16747 3231 107,6 947E+05 | H105 | 44251 o

Ejemplo 5: Unién de FACS de anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 a células humanas y de macaco
cangrejero que expresan CD3

Se utilizd el analisis de citometria de flujo para determinar la unién de los anticuerpos biespecificos BCMAXCD3 a
células CD3 humanas y de macaco cangrejero (células Jurkat, células Jurkat modificadas con mfCD3, linfocitos T
CD8+ humanos primarios y linfocitos T CD8+ de macaco cangrejero). Brevemente, se incubaron 1e05 células/pocillo
en presencia de lavado de FACS con bloque (PBS+FBS filtrado al 1 % + suero de ratén al 5 %) con una dilucién en
serie de BCMAXCD3 y anticuerpos de control durante 30 minutos en hielo. Después de la incubacién, las células se
lavaron dos veces con lavado de FACS frio (PBS + FBS filtrado al 1 %) y el anticuerpo unido se detecté incubando
con anticuerpo secundario antihumano conjugado con Alexa647 en hielo durante 30 minutos mas. Se utilizaron como
control pocillos que no contenian anticuerpos o que solo contenian anticuerpos secundarios. Para la deteccién de
linfocitos T humanos y de mono, un céctel de anticuerpos humanos y de macaco cangrejero de reactividad cruzada
frente a CD4, CD8 y CD16 se afiadi6 al secundario antihumano. Después de la incubacidn, las células se lavaron, se
volvieron a suspender en 200 pl de PBS frio que contenia FBS filtrado al 1 % y se analizaron mediante citometria de
flujo en un BD FACS Canto Il. Las células fueron seleccionadas por FSC-H por FSC-A para seleccionar eventos
singlete, seguido de dispersiones laterales y hacia delante para seleccionar los eventos vivos. Para linfocitos T de
mono, se realizé una seleccién adicional en células CD8+/CD16-.

Los valores de CES0 para la uniéon de FACS se calcularon mediante andlisis de regresién no lineal de 4 parametros
en el software Prism.

Las células Jurkat son una linea celular linfoblastica de linfocitos T que expresan CD3 humano. REGN5458 se uni6 a
CD3 humano en células Jurkat y los linfocitos T CD8+ humanos primarios con CE50 medianas de 1,50x10°M y
3,20x10®8 M respectivamente. La unién de REGN5459 a CD3 humano fue mas débil, con una CE50 mediana de
5,58x107 M en células Jurkat y de 4,71x10° en linfocitos T CD8+ humanos primarios. Utilizando la tecnologia
CRISPR/Cas9, se modificé una linea celular Jurkat para que expresara las cadenas CD3e y CD3d de macaco
cangrejero en lugar de las versiones humanas. La CE50 mediana de unién del REGNS5458 a la linea celular Jurkat
modificada con mfCD3 fue de 1,51x10® M y a los linfocitos T CD8+ de macaco cangrejero primarios fue de 4,66x10-
8 M. REGN5459 no se unio a las células que expresaban mfCD3.

No se observé unién en ninguna linea celular para el anticuerpo de control de isotipo negativo, denominado mAb15260.

Tabla 12: Unién a células que expresan CD3: CE50 mediana
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Jurkat-hCD3 | Jurkat-mfCD3 Linfocitos T CD8+ Li"f°°(i:::c:c%')38+ M
REGN CE50[M] |n | CE50[M] |n CE50 [M] n CE50 [M] n
REGN5458 | 150E-08 |5 | 1,51E-08 |2 3,20E-08 1 4,66E-08 1
REGN5459 | 558E-07 |5 | sSinunion |2 4,71E-06 1 Sin Union 1

Ejemplo 6: Ensayo de unién de FACS para evaluar la capacidad de unién a antigeno de la superficie celular

Se determiné la capacidad del anticuerpo anti-BCMA x CD3, mAb25442D, para unirse a la superficie de las células de
mieloma multiple BCMA positivo (NCI-H929, MM.1S, OPM-2 y RPMI-8226), de linfoma BCMA positivo (Raji y Daudi)
y BCMA negativo (HEK293) mediante citometria de flujo. Las células se recogieron de los matraces utilizando tampén
de disociacién celular (Millipore, n.° de cat. S-004-C) y se colocaron en tampén de tincién (PBS, sin calcio ni magnesio
(Irving 9240) + FBS al 2 % (ATCC 30-2020) a una densidad de 500.000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos
con fondo en V. Las células se tifieron durante 30 minutos a 4 °C con diluciones seriadas dobles de un anticuerpo anti-
BCMA x CD3 conjugado con Alexab647 (mAb25442D-A647) o un control de isotipo conjugado con Alexa 647 con el
mismo brazo de unién a CD3 emparejado con un brazo de direccionamiento tumoral irrelevante (Isotipo-AB47). Las
células se lavaron dos veces con tampén de tincion y se marcaron con el kit LIVE/DEAD™ Fixable Green Dead Cell
Stain (Invitrogen, L34970) siguiendo las instrucciones del fabricante para discriminar entre células vivas y muertas. A
continuacién, se lavaron las células y se fijaron durante 25 minutos a 4 °C con una solucién al 50 % de BD Cytofix
(BD, n.° de cat. 554655) diluida en PBS. Las muestras se procesaron en el citbmetro de flujo Accuri C6 (BD
Biosciences) y se analizaron en Flowjo 10.2 (Tree Star). Después de la seleccién de células vivas y células
individuales, se determiné la intensidad fluorescente media (MFI, mean fluorescent intensity), y los valores de MF| se
trazaron en Graphpad Prism utilizando una ecuacién logistica de cuatro parametros sobre una curva de respuesta de
10 puntos para calcular las CEso. En el anélisis también se incluye la condicién cero de cada curva de respuesta a la
dosis como una continuacién de la dilucién en serie doble y se representa como la dosis mas baja. La relacién
sefial/ruido (S/N, signal to noise) se determina tomando la relacion entre la MF| del mAb25442D-A647 y la MFI del
isotipo-AB47. (Tabla 13). La relacion S/N de mAb25442D-A647 varié de 2 a 470 y los valores de CEsp de 27 a 83 nM.
No se observé ninguna unién detectable en células HEK293.

Tabla 13: Unidn a las células

Estirpe celular S/N mAb25442D-A647 CEso mAb25442D-A647 (nM)
NCI-H929 470 79
MM.1S 43 83
OPM-2 19 57
RPMI-8226 9 27
Daudi 3 ND
Raiji 2 ND
HEK293 1 ND

ND = no determinado debido a curvas no sigmoidales

Ejemplo 7: Activacién de linfocitos T mediante anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 en presencia
de células que expresan BCMA

La actividad de los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 se evalué en un bioensayo indicador
Jurkat/NFATLuc utilizando varias lineas celulares con distintos niveles de expresiéon superficial de BCMA. Las células
Jurkat se modificaron para que expresaran un indicador NFAT-luciferasa (Jurkat/NFATLuc.3C7), y se combinaron
50.000 células Jurkat indicadoras con 50.000 BCMA positivo (Daudi, MM1-S, NCI-H929, OPM-2, RPMI-8226, MOLP-
8, 0 Raji) o BCMA negativo (HEK293) en placas de micropocillos blancas Thermo Nunclon delta de 96 pocillos (Thermo
Scientific, Cat # 136102) en 50 ul de medio de ensayo (medio RPMI con FBS al 10 % y P/S/G al 1 %). Se afiadieron
inmediatamente diluciones seriadas triplicadas de los anticuerpos biespecificos BCMA x CD3 (mAb25441D o
mMAb25442D), o un anticuerpo bivalente anti-BCMA (mAb21581) en 50 ul de tampén de ensayo. Las placas se agitaron
suavemente y se incubaron a 37 °C, en la incubadora con 5 % de CO2 durante 4-6 horas. La actividad NFAT-luciferasa
se midié utilizando Promega One-Glo (n.° de cat. E6130) y un lector de placas Perkin Elmer Envision. Las RLU se
trazaron en GraphPad Prism utilizando una ecuacién logistica de cuatro parametros sobre una curva de respuesta de
12 puntos para calcular los valores de CEso. En el analisis también se incluye la condicién de tratamiento sin
anticuerpos de cada curva de respuesta a la dosis como una continuacién de la dilucién en serie triple y se representa
como la dosis mas baja. La relacién sefial/ruido (S:N) se determina tomando la relacién entre la RLU mas alta de la
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curva y la mas baja.

mMAb25441D activé las células Jurkat/NFATLuc en presencia de células que expresaban BCMA con CE50 que
variaban de 0,61 nM a 2,1 nM y S:N de 8 a 123. mAb25442D activé las células Jurkat/NFATLuc en presencia de
células que expresaban BCMA con CES50 que variaban de 2,6 nM a 11 nM y S:N que variaban de 7 a 120. El
mMAb25441D biespecifico de BCMA x CD3 con el brazo de unién a CD3 de mayor afinidad fue sisteméticamente méas
potente que mAb25442D con un brazo de unién a CD3 de menor afinidad; mientras que, la relacién S:N fue similar
para los dos biespecificos. Ninguno de los anticuerpos activé las células Jurkat/NFATLuc en presencia de células
HEK293, y los anticuerpos biespecificos de control no aumentaron significativamente la actividad indicadora de Jurkat
con ninguna de las lineas celulares sometidas a prueba. Los resultados se muestran en las Tablas 14A y 14B, a
continuacion.

Tabla 14A: Activacion de linfocitos T

Daudi MM1-S NCI-H929 OPM-2
Anticuerpos CE50 S:N CE50 S:N CE50 S:N CE50 S:N
bsAb25441D 2,1E-9 43 1,2E-9 165 6,8E-10 39 6,6E-10 8
bsAb25442D 7,9E-9 25 4,4E-9 120 2,7E-9 32 2,6E-9 7
mAb21581 ND 1 ND 1 ND 1 ND 1
Tabla 14B: Activacion de linfocitos T
RPMI-8226 MOLP-8 Raji HEK293
Anticuerpos CE50 S:N CE50 S:N CE50 S:N CE50 S:N
bsAb25441D 6,1E-10 55 1,4E-9 32 1,6E-9 123 ND 1
bsAb25442D 2,6E-9 42 1,1E-8 31 7,4E-9 78 ND 1
mAb21581 ND 1 ND 1 ND 1 ND 1

Ejemplo 8: Ensayo de citotoxicidad basado en FACS para evaluar la destruccién mediada por linfocitos T de
células de mieloma multiple que expresan BCMA en presencia de anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-
CD3

La capacidad de unién a anticuerpos (ABC) de un anticuerpo BCMA antihumano disponible en el mercado (clon 19F2)
se determin6 en un panel de lineas celulares de mieloma mdltiple utilizando un kit Quantum Simply Cellular anti-IgG
humana y siguiendo las instrucciones del fabricante (Bangs Laboratories).

Brevemente, lineas celulares de mieloma multiple (MM) (H929, MM1S, U266, MOLP8 y RPMI8226) y perlas Quantum
Simply Cellular se incubaron durante 30 minutos a 4 °C con una titulacién de anticuerpo anti-hBCMA-19F2 conjugado
con APC. Después de la incubacién, las células y las perlas se lavaron tres veces, se volvieron a suspender en 200 pli
de PBS frio que contenia FBS filtrado al 1 % y se analizaron mediante citometria de flujo. Utilizando el molde QuickCal®
(Bangs Labs), la ABC de un nivel saturante de anti-BCMA 19F2 para cada linea celular se interpolé a partir de la curva
estandar generada por la intensidad del canal de las poblaciones de microesferas en saturacién.

La destruccién de células diana que expresaban BCMA por linfocitos T humanos o de mono macaco cangrejero en
reposo se determiné mediante citometria de flujo. Brevemente, se colocaron células mononucleares de sangre
periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) humanas o de mono macaco cangrejero en medio RPMI (humano) o X-
Vivo (macaco) suplementado a 1x10° células/ml y se incubaron durante la noche a 37 °C para enriquecerlas en
linfocitos mediante el agotamiento de los macréfagos adherentes, células dendriticas y algunos monocitos. Al dia
siguiente, las células diana que expresaban BCMA se marcaron con 1uM de Violet CellTrace y se incubaron
conjuntamente con PBMC sin células adherentes (relacion células efectoras/diana 4:1) y una dilucién en serie de
biespecificos BCMAXCD3, o anticuerpos de control a 37 °C. Después de 48-72 h, se retiraron las células de las placas
de cultivo celular, se tifileron con un céctel de anticuerpos de fenotipado y colorante de viabilidad de células
vivas/muertas, y se analizaron por FACS. Para cuantificar el nUmero de células diana vivas presentes en los pocillos,
se afiadieron 20 pl de perlas de recuento absoluto CountBright a los pocillos justo antes de la adquisicién. Para la
evaluacién de la especificidad de destruccion, las células se seleccionaron en poblaciones marcadas con Violet
CellTracker. El porcentaje de supervivencia de las células diana se calculé del siguiente modo: Supervivencia de
celulas diana =(R1/R2)*100, donde R+ = nimero absoluto de células diana vivas en presencia de células efectoras y
anticuerpo, y R2 = numero de células diana vivas Unicamente (cultivadas sin células efectoras ni anticuerpo de prueba).

Los linfocitos T CD8+ humanos se clasificaron como CD45+/CD14-/CD4-/CD8+. Los linfocitos T CD8+ de macaco
cangrejero se seleccionaron como CD45+/CD20-/CD14-/CD4-/CD8+ La activacién de linfocitos T se calculé como el

27



10

15

20

25

30

35

40

ES 3010285T3

porcentaje de linfocitos T CD25+ o CD69+ del total de linfocitos T CD8+.

Los valores de CES0 para la supervivencia de las células diana y la activacién de los linfocitos T se calcularon mediante
un analisis de regresién no lineal de 4 pardmetros en el software Prism.

Se probé la capacidad de los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 de activar linfocitos T humanos y de
macaco cangrejero en reposo para destruir un panel de células que expresan BCMA con diferentes niveles de BCMA
en superficie. Con linfocitos T humanos en reposo como células efectoras, REGN5458 provocé la destruccién de 5
lineas celulares de BCMA diferentes con valores de CEso que variaban de 7,07x10'° M a 3,45x10"" M. REGN5459
mostro la destruccion de las mismas 5 lineas celulares con valores de CE50 que variaban de 1,66x10° M a 1,06x10-
10 M. Las CEso para la activacion de linfocitos T, seguin se midio por la regulaciéon por aumento de CD25 en los linfocitos
T CD8+ fueron similares a las CEso de destruccion. Se observo una modesta activacion de linfocitos T en presencia
de mAb17664D de control de isotipo CD3 de 1 brazo, pero sélo para la linea celular U266. No se observo citotoxicidad
en los controles de isotipo sometidos a prueba.

La destruccién mediada por BCMAXCD3 por linfocitos T de macaco cangrejero se prob6 solo en la linea celular H929
de MM. La CEso para la citotoxicidad mediada por REGN5458 y REGN5459 fue de 2,34x10" y 6,92x10"
respectivamente. No se observd citotoxicidad ni activacion de linfocitos T para el anticuerpo mAb15260 de control del
isotipo con células efectoras humanas o de macaco cangrejero. Los resultados se muestran en las Tablas 15A, 15B y
16, a continuacion.

Tabla 15A: CEso mediana, Células efectoras humanas

H929 (40000 ABC) MM1S (18000 ABC) U266 (13000 ABC)
% de % de % de
0, 0, 0,
n.° REGN n o de activacion | n o de activacion | n o de activacion

supervivencia supervivencia supervivencia

T T T
REGNb5458 | 3 1,03E-10 21ME-10 | 2 6,46E-11 7,06E-11 |1 3,28E-10 1,07E-10

REGN5459 | 4 3,01E-10 3,00E-10 |2 2,88E-10 4,58E-10 |1 1,66E-09 4,69E-10

Tabla 15B: CEso mediana, Células efectoras humanas

RPMI8226 (10000 ABC) Molp8 (2000 ABC)
n.° REGN n Supeof\’/i‘\j/‘zncia % de activacion T | n Supe(ﬁ’/ﬁl‘zncia % de activacion T
REGN5458 1 3,45E-11 6,49E-11 2 7,07E-10 1,10E-9
REGN5459 1 1,06E-10 7,50E-10 3 1,36E-09 6,47E-9
Tabla 16: CEso mediana, Células efectoras de macaco cangrejero
H929

n.° REGN n % de supervivencia % de activaciéon T

REGN5458 4 2,34E-11 6,83E-11

REGN5459 4 6,92E-11 1,58E-10

Ejemplo 9: Ensayo de citotoxicidad por FACS para la destrucciéon de células blasticas primarias de mieloma
miltiple mediada por linfocitos T autélogos en presencia de anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3

Para controlar la destruccién especifica de células de mieloma mdltiple mediante citometria de flujo, se depositaron
células mononucleares de médula ésea (BMMC, por sus siglas en inglés) procedentes de pacientes con mieloma
multiple sobre células estromales humanas (HS5) y se dejaron en reposo toda la noche a 37 °C. Por separado, se
descongelaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) del paciente y se cultivaron en medio RPMI
suplementado a 1x10° células/ml durante la noche a 37 °C para enriquecerlas con linfocitos mediante la eliminacién
de las células adherentes. Al dia siguiente, se incubaron conjuntamente BMMC con PBMC indiferenciadas de células
adherentes sin células estromales (HSS) y una dilucién 10x en serie de biespecificos BCMAxXCD3 o de control de
isotipo CD3 de 1 brazo (concentracién inicial 66,7 nM) a 37 °C. Se retiraron las células de las placas de cultivo en los
dias 3, 4 0 7 y se analizaron por FACS. Para la evaluacién de la especificidad de destruccién, las células de mieloma
multiple se seleccionaron como individuales, vivas, negativas para CD90 (para excluir células estromales), negativas
para CD2, positivas para CD56. El CD45 fue bajo en células de mieloma multiple en la mayoria de las muestras,
excepto en MM455. El porcentaje de células diana vivas se indic6 para el célculo de supervivencia ajustada como
sigue: Supervivencia ajustada = (R1/R2)*100, donde R1 =% de células diana vivas en presencia de anticuerpo, y
R2 = % de células diana vivas en ausencia de anticuerpo de ensayo.
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Los linfocitos T se clasificaron como positivos para CD2, negativos para CD56 y positivos para CD4 o CD8. La
activacion de linfocitos T se calculé como el porcentaje de linfocitos T CD4 o CD8 CD25+ sobre el total de linfocitos T
CD4 o CDS8.

Se sometié a prueba la capacidad de los anticuerpos biespecificos BCMAxCD3 para redirigir la destruccion de células
blasticas de mieloma multiple primario por PBMC de donantes autélogos. La citotoxicidad maxima mediada por
BCMAXCD3 de blastos primarios de MM vario del 52-96 %, con CE50 que variaban de 9,89x10"" M a 3,67x10° M
para REGN5458 y 4,96x10'° M a 7,94x10% M para REGN5459. La activacion de los linfocitos T se midié evaluando
la regulacién por aumento de CD25 en los linfocitos T CD8+. Las CES50 de activacién de linfocitos T variaron de
3,23x10°%a 1,69x101. Se observé una modesta citotoxicidad y activacion de linfocitos T para el control de isotipo CD3
de 1 brazo (sin unién a diana). Los resultados se muestran en las Tablas 17A y 17B, a continuacién.

Tabla 17A: % de lisis de MM

. ., duracion % de lisis de MM % de lisis de MM % de lisis de
:Eugzt'rz 'if]tfi‘:l'rﬁe‘f;:f Re:;’_cTw" del 266 nM 266 nM MM a 66 nM
) tratamiento REGN5458 REGN5459 isotipo
MM2 __recien 14 7 dias 88 85 27,5
diagnosticado
MM3e9 | . eclen 0,3 3 dias 96 94 0
diagnosticado
MM453 | . recien 2.4 3 dias 82 80 40
iagnosticado
MM455 | Progresion, 0,4 3 dias 63 52 24
tratado
Tabla 17B: CE50 de lisis de MM y activacién de linfocitos T
CE50 de CE50 de
. g duracién CE50 de CE50 de reg. por reg. por
r!r?ugztlrz i?]tze(::*ﬁe%:f Re:;c_:rlon del lisis de MM | lisis de MM | aumento de | aumento de
: tratamiento | REGN5458 | REGN5459 CD25 CD25
REGN5456 | REGN5456
MM2 diagrr‘fg:t*iga i 14 7 dias 7.47E-10 7.24E-09 | No realizado | No realizado
MM369 diagrr‘fg:t*iga i 0,3 3 dias 1,07E-10 4,96E-10 1,69E-10 2 03E-10
MM453 diagrr?cf:t*iza i 2.4 3 dias 9 89E-11 1,19E-09 1,71E-10 3,23E-9
MM455 | Progresion, 0,4 3 dias 367E-09 7 94E-08 2 06E-10 1.16E-9
tratado

Ejemplo 10: Anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 impiden el crecimiento de tumores que expresan
BCMA (NCI-H929) in vivo en un modelo de tumor xenogénico

Para determinar la eficacia in vivo de los anticuerpos (Abs) biespecificos BCMAXCD3, se realizé un estudio de tumores
xenogénicos. A los ratones inmunodeficientes NOD.Cg-PrkdcsddlI2rgimi/SzJ (NSG) se les implanté por via
subcutanea una mezcla de 10x10° células de mieloma mltiple NCI-H929 que expresaban BCMA y 0,5x108 células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas aisladas de un donante normal. A los ratones (n=7 por grupo)
se les administré inmediatamente un control con vehiculo de PBS, un Ab de control de isotipo bivalente anti-FelD1
irrelevante (REGN2759), un Ab biespecifico de control de unién a CD3 (mAb17664D), un Ab biespecifico BCMAxCD3
(G; REGN5458), o un Ab biespecifico BCMAXCD3 (G20; REGNS5459) a una dosis de 4 mg/kg. Se administré Abs a
los ratones dos veces por semana durante un total de tres semanas, y se evalué el crecimiento tumoral durante 40
dias. Mientras que los tumores BCMA* crecieron de forma similar en los ratones tratados con vehiculo, con control de
isotipo y con control de unién a CD3, los dos Abs BCMAXCD3 que se sometieron a prueba impidieron el crecimiento
de tumores in vivo.

Implantacion y medicion de tumores singénicos: A los ratones NSG se les implanté por via subcuténea una mezcla de
10x108 células de mieloma multiple NCI-H929 que expresaban BCMA y 0,5x10° PBMC derivadas de un donante
normal. A los ratones (n=7 por grupo) se les administré inmediatamente un control con vehiculo de PBS, un Ab de
control de isotipo bivalente anti-FelD1 irrelevante (REGN2759), un Ab biespecifico de control de unién a CD3
(MmAb17664D), un Ab biespecifico contra BCMAXCD3 (G; REGNS5458), o un Ab biespecifico contra BCMAXCD3 (G20;
REGN5459) a una dosis de 4 mg/kg. A los ratones se les administré Abs dos veces por semana durante un total de
tres semanas. El crecimiento tumoral se midié con calibradores dos veces por semana durante todo el experimento.
Los ratones se sacrificaron 40 dias después de la implantacién del tumor.
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Calculo del crecimiento y de la inhibicion de tumores singénicos: Con el fin de determinar el volumen tumoral con un
calibrador externo, se determiné el mayor didmetro longitudinal (longitud en mm) y el mayor diametro transversal
(anchura en mm). El volumen tumoral basado en las medidas del calibrador se calcul6 mediante la formula: Volumen
(mm3) = (longitud x anchura?)/2.

Los Abs biespecificos BCMAXCD3 impidieron el crecimiento de tumores BCMA* NCI-H929 in vivo en un modelo
tumoral xenogénico. Los resultados se muestran en la tabla 18, a continuacién.

Tabla 18: Tamafio promedio del tumor en diferentes puntos temporales

Anticuerpo (4 mg/kg)

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 4

PBS (Control de vehiculo) 67,159
REGN2759 (Control de isotipo) 62,6 £ 3,7
mAb17664D (Control de unién a CD3) 76,1+76
REGN5458 (BCMAXCD3-G) 39,5+91
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) 26,5+62

Anticuerpo (4 mg/kg)

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 7

PBS (Control de vehiculo) 123,0+ 25,2

REGN2759 (Control de isotipo) 109,7 + 20,3

mAb17664D (Control de unién a CD3) 182,0+ 194
REGN5458 (BCMAXCD3-G) 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) 0+0

Anticuerpo (4 mg/kg)

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 11

PBS (Control de vehiculo) 361,5+ 35,7

REGN2759 (Control de isotipo) 4153+ 114

mAb17664D (Control de unién a CD3) 4496 + 46,6
REGN5458 (BCMAXCD3-G) 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) 0+0

Anticuerpo (4 mg/kg)

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 14

PBS (Control de vehiculo) 581,4+ 57,9

REGN2759 (Control de isotipo) 734,3+418

mAb17664D (Control de unién a CD3) 741,2 £ 56,0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) 0+0

Anticuerpo (4 mg/kg)

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 18

PBS (Control de vehiculo)

1033,4 + 143,7

REGN2759 (Control de isotipo)

1586,1 + 101,4

mAb17664D (Control de unién a CD3) 1511,4 + 80,7
REGN5458 (BCMAXCD3-G) 0+0
REGN5459 (BCMAxCD3-G20) 00

Anticuerpo (4 mg/kg)

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 21

PBS (Control de vehiculo)

1730,9 + 244,8

REGN2759 (Control de isotipo)

2554,7 + 148,8
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Anticuerpo (4 mg/kg)

Tamaiio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 21

mAb17664D (Control de unién a CD3)

2474,0 £ 132,6

REGN5458 (BCMAXCD3-G)

0+0

REGN5459 (BCMAxCD3-G20)

00

Anticuerpo (4 mg/kg)

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 28

PBS (Control de vehiculo)

Sacrificado- No se ha medido

REGN2759 (Control de isotipo)

Sacrificado- No se ha medido

mAb17664D (Control de unién a CD3)

Sacrificado- No se ha medido

REGN5458 (BCMAXCD3-G)

0+0

REGN5459 (BCMAxCD3-G20)

00

Anticuerpo (4 mg/kg)

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 40

PBS (Control de vehiculo)

Sacrificado- No se ha medido

REGN2759 (Control de isotipo)

Sacrificado- No se ha medido

mAb17664D (Control de unién a CD3)

Sacrificado- No se ha medido

REGN5458 (BCMAXCD3-G)

0+0

REGN5459 (BCMAxCD3-G20)

00

Ejemplo 11: Anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 previenen el crecimiento de tumores que
expresan BCMA (NCI-H929) de forma dependiente de la dosis en un modelo tumoral xenogénico in vivo

Para determinar la eficacia in vivo de los anticuerpos biespecificos (Abs) anti-BCMA x anti-CD3, se realizé un estudio
de tumores xenogénicos. A los ratones inmunodeficientes NOD.Cg-Prkdcseid|[2rgtm™i/SzJ (NSG) se les implantd por
via subcutanea una mezcla de 10x10° células tumorales humanas de mieloma multiple NCI-H929 que expresaban
BCMA y 0,5x108 células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas aisladas de un donante normal sano.
A continuacién, se administré inmediatamente a los ratones (n=7 por grupo) un control con vehiculo de PBS, un Ab
biespecifico de control de unién a CD3 (G; mAb17664D) a una dosis de 4 mg/kg, un Ab biespecifico de control de
unién a CD3 (G20; REGN4460) a una dosis de 4 mg/kg, un Ab biespecifico BCMAxCD3 (G; REGN5458) a dosis de 4
mg/kg, 0,4 mg/kg, o 0,04 mg/kg, o un Ab biespecifico BCMAxCD3 (G20; REGN5459) a dosis de 4 mg/kg, 0,4 mg/kg o
0,04 mg/kg. A los ratones se les administraron estos Abs dos veces por semana durante un total de siete dosis, y se
evalué el crecimiento tumoral a lo largo de 60 dias. Mientras que los tumores NCI-H929 BCMA®* crecieron de forma
similar en los ratones tratados con vehiculo y con el control de unién a CD3, los dos Abs anti-BCMA x anti-CD3 que
se sometieron a prueba impidieron el crecimiento de tumores de forma dependiente de la dosis in vivo.

Implantacion y medicion de tumores xenogénicos: A los ratones NSG se les implanté por via subcutanea una mezcla
de 10x10° células de mieloma mdltiple NCI-H929 que expresaban BCMA y 0,5x108 PBMC derivadas de un donante
normal sano. A los ratones (n=7 por grupo) se les administré inmediatamente un control con vehiculo de PBS, un Ab
biespecifico de control de unién a CD3 (G; mAb17664D), un Ab biespecifico de control de unién a CD3 (G20;
REGN4460), un Ab biespecifico BCMAxCD3 (G; REGN5458), o un Ab biespecifico BCMAxCD3 (G20; REGN5459).
mAb17664D y REGN4460 se dosificaron a 4 mg/kg, mientras que REGN5458 y REGN5459 se administraron a 4
mg/kg, 0,4 mg/kg o 0,04 mg/kg. A los ratones se les administré Abs dos veces por semana durante un total de siete
dosis. El crecimiento tumoral se midié con calibradores dos veces por semana durante todo el experimento.

Calculo del crecimiento y de la inhibicion de tumores xenogénicos: Con el fin de determinar el volumen tumoral con un
calibrador externo, se determiné el mayor didmetro longitudinal (longitud en mm) y el mayor diametro transversal
(anchura en mm). El volumen tumoral basado en las medidas del calibrador se calcul6 mediante la formula: Volumen
(mm3) = (longitud x anchura?)/2.

Los Abs biespecificos BCMAXCD3 impidieron el crecimiento de tumores NCI-H929 BCMA* de forma dependiente de
la dosis en este modelo tumoral xenogénico in vivo. Los resultados se muestran en la tabla 19, a continuacién, y que
se ilustran en las figuras 1y 2.

Tabla 19: Tamafio promedio del tumor en diferentes puntos temporales
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Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 4

PBS (Control de vehiculo) 60,1+79
mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 425+ 47
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 52,059
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 18,012
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 319+20
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 32,0+29
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 21,8+34
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 196+44
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 33044

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 7

PBS (Control de vehiculo) 138,2+ 251
mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 1086+ 17,8
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 132,4 + 21,1
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 1,313
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 11,3+ 3,0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 30,8+5,5
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 8,0+473
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 7,3+36
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 8,4+4,0
Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del t;lzmor (mm3) + SEM el dia
PBS (Control de vehiculo) 545,4 + 88,7
mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 4934 £ 67,5
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 616,2 + 84,4
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 0+0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 1,6+186
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 7152224
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 1,7+17
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 0+0
Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del t;lsmor (mm3) + SEM el dia
PBS (Control de vehiculo) 921,4 £+ 147,5
mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 874,8 + 86,6
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 1190,7 £ 91,2
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 0+0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 0+0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 133,4+ 50,9
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 0+0

32




ES 3010285T3

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia

15
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 00
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 7,979
- - Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia
Tratamiento con anticuerpos 19

PBS (Control de vehiculo)

17853+ 2822

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

1833,4 + 186,6

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

2336,5+ 188,3

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 00
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 00
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 4137 £ 162,7
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 00

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 00

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 23,1+ 23,1

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia

PBS (Control de vehiculo)

2601,5+414,5

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

2878,5+ 2576

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

3374,3 £ 267,2

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 00
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 00
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 669,4 + 248 5
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 00

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 00

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 69,5 + 69,5

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

1167,0 £ 4317

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 156,7 + 156,7
Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del t;;nor (mm3) + SEM el dia

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

0+0
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Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia
29

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

1781,8 +620,7

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 226,6 + 226,6
Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del t:;lznor (mm3) + SEM el dia

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia
46

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados
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Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia
46

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia
55

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia
60

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

Ejemplo 12: Los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 reducen el tamafio y previenen el crecimiento
de tumores establecidos que expresan BCMA (NCI-H929) de forma dependiente de la dosis en un modelo
tumoral xenogénico in vivo

Para determinar la eficacia in vivo de anticuerpos biespecificos (Abs) anti-BCMA x anti-CD3, se realizé un estudio de
tumores xenogénicos. A los ratones inmunodeficientes NOD.Cg-Prkdcsed|12rg™Wi/SzJ (NSG) se les implanté por via
subcutanea una mezcla de 10x10° células tumorales humanas de mieloma maltiple NCI-H929 que expresaban BCMA
y 0,5x10° células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas aisladas de un donante normal sano. Se dejé
que los tumores crecieran y se establecieran durante 5 dias hasta que tuvieran un tamafio aproximado de 70 mmq. El
dia 5, a continuacién, se administré a los ratones (n=7-8 por grupo) un control con vehiculo de PBS, un Ab biespecifico
de control de unién a CD3 (G; mAb17664D) a una dosis de 4 mg/kg, un Ab biespecifico de control de unién a CD3
(G20, REGN4460) a una dosis de 4 mg/kg, un Ab biespecifico BCMAxXCD3 (G; REGN5458) a dosis de 4 mg/kg, 0,4
mg/kg, o 0,04 mg/kg, o un Ab biespecifico BCMAxXCD3 (G20; REGN5459) a dosis de 4 mg/kg, 0,4 mg/kg o 0,04 mg/kg.
A los ratones se les administraron estos Abs dos veces por semana durante un total de siete dosis, y se evalud el
crecimiento tumoral a lo largo de 55 dias. Mientras que los tumores NCI-H929 BCMA* crecieron de forma similar en
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los ratones tratados con vehiculo y con el control de unién a CD3, ambos Abs BCMAxCD3 que se sometieron a prueba
redujeron los tumores establecidos e impidieron el crecimiento de tumores de forma dependiente de la dosis in vivo.

Implantacion y medicion de tumores xenogénicos: A los ratones NSG se les implanté por via subcutanea una mezcla
de 10x10° células de mieloma multiple NCI-H929 que expresaban BCMA y 0,5x10%° PBMC derivadas de un donante
normal sano. Se dej6é que los tumores crecieran y se establecieran durante 5 dias hasta que tuvieran un tamafio
aproximado de 70 mm?3. El dia 5, a continuacion, se administré a los ratones (n=7-8 por grupo) un control con vehiculo
de PBS, un Ab biespecifico de control de unién a CD3 (G; mAb17664D), un Ab biespecifico de control de unién a CD3
(G20; REGN4460), un Ab biespecifico BCMAxXCD3 (G, REGNS5458), o un Ab biespecifico BCMAXCD3 (G20;
REGN5459). mAb17664D y REGN4460 se dosificaron a 4 mg/kg, mientras que REGN5458 y REGN5459 se
administraron a 4 mg/kg, 0,4 mg/kg o 0,04 mg/kg. A los ratones se les administré Abs dos veces por semana durante
un total de siete dosis. El crecimiento tumoral se midié con calibradores dos veces por semana durante todo el
experimento.

Calculo del crecimiento y de la inhibicion de tumores xenogénicos: Con el fin de determinar el volumen tumoral con un
calibrador externo, se determiné el mayor didmetro longitudinal (longitud en mm) y el mayor diametro transversal
(anchura en mm). El volumen tumoral basado en las medidas del calibrador se calcul6 mediante la formula: Volumen
(mm3) = (longitud x anchura?)/2.

Los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 redujeron el tamafio de e impidieron el crecimiento de tumores
NCI-H929 BCMA* establecidos de forma dependiente de la dosis en este modelo tumoral xenogénico in vivo. Los
resultados se muestran en la tabla 20, a continuacién, y que se ilustran en las figuras 3 y 4.

Tabla 20: Tamafio promedio del tumor en diferentes puntos temporales

Tratamiento con anticuerpos Tamaiio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 6
PBS (Control de vehiculo) 61,5+6,4
mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 63,754
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 62,6+ 3,6
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 71,9+10,3
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 69,3+7,3
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 58,1+5,6
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 61,8+52
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 69,5+ 41
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 749+64
Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 8
PBS (Control de vehiculo) 1243+ 17,3
mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 1453220
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 170,7 £ 15,5
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 64,7 £ 16,4
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 120,3 + 16,3
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 130,3+ 16,7
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 458+938
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 1719+ 232
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 152,34 20,0
Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 12
PBS (Control de vehiculo) 565,7 + 64,7
mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 585,0+ 64,4
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 706,8 + 46,3
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Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 12

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 19,5+10,9
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 262,7+61,6
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 5259+ 715
REGN5459 (BCMAXxCD3-G20) - 4 mg/kg 11,56+89

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 233,8+63,5
REGN5459 (BCMAxCD3-G20) - 0,04 mg/kg 462,5 + 57,7

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 15

PBS (Control de vehiculo)

1150,4 + 105,7

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

1041,4+101,3

REGN4460 (Control de uniéon a CD3-G20) - 4 mg/kg 12084 £ 71,0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 256 19,2
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 476,2+133,5

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

1031,2+164,3

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 00
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 3272+ 1356
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 1094,2 + 78,9

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 19

PBS (Control de vehiculo)

2621,3+190,9

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

2557,5+ 2411

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

3383,3 + 1831

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

40,6 £ 32,8

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

13475 + 334,7

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

2467,5+ 370,0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

606,2 + 288,8

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

24125+ 1846

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 22

PBS (Control de vehiculo)

3717,9+ 2145

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

3688,9 £ 272,0

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

4492,2 + 3440

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

78,3 £60,8

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

2068,5 + 465,0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

3745,7 £ 541,2

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

815,4 + 387,1

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

3285,9 £ 2273

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 27

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados
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Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 27

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

2562,3 + 185,1

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

3463,9 + 1025,0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

158910

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

1849,9 + 903,1

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 30

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

411,3 + 307,2

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

21442 + 21442

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 2886,5 + 0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 00
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 661,8 + 490, 1

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 35

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

633,56 +473,5

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

00

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

996,8 + 771,0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 40

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

369,5 + 369,5

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

00

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

375,6 + 375,6

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados
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Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 55

PBS (Control de vehiculo) Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg Animales sacrificados
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 0+0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg Animales sacrificados
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 0+0

REGN5459 (BCMAxCD3-G20) - 0,04 mg/kg Animales sacrificados

Ejemplo 13: Los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 impiden el crecimiento de tumores que
expresan BCMA (MOLP-8) de forma dependiente de la dosis en un modelo tumoral xenogénico in vivo

Para determinar la eficacia in vivo de anticuerpos biespecificos (Abs) anti-BCMA x anti-CD3, se realizé un estudio de
tumores xenogénicos. A los ratones inmunodeficientes NOD.Cg-Prkdcsed|12rg™Wi/SzJ (NSG) se les implanté por via
subcutanea una mezcla de 5x10° células tumorales humanas de mieloma maltiple MOLP-8 que expresaban BCMA y
1x10% células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas aisladas de un donante normal sano. A
continuacién, se administré inmediatamente a los ratones (n=7 por grupo) un control con vehiculo de PBS, un Ab
biespecifico de control de unién a CD3 (G; mAb17664D) a una dosis de 4 mg/kg, un Ab biespecifico de control de
unién a CD3 (G20; REGN4460) a una dosis de 4 mg/kg, un Ab biespecifico BCMAxCD3 (G; REGN5458) a dosis de 4
mg/kg, 0,4 mg/kg, o 0,04 mg/kg, o un Ab biespecifico BCMAxCD3 (G20; REGN5459) a dosis de 4 mg/kg, 0,4 mg/kg o
0,04 mg/kg. A los ratones se les administraron estos Abs dos veces por semana durante un total de siete dosis, y se
evalué el crecimiento tumoral a lo largo de 56 dias. Mientras que los tumores MOLP-8 BCMA* crecieron de forma
similar en los ratones tratados con vehiculo y con el control de unién a CD3, los dos Abs BCMAXCD3 que se sometieron
a prueba impidieron el crecimiento de tumores de forma dependiente de la dosis in vivo.

Implantacion y medicion de tumores xenogénicos: A los ratones NSG se les implanté por via subcutanea una mezcla
de 5x108 células de mieloma multiple MOLP-8 que expresaban BCMA y 1x108 PBMC derivadas de un donante normal
sano. A los ratones (n=7 por grupo) se les administré6 inmediatamente un control con vehiculo de PBS, un Ab
biespecifico de control de unién a CD3 (G; mAb17664D), un Ab biespecifico de control de unién a CD3 (G20;
REGN4460), un Ab biespecifico BCMAxCD3 (G; REGN5458), o un Ab biespecifico BCMAxCD3 (G20; REGN5459).
mAb17664D y REGN4460 se dosificaron a 4 mg/kg, mientras que REGN5458 y REGN5459 se administraron a 4
mg/kg, 0,4 mg/kg o 0,04 mg/kg. A los ratones se les administré Abs dos veces por semana durante un total de siete
dosis. El crecimiento del tumor se midié con un calibrador dos veces por semana durante todo el experimento.

Calculo del crecimiento y de la inhibicion de tumores xenogénicos: Con el fin de determinar el volumen tumoral con un
calibrador externo, se determiné el mayor didmetro longitudinal (longitud en mm) y el mayor diametro transversal
(anchura en mm). El volumen tumoral basado en las medidas del calibrador se calcul6 mediante la formula: Volumen
(mm3) = (longitud x anchura?)/2.

Los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 impidieron el crecimiento de tumores MOLP-8 BCMA* de forma
dependiente de la dosis en este modelo tumoral xenogénico in vivo. Los resultados se muestran en la tabla 21, a
continuacién, y que se ilustran en las figuras 5y 6.

Tabla 21: Tamafio promedio del tumor en diferentes puntos temporales

Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 3
PBS (Control de vehiculo) 10,3+ 3,0
mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 11,620
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 14,1+ 3,9
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 12,513
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 13,5+15
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 9,3+24
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Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 3

REGN5459 (BCMAXxCD3-G20) - 4 mg/kg 12,9+1,3
REGN5459 (BCMAxXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 14,0+ 1,6
REGN5459 (BCMAxCD3-G20) - 0,04 mg/kg 11,721

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 7

PBS (Control de vehiculo) 73,4+ 13,5
mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 50,0+6,6
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 457+ 6,1
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 0+0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 1,01,0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 18,3+ 5,0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 06+06
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 37057

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 10

PBS (Control de vehiculo) 2499+ 476
mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 1250+ 6,8
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 173,999
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 0+0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 0+0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 739257
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 104 + 23,0

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 14

PBS (Control de vehiculo) 677,0+62,7

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 530,0+ 446

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 549,1 £ 59,2
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 0+0
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 0+0

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 255,4 £ 79,7
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 0+0
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg 356,7 £ 84,6

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 17

PBS (Control de vehiculo)

1349,6 + 1497

mMAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg 935,3+71,3
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg 1027,1 £ 86,6
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 145+73
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Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 17

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 1,717
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 4943 + 1443
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 00
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 0+0
645,6 + 140,9

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 21

PBS (Control de vehiculo)

2990,9 + 291,7

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

22496 + 113,5

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

2473,4+170,3

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 102,7 + 66,2
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 53+53
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 1373,0 + 366,6
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 00

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

14424 + 310,7

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 23

PBS (Control de vehiculo)

4155,1 £ 401,8

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

3288,4 £ 204,6

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

3592,7 £ 2242

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 193,3 + 117,7
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 97+97
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 1882,3 + 551,5
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 00

0+0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

2124,4 + 444 1

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 28

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 627,4 + 318,1
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 47,4+ 47,4
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 2542,5+613,3
REGN5459 (BCMAXxCD3-G20) - 4 mg/kg 1,9+£19

00

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

1939,3 + 840,6

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 31

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados
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Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 31

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

1018,5 + 408,3

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

104,7 £ 92,6

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

2006,1+ 5326

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

3,8+3,0

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

00

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

2688,7+ 1176,6

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 35

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

1342,9 + 629,6

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 375,1+ 307,5
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 35638,0+ 0,0

REGN5459 (BCMAXxCD3-G20) - 4 mg/kg 9375
REGN5459 (BCMAxCD3-G20) - 0,4 mg/kg 00
REGN5459 (BCMAxCD3-G20) - 0,04 mg/kg 612,11+ 0

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 42

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

2363,0 + 890,2

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

968,8 + 689,2

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

12,8 +12,8

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

00

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 49

PBS (Control de vehiculo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

1683,56 + 1683,5

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

Sin registro

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg

Sin registro

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

Sin registro

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,04 mg/kg

Animales sacrificados

42




10

15

20

25

30

35

40

ES 3010285T3

Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del tumor (mm3) + SEM el dia 56
PBS (Control de vehiculo) Animales sacrificados
mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 mg/kg Animales sacrificados
REGN4460 (Control de unién a CD3-G20) - 4 mg/kg Animales sacrificados
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 3108,1 + 31081
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 1742,4 + 6352
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg Animales sacrificados
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 4 mg/kg 172+17,2
REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg 0+0
REGN5459 (BCMAxCD3-G20) - 0,04 mg/kg Animales sacrificados

Ejemplo 14: Los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 retrasan el crecimiento de tumores que
expresan BCMA (MOLP-8) en un modelo tumoral xenografico in vivo

Para determinar la eficacia in vivo de anticuerpos biespecificos (Abs) anti-BCMA x anti-CD3, se realizé un estudio de
tumores xenogénicos. El dia -11, a los ratones inmunodeficientes NOD.Cg-Prkdcsad|2rgtm™i/SzJ (NSG) se les
inyectaron por via intraperitoneal 4x108 células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas procedentes
de un donante normal sano. El dia 0, a los ratones se les administraron por via intravenosa 2x108 células tumorales
de mieloma multiple humano BCMA* MOLP-8 que se modificaron para que también expresaran luciferasa de
luciérnaga (células MOLP-8-luciferasa). A continuacién, se administré inmediatamente a los ratones (n=5 por grupo)
un Ab biespecifico de control de unién a CD3 (G, mAb17664D) a una dosis de 4 mg/kg o un Ab biespecifico
BCMAXCD3 (G; REGNS5458) a una dosis de 4 mg/kg. A los ratones se les administraron estos Abs dos veces mas en
los dias 3 y 7, para un total de tres dosis. El crecimiento del tumor se evaludé durante 48 dias midiendo la
bioluminiscencia (BLI) tumoral en animales anestesiados. Como control positivo, un grupo de ratones (n=5) recibid
Unicamente células MOLP-8-luciferasa, pero no PBMC ni anticuerpos. Para medir los niveles de BLI| de fondo, un
grupo de ratones (n=5) no recibié tratamiento y no recibié tumores, PBMC ni anticuerpo. Mientras que los tumores
BCMA* MOLP-8-luciferasa crecieron progresivamente en los ratones tratados con el control de unién a CD3, el
tratamiento de BCMAXCD3 Ab con REGN5458 retrasé el crecimiento de tumores in vivo.

Implantacion y medicion de tumores xenogénicos: El dia -11, a los ratones inmunodeficientes NOD.Cg-
Prkdcseid|2rg™Wi/SzJ (NSG) se les inyectaron por via intraperitoneal 5x10° PBMC humanas procedentes de un
donante normal sano. El dia 0, a los ratones se les administraron por via intravenosa®*'% células BCMA* MOLP-8-
luciferasa. A continuacion, se administré inmediatamente a los ratones (n=5 por grupo) un Ab biespecifico de control
de unién a CD3 (G, mAb17664D) a una dosis de 4 mg/kg o un Ab biespecifico BCMAXCD3 (G; REGN5458) a una
dosis de 4 mg/kg. A los ratones se les administraron estos Abs dos veces mas en los dias 3 y 7, para un total de tres
dosis. El crecimiento tumoral se evalué durante 48 dias midiendo el BLI tumoral en animales anestesiados. Como
control positivo, un grupo de ratones (n=5) recibié6 Unicamente células MOLP-8-luciferasa, pero no PBMC ni
anticuerpos. Para medir los niveles de BLI de fondo, un grupo de ratones (n=5) no recibié tratamiento y no recibié
tumores, PBMC ni anticuerpo.

Medicion del crecimiento de tumores xenogénicos: Para medir la carga tumoral se utilizaron imagenes de BLI. Los
ratones recibieron una inyeccién IP de 150 mg/kg del sustrato de luciferasa D-luciferina suspendido en PBS. Cinco
minutos después de esta inyeccion, se tomaron imagenes BLI de los ratones bajo anestesia con isoflurano mediante
el sistema Xenogen IVIS. La adquisicién de iméagenes se llevd a cabo con el campo de visiéon en D, a una altura del
sujeto de 1,5 cmy un nivel de agrupaciéon medio con un tiempo de exposicién automético determinado por el programa
informatico Living Image. Las sefiales de las BLI se extrajeron utilizando el programa informatico Living Image: se
dibujaron regiones de interés alrededor de cada masa tumoral y se registraron las intensidades de los fotones como
p/s/icm2/sr.

El anticuerpo biespecifico anti-BCMA x anti-CD3 REGN5458 retrasé el crecimiento de tumores BCMA* MOLP-8-
luciferasa en este modelo tumoral xenogénico in vivo. Los resultados se muestran en la tabla 22, a continuacion.

Tabla 22: Tamafio promedio del tumor (por radiancia) en diferentes puntos temporales

Tratamiento con anticuerpos Radiancia [p/s/cm2?/sr] 8 dias después de la implantacion
(media + SEM)
Sin tumor (BLI de fondo) 4,93E+05 + 1,66E+04
Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo) 5,73E+05 + 5,27E+04
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Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm2?/sr] 8 dias después de la implantacién
(media + SEM)

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4
mg/kg

6,08E+05 + 5,16E+04

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

5,66E+05 + 1,97E+04

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm2?/sr] 15 dias después de la implantacion
(media + ETM)

Sin tumor (BLI de fondo)

5,37E+05 * 1,46E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

1,24E+06 + 9,67E+04

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4
mg/kg

1,61E+06 * 9,64E+04

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

528E+05 + 4,13E+04

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm22?/sr] 22 dias después de la implantacién
(media + ETM)

Sin tumor (BLI de fondo)

7,00E+05 * 1,03E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

1,23E+07 = 1,02E+06

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4
mg/kg

1,98E+07 + 8,86E+06

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

1,08E+06 + 1,71E+05

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm2?/sr] 24 dias después de la implantacién
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

5,24E+05 * 1,86E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

1,56E+07 + 1,29E+06

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4
mg/kg

526E+07 + 1,91E+07

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

1,02E+06 + 1,99E+05

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm2?/sr] 28 dias después de la implantacion
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

7,09E+05 + 2,28E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

3,01E+07 + 4,78E+06

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4
mg/kg

569E+07 + 2,77E+07

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

3,56E+06 + 6,34E+05

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm22?/sr] 30 dias después de la implantacién
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

6,44E+05 + 4,56E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4
mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

6,92E+06 + 1,40E+06

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm2?/sr] 34 dias después de la implantacion
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

7,78E+05 * 3,02E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4
mg/kg.

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg

2,65E+07 + 1,36E+07

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm22?/sr] 37 dias después de la implantacién
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

7,59E+05 + 2,96E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

Animales sacrificados
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Tratamiento con anticuerpos Radiancia [p/s/cm22?/sr] 37 dias después de la implantacién
(media + SEM)
mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 Animales sacrificados
mg/kg
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 4,52E+07 £ 1,40E+07
Tratamiento con anticuerpos Radiancia [p/s/cm2?/sr] 43 dias después de la implantacion
(media + SEM)
Sin tumor (BLI de fondo) 6,26E+05 + 4,18E+04
Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo) Animales sacrificados
mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 Animales sacrificados
mg/kg
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 1,06E+08 £ 3,43E+07
Tratamiento con anticuerpos Radiancia [p/s/cm22?/sr] 48 dias después de la implantacién
(media + SEM)
Sin tumor (BLI de fondo) 8,24E+05 = 1,73E+04
Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo) Animales sacrificados
mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4 Animales sacrificados
mg/kg
REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 4 mg/kg 3,22E+08 + 1,27E+08

Ejemplo 15: Los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 reducen la carga tumoral (OPM-2) a niveles
de fondo in vivo

Para determinar la eficacia in vivo de anticuerpos biespecificos (Abs) anti-BCMA x anti-CD3, se realizé un estudio de
tumores xenogénicos. El dia 0, a los ratones NOD.Cg-Prkdcsed|2rg™™Wi/SzJ (NSG) inmunodeficientes se les
administré por via intravenosa 2 x 108 células tumorales de mieloma mdltiple humano OPM-2 BCMA* que se disefiaron
para expresar también luciferasa de luciérnaga (células OPM-2-luciferasa). El dia 10, los ratones fueron inyectados
por via intraperitoneal con 4x10° células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas procedentes de un
donante normal sano. El dia 21, a los ratones (n=5 por grupo) se les administré un Ab biespecifico de control de unién
a CD3 (G; mAb17664D) a una dosis de 0,4 mg/kg, un Ab biespecifico BCMAxCD3 (G; REGN5458) a 0,4 mg/kg, o un
Ab biespecifico BCMAxXCD3 (G20; REGN5459) a 0,4 mg/kg. A los ratones se les administraron estos Abs dos veces
més en los dias 25 y 28, para un total de tres dosis. El crecimiento del tumor se evalué hasta el dia 61 midiendo la
bioluminiscencia (BLI) tumoral en animales anestesiados. Como control positivo, un grupo de ratones (n=5) recibid
Unicamente células OPM-2-luciferasa, pero no PBMC ni anticuerpos. Para medir los niveles de BLI de fondo, un grupo
de ratones (n=5) no recibié tratamiento y no recibié tumores, PBMC ni anticuerpo. Mientras que los tumores BCMA*
OPM-2-luciferasa crecieron progresivamente en los ratones tratados con el control de unién a CD3, El tratamiento de
Ab BCMAXCD3 con REGNS5458 y REGN5459 redujo la carga tumoral a niveles de fondo en la mayoria de los animales.

Implantacién y medicién de tumores xenogénicos: E| dia O, a los ratones NOD.Cg-PrkdCsd|I2rgtm™/SzJ (NSG)
inmunodeficientes se les administro por via intravenosa 2 x 108 células tumorales de mieloma multiple humano OPM-
2 BCMA* que se disefiaron para expresar también luciferasa de luciérnaga (células OPM-2-luciferasa). El dia 10, los
ratones fueron inyectados por via intraperitoneal con 4x10° células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
humanas procedentes de un donante normal sano. El dia 21, a los ratones (n=5 por grupo) se les administré un Ab
biespecifico de control de unién a CD3 (G; mAb17664D) a una dosis de 0,4 mg/kg, un Ab biespecifico BCMAxCD3 (G;
REGN5458) a 0,4 mg/kg, o un Ab biespecifico BCMAxXCD3 (G20; REGN5459) a 0,4 mg/kg. A los ratones se les
administraron estos Abs dos veces mas en los dias 25 y 28, para un total de tres dosis. El crecimiento del tumor se
evalué hasta el dia 61 midiendo la bioluminiscencia (BLI) tumoral en animales anestesiados. Como control positivo,
un grupo de ratones (n=5) recibi6é Unicamente células OPM-2-luciferasa, pero no PBMC ni anticuerpos. Para medir los
niveles de BLI de fondo, un grupo de ratones (n=5) no recibid tratamiento y no recibié tumores, PBMC ni anticuerpo.

Medicion del crecimiento de tumores xenogénicos: Para medir la carga tumoral se utilizaron imagenes de BLI. Los
ratones recibieron una inyeccién IP de 150 mg/kg del sustrato de luciferasa D-luciferina suspendido en PBS. Cinco
minutos después de esta inyeccion, se tomaron imagenes BLI de los ratones bajo anestesia con isoflurano mediante
el sistema Xenogen IVIS. La adquisicién de imégenes se llevd a cabo con el campo de vision en D, a una altura del
sujeto de 1,5 cmy un nivel de agrupaciéon medio con un tiempo de exposicién automético determinado por el programa
informatico Living Image. Las sefiales de las BLI se extrajeron utilizando el programa informatico Living Image: se
dibujaron regiones de interés alrededor de cada masa tumoral y se registraron las intensidades de los fotones como
p/s/icm2/sr.

Mientras que los tumores BCMA* OPM-2-luciferasa crecieron progresivamente en los ratones tratados con el control
de unidén a CD3, El tratamiento de Ab BCMAXCD3 con REGN5458 y REGN5459 redujo la carga tumoral a niveles de
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fondo en la mayoria de los animales. Los resultados se muestran en la tabla 23, que se ilustra en la figura 7.

Tabla 23: Tamafio promedio del tumor (por radiancia) en diferentes puntos temporales

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm22?/sr] 5 dias después de la implantacién
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

6,22E+05 + 2,77E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

5,62E+05 + 2,75E+04

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg

5,73E+05 + 3,02E+04

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

5,87E+05 + 2,40E+04

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

5,09E+05 + 3,56E+04

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm2?/sr] 11 dias después de la implantacion
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

6,90E+05 + 3,64E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

6,22E+05 + 3,34E+04

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg

6,25E+05 + 3,80E+04

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

6,19E+05 + 4,39E+04

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

6,45E+05 + 2,39E+04

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm22?/sr] 20 dias después de la implantacién
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

7,59E+05 + 5,82E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

2,32E+06 + 2,94E+05

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg

2,36E+06 + 5,46E+05

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

1,81E+06 * 2,37E+05

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

2,13E+06 + 1,69E+05

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm22?/sr] 26 dias después de la implantacién
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

551E+05 + 2,51E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

5,96E+06 + 8,74E+05

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg

6,05E+06 + 1,32E+06

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

1,73E+06 * 8,69E+05

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

1,28E+06 + 7,36E+05

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm2?/sr] 31 dias después de la implantacion
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

6,62E+05 + 3,35E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

1,68E+07 + 4,84E+06

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg

1,35E+07 + 2,35E+06

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

3,50E+06 + 2,42E+06

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

1,98E+06 + 1,36E+06

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm2?/sr] 34 dias después de la implantacion
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

4,57E+05 + 1,04E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

3,36E+07 + 1,27E+07

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg.

2,35E+07 + 5,72E+06
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Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm22?/sr] 34 dias después de la implantacién
(media + SEM)

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

4,85E+06 + 3,24E+06

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

4,24E+06 + 3,69E+06

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm22?/sr] 38 dias después de la implantacién
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

6,60E+05 + 3,13E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

3,91E+07 + 6,87E+06

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg

4,84E+07 + 1,65E+07

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

5,30E+06 + 3,44E+06

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

3,21E+06 + 2,52E+06

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm2?/sr] 40 dias después de la implantacion
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

5,39E+05 + 9,67E+03

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

5,06E+06 + 3,36E+06

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

3,84E+06 + 3,34E+06

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm2?/sr] 47 dias después de la implantacion
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

7,73E+05 + 1,91E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

7,76E+05 + 7,85E+04

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

7,34E+05 + 2,62E+04

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm22?/sr] 54 dias después de la implantacién
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

7,49E+05 + 1,95E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

5,78E+05 + 1,15E+05

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

6,41E+05 + 5,06E+04

Tratamiento con anticuerpos

Radiancia [p/s/cm2?/sr] 61 dias después de la implantacién
(media + SEM)

Sin tumor (BLI de fondo)

6,18E+05 + 2,77E+04

Sin PBMC/Anticuerpo (control positivo)

Animales sacrificados

mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg

Animales sacrificados

REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

523E+05 + 4,10E+04

REGN5459 (BCMAXCD3-G20) - 0,4 mg/kg

6,03E+05 + 5,29E+04

Ejemplo 16: Los anticuerpos biespecificos BCMAxCD3 suprimen el crecimiento de tumores sinérgicos in vivo
de forma dependiente de la dosis

Para determinar la eficacia in vivo de anticuerpos biespecificos (Abs) anti-BCMA x anti-CD3, se realizé un estudio de
tumores singénicos en ratones que expresaban CD3 humano. ratones C57BL/6 que expresaban CD3deg humano en
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lugar de CD3deg murino (ratones humanizados con CD3) fueron implantados subcutaneamente con 0,5x10° células
de melanoma B16 que han sido modificadas para expresar BCMA humano de longitud completa (células B16/BCMA)
0 1x108 células de carcinoma de colon MC38 que han sido modificadas para expresar BCMA humano de longitud
completa (MC38/BCMA). A continuacién, se administré inmediatamente a los ratones (n=7 por grupo) un Ab
biespecifico de control de unién a CD3 (G; mAb17664D) a una dosis de 0,4 mg/kg o un Ab biespecifico BCMAxCD3
(G; REGN5458) a dosis de 0,4 mg/kg o 0,04 mg/kg. A los ratones se les administraron estos Abs dos veces mas los
dias 4 y 7 para un total de tres dosis, y se evalué el crecimiento tumoral a lo largo del experimento. Mientras que los
tumores B16/BCMA y los tumores MC38/BCMA crecieron en los ratones tratados con el control de unién a CD3,
REGN5458 BCMAxCD3 fue capaz de suprimir el crecimiento de ambas lineas tumorales de forma dependiente de la
dosis in vivo.

Implantacion y medicion de tumores singénicos: ratones C57BL/6 que expresaban CD3deg humano en lugar de
CD3deg murino (ratones humanizados con CD3) fueron implantados subcutaneamente con 0,5x108 células de
melanoma B16F10 que han sido modificadas para expresar BCMA humano de longitud completa (células B16/BCMA)
0 1x108 células de carcinoma de colon MC38 que han sido modificadas para expresar BCMA humano de longitud
completa (MC38/BCMA). A continuacién, se administré inmediatamente a los ratones (n=7 por grupo) un Ab
biespecifico de control de unién a CD3 (G; mAb17664D) a una dosis de 0,4 mg/kg o un Ab biespecifico BCMAxCD3
(G; REGN5458) a dosis de 0,4 mg/kg o 0,04 mg/kg. A los ratones se les administraron estos Abs dos veces mas los
dias 4 y 7 para un total de tres dosis, y se evalué el crecimiento tumoral a lo largo del experimento.

Calculo del crecimiento y de la inhibicion de tumores singénicos: Con el fin de determinar el volumen tumoral con un
calibrador externo, se determiné el mayor didmetro longitudinal (longitud en mm) y el mayor diametro transversal
(anchura en mm). El volumen tumoral basado en las medidas del calibrador se calcul6 mediante la formula: Volumen
(mm3) = (longitud x anchura?)/2.

Mientras que los tumores B16/BCMA y los tumores MC38/BCMA crecieron en los ratones tratados con el control de
unién a CD3, REGN5458 BCMAXCD3 fue capaz de suprimir el crecimiento de ambas lineas tumorales de forma
dependiente de la dosis in vivo. Los resultados se muestran en la tabla 24, a continuacion.

Tabla 24: Tamafio promedio del tumor en diferentes puntos temporales

Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del tumor (mm3) +
SEMel dia 5
Tumor B16/BCMA mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4 256 %27
mg/kg
Tumor B16/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 0,0+0,0
Tumor B16/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 3322
Tumor MC38/BCMA mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 29,344
0,4 mg/kg
Tumor MC38/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 1414
Tumor MC38/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 11,929
Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del tumor (mm3) +
SEM el dia 10
Tumor B16/BCMA mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4 179,2 £ 30,6
mg/kg
Tumor B16/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 0,0+0,0
Tumor B16/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 154+12,5
Tumor MC38/BCMA mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 123,11+ 14,6
0,4 mg/kg
Tumor MC38/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 0,0+0,0
Tumor MC38/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 66,7 £22,5
Tratamiento con anticuerpos Tamafio promedio del tumor (mm3) +
SEM el dia 14
Tumor B16/BCMA mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4 763,1+ 156,2
mg/kg
Tumor B16/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg 8144
Tumor B16/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg 81,4 £49,2
Tumor MC38/BCMA mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 4771771
0,4 mg/kg

48



10

15

20

25

30

35

ES 3010285T3

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) +

SEM el dia 14
Tumor MC38/BCMA REGN5458 (BCMAxXCD3-G) - 0,4 mg/kg 29+29
Tumor MC38/BCMA REGN5458 (BCMAxCD3-G) - 0,04 mg/kg 273,3+115,3

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3) +
SEM el dia 18

Tumor B16/BCMA mAb17664D (Control de unién a CD3-G) - 0,4
mg/kg

2068,9 + 357,7

Tumor B16/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,4 mg/kg

47,1+17,0

Tumor B16/BCMA REGN5458 (BCMAXCD3-G) - 0,04 mg/kg

1272+ 63,9

Tumor MC38/BCMA mAb17664D (Control de unién a CD3-G) -
0,4 mg/kg

1432,6 +231,6

Tumor MC38/BCMA REGN5458 (BCMAxXCD3-G) - 0,4 mg/kg

7575

Tumor MC38/BCMA REGN5458 (BCMAxCD3-G) - 0,04 mg/kg

641,5 + 309,8

Ejemplo 17: Cartografia del epitopo de la unién de REGN5458 a BCMA mediante intercambio de
hidrégeno/deuterio

Se realiz6 una cartografia de epitopos por intercambio H/D con espectrometria de masas (HDX-MS) para determinar
los restos de aminoéacidos de BCMA (BCMA humano recombinante, secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 115)
que interaccionan con REGN5458 (anticuerpo biespecifico BCMA x CD3). Se expone una descripcién general del
método de intercambio de H/D en, por ejemplo, Ehring (1999) Analytical Biochemistry 267(2):252-259; y Engen y Smith
(2001) Anal. Chem. 73:256A-265A.

Los experimentos de HDX-MS se realizaron en una plataforma integrada HDX/MS, que consiste en un sistema Leaptec
HDX PAL para el marcaje de deuterio e inactivacién, un Waters Acquity M-Class (administrador auxiliar de disolventes)
para la digestiéon y carga de muestras, un Waters Acquity M-Class (gestor de disolventes uBinary) para el gradiente
analitico, y espectrémetro de masas Thermo Q Exactive HF para la medicién de la masa peptidica.

La solucién de marcaje se preparé como tampén PBS en D20 a pD 7,0 (tampdn fosfato 10 mM, NaCl 140 mM y KCI
3 mM, equivalente a pH 7,4 a 25 °C). Para el marcaje de deuterio, 10 ul de hBCMA.hFc (REGN2746, 54,5 uM; SEQ
ID NO: 120 o hBCMA hFc premezclado con REGN5458 en proporcién molar 1:2 (complejo Ag-Ab) se incubé a 20 °C
con 90 pl de solucién de marcaje D20 durante varios puntos temporales por duplicado (por ejemplo, Control no
deuterado = 0 segundos; marcaje de deuterio durante 5 minutos y 10 minutos). La reaccién de deuteracién se inactivé
afladiendo 100 pl de tampédn de inactivacién previamente enfriado (TCEP-HCI 0,5 M, urea 8 M y &cido férmico al 1 %)
a cada muestra para una incubacién de 5 minutos a 20 °C. A continuacién, la muestra se inyecté en un Waters HDX
Manager para la digestiéon en linea con pepsina/proteasa Xlll. Los péptidos digeridos se separaron mediante una
columna C8 (1,0 mm x 50 mm, NovaBioassays) con un gradiente de 13 minutos del 10 %-32 % de B (fase mévil A:
acido férmico al 0,5 % en agua, fase mévil B: acido formico al 0,1 % en acetonitrilo). Los péptidos eluidos se analizaron
mediante espectrometria de masas Q Exactive HF en modo LC-MS/MS o LC-MS.

Los datos de LC-MS/MS de la muestra de BCMA no deuterada se buscaron en una base de datos que incluia BCMA
y su secuencia aleatoria utilizando el motor de blsqueda Byonic (Protein Metrics). Los pardmetros de bldsqueda (en
ELN) se establecieron por defecto utilizando la digestién enzimatica no especifica y la glicosilacién humana como
modificacién variable comun. A continuacién, la lista de péptidos identificados se importé en el software HDX
Workbench (versién 3.3) para calcular la captacidén de deuterio de cada péptido detectado por LC-MS a partir de todas
las muestras deuteradas. Para un péptido dado, la masa centroide (masa promedio ponderada por intensidad) en cada
punto temporal se utilizé para calcular la captacion de deuterio (D) y el porcentaje de captacion de deuterio (%D):

Masa promedio (deuterada) - Masa promedio

Captacion de deuterio {captacion de D) = (no deuterada)

Caplacion de [ para paptide en cada punto

Porcentaje de captacién de deuterio tempaorat x 100 %

(%D) )

Captacidn de U maxima dal péptido {definida en ELN)

Se identificaron un total de 8 péptidos de hBCMA.hFc tanto de muestras de hBCMA.hFc sola como de hBCMA . hFc en
complejo con REGN5458, que representa una cobertura de secuencia del 100 % de hBCMA. La desviacién estandar
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(DE) promedio de todos los péptidos se evalué en un 1,4 % (los calculos detallados se definieron en ELN y Pascal,
BD et al (2012) Journal of the American Society for Mass Spectrometry 23(9):1512-1521). Por lo tanto, se definié como
significativamente protegido cualquier péptido que presentara unos valores diferenciales de porcentaje de captacién
de D superiores al 4,2 % (el triple de la DE promediada). Para hBCMA hFc, los péptidos que corresponden a los
aminoacidos 1-43 de la SEQ ID NO: 106 (MLQMAGQCSQNEYFDSLLHACIPCQLRCSSNTPPLTCQRYCNA; SEQ ID
NO: 121) estaban significativamente protegidos por REGN5458. La proteccion de estos restos por REGN5458 se
confirmé utilizando hBCMA.mmH (REGN2744, secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 106).

Tabla 25: Péptidos BCMA.hFc seleccionados con proteccién significativa tras la unién a REGN5458

5 min 10 min -hFc
Restos de REGN2746 + REGN2746 +
BCMA REGN2746 REGN5458 REGN2746 REGN5458
MH" MH* centroide AD MH"* MH* centroide AD | A%D
centroide centroide

128 3217,16 3212,39 4 '77 3218,05 3212,62 5 ;13 252

4-26 2582,03 257726 4 '77 2582,71 2577,45 5 _26 -31
27-43 1921,75 1920,69 y E)6 19221 1920,83 y '27 111

Ejemplo 18: Ensayo de unién de FACS de anticuerpos biespecificos BCMAXCD3 y anticuerpos BCMA
adicionales en lineas celulares de mieloma multiple tras incubacién durante la noche con anticuerpos anti-
BCMA

Se utilizé el analisis de citometria de flujo para determinar el impacto de la incubacién durante una noche de lineas
celulares de mieloma multiple con anticuerpos anti-BCMA sobre el nivel de BCMA de superficie. Las lineas celulares
de MM (H929, Molp8, U266 y MM1.S) se lavaron dos veces y se cultivaron a 37 °C en medio R10 (RPMI+FBS al
10 %+pen/strep/glut) que contenia 66,7 o 667 nM de anticuerpos anti-BCMA, DAPT (un inhibidor de la gamma-
secretasa) o solo medio. Al cabo de 18 horas, los pocillos se lavaron con lavado de FACS frio (PBS+ FBS filtrado al
1 %) y se resuspendieron en 667 nM del mismo anticuerpo anti-BCMA en tampén de tincidn frio (Miltenyi 130-091-
221) durante 30 minutos en hielo. Después de la incubacién, las células se lavaron dos veces con lavado de FACS
frio (PBS + FBS filtrado al 1 %) y el anticuerpo unido se detect6 incubando con el anticuerpo secundario antihumano
apropiado (anti-hlgG o anti-HIS) en hielo durante 30-45 minutos més. Después de la incubacidn, las células se lavaron,
se volvieron a suspender en 200 ul de PBS frio que contenia FBS filtrado al 1 % y se analizaron mediante citometria
de flujo en un BD FACS Canto Il. El incremento de la tincién se calcul6é dividiendo la MFI de las células teflidas
previamente incubadas durante la noche en abs BCMA o DAPT por la MFI de las células tefiidas que se incubaron
durante la noche solo en medio.

La enzima gamma-secretasa escinde rapidamente el BCMA de la superficie de las células. La incubacién durante la
noche con los inhibidores de la gamma-secretasa, tales como DAPT, impide la escision de BCMA, lo que provoca un
aumento de los niveles de BCMA en la superficie celular. En las Tablas 26-29 se muestra el aumento del doble de la
mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI) de BCMA en células incubadas durante la noche en anticuerpos anti-
BCMA o DAPT en comparacién con células incubadas Unicamente en medio. Observamos que la incubacién de una
noche con DAPT aumentaba los niveles de BCMA detectados por anticuerpos anti-BCMA (biespecifico BCMAxCD3
R5458, el anticuerpo BCMA parental mAb15281 y otros anticuerpos BCMA internos) en H929, Molp8, U266 y MM.1S,
2,3-4 veces, 2,4-8,6 veces, 5.3-9,0 veces, y 11,9 veces, respectivamente.

Cabe destacar que, también observamos que la incubacién durante una noche de lineas celulares de MM con 66,7 o
667 nM de REGN5458 o el anticuerpo bivalente anti-BCMA parental mAb21581 producia de forma similar un aumento
de los niveles de BCMA de superficie detectados por FACS, lo que sugiere que la unién de anticuerpos anti-BCMA
impide la escisién de BCMA por la gamma-secretasa. Los aumentos de BCMA superficial inducidos por anticuerpos
difirieron segun la linea celular, con mayores incrementos de pliegues en las células Molp8 y MM1S en comparacion
con las H929 o U266. El fenédmeno no se limitaba al REGN5458, como también se observé con otros anticuerpos
BCMA internos.

Tabla 26: Cambio de veces de MFI con respecto a las células incubadas sélo en medio (NCI-H929)

NCI-H929 67 nM 667 nM DAPT
Promedio n Promedio n Promedio n
mAb21581 aBCMA (progenitor de R5458) 1,2 5 1.4 3 3,5 6
REGN5458 BCMAXCD3 2,0 3 3,0 1 4,0 3
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NCI-H929 67 M 667 nM DAPT
Promedio n Promedio n Promedio n
mAb16749 aBCMA 1,0 2 0,8 1 2,3 3
mAb16711 aBCMA 2,8 2 2,1 1 3,8 3
mAb16747 aBCMA 1.8 2 2,1 1 3,9 3
REGN960 scFv IsoC 1,0 2 1,1 1 1,1 3
mAb11810 IgG1 IsoC 1,0 2 1,0 1 1,1 3
mAb11810 IgG4s IsoC 1,3 2 1,0 1 1,1 3
Tabla 27: Cambio de veces de MFI con respecto a las células incubadas sélo en medio (Molp8)
Molp8 67 M 667 nM DAPT
Promedio n Promedio n Promedio n
mAb21581 aBCMA (progenitor de R5458) 2,3 5 3,7 3 6,3 6
REGN5458 BCMAXCD3 2,3 3 4,5 1 8,6 3
mAb16749 aBCMA 1,1 2 3,4 1 4,0 3
mAb16711 aBCMA 3,5 2 3,0 1 51 3
mAb16747 aBCMA 2,2 2 0,6 1 6,2 3
REGN960 scFv IsoC 1.1 2 1,0 1 1,0 3
mAb11810 IgG1 IsoC 1,0 2 1.3 1 1,1 3
mAb11810 IgG4s IsoC 0,9 2 12 1 1,0 3
Tabla 28: Cambio de veces de MFI con respecto a las células incubadas sélo en medio (U266)
U266 67 M 667 nM DAPT
Promedio n Promedio n Promedio n
mAb21581 aBCMA (progenitor de R5458) 1.8 2 2,3 1 6,7 6
REGN5458 BCMAXCD3 1.4 2 2,3 1 9,0 3
mAb16749 aBCMA 1.3 2 1,2 1 5,3 3
mAb16711 aBCMA 2,2 2 2,2 1 7,2 3
mAb16747 aBCMA 15 2 1,7 1 8,3 3
REGN960 scFv IsoC 1,0 2 1,0 1 1,0 3
mAb11810 IgG1 IsoC 1,0 2 1,1 1 1,1 3
mAb11810 IgG4s IsoC 1.1 2 1,1 1 1,4 3
Tabla 29: Cambio de veces de MFI con respecto a las células incubadas sélo en medio (MM1S)
MM1S 67 M 667 nM DAPT
Promedio n Promedio n Promedio n
mAb21581 aBCMA (progenitor de R5458) 7,3 2 7,0 2 11,9 2

Ejemplo 19: Eliminacién de células plasmaticas humanas y de mono macaco cangrejero mediada por linfocitos

T autélogos en presencia de anticuerpos biespecificos BCMAxCD3

La destruccién especifica de células plasmaticas humanas o de mono macaco cangrejero CD138"* enriquecidas por
linfocitos T autélogos no estimulados se evalué mediante citometria de flujo. Los aspirados de médula 6sea humana
o de macaco cangrejero y la sangre se suministraron en las 24 horas siguientes a la extraccion. Las células plasméticas
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CD138" se enriquecieron a partir de médula 6sea mediante seleccién positiva utilizando el kit EasySep Human CD138*
Positive Selection siguiendo las instrucciones del fabricante. Las PBMC de sangre total se aislaron por separacién de
densidades. Las PBMC se marcaron con 1uM de colorante de seguimiento fluorescente Vybrant CFDA-SE. Después
del marcaje, se sembraron 1x104 células plasmaticas CD138* enriquecidas en placas de 96 pocillos de fondo redondo
en una relacién E:T de 10:1 con PBMC marcadas con Vybrant CFDA-SE y diluciones seriadas de REGN5458, BsAb
de control de unién a CD3, o mAb de control de unién a BCMA durante 72 horas a 37 °C en medio completo. Al final
del cultivo, las células plasmaticas CD138" supervivientes se analizaron mediante citometria de flujo, utilizando
colorante fijable LIVE/DEAD y marcadores de superficie celular especificos de células plasméticas. El porcentaje de
viabilidad se normalizé con respecto a la condiciéon de control (células plasméticas solo en presencia de PBMC). La
activacion de los linfocitos T se evalud mediante citometria de flujo. La activacién se expresa como el porcentaje de
linfocitos T CD2*/CD4* o CD2*/CD8*/CD16- que expresan CD25. El porcentaje de activacién de linfocitos T se
normalizé con respecto a la condicién de control (células plasméaticas solo en presencia de PBMC).

Los estudios in vitro evaluaron el efecto de REGN5458 o de controles negativos (mAb de control de unién a BCMA o
bsAb de control de unién a CD3) sobre la activacién de linfocitos T primarios humanos y de mono macaco cangrejero
y la citotoxicidad de células plasmaticas autélogas. Los valores de CEso de citotoxicidad y el porcentaje de activacion
de linfocitos T para cada donante se resumen en la Tabla 30.

REGN5458 mediaba la citotoxicidad de células plasmaticas humanas primarias de los donantes 1y 2 en presencia de
linfocitos T autdlogos de forma dependiente de la concentracién, con valores de CEso de 42,8 pM y 191 pM,
respectivamente, y dieron lugar a un porcentaje maximo de citotoxicidad del 91 % y el 89 %, respectivamente. En
paralelo, REGN5458 mediaba la activacion de linfocitos T en presencia de células plasméticas humanas de los
donantes 1y 2 de forma dependiente de la concentracién, con valores de CEspo de 214 pM y 860 pM para la activacién
de linfocitos T CD8", respectivamente, y un porcentaje maximo de activacién de linfocitos T CD8" del 2 % y el 36 %,
respectivamente. Se observé citotoxicidad de las células plasméticas en ambos donantes y una mayor activaciéon de
los linfocitos T CD8" solo en el donante 2 a concentraciones nanomolares del control de unién a CD3. No se observo
ningln efecto sobre la citotoxicidad o la activacién de linfocitos T con el control de unién a BCMA en ninguna de las
concentraciones sometidas a prueba en ninguno de los donantes.

REGN5458 mediaba la citotoxicidad de células plasmaticas primarias de macaco cangrejero en ambos donantes de
forma dependiente de la concentracién; se calculd una CEso de 1,31 nM para el donante 1, sin embargo, no se pudo
determinar una CEso para el donante 2. En ambos donantes, el tratamiento con REGN5458 produjo un aumento de la
citotoxicidad de las células plasmaticas (porcentaje méximo de citotoxicidad del 94 % y del 91 % para los donantes 1
y 2, respectivamente). En paralelo, REGN5458 mediaba la activacién de linfocitos T en presencia de células
plasméticas de mono macaco cangrejero de los donantes 1y 2 de forma dependiente de la concentracidén con valores
de CEso de 28,1 nM y 18,1 nM para la activacién de linfocitos T CD4* y 22,4 nM y 76,7 nM para la activacién de
linfocitos T CD8*, respectivamente. El porcentaje maximo de activacion de linfocitos T resultante fue del 9 % y el 16 %
para los linfocitos T CD4* y del 12 % y el 17 % para los linfocitos T CD8* en los donantes 1y 2, respectivamente.

No se observé destruccién de células diana con el control de unién a BCMA a ninguna de las concentraciones
probadas en ninguna de las lineas celulares evaluadas. Se observd cierta destrucciéon de células diana y activacion
de linfocitos T en presencia de células plasmaticas del donante 2 con el control de unién a CD3 a concentraciones
nanomolares.

Tabla 30: Valores de CEso de citotoxicidad y porcentaje de activacion de linfocitos T para cada donante

Activacion de linfocitos T (% de aumento de
Lineas celulares Destruccion citotdxica CD25)
Linfocitos T CD4* Linfocitos T CD8*
. % de
Células . . . e % de % de
efectoras Células diana | CEso (M) Cltotrc:]);l)c(:ldad CEso (M) Activacion CEso (M) Activacién
Células
plasméticas 4,28 x 10 214 x 10
Linfocitos del donante b 91 NR NR 10 2
T humano 1
humanaos Células
primarios? plasméticas 1,91 x 10 8,60 x 10
del donante 10 89 NR NR 10 36
humano 2
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Activacion de linfocitos T (% de aumento de
Lineas celulares Destruccion citotdxica CD25)
Linfocitos T CD4* Linfocitos T CD8*
p % de
Células . - . L % de % de
efectoras Células diana | CEso (M) Cltotrc:]);l)c(:ldad CEso (M) Activacién CEso (M) Activacion
Células
plasméticas de i
Linfocitos | donante de | 1,31 x 10° 94 2,81 x 10 9 224 x10 12
T primarios | mono macaco
de mono cangrejero 1
macaco Células
cangrejero | plasmaticas de - i .
a donante de ND 91 18110 16 7,67 x 10 17
mono macaco
cangrejero 2

a Se analizaron las células plasméticas autélogas de cada donante.

Ejemplo 20: Los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 actian de forma sinérgica con los
anticuerpos anti-PD-1 para potenciar la eficacia antitumoral in vivo

Para determinar si los anticuerpos biespecificos (Abs) BCMAXCD3 sinergizan con el bloqueo de PD-1 para
proporcionar una eficacia antitumoral superior in vivo, se realizé un estudio de tumores singénicos en ratones que
expresaban CD3 humano. Los resultados demuestran que la combinacion de REGN5458 mas el bloqueo de PD-1
proporciona una eficacia antitumoral superior a la de REGN5458 o el bloqueo de PD-1 por separado.

Implantacion y medicion de tumores singénicos: A los ratones C57BL/6 que expresan CD3deg humano en lugar de
CD3deg murino (ratones humanizados con CD3) se les implantaron por via subcutanea 1x108 células de carcinoma
de colon MC38 modificadas para expresar BCMA humano de longitud completa (MC38/BCMA). Se dej6 que los
tumores se establecieran durante 3 dias, en cuyo momento se administré a los ratones (n=6 o 7 por grupo) un Ab
biespecifico de control de unién a CD3 (G; H4sH17664D) a una dosis de 0,4 mg/kg o un Ab biespecifico BCMAxCD3
(G; REGN5458) a dosis de 0,04 mg/kg o 0,24 mg/kg, junto con un anticuerpo sustituto anti-raton PD-1 (Clon RPM1-
14) a 4 mg/kg o un Ab de control de isotipo (Clon 2A3) a 4 mg/kg. Los grupos de tratamiento especificos se muestran
en la Tabla 31, a continuacién.

Tabla 31: Grupos de tratamiento

Grupo Tratamiento biespecifico

1 H4SH17664D (0,24 mg/kg)

H4SH17664D (0,24 mg/kg)
REGN5458 (0,04 mg/kg)
REGN5458 (0,04 mg/kg)
REGN5458 (0,24 mg/kg)
REGN5458 (0,24 mg/kg)

Anticuerpo n

Isotipo (4 mg/kg)
RPM1-14 (4 mg/kg)

Isotipo (4 mg/kg)
RPM1-14 (4 mg/kg)

Isotipo (4 mg/kg)
RPM1-14 (4 mg/kg)

olo|lsr|lw]|N
olo|~N|~N|~]|~

A los ratones se les administraron estos Abs dos veces mas los dias 7 y 11 para un total de tres dosis, y se evalué el
crecimiento tumoral a lo largo del experimento.

Calculo del crecimiento y de la inhibicion de tumores singénicos: Con el fin de determinar el volumen tumoral con un
calibrador externo, se determiné el mayor didmetro longitudinal (longitud en mm) y el mayor diametro transversal
(anchura en mm). El volumen tumoral basado en las medidas del calibrador se calcul6 mediante la formula: Volumen
(mm3) = (longitud x anchura?)/2.

Los resultados demuestran que la combinacién de REGN5458 mas el bloqueo de PD-1 proporciona una eficacia
antitumoral superior a la de REGN5458 o el bloqueo de PD-1 por separado. En particular, los resultados demuestran
que en el dia 24 (el ultimo dia en el que se recogieron datos para todos los grupos de tratamiento) la combinacién del
anticuerpo biespecifico BCMAxCD3 y el anticuerpo anti-PD-1 produjo un efecto terapéutico sinérgico estadisticamente
significativo en la inhibicién del crecimiento tumoral (Tabla 32, BCMAXCD3 a 0,04 mg/kg y anti-PD-1 a 4 mg/kg).
Utilizando una prueba ANOVA de 2 vias en el dia 24, p<0,0001 entre (i) REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo y la
combinacién de REGNS5458 (0,04 mg/kg) + anticuerpo anti-PD-1 (Grupo 3 frente a Grupo 4), (ii) REGN5458 (0,24
mg/kg) + isotipo y la combinacién de REGN5458 (0,24 mg/kg) + anticuerpo anti-PD-1 (Grupo 5 frente a Grupo 6), (iii)
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anti-PD-1 y la combinacién de REGN5458 (0,04 mg/kg) + anticuerpo anti-PD-1 (Grupo 2 frente a Grupo 6). Utilizando
una prueba ANOVA de 2 vias en el dia 24, p=0,0005 entre anti-PD-1 y la combinacién de REGN5458 (0,04 mg/kg) +
anticuerpo anti-PD-1 (Grupo 2 frente a Grupo 4). El aumento de la dosis del anticuerpo biespecifico BCMAxCD3 (0,24
mg/kg) junto con el bloqueo de PD-1 produjo una inhibiciéon tumoral comparable a la dosis mas baja del anticuerpo
biespecifico mas el bloqueo de PD-1 en este experimento. La sinergia demostrada con el anticuerpo biespecifico de
dosis mas baja es ventajosa porque el uso de una dosis mas baja reduce el riesgo de cualquier efecto secundario
adverso. De forma similar, la combinacién de anticuerpo biespecifico BCMAXCD3 y anticuerpo anti-PD-1 mostrd un
efecto terapéutico sinérgico a ambas dosis de anticuerpo biespecifico (0,04 mg/kg y 0,24 mg/kg) en el nimero de
ratones libres de tumor al final del experimento (dia 28), como se muestra en la Tabla 33.

Tabla 32: Tamafio promedio del tumor en diferentes puntos temporales

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
* SEMel dia3

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

16,30 £ 1,50 n=7

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de
blogqueo de PD-1 (4 mg/kg)

14,34 £ 1,17 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

15,62 £ 1,61 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

19,20 £ 2,94 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

13,13 £ 3,12 n=6

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

20,41+ 3,15 n=6

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
*SEMeldia?7

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

55,78 + 6,61 n=7

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de
blogqueo de PD-1 (4 mg/kg)

43,59 + 8,32 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

37,98 + 3,93 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

30,30 + 6,47 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

29,27 + 5,00 n=6

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) 29,18 + 3,65
+ RPM1-14 de bloqueo de PD-1 (4 mg/kg) n==6
- - Tamafio promedio del tumor (mm3)
Tratamiento con anticuerpos + SEM el dia 11

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

145,74 + 21,37 n=7

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de
bloqueo de PD-1 (4 mg/kg)

45,33 + 11,46 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

112,53 + 17,39 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

8,81+ 0,88 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

36,63 + 14,89 n=6

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

12,99 £ 4,35 n=6

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
* SEM el dia 14

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

414,28 + 46,72 n=7

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de
bloqueo de PD-1 (4 mg/kg)

49,50 + 17,02 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

438,16 = 59,56 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

6,86 + 3,90 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

224,33 + 47,04 n=6

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

22,75+ 17,62 n=6
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Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
* SEM el dia 18

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

1035,43 + 123,41 n=6

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de
bloqueo de PD-1 (4 mg/kg)

100,83 + 41,62 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

1040,12 £ 61,95 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

7,81+£7,81n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

515,15 £ 115,38 n=6

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

57,79 + 43,62 n=6

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
* SEM el dia 21

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg)

1834,87 + 639,56

+ Isotipo (4 mg/kg)

n=2

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de
bloqueo de PD-1 (4 mg/kg)

208,29 + 91,80 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

2133,12+ 129,26 n=6

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

21,13+ 21,13 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

1225,47 + 289,39 n=6

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

113,69 + 85,39 n=6

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
* SEM el dia 24

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

2358,81 £ 0,00 n=1

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de
bloqueo de PD-1 (4 mg/kg)

534,03 £+ 205,49 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

3648,37 + 536,71 n=3

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

53,562 + 53,52 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

1493,26 £ 973,01 n=2

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

54,29 + 54,29 n=5

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
* SEM el dia 28

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

Todos los animales sacrificados n=0

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de
bloqueo de PD-1 (4 mg/kg)

1196,57 + 467,34 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

Todos los animales sacrificados n=0

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

141,68 + 141,68 n=7

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

1371,17 £ 0,00 n=1

BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

104,44 + 104,44 n=5

Tabla 33: Ratones libres de tumores al final del experimento

Tratamiento con anticuerpos

Ndmero de ratones sin tumor al final del

experimento (dia 28)

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) +

Isotipo (4 mg/kg) 0de7
Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,24 mg/kg) 2de7

+ RPM1-14 de bloqueo de PD-1 (4 mg/kg)
BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg) 0de7
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Ndmero de ratones sin tumor al final del

Tratamiento con anticuerpos experimento (dia 28)

BCMAxCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de

bloqueo de PD-1 (4 mg/kg) 6de7
BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg) 0de6
BCMAXCD3 REGN5458 (0,24 mg/kg) + RPM1-14 de PP

bloqueo de PD-1 (4 mg/kg)

Ejemplo 21: Los anticuerpos biespecificos anti-BCMA x anti-CD3 actian de forma sinérgica con los
anticuerpos anti-PD-1 para potenciar la eficacia antitumoral in vivo

Se obtuvieron unos resultados similares en un segundo experimento, idéntico al analizado anteriormente en el Ejemplo
20, excepto que el nimero de ratones por grupo = 10, y la dosis mas alta de BCMAxXCD3 REGN5458 fue de 0,4 mg/kg.
Los grupos de tratamiento especificos para el segundo experimento se muestran en la Tabla 34, a continuacién.

Tabla 34: Grupos de tratamiento

Grupo Tratamiento biespecifico Anticuerpo n
1 H4SH17664D (0,4 mg/kg) Isotipo (4 mg/kg) 10
2 H4SH17664D (0,4 mg/kg) RPM1-14 (4 mg/kg) 10
3 REGN5458 (0,04 mg/kg) Isotipo (4 mg/kg) 10
4 REGN5458 (0,04 mg/kg) RPM1-14 (4 mg/kg) 10
5 REGN5458 (0,4 mg/kg) Isotipo (4 mg/kg) 10
6 REGN5458 (0,4 mg/kg) RPM1-14 (4 mg/kg) 10

Los resultados demuestran que la combinacién de REGN5458 mas el bloqueo de PD-1 proporciona una eficacia
antitumoral superior a la de REGN5458 o el bloqueo de PD-1 por separado. En particular, los resultados demuestran
que en el dia 21 (ultimo dia en el que se recogieron datos para todos los grupos de tratamiento) la combinacién del
anticuerpo biespecifico BCMAxCD3 y el anticuerpo anti-PD-1 produjo un efecto terapéutico sinérgico en la inhibicién
del crecimiento tumoral (Tabla 35, BCMAxXCD3 a 0,04 mg/kg y anti-PD-1 a 4 mg/kg). Utilizando una prueba ANOVA
de 2 vias en el dia 21, p<0,0001 entre (i) REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo y la combinacion de REGN5458 (0,04
mg/kg) + anticuerpo anti-PD-1 (Grupo 3 frente a Grupo 4), (ii) anti-PD-1 y la combinacién de REGN5458 (0,04 mg/kg)
+ anticuerpo anti-PD-1 (Grupo 2 frente a Grupo 4), (iii) anti-PD-1 y la combinacién de REGN5458 (0,4 mg/kg) +
anticuerpo anti-PD-1 (Grupo 2 frente a Grupo 6). Como se ha indicado anteriormente en el Ejemplo 20, el aumento de
la dosis del anticuerpo biespecifico BCMAxCD3 (0,4 mg/kg) junto con el bloqueo de PD-1 produjo una inhibicién
tumoral comparable a la dosis mas baja del anticuerpo biespecifico combinado con el bloqueo de PD-1 en este
experimento. La sinergia demostrada con el anticuerpo biespecifico de dosis més baja es ventajosa porque el uso de
una dosis mas baja reduce el riesgo de cualquier efecto secundario adverso. De forma similar, la combinacién de
anticuerpo biespecifico BCMAXCD3 y anticuerpo anti-PD-1 mostrd un efecto terapéutico sinérgico a ambas dosis de
anticuerpo biespecifico (0,04 mg/kg y 0,4 mg/kg) en el nimero de ratones libres de tumor al final del experimento (dia
25), como se muestra en |la Tabla 36.

Tabla 35: Tamafiio promedio del tumor en diferentes puntos temporales
Tamafio promedio del tumor (mm3)
+ SEMel dia 3

9,85+ 0,61 n=10

Tratamiento con anticuerpos

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de
bloqueo de PD-1 (4 mg/kg)

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

BCMAxCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1 (4
mg/kg)

13,44 + 1,44 n=10

12,41 £ 2,56 n=10

9,73+£1,25n=10

11,22 £ 0,68 n=10

9,59 £ 1,78 n=10

Tamafio promedio del tumor (mm3)

Tratamiento con anticuerpos

+ SEM el dia 6

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

40,43 + 4,07 n=10
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Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
* SEM el dia 6

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de
bloqueo de PD-1 (4 mg/kg)

44,52 + 2,80 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

38,79+ 3,52 n=10

BCMAxCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

36,42 + 3,51 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

16,11 £ 1,27 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1 (4
mg/kg)

24,34 + 1,86 n=10

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
* SEM el dia 10

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

149,41 + 17,08 n=10

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de
blogueo de PD-1 (4 mg/kg)

107,34 £ 13,73 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

116,32 £ 19,99 n=10

BCMAxCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

23,48 + 3,24 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg)

24,27 + 6,74

+ Isotipo (4 mg/kg)

n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1 (4
mg/kg)

3,60 £ 1,02 n=10

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
* SEM el dia 13

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

386,55 + 48,49 n=10

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de
blogueo de PD-1 (4 mg/kg)

186,87 = 41,06 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

319,91 £ 53,05 n=10

BCMAxCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

10,60 + 2,34 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

50,93 + 20,00 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1 (4
mg/kg)

0,74 £ 0,74 n=10

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
* SEM el dia 18

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

1809,29 + 242,64 n=9

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de
blogueo de PD-1 (4 mg/kg)

688,52 + 152,20 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

1314,27 £ 211,22 n=10

BCMAxCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

6,28 + 4,55 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

248,51 £ 107,21 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1 (4
mg/kg)

3,93 £ 2,67 n=10

Tratamiento con anticuerpos

Tamafio promedio del tumor (mm3)
* SEM el dia 21

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

3094,87 + 482,38 n=8

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de
blogueo de PD-1 (4 mg/kg)

1425,22 + 338,49 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

2446,35 £ 395,48 n=10

BCMAxCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1
(4 mg/kg)

15,03 £ 10,35 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg)

453,43 + 174,75 n=10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1 (4

9,34 £ 7,59 n=10
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mg/kg)

Tamafio promedio del tumor (mm3)

Tratamiento con anticuerpos + SEM el dia 25

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg) Animales sacrificados n=0

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de

bloqueo de PD-1 (4 mg/kg) 1918,27°+ 571,19 n=6

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg) 2411,64 + 451,96 n=3
BCMAxCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de PD-1 38,96 + 2147 n=10
(4 mg/kg)
BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg) 661,70 £ 331,60 n=8
BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg:rlig/)k;)RPMLM de bloqueo de PD-1 (4 32,02 + 24,67 n=10

Tabla 36: Ratones libres de tumores al final del experimento

Ndmero de ratones sin tumor al final del

Tratamiento con anticuerpos experimento (dia 25)

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + Isotipo (4

ma/kg) 0de10

Control de unién a CD3 H4SH17664D (0,4 mg/kg) + RPM1-14

de blogueo de PD-1 (4 mg/kg) 1de 10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg) 0 de 10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,04 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo

de PD-1 (4 mg/kg) 7 de 10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + Isotipo (4 mg/kg) 2 de 10

BCMAXCD3 REGN5458 (0,4 mg/kg) + RPM1-14 de bloqueo de

PD-1 (4 mg/kg) 8de 10
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de unién a antigeno biespecifica aislada, que comprende:

(a) un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno de maduracién de linfocitos
B (BCMA) humano que comprende los dominios HCDR1, HCDR2, HCDR3, respectivamente, que comprenden las
secuencias de aminoéacidos de las SEQ ID NO: 68, 70, 72, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDRS,
respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88;y

(b) un segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a CD3 humano que comprende dominios
HCDR1, HCDR2, HCDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:
92, 94, 96, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDRS3, respectivamente, que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88.

2. Una molécula de unién a antigeno biespecifica aislada, que comprende:

(a) un primer dominio de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno de maduracién de linfocitos
B (BCMA) humano que comprende los dominios HCDR1, HCDR2, HCDR3, respectivamente, que comprenden las
secuencias de aminoéacidos de las SEQ ID NO: 68, 70, 72, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDRS,
respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88;y

(b) un segundo dominio de unién a antigeno que se une especificamente a CD3 humano que comprende dominios
HCDR1, HCDR2, HCDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:
100, 102, 104, y los dominios LCDR1, LCDR2, LCDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 84, 86, 88.

3. La molécula de unién a antigeno biespecifica aislada de la reivindicacién 1, en donde:

(a) el primer dominio de unién a antigeno comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 66 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82; y

(b) el segundo dominio de unién a antigeno comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 90 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82.

4. La molécula de unién a antigeno biespecifica aislada de la reivindicacién 2, en donde:

(a) el primer dominio de unién a antigeno comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 66 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82; y

(b) el segundo dominio de unién a antigeno comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 98 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82.

5. La molécula de unién a antigeno biespecifica aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 que es un
anticuerpo biespecifico.

6. La molécula de unién a antigeno biespecifica aislada de la reivindicacién 5, en donde:
(a) el anticuerpo biespecifico comprende una regién constante de cadena pesada de IgG humana de isotipo 1gG1
o 1gG4; y/o
(b) el anticuerpo biespecifico comprende una bisagra quimérica que reduce la unidén al receptor Fcy en relacién
con una bisagra de tipo silvestre del mismo isotipo.

7. Una composicidén farmacéutica que comprende la molécula de unién a antigeno biespecifica de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-6 y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

8. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una molécula de unién
a antigeno biespecifica de cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

9. Un vector de expresidn que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacién 8.

10. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de la reivindicacién 9.

11. Una molécula de unién a antigeno biespecifica aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o una
composicidén farmacéutica de la reivindicaciéon 7 para su uso en un método de inhibicién del crecimiento de un tumor
de células plasmaticas en un sujeto.

12. Una molécula de unién a antigeno biespecifica aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o0 una

composicién farmacéutica de la reivindicacién 7 para su uso en un método de tratamiento de mieloma multiple, u otra
neoplasia maligna de linfocitos B que expresa BCMA.
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13. La molécula de unién a antigeno biespecifica aislada o la composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con
la reivindicaciéon 12, en donde la neoplasia maligha de linfocitos B que expresa BCMA se selecciona del grupo que
consiste en macroglobulinemia de Waldenstrédm, linfoma de Burkitt, linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma no
hodgkiniano, leucemia linfocitica crdnica, linfoma folicular, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal,
linfoma linfoplasmocitico y linfoma de Hodgkin.

14. La molécula de unién a antigeno biespecifica aislada o la composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con
la reivindicacién 11, 12 o la reivindicacién 13, en donde la molécula de unién a antigeno biespecifica aislada, o la
composicién farmacéutica, debe administrarse junto con un segundo agente terapéutico o terapia.

15. La molécula de unién a antigeno biespecifica aislada o la composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con
la reivindicaciéon 14, en donde el segundo agente terapéutico o terapia comprende un farmaco quimioterapéutico,
alquilantes de ADN, inmunomoduladores, inhibidores del proteasoma, inhibidores de histona desacetilasa,
radioterapia, un trasplante de células madre, un anticuerpo biespecifico diferente que interactlia con un antigeno de
superficie de células tumorales diferente y un antigeno de linfocitos T o células inmunitarias, un conjugado de
anticuerpo-farmaco, un anticuerpo biespecifico conjugado con un agente antitumoral, un inhibidor del punto de control
PD-1, PD-L1, o CTLA-4, o combinaciones de los mismos.

16. Una molécula de unién a antigeno biespecifica aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o0 una
composicién farmacéutica de la reivindicacién 7 para su uso en un método de tratamiento de un tumor que expresa
BCMA, en donde la molécula de unién a antigeno biespecifica aislada, o la composicién farmacéutica, debe
administrarse al sujeto junto con un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

17. La molécula de unién a antigeno biespecifica aislada o la composicidén farmacéutica para su uso de acuerdo con
la reivindicacién 16, en donde el anticuerpo anti-PD-1 o el fragmento de unién a antigeno es un anticuerpo anti-PD-1.

18. La molécula de unién a antigeno biespecifica aislada o la composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con
la reivindicacién 17, en donde el anticuerpo anti-PD-1 es cemiplimab (REGN2810).

60



ES 3010285T3

T 2ansid

{p) odwai ]

BBwpo‘o asySNOIY -
HyBuwiy‘g 3gPsNO3IY M-
BBy gSYSNOTY W~
BBt v aps9sigyw -Or
S8d 8-

~000%

wtitiiig

{clu) lowiny [op USWINJOA

61



ES 3010285T3

7 eingi

{p) odwary

DyBuIy 00 65YSNDIY -
ByBwo 6epENOIY B
ByBwy 6SYSNOTY W=
Bybwy o9pyNOIY -O-
SHd -

=000¢

-0007

() Jowny [9p USWINOA

62



ES 3010285T3

¢ eJndi4

(p) odwaly
174 0¢ gl _ 112 g

By/BUIED'0 @GPSNDTY KA
BB’y gSrSNOEY M-
Dby gGYSNOTY W
DBt ¥ Qrogs1av Qe
SHd -

=000Y

=000%

{ ) Jowiny |ap USWINJOA

63



ES 3010285T3

f eandid

(p) odwsaly
52 0z 51 0} g

By/BUWP0'D BSYSNOTY R
ByBuy'o 65PSNOIY M-
Dy/BLLY BGPENDTY A

08PYNOIH O
Sdd 8-

=000 1

=(002

3008

=000

=006

{cluw) Jowiny [sp USWINICA

64



ES 3010285T3

G eingi4

(p) odwsai |

Dy/Buip0’o QoPSND Y
By/BWY’0 gSYSNDTIH W-
BBy g6 PeNDEY ¥

/Bt y Qpgal oyl O-
Sdd @

=000¢

-000Y

{cuiu} Jowing [9p uaWINOA

65



ES 3010285T3

g einsi4

{p) odwai g

By/Bwp0'0 6SYSNDIY
Boy/Buip’0 86PSNOTY W
Dyy/Buly BGPENDTY -
BBy 0gkPYNOTIM «Oe
SHd -8

=000¢€

-000%

{zWiw) Iowin} |Sp UGWINJOA

66



ES 3010285T3

‘

i paismy, i by, s ey,

iph oy,

% & 3% B £ %7 74 %% B o
NU— - 4 ; % o g + . ooty .

- g 3
o £ 223 7

Z % Z : 3

% % % 3

% % 3 1
23 s 5 73 2%

L% Bk 1 I L9 g 15 e G o e vk . V99t P 54 :

<Y P 115 T IO 1 B Y iy B g RS 5 W 1) sy S B W £V :
YT S R, E i D B B B OO BRI G s s Al Ck X SO i 0

By’ (0TO SO0 NS SSvENOEY  BiAuYe o0 yion) aEENOTY (D) 200 ¢ U0t e 1DHU0} Oresiiayw DHISHEIE 16 QR WS

67

RN SR



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - DESCRIPTION
	Page 46 - DESCRIPTION
	Page 47 - DESCRIPTION
	Page 48 - DESCRIPTION
	Page 49 - DESCRIPTION
	Page 50 - DESCRIPTION
	Page 51 - DESCRIPTION
	Page 52 - DESCRIPTION
	Page 53 - DESCRIPTION
	Page 54 - DESCRIPTION
	Page 55 - DESCRIPTION
	Page 56 - DESCRIPTION
	Page 57 - DESCRIPTION
	Page 58 - DESCRIPTION
	Page 59 - CLAIMS
	Page 60 - CLAIMS
	Page 61 - DRAWINGS
	Page 62 - DRAWINGS
	Page 63 - DRAWINGS
	Page 64 - DRAWINGS
	Page 65 - DRAWINGS
	Page 66 - DRAWINGS
	Page 67 - DRAWINGS

