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L’"invenzione riguarda 1l campo degli anticorpi, in
particolare il campco degli anticorpil terapeutici. Gli
anticorpi possono essere utilizzati nel trattamento
dell’uomo. Piu in particelare 1’invenzicne riguarda
anticorpi e preferibilmente anticorpi bispecifici per
il trattamento di un tumore.
Gli anticorpil moncclonali leganti il CD3 umano sono
stati tra 1 primi anticorpi sviluppati per uso
terapeutico nell’uomo. Gli anticorpi monoclonali
leganti CD3 vengono tipicamente utilizzati pér le loro
qualita immunosoppressive, per esempic nel rigetto di
trapianti. Gli aﬁticorpi che sonc bispecifici per CD3
sul linfociti T e per un antigene di superficie
bersaglic sulle cellule tumorali scno in grade di
connettere qualsiasi tipo di linfocita T ad una
cellula tumorale, Indipendentemente dalla specificita
recettoriale, costimolazione o© presentazione del
peptide dell’antigene dei linfociti T. Tali anticorpi
bispecifiqi che 1ingaggiano 1 linfociti T sono molto

promettenti nel trattamento di vari tumeori e crescite




neoplastiche.

WO 2014/051433 descrive mAb contro CD3 che sono
candidati adatti a fungere da unita costituenti nella
generazicne di anticorpi bispecifici che agiscono come
moleccle ingaggianti i linfociti T. Questi mAb contro
CD3 wvengono indicati come 3056 e 3896; le sequenze VH
e VL di questi mAb vengono descritte nella figura 22.
Entrambi gli mAb contro CD3 3056 e 3896 hanno buone
proprieta in termini di attivita funzionale. Essi si
legano al CD3/TCR espresso sulla superficie cellulare
su linee di linfociti T umani con un’affinita (XD) che
& significativamente minore rispetto all’affinita del
ben noto anticorpo di topo anti-CD3 mCKT3, portando ad
una minore intensita di fluorescenza media
nell’analisi di citometria a flusso su cellule CD3FS,
In modo simile, gquando immobilizzati su piastre per
coltura tissutale, essi induccno la proliferazicne dei
linfociti T ad un grado minore in confronto a mOKT3.
Senza essere vincolati alla teoria, si ritiene che sia
preferita un’affinita per CD3 che & significativamente
minore rispetto allfaffinitad di mOKT3 in un formato
ingaggiante i linfociti T bispecifico. E preferibile
che 1'anticorpo Dbispecifico si leghi a CD3 con
un’affinita c¢he €& minore rispetto all’affinita di

legame per 1l"antigene tumorale. Senza essere vincolati
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alla teoria, si ritiene che <questa differenza
nelli’affinita permetta un’ocpsonizzazione preferenziale
delle cellule tumcrali da parte dell’anticorpo
bispecifico, marcandole quindi per la distruzione da
parte delle celliule immunitarie effettrici, compresi
linfociti NK e/o T presenti in prossimita.

Gli inventori hanno osservato che i risultati ottenuti
con l'anticorpo 3056 hanno mostrato una variazione da
lotto a lotto. Cid ha sorpreso gli inventori, poiché
la variabilitd non & stata un problema con 1’anticorpo
15C3, che ha la stessa sequenza di VH dell’anticorpo
3056, ma una catena leggera differente (descritta in
WO 2005/118635) .

Un oggetto dell’invenzione & quello di fornire una
variante dell’anticorpe 3056 con essenzialmente le
stesse proprietda di legame per CD3 in qualita, non
necessariamente in gquantita, con caratteristiche
migliorate.

RIASSUNTC DELL’ INVENZIONE

L’ invenzione fornisce un anticorpo che si- lega al CD3
umano, il quale anticorpo comprende una catena pesante
ed una catena leggera in culi la suddetta catena
pesante comprende una regilone variabile che comprende

una sequenza ammincacidica:
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OVOLV QSGGG VVQPG RSLRL SCVASG FTFSS YGMHW VRQAP GKGLE WVAAI
WYX XsR KQDYA DSVKG RFTIS RDNSK NTLYI QMNSL RAEDT AVYYC TRGTG
YNWFD PWGQG TLVTV S5

con 0-5 sostituzioni ammincacidiche in una o piu
posizioni diverse dalla pecsizione indicata mediante
X1Xs2 e diverse dalle regioni CDR;

in cuil

X1 =N ed X2 = A;

X1 = N ed X2 = T;

X1 = H ed Xz = G;

X, =Ded X =Gy o

X1 = H ed X = A; e la suddetta catena leggera
comprende la regione variabile della catena leggera
012/IgVgl-3% della figura 23A con 0-5 sostituzioni
amminoacidiche.

Viene descritta wuna molecola di acide nucleico che

codifica una seguenza amminocacidica:
QVQLV (SGGG VVQBEG RSTRI, SCVASG FTFSS YGMHW VRQAP GKGLE WVAAL

WYX1¥2R KQDYA D3JVEG RFTIS RDNSK NTLYL QMNSL RAEDT AVYYC TRGTG
YNWED PWGQG TLVIV S5 '

con 0-10, preferibilmente 0-5 inserzicni, delezioni,
gostituzicni, addizioni ammincacidiche, o una lore
combinazione, in una o pit posizioni diverse dalla

posizione indicata mediante Xi1Xz;

in cui
X1, = Ned X = A;
X1 =N ed X = T;




X3 = 8 ed X2 = G;
X1 = Hed X = G;
X1 = Ded X =G; o
X1 = H ed Xz = A.

La combinazione di X:; ed Xz in un anticorpo come qui
descritto & preferibilmente X: = N ed X; = A.

Viene Iinoltre descritta una cellula che esprime
1’anticorpo e/co comprende la melecola di  acido
nucleico.

Preferibilmente, a meno <c¢he ncon specificamente
specificate altrimenti, un anticorpo dell’invenzione &
un anticcrpo bispecifico. L7anticorpo bispecifico si-
lega .preferibilmente almeno al CD3 umano. Inoltre,
1"anticorpe Dbispecifico si lega preferibilmente ad
almeno una molecola di superficie che &
preferibilmente espressa su cellule tumorali umane. In
una forma di realizzazione preferita, 1’anticorpo
bigpecifico si lega a BCMA, CD1S%, CD20, CD30, CD33,
CD38, CD44, <CDL23, CD138, CEA, CLEClZA,. C5-1, EGFR,
EGFRvIII, EPCAM, DLL3, LGR5, MSLN, FOLRI1, FOLR3, HERZ,
HM1.24, MCSP o PSMA. In una forma di realizzazione piu
preferita, 1'anticorpo bispecifico si lega a CLECIZA.
Viene inoltre descritta una composizione farmaceutica
comprendente un anticorpc secondo l’invenzione.

Viene inoltre descritto un anticorpo secondc




1’ invenzione che comprende inoltre un marcatore,
preferibilmente un marcatore per la visualizzazione di
immagini in vivo.

Viene inoltre descritto un metodo per il trattamento
di un soggetto avente un tumore o a rischio di avere
un  tumore, comprendente la  somministrazione al
soggetto di un anticorpo bispecifico secondo
1’ invenzione. Viene inolire descritto un anticorpo
bispecifico secondo 1"invenzione per uso nel
trattamente di un soggetto avente un tumore o a
rischio di un tumore. Viene inoltre descritto 1'uso di
un anticorpo dell’invenzione per la preparazione di un
medicamentc per il trattamentc di un soggetto avente
un tumore ¢ a rischio di un tumore. In una forma di
realizzazione preferita il tumore & un tumcre positivo
per CLECI12A.

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL® INVENZIONE .

.L’anticorpo dell’invenzicne e preferibilmente un
anticorpo bispecifico. L'anticorpo bispecifico si lega
almeno al CD3 umano. Inoltre, l'anticorpo bispecifico
si lega preferibilmente ad almeno una molecola di
superficie che viene espressa su cellule Cumorali
umane. In wuna forma di realizzazione preferita
1’ anticorpo bispecificc si lega a BCMA, CD19, CD20,

CD30, CD33, (D38, (D44, CD123, CD138, CEA, CLECIZA,
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C5-1, EGFR, EGERvIIT, EPCAM, DLL3, LGR5, MSLN, FOLRI,
FOLRS, HERZ?, HM1.24, MCSP o PSMA. In una forma di
realizzazione particoclarmente preferita, 1'anticorpo
bispecifico si lega a CLEC12A.

BCMA viene indicato anche come superfamiglia dei
recettori del fattore di necrosi tumorale, membro 17
(TNFRSF17}; TNFRSF13A2; antigene di maturazione dei
linfociti B; BCM; fattore di maturazione dei linfociti
E; proteina di maturazione dei linfociti B; antigene
CD269 o C(CD269. Identificativi: HGNC: 11913; Entrez
Gene: 608; Ensembl: ENSGO0000C48462; OMIM: 109545;
UniProtKB: Q02223.

CD19 wviene indicatc anche come moleccla CD19; antigene
di superficie dei linfociti T Leu-12; antigene CD19;
CVID3; antigene di differenziazicone CD19; B4; antigene
di superficie dei linfociti B BR4; antigene dei
linfociti B CD19. Identificatiwvi: HGNC: 1633; Entrez
Gene: 930; Ensembl: ENSGC0000177455; OMIM: 107265;
UniProtXB: P153%1.

CD20 wviene indicato anche come 4 domini transmembrana,
sottofamiglia A, membrco 1 (MS4Al); MS4AZ2; CD20; S87;
antigene di superficie dei leucocitl Leu-16; antigene
dei linfociti B CD20; Bp35; antigene di superficie
cellulare dei linfcciti B Bl; antigene CD20; recettore

CD20; CVIDS; antigene di superficie dei linfociti B




Bi; Bl; membro 1 della sottofamiglia A a 4 domini
transmembrana; LEU-16. Identificativi: HGNC: 7315;
Entrez Gene: 931; Ensembl: ENSG00000156738; OMIM:
112210; UniProtKB: P11836.

CD30 viene indicato anche come superfamiglia deil
recettori del fattore <¢i necrosi tumorale, membro 8
{TNFRSFB) ; antigene Ki-1; CD30; Ki-1; Dislé6E;
recettore citochinico CD30; antigene di attivazione
dei linfociti CD30; membro 8 della superfamiglia dei
recettori del fattore di necrosi tumorale; CD30L
recettore; antigene CD30. Identificativi: HGNC: 11923;
Entrez Gene: 943; Ensembl: ENSG00000120949; OMIM:
153243; UniProtKB: P28908.

CD33 viene indicato anche come molecola CD33; SIGLEC-
3; antigene CD33 (Gp67); antigene di superficie delle
cellule mielcidi CD33; lectina 3 Ig-simile Ilegante
1’acido sialico; 8iglec-3; SIGLEC3; antigene CD33 e
gp67; Identificativi: HGNC: 1659; Entrez Gene: 945;
Ensembl: ENSG00000105383; OMIM: 159590; UniProtKB:
P20138.

CD38 wviene indicato anche come mclecola CD38; TI10;
antigene CD38 (P45); cADPR idrolasi 1; ADP-ribosil
ciclasi 1; ADP-ribosil ciclasi/ADP-ribosic ciclico
idrolasi; NAD(+) nucleosidasi; EC 3.2.2.5; ADP-ribosioc

ciclico idrolasi 1; antigene CD38. Identificativi:




HGNC: 1667; Eritrez Gene: 952; Ensembl:
ENSGO0Q000004468; OMIM: 107270; UniPrctKB: P28907.

CD44 viene indicato anchercome molecola CD44 ({gruppo
sanguigno indianc); IN; MDU2Z; antigene CD44 (funzione
di homing e sistema di gruppc sanguigno indiano};
MDU3; CDW44; MiC4; CSPG8; .  proteoglicanc corn
condroitinsolfato 8; HCELL; ligando di E-selectina ed
L-selectina delie cellule ematopoietiche; MC56;
recettore della matrice extracellulare III; Pgpl;
proteoglicanc con .eparansclfatec; Glicoproteina di
superficie cellulare CD44; recettore dello ilalurconato;
epicano; glicoproteina fagocitica 1; funzione di
homing e sistema di gruppo sanguigno indiano; ECMR-
IIT; CDwd44; HUTCH-I; epicanc; LHR; PGP-1; antigene
CDA4; PGP-I; recettore linfocitario di homing/adesione
CP90; glicoproteina fagocitica I; antigene Hermes.
Identificativi: HGNC: 1681l; Entrez Gene: 960; Ensembl:
ENSG00000026508; OMIM: 10726%9; UniProtKB: P16070.

CD123 wviene indicato anche come ciclo di divisione
cellulare 123; omologo del ciclo di divisione
cellulare 123; ClOorf7; omologo della proteina del
ciclo di divisione cellulare 123; D123; proteina D123;
HT-1080; CCEP123; PZ32; CEP89; omoclogo del ciclo di
divisione cellulare 123 (S. cerevisiae); FLJ14640;

fase di lettura  aperta 7 del cromosoma  10.
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Identificativi:  HGNC: 16827; Entrez Gene: 887Z;
Ensembl: ENSG00000151465; OMIM: 615470; UniProtKB:
Q75794.

CD138 wviene indicato anche come sindecanc 1 (5CDl);
CD138; SDC: recettore del fattore di crescita del
. fibrcblasti, proteoglicano cen eparansolfato;
proteoglicano sindecano 1; sindecano; SYND1;
sindecanc-1; antigene CD138. Identificativi: HGNC:
10658; Entrez Gene: 6382; Ensembl: ENSG00000115884;
OMIM: 186355; UniProtKB: P1BBZ27.

CEA viene indicatec anche come molecola di adesione
cellulare 5 correlata all’antigene carcinoembriocnario
(CEACAM5) ; antigene del meconio 100; CDé66e; antigene
carcinoembrionario; antigene CDéte. Identificativi:
HGNC: 1817; Entrez Gene: 1048; Ensembl:
ENSGO0C00105388; OMIM: 114890; UniProtKB: P0&731.
CLEC12A vwviene indicato anche come famiglia 12 del
dominio della lectina di tipo C, membrc A; proteina
lectina di tipo C CLL-1; MICL; lectina 2 associata
alle cellule dendritiche; superfamiglia delle lectine
di tipo C; recettore simile alle lectine di tipo C
inibitorio mielcide; molecola simile alle lectine di
tipe C-1; CLL-1; DCAL2; CLL.L; molecola simile alle
lectine di tipo € 1; DCAL-2; sottofamiglia I dei

recettori simili alle lectine delle cellule killer,
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membroe 1 (KLRL1}; CD371 (Bakker A. et al. Cancer Res.
2004, 64, pagg. 8843-50; numerc di accesso a
GenBankTM: AY547296; Zhang W. et al. numerc di accesso
a GenBankTM: AF247788; A.S. Marshall, et al., J. Biol.
Chem. 2004, 279, pagg. 14792-802; numero di accessc a
GenBankTM: AY498550; Y. Han et al. Blood 2004, 104,
pagg. 2858-66; H. Floyd, et al. numero di accesso a
GenBankTM: AY426759; C. H. Chen, et al. Blood 2006,
107, wpagg. 1459-67)., TIdentificativi: HGNC: 31713;
Entrez Gene: 160364; FEnsembl: ENSC00000172322; OMIM:
612088; UniProtKB: Q50GZ9. CLEClZA & un antigene che e
espresso sulle cellule blastiche leucemiche e sulle
cellule staminali leucemiche nella leucemia mieloide
acuta (IMRA), comprese le cellule staminali leucemiche
negative per CD34 o esprimenti un basso livellc di
CD34 (popolazione marginale) (A.B. Bakker et al.
Cancer Res. 2004, 64, pagg. 8443-50; Van Rhenen et al.
2007 Blood 110:2659; Moshaver et al. 2008 Stem Cells
26:3059). Altrimenti, si pensa che 1'espressione di
CLEC12A sia ristretta alla linea ematopoietica, in
particolare alle cellule mieloidi nel sangue
periferico e nel midollc osseo, cioe granulociti,
monociti e precursori delle cellule dendritiche. In
maniera piu importante, CLECIZA & assente sulle

cellule staminali emopoietiche. Questo profilo di
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espressione rende CLECIZA un bersaglic particolarmente
favorevele nella IMA. La forma a lunghezza intera di
CLEC12A comprende 275 residui ammincacidici, compreso
un ulteriore tratto intracellulare di 10 amminocacidi
che @& assente nella maggior parte delle altre
isoforme, e mostra un = profilo di  espressione
rigorosamente misloide (livelle di espressione
superficiale e di mRNA). Il termine “CLECIZA ¢ suo
equivalente funzionale” gi riferisce a tutte Ile
varianti (quali di splicing e di mutazione} cuil viene .
fatto riferimento scpra ed alle sue iscforme che
mantengono un profile di espressicne rigorocsamente
mieloide (sia & livello di espressione superficiale
che a livello di mRNA) come descritto in Bakker et al.
Cancer Res. 2004, 64, pagg. 8443-50 e Marshall 2004 -
J. Biel. Chem. 279(15), pagg. 14792-80Z. Un anticorpo
di legame per CLECI2A dell’invenzione si lega al
CLEC12A umanc. Laddove si faccia qui .riferimento a
CLEC12A, il riferimento & al CLECIZA umano, a meno che
non sia specificamente indicato diversamente.

I1 corecettore dei linfociti T ¢CD3 (cluster di
differenziazione 3) & un complesso proteico ed e
costituito da gquattro catene distinte. Nel mammiferi,
il complesso contiene una catena CD3y, una catena CD33

e due catene (CD3eg. Queste catene si associano ad una
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molecola nota come recettore dei linfeciti T (TCR) ed
alla catena ({ per generare un segnale di attivazione
nei linfociti T. TCRw, TCRB, catena { e molecole CD3
insieme costituiscono il complesso TCR. CDR3 viene
espressc suil linfociti T. Un anticorpo che si lega a
CD3 pud legare una catena CD3y, una catena CD33, una .
catena CD3g o una combinazione di  CD38/CD3e o
CD3y/CD3e. L'anticorpe di legame per CD3 della
presente invenzione si lega alla catena CD3es. CD3g e
nota sotto vari pseudenimi, alcuni dei quali sono:
“molecola CD3e, epsilon {complesso CD3-TCR)”;
“antigene CD3e, polipeptide epsilon (complesso TiT3)";
antigene di superficie dei linfociti T T3/Leu-4 catena
epsilon; T3E; complesso del recettore dell’antigene
dei linfociti T, subunita epsilon di T3; antigene
CDh3e; CD3-epsilen 3; IMDIB; TCRE. Identificativi per
il gene CD3E sono HCGNC: 1674; Entrez Gene: ©°16;
Ensembl: ENSG00000198851; OMIM: 186830 e UniProtKB:
P07766. E stato dimostrato che gli anticorpi leganti
CD3 bispecifici che indirizzano a bersaglio la catena
CD3¢e Sono efficaci nel reclutamentc dei linfociti T
verso cellule aberranti. Quindi, urn anticorpo
(bispecifico) secondo la presente invenzione contiene
preferibilmente una combinazione di catene

pesanti/leggere che si Jlega a CD3e. Un anticorpo di

o s
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legame per CD3 dell’invenzione si lega al CD3 umano.
Laddove si faccia qui riferimentc a CD3, il
riferimento & al CD3 umano, a meno che non sia
specificamente indicato diversamente.

CS-1 wviene indicato anche come citrato -sintasi; EC
2.3.3.1; citrato sintasi, mitccondriale;  EC 2.3.3.
Identificativi: HGNC: 2422; Entrez Gene: 1431 Ensenbl:
ENSGC0000062485; OMIM: 118950; UniProtKB: 075390,

FEGFR viene indicatc anche ccme recetteore del fattore
di crescita epidermico; omologo dell’oncogene virale
della leucemia eritroblastica (V-Erb-B) {(aviario);
ERBB1; PIG61; proto-oncogene C-ErbB-1; omologo
dell’ oncogene virale aviario della leucemia
eritroblastica (V-Erbh-B) ; tirosin-protein chinasi
recettoriale ErbB-1; proteina inibente la crescita
cellulare 40; proteina inducente la proliferazicne
cellulare 61; HER1; mENA; EC 2.7.10.1; EC 2.7.10;
recettore del fattore di crescita epidermico (omolego
dellfoncogene virale aviario della leucemia
eritroblastica (V-Erb-B)). Identificativi: HGNC: 3236;
Entrez Gene: 1956; Ensembl: FENSG0O0000146648; OCMIM:
131550; UniProtKB: P0O0533.

EGFRvIII & una variante comune di EGFR (Onccgene, 23
maggio 2013; 32(21):2670-81. Doi:

10.1038/0nc.2012.280. Epub 16 luglio 2012).
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Tipe delta 3 (DLL3) viene indicato anche come tipo-
delta 3); omologo di delta 3 di Droscphila; delta3;
tipe delta (Drosophila) 3; SCDOl. Identificativi per
DLL3 sono: HGNC: 2909; FEntrez Gene: 10683; Ensembl:
ENSGO0000090932; OMIM: 602768 e UniProtKB: QONYJ7.

LGR5 @& 11 recettore 5 accoppiato a proteine G
contenente  ripetizioni  ricche di  leucine.  Nomi
alternativi per il gene o la proteina sono recettore 5
accoppiato a proteine G contenente ripetizioni ricche
di- leucine; recettore 5 acceoppiato a proteine G,
contenente ripetizioni ricche di leucine; recettore
HG38 accoppiato a proteine G; recettore 49 accoppiato
a proteine G; recettore 67 accoppiato a proteine G;
GPR67; GPR49; recettore orfano HG38 accoppiate a
proteine G; recettore 49 acceoppiato a proteine G;
GPR49; HG38 e FEX. Una proteina o un anticorpo
dell’invenzione c¢he si leganc a LGR5, si legano
all’LGRS umano. La proteina o 1l’anticorpo di legame
per LGR5 dell’invenzione, a causa della similarita di
sequenza e struttura terziaria tra ortologhi umani e -
di un altro mammifero, possonc anche legare un tale
ortologo, ma non necessariamente. I numeri di accesso
alle banche dati per la proteina LGRS umana e per il
gene che la codifica sono (NC 000012.12; NT 029419.13;

NC 018923.2; NP 001264155.1; NP 001264156.1;
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NP 003658.1).

MSLN, o mesotelina, viene indicato anche come
Mesotelina; fattore potenziante i pre-pro-
megacariociti; antigene CAKLl; MPF; proteina correlata
alla mesotelina MPT solubile; fattore potenziante 1
.megacariociti e SMRP. Identificativi per MSLN . sono:
HGNC: 7371; Entrez Gene: 10232; Ensemnbl:
ENSG00000102854; CMIM: 601051; UniProtKB: (13421,

I1 recettore del folato 1 viene indicato anche come
FOLR1l; recettore del folato 1, recettore del folato 1;
antigene correlato al tumecre ovarico MOv18; proteina
legante 11 folato nell’adulte; recettore del folato,:
adulto; cellule KB FBP; FR-alfa; FOLR; FBP; proteina
legante 11 folato; e recettore del folato 1.
Identificativi per FOLR1 sono HGNC: 3791; Entrez Gene:
2348; Ensembl: ENSGO0C00110195; CMIM: 136430;
UniProtKB: P15328.

I1 recettore del folato 3 viene indicato anche come
FOLR3; recettore del folato 3 {gamma); FR-gamma;
recattore del folato 3; gamma-HER; ed FR-G.
Identificativi per FOLR3 scno HGNC: 3795; Entrez Gene:
2352; Ensembl: ENSGO0C00110203; OMIM: 602469; ed
UniProtKB: P41438.

EPCAM viene indicato anche come molecola di adesione

cellulare epiteliale; EGP40; MAS1; ESA; MICI8; KS1/4;
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trasduttore del segnale del calcic 1 correlato a
tumori; MK-1; TACSTD1; glicoproteina epiteliale umana-
2; TROPL; componente di  membrana, cromosoma 4,
marcatore di superficie {glicoproteina di 35kD);
antigene correlato all’ adenocarcinoma; EG?;
- glicoproteina di superficie celluiare Trop-1; Ep-CAM;
glicoproteina epiteliale 314; GA733-2; proteina
principale correlata a tumori gastrointestinali GAT33-
2; MI152; EGP314; antigene .CD326; KSA; antigens di
superficie delle cellule epiteliali; DIARS;
glicoproteina epiteliale; ENPCC8; hEGP314; antigene
identificato mediante l1"anticorpe monoclconale AUAL;
antigene KS 1/4; EGP-2; ACSTD1. Identificativi: HGNC:
11529; Entrez Gene: 4072; Ensembl: ENSGO0000119888;
OMIM: 185535; UniProtXB: P16422.

HERZ viene indicato anche come omeologo 2 dell’oncogene
virale aviario della leucemia eritrcoblastica V-Erb-B2;
ERBB2; CD340; NGL; HER-2; HER-2/neuZ; NEUZ; TKR1;
omologo dell’oncogene derivato da neuro/glioblastoma;
proteina C-ErbB2/Neu; proteina del gene 19 del
linfonodo metastatico; herstatina; proto-cncogene C-
ErbB-2; omologo dell’ oncogene derivato da
neurcblastoma/glicblastoma; proto-cncogene Neu;
tirosin-protein chinasi recettoriale ErbB-2; recettore

della superficie cellulare di tipo tircesin chinasico
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HERZ; omclogo 2 dell’oncogene virale della leucemia
eritroblastica V-Erb~B2, omologo dell’ oncogene
derivato da neuro/glioblastoma; MLN  19; MLN1SG;
pl85erbB2; antigene CD340; EC 2.7.10.1; EC 2.7.10;
omolcgo 2 dellfoncogene virale aviario della leucemia
eritroblastica V-Erb-B2 {ocmologo dell’oncogene
derivato da neuro/glicblastoma). Identificativi: HONC:
3430; Entrez Gene: 2064; Ensembl: ENSG00000141736;
OMIM: 164870; UniProtKB: P045626.

HMi.24 wviene 1indicato anche come BSTZ; antigene 2
delle cellule stromali del midollo osseo; teterina;
BST-2; antigene stromale 2 del midello osseo; antigene
HM1.24; Teterina; CD317; antigene CD317; NPC-A-7.
Identificativi: HGNC: 1119; Entrez Gene: 684; Ensembl:
ENSGO0000130303; OMIM: 600534; UniProtKB: Q10589.

MCSP viene indicato anche come proteina ricca di
cisteine correlata ai mitocondri dello sperma (SMCP);
MCSP; MCS; selenoproteina della capsula mitocondriale;
HSMCSGEN1; proteina ricca di cisteine correlata ail
mitocondri spermatici. Identificativi: HGNC: 6962;
Entrez Gene: 4184; FEnsembl: ENSGO0000163206; OMIM:
601148; UniProtKB: P48901.

PSMA viene indicato anche come folate idrolasi
(antigene di membrana specifico della prostata) 1;

FOLHI; NAATAD]; FOLH; mGCP; glutammato
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carbossipeptidasi II; dipeptidasi I acida N-acetilata
legata in alfa; PSM; NAALADasi I; PSMA; EC 3.4.17.21;
glutammato carbossilasi II; GCPZ; proteina del gene 27
inibente la crescita cellulare; NAALAdasi; folilpcli-
gamma-glutammato carbossipeptidasi; glutammato
carbossipeptidasi 2; glutammato carbossipeptidasi di
membrana; dipeptidasi acida N-acetilata legata in alfa
1; pteroilpoli-gamma-glutammato carbossipeptidasi;
variante F dell’antigene di membrana specifico della
prostata; FGCP; folato idrolasi. 1; GCPII; antigene di
membrana specifice della prostata. Identificativi:
HGNC: 3788; Entrez Gene: 2346; Ensembl:
ENSGOC000086205; OMIM: 600934; UniProtKB: (04609,

PSMA non deve essere confusce con la subunita del
proteasoma (proscme, macropain) di tipo alfa 1 che e
anche nota con lo pseudonimo di PSMAIL.

I numeri di accesso vengono forniti principalmente per
fornire un altro metodo di identificazione di un
bersaglio, la sequenza reale della proteina legata puod
variare, per esemplo a causa di una mutazione nel gene
codificante, quali quelle che sono presenti in alcuni
tumeri o simili. Il sito di legame per 1l’antigene si
lega all’antigene e ad una varietd di sue varianti,
quali quelle espresse da parte di alcune cellule

immunitarie o tumorali positive per l’antigene.
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Quando si fa gquil riferimentoc ad un gene e ad una
proteina, il riferimento & preferibilmente alla forma
umana del gene o della proteina. Quande si fa qui
riferimento ad un gene o ad una proteina, i fa
riferimento al gene ¢ alla proteina in natura ed a
forme wvarianti del gene o della proteina come si
POSSONO rilevare in tumori, Cancro e simili,
preferibilmente come si possono rilevare in tumori e
cancro umani e simili.

Un  anticorpo Dbispecifico dell’invenzione si . lega
preferibilmente alle proteine umane BCMA, CD19, CD20,
CD30, D33, D38, (D44, CD123, CD138, CEA, CLECl2a,
C5-1, EGFR, EGFRvIII, EPCAM, DLL3, LGR5, MSLN, FOLRIL,
FOLR3, HERZ, HM1.24, MCsP, PSMA o ad una loro

variante. Inutile dire che la combinazione di catene

pesanti/leggere legante 1"antigene si lega
preferibilmente alla parte extracellulare
dell’ antigene. Un  anticorpo  bispecifico  secondo

1’ invenzione si lega preferibilmente al CLEC1ZA umano
o ad una sua variante. Un anticorpo bispecifico
preferito secondo 1’ invenzione si lega al CD3 umano ed
al CLEC12A umanc ¢ ad una leoro variante.

HGNC sta per —comitato di  nomenclatura genica
dell’HUGO. Il numero che segue 1'abbreviazione e 1il

numere di  accesso con cui  si  posscne recuperare
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informazioni sul gene e sulla proteina codificata dal
gene dalla banca dati dell’HGNC. Entrez Gene fornisce
il numero di accesso o 17identificative del gene con
cul si possonc recuperare informazioni sul gene ¢
sulla proteina codificata dal gene dalla banca dati
.dell’NCBI (National Center for Biotechnology.
Information). Ensembl fornisce il numero di accesso
con cul si possono ottenere informazioni sul gene o
sulla proteina codificata dal gene dalla banca dati di
Ensembl. Ensembl & un progetto congiunte tra EMBL-ERT
ed 11 Wellcome Trust Sanger Institute per sviluppars
un sistema di programmi che produce e mantiene
un’annctazione automatica su genomi eucariotici
scelti.

L'invenzione fornisce un anticorpo che si lega al CD3
umano, il quale anticorpe comprende una catena pesante
ed una catena leggera in cul la suddetta catena
pesante comprende una regione variabile che comprende

la segquenza amminoacidica:
QUQLV QSGGG VVQPG RSLRL SCVASG FTFSS YGMHW VRQAP GKGLE WVAAL

WYX;XeR KQDYA DSVKG RETIS RDNSK NTLYL QMNSL RAEDT AVYYC TRGTG
YNWED PWGQG TLVTV S35

con 0-5 sostituzioni amminoacidiche in una o© piu
posizioni diverse dalla posizicne indicata mediante
X1¥X2 e diverse dalle regioni CDR;

in cui
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X1 = N ed X2 = A;

XK1 = Ned Xz =T;

X1 = Hed X = G;

X1 = Ded Xz =G; o

X1 = H ed X2 = A; e la suddetta catena leggera
.comprende la regione variabile della catena leggera
012/IgVK1-39 della £figura 23A con 0-5 sostituzioni
ammincacidiche.

Viene incltre descritta una catena leggera che
comprende una regione variabile della .catena leggera
comprendente la seguenza amminocacidica di un segmento
genico 012/IgVk1-39*01, come descrittc nella figura
234, con c-10, preferibilmente 0-5 inserzioni,
delezioni, sostituzioni, addizioni ammincacidiche o
una loro combinazione. L’'espressione “catena leggera
012”7 sara utilizzata in ognli parte della descrizione

W

come abbreviazione per una catena leggera
comprendente una regione varlabile della catena
leggera comprendente la sequenza amminoacidica di un
segmento genico 012/IgVk1-39*%01, come descritto nella
figura 23A, con 0-10, preferibilmente 0-5 inserzioni,
delezicni, sostituzicni, addizioni ammincacidiche o
una loro combinazione”. IgVkl-39 & un’abbreviazione

per gene dell’immuncglobulina variabile kappa 1-39. Tl

‘gene & noto anche come immunoglobulina kappa variabile
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1-39; IGKV139; IGKV1-39; 0iZa o 012. Identificativi
esterni per 1l gene sono HGNC: 5740; Entrez Gene:
28930; Ensembl: ENSGOC000242371. Una sequenza
amminocacidica preferita per IgvVkl-39 & fornita nella
figura 23A. Questa elenca la sequenza della regione V.
La regione V pud essere combinata con una di cingue
regioni J. Le figure 23B e 23C descrivono due sequenze
preferite per IgVkl-39 in combinazione con una regione
J. Le sequenze unite vengonc indicate come IGKV1-
39/9kl ed IGKV1-39/3k5; nomi alternativi sono IgVkl-
39*01/IGIk1*01 o IgVx1l-39*01/IGJx5*01 {nomenclatura
secondo la banca dati internet dell’IMGT presso
imgt.org).

Si preferisce che la regione variabile della catena
leggera comprendente 012/IgVk1-39*01 sia una sequenza
della linea germinale. Si preferisce Inoltre che la
regione variabile della catena leggera comprendente
IGIk1*01 o IGJk5*01 sia una sequenza della linea
germinale. In una forma di realizzazione preferita, le
regioni wvariabili della catena leggera IGKV1-39/jkl o
IGKV1-39/7k5 sono sequenze della linea germinale.

In una forma di realizzazione preferita, la regione
variabile della catena leggera comprendé QlZ/IgVKl—
3901 della linea germinale. In una forma di

realizzazione preferita, la regione variabile della
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catena leggera comprende 1le catene leggere Kappa
IgVk1-39*01/IGJIxk1*01 o IgVk1-39*01/IGJk5*01. In una
forma di realizzazione preferita, una Igvkl-
39*01/1GJIx1*01. La regicne variabile della catena
leggera comprende preferibilmente una catena leggera
kappa IgVk1-39*01/IGJkl1*C1l della linea germinale o una
catena leggera kappa IgVxl-39*01/IGJxk5*01 della linea
germinale, ©preferibilmente una IgVxk1-39%01/IGJIx1*Q1
della linea germinale.

I linfociti B maturi che produccno un anticorpo . con
una catena leggera 0l2 spesso preducono una catena
leggera che ha subito una o pil mutazioni rispetto
alla seguenza della linea germinale, cice rispetto
alla sequenza normale nelle cellule non linfoidi
dell’organismo. Il procedimento che e responsabile di
queste mutazioni viene sSpesso indicato come
{iper)mutazione somatica. La catena leggera risultante
viene indicata come catena leggera maturata per
affinita. Quando derivaté da una ssquenza 012 della
linea germinale, tali catene leggere sonc catene
leggere derivate da ©l12. In dquesta descrizione,
1’ espressione “catene leggere 012" includera le catene
leggere derivate da 012. Ovviamente, le mutazioni che
vengono introdotte mediante ipermutazicone scmatica

possono  anche essere introdotte artificialmente in
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laboratoric. In laboratorio possono essere 1introdotte
anche altre mutazioni senza influenzare le proprieta
della catena leggera nella qualita, non
necessariamente nella guantita. Una catena leggera &
almenc una catena leggera 012 se comprende una
sequenza come descritta in figura 23A, figura 23B o
figura 23C con 0-10, preferibilmente 0-5 inserzioni,
delezioni, sostituzioni, addizioni ammincacidiche o
una loro combinazione. In una forma di realizzazicne
preferita, la catena leggera 012 & una catena leggera
comprendente una sequenza come descritta in figura
23A, figura 23B o figura 23C con 0-9, 0-8, 0-7, (-6,
0-5, Q-4 inserzioni, delezioni, sostituzioni,
addizioni amminocacidiche o una loro combinazione. In
una forma di realizzazione preferita, la catena
leggera 012 & una catena leggera comprendente una
sequenza come descritta in figura 23A, figura 23B o
figura 23C con 0-5, preferibilmente  0-4, pin
preferibilmente 0=-3 inserzioni, delezioni,
sostituzioni, addizioni amminoacidiche o© una loro
combinazione. In una forma di realizzazione preferita,
la catena leggera Cl2 & una . catena leggera
comprendente una sequenza come descritta in figura

234, figura 23B o figura 23C con (-2, pin

preferibilmente 0-1, il piu  preferibiimente 0
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inserzioni, delezioni, sostituzioni, addizioni
amminoacidiche ¢ una loro combinazione. In una forma
di realizzazione preferita, la catena leggera 012 &
una catena leggera comprendente una sSequenza come
descritta in figura 23A o figura 23B con le citate
inserzioni, delezicni, sostituzioni, addizioni
amminoacidiche ¢ una loro combinazione. In una forma
di realizzazione  preferita, la catena leggera
comprende la sequenza della figura 23B.

L"anticorpo e preferibilmente un anticorpoc.
bispecifico. LY anticorpo bispecifico ha
preferibilmente una combinazione di regiocne variabile
della catena pesante/regione variabile della catena
leggera (VH/VL) che si lega a CD3 ed una seconda
combinazione di VH/VL che si lega ad un antigene
diverso da un antigene su CD3. In una forma di
realizzazione preferita, 1’antigene & un antigene
tumorale. In una forma di reallzzazione preferita, la
VL nella suddetta prima combinazione di VH/VL & simile
alla VL nella suddetta seconda combinazione di VH/VL.
In una forma di realizzazione piu preferita, le Vi
nella prima e nella seconda combinazione di VH/VL scono
identiche. In una ferma di realizzazione preferita,
1’anticorpo bispecifico & un anticorpo a lunghezza

intera che ha una combinazione di catene
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pesanti/leggere (H/L) che si lega a CD3 ed una
combinazione di catene H/L che si lega ad un altro
antigene, preferibilmente ad un antigene tumorale. In
una forma di realizzazione preferita, la catena
leggera nella suddetta prima combinazione di catene
H/L & simile alla catena leggera nella suddetta
seconda combinazione di catene H/L. In una forma di
realizzazione piu preferita, le catene leggere nella
prima e nella seconda combinazione di catene H/L sonc
identiche, c¢ice una caténa ‘leggera umena simile o
identica & una cosiddetta “catena leggera comune”, che
& una catena leggera che pud combinarsi con differenti
catene pesanti per formare anticorpi con domini di
legame per antigeni funzionali. In una forma di
realizzazicne preferita, la catena leggera nella
suddetta prima combinazione di catene H/L 'comprende
una regione variabile della catena leggera che &
simile alla regione wvariabile della catena leggera
nella suddetta seconda combinazione di catene H/L. In
una forma di realizzazione piu preferita, le regioni
variabili della catena leggera nella prima e nella
seconda conmbinazione di catene H/L sono identiche,
cioé una regione variabile della catena leggera umana
simile o identica & una cosiddetta “regione variabile

della catena leggera ccmune”, che & una regione
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variabile della catena leggera che pud combinarsi con
regioni variabili della catena pesante differenti per
formare anticorpi con domini di legame per antigeni
funzicnali. La catena leggera comprendente una regione
variabile della catena leggera comune =
preferibilmente una catena leggera ccmune. La catena
- leggera comprende preferibilmente una regione
variabile della catena leggera comprendente la
sequenza amminoacidica di un segmento genico
.012/Igvk1-39*01, come descritto nella figura 23R, con
0-5 sostituziconi amminoacidiche, come ulteriormente
definite qui altrove. Preferibilmente, 1la catena
leggera comune ha una sequenza della linea germinale.
Una sequenza preferita della linea germinale & una
regione wvariabile della «catena leggera <che viene
utilizzata frequentemente nel repertorio umano ed ha
buone stabilita termodinamica, resa e solubilita. Una
catena leggera della linea germinale preferita e 012,
come indicato qui sopra. Una sequenza preferita per
012/IgVki~39 wviene fornita nella figura 23A. Questa
elenca la secuenza della regione V. Le figure 23B e
23C descrivono due sequenze preferite per IgVk1-39 in
combinazione con una regione J. Le sequenze unite
vengono indicate come IGKV1-39/9k1 ed IGKV1-39/jk5;

nomi alternativi sono IgVkl1-39*01/IGJk1*01 o Igvxl-
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39*01/IGJk5*01.

S1 preferisce che la regione wvariabile leggera
012/IgVxk1-39*01 sia una sequenza della linea
germinale. Si preferisce che la regione variabile
della catena leggera comprendente 012/IgVk1-39*01 sia
una seguenza della linea germinale. Si preferisce
inecltre che la regione variabile della catena leggera
comprendente IGJIJxkl1*01 o IGJIk5*01 @ sia una seguenza
della linea germinale. In una forma di realizzazione
preferita,  le regioni variabili della catena leggera
IGKV1-39/7kl o IGKV1-39/7k5 sono sequenze della linea
germinale. La catena leggera 012 dell’anticorpo
bispecifico & preferibilmente una catena leggera 012
come indicato gui sopra.

Un antigene tumcorale & definito dal profilo della sua
espressione. Un antigene specificco del tumore e
tipicamente presente solo sulle cellule di un tumore e
non su alcuna altra cellula nell’organismo umanc dopo
la nascita, preferibiimente adulto. Un antigene
associato al tumore & tipicamente presente sulle
cellule di un tumore ed anche su alcune cellule
normali nell’organismo umano dopo la nascita,
preferibilmente adultec. Come gqui utilizzato, un
antigene tumorale & tipicamente un antigene specifico

dei tumori o asscciato ai tumori. Gli antigeni
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ftumorali possonce essere coinvolti, o meno, nel
processo oncogeno. Possono essere differenti, o meno,
dalla proteina “normale” negli individui sani. Si
osserva che vari antigeni specifici dei tumori sono
stati successivamente dimostrati essere espressi anche
su alcune altre cellule non. oncogene. Antigeni
tumorali preferiti scno antigeni tumcrali che sono
espressi sulla superficie cellulare e c¢he hanno una
parte extracellulare. Tipicamente, l'anticorpo si lega
ad una parte extracellulare dell’antigene.

Come gui utilizzato, il termine Tanticorpo’” si
riferisce ad una moleccla prcteica appartenente alla
classe proteica delle immunoglobuline, comprendente
unc © pin domini che si legano ad un epitopo su un
antigene, in cui tali domini sono derivati da o
condividono un‘omologia di sequenza con la regione
variabile di "un anticorpo. Gli anticorpi  sono
costituiti tipicamente da unita di bkase strutturali -
ciascuna con dus catene pesanti e due catene leggere.
Gli anticorpi per usc terapeutico sono prefefibilmente
il pit possibile simili agli anticorpi naturali del
soggetto da trattare (per esempio anticorpi umani per
soggetti umani). Il legame dell’anticorpo pud essere
espresso in termini di specificita ed affinita. La

specificita determina quali sucil antigene o epitopo
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vengono specificamente legati dal dominio di legame.
L'affinita & una misura per la forza di legame per un
antigene ¢ un epitopo particelari. Il Ilegame, o
“riconoscimento specifico”, viene definito come legame
con affinita (KD} di almeno 1x10e-6M, 1x10e-7M, 1xlCe-
8M o almeno 1x10e-9M. Gli anticorpi per applicazioni
terapeutiche possono avere affinita di 1x10e-10M o
perfino superiori. Gli anticorpi della presente
invenzicne sono tipicamente anticorpi bispecifici e
della - sottoclasse delle IgG umane. Preferibilmente,
gli anticorpi della presente invenzione sono della
sottoclasse delle IgGl umane. I1 piu preferibilmente,
gli anticorpi della presente invenzicne sono molecole
IgG a lunghezza intera. L’invenzione fornisce anche un
derivato e/o un analogo di un anticorpo
dell’invenzione. Tall derivato e/¢ analecgo hanno 1
domini VH/VL di un anticorpoc dell’ invenzione
comprendenti preferibilmente 1a regicne variabile
della catena leggera comune, come definitc qui
altrove. Derivati adatti sono frammenti Fv a catena
singola, moncbody, VHH e frammenti Fab. I derivati
possono essere fusi al domini CuZ2 e Cy3 di una catena
pesante di  un anticorpo. Il @ derivato comprende
preferibilmente inoltre il dominio Cgl di una catena

pesante anticorpale ed il dominio Cp di una catena
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leggera anticerpale. Il derivato pud anche essere in
un formato multivalente, preferibilmente in un formatc
bispecifico, in cui uno dei domini VH/VL di un
anticorpo comprence una combinazione di  regione
variabile della catena pesante/regione variabile della
catena leggera (VH/VL) che si lega a CD3
dell’ invenzione ed almeno un altrc dominio VH/VL di un
anticorpo che si lega ad un antigene che non & un
antigene CD3. L’almeno un altro dominio. VH/VL di un
anticorpo si lega preferibilmente ad un antigene
tumorale, preferibilmente a  CLECL2A. I formati
multivalenti VEengono facilmente preparati, per
esempic, producendo il derivato come proteina di
fusicne con o senza il gruppo di collegamente o lo
spaziatore peptidici adatti e/c convenzi.onali tra 1
demini VH/VL.

Un “anticorpe Dbispecifico” & un anticorpo come
descritto qui sopra comprendente una combinazione di
regione variabile dellia catena pesante/regione
variabile della catena leggera (VH/VL) che si lega a
CD3 ed una seconda combinazione di VH/VL che si lega
ad un antigene diversc da CD3, preferibilmente ad un
antigene tumorale. In una forma di realizzazione
preferita, la VL nella suddetta prima combinazione di

VH/VL e simile alla VL nella suddetta seccnda
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combinazione di VH/VL. In una forma di realizzazione
pin preferita, le VL nella prima e nella seconda
combinazicne di VH/VL sono identiche. In una forma di
realizzazicne preferita, 1’anticorpo bispecifico € un
anticorpo a lunghezza intera che comprende una
combinazione di catene pesanti/leggere che si lega a
CD3 ed una combinazione di catene pesanti/leggere che
si lega ad un altro antigene, preferibilmente ad un
antigene tumorale.

Il legame della combinazione di catene pesanti/leggere
per l"antigene viene ottenutc attraverso il sito di
legame per 1’antigene nella regione variabile della
compinazione di catene pesanti/leggere.

L’ invenzione fornisce anche formati bispecifici
alternativi, come quelli descritti in Spiess, C, et
al., (Alternative molecular formats and therapsutic
applications for bispecific antibodies. Mol. TImmunol.
(2015) http:
//dx.doi.org/10.1016/7 . .molimm.2015.01.003). I formati
di anticorpi  |Dbispecifici c¢he non sono @ classicl
anticorpi con due combinazioni di H/L hanno almeno un
dominio wvariabile comprendente una regione variabile
della catena pesante ed una regicne variabile della
catena leggera dell’invenzicne. Questo dominio

variabile pud essere collegato ad un frammento Fv a
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catena singola, un monobody, una VHH ed un frammento
Fab che fornisconc la seconda attivitd di legame.

I1 termine anticorpo bispecifico pud essere sostituito
con il termine pit ampio “una proteina di legame
bispecifica cemprendente un dominio variabile
immunoglcbulinico che si  lega a CD3, avente una
regione variabile della catena pesante ed una regione
variabile della catena leggera dell’invenzione; ed un
(poli)peptide di legame per l"antigene che si lega ad
un altro antigene”. In questa -forma di realizzazione,
il  (poli)peptide di liegame & preferibilmente un
(pcli)peptide come specificato in  Spiess et al.
(sopra) .

Tn un anticorpce bispecificco dell’invenzicne la catena
leggera nella combinazione di catene H/L leganti CD3 &
preferibilmente simile alla catena leggera nella
combinazione di catene H/L che pud legare un antigene
diverso da CD3, preferibilmente un antigene tumorale.
In una forma di realizzazione piu preferita, la catena
leggera in entrambe le combinazioni di catene H/L &
identica, cioe la suddetta catena leggera umana € una
cosiddetta “catena leggera comune”, che & una catena
leggera che pud¢ combinarsi con catene pesanti
differenti per formare anticorpl con domini di legame

per antigeni funzionali. Preferibilmente, la catena
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leggera comune ha una sequenza della linea germinale.
Una sequenza preferita della linea germinale e una
regicone variabile della catena leggera che &
utilizzata frequentemente nel repertorio umano ed ha
buone stabilita termodinamica, resa e solubilita. Una
catena leggera della linea germinale preferita & 012,
preferibilmente la catena leggera kappa umana della
linea germinale riarrangiata IgVk1l-39*01/IGJx1*01 o un
suo frammento o un suo equivalente funzionale (cicé lo
. stesso segmento genico di TgVkl-39 ma un differente
segmento genico di IGJxk) (nomenclatura secondo la
banca dati internet dell’IMGT presso imgt.org).

Come utilizzatce qui, 1l termine “catena leggera
comune” si riferisce alle due catene leggere (o alla
loro parte VL) nell’anticorpo bispecifico. Le due
catene Jleggere (o la loro parte VL) possono essere
identiche ¢ avere alcune differenze di segquenza
ammincacidica, mentre la  specificita di legame
dell’anticorpo a lunghezza intera non viene
influenzata. Per esempio, e nell’ambito della
definizicne di catene leggere comuni, come qui
utilizzatc, preparare o trovare catene leggere che
sSONo non identiche ma comungue funzionalmente
equivalenti, per esempic introducendo e testando

variazioni  amminoacidiche conservative, variazioni
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amminoacidiche in regioni che non contribuiscono, o lo
fanno solo parzialmente, alla specificita di legame
guando appalate con la catena pesante, e simili. I
termini “catena leggera comune”, “WL comune”, “catena
leggera singola”, “WL singocla”, con o senza 17aggiunta
.del termine “riarranglata”, sonc tutti utilizzati qui
in mode intercambiabile.

Preferibilmente, la catena leggera comune ha una
sequenza della linea germinale. Una sequenza preferita
della linea germinale & una regione variabile della
catena leggera che e utiiizzata frequentemente nel
repertoric umano. Una catena leggera della linea
germinale preferita e 012, preferibilmente la catena
leggera kappa umana della linea germinale riarrangiata
IgVkl-39*01/TGJx1*01 o un suo frammento o© un sSuo
equivalente funzicnale (cioe lo stesso segmento genico
di IgvVki-39% ma un differente segmentc genico di IGJIK]
(nomenclatura secondo la banca dati internet dell’ IMGT
presso imgt.org). I termini catenz leggera kappa umana
della linea germinale riarrangiata IgVkl-
39*%01/IGJx1*01, ICGKV1-39/IGKJl, catena leggera huVkl-
39 o in breve huvkl~-39 wvengonc utilizzati in modc
intercambiabile in ogni parte della domanda.
Ovviamente, colore che SONG esperti neil’arte

riconosceranno che “comune” si riferisce anche ad
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equivalenti funzionali della catena leggera di cui la
sequenza amminocacidica non e identica. Esistone molte
variantli della suddetta catena leggera in cul sono
presenti mutazioni {delezicni, sostituzienti,
inserzioni e/c addizioni) che non influenzano
materialmente la formazione di regioni di legame
funziocnale. La catena leggera della presente
invenzione pud anche essere una catena leggera come
specificate qui  sopra, avente 0-5. sostituzioni
amminoacidiche.

Un anticorpo dell’invenzicne & preferibilmente un
anticorpe IgG, preferibilmente un anticorpo IgGl. Il
termine “IgG a lunghezza intera” secondo 17 invenzione
viene definito come comprendente una IgG
essenzialmente completa, che tuttavia non ha
necessariamente tutte le funzioni di una IgG intatta.
A scansc di equivoci, una IgG a lunghezza intera
comprende due catene pesanti e due leggere. Ciascuna
catena contiene regioni costanti (C) e variabili (V),
che possono essere scomposte in domini indicati come
CH1, CHZ, CH3, VH, e CL e VL. Un anticorpc TgG si lega
all’antigene attraverso 1 domini delle regioni
variabili contenuti nella porzicne Fab, e dopo il
legame "pué interagire con molecole e cellule del

sistema immunitario attraverso 1 demini costanti,
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principalmente  attraverso la porziocne @ Fc. Gii
anticorpli a lunghezza intera secondo 1’invenzione
comprendono melecole IgG in  cul possono  essere
presenti mutazicni che forniscono le caratteristiche
desiderate. La IgG a lunghezza intera non dovrebbe
- avere delezicni di porzioni sostanziali di alcuna
delle regioni. Tuttavia, all’internc del termine “IgG
a lunghezza intera” scno comprese molecole IgG in cuil
vengonoe eliminati uno o diversi residul amminoacidici,
senza essenzialmente alterare le caratteristiche di
legame della molecola I1gG risultante. Per esempio,
tall molecole IgG possonce avere una delezione tra 1 e
10 residul amminoacidici, preferibilmente 1in regioni
nen CDR, in cul gli amminoacidi elimirati non sono
essenziall per la specificita di legame della IgG.

Gli anticorpi Igc a lunghezza  intera  vengono
utilizzati a causa della lorc emivita favorevole e per
il desiderio di rimanere 1l pitu possibile vicini a
molecole completamente autcloghe (umane) per ragioni
di immunogenicita. Sulla base della sua lunga emivita
circolatoria nell’uomo, si preferisce la IgGl. Alloc
scopo di  prevenire o evitare  1'immunogenicita
nell’uomo, si preferisce che 1’anticorpo bispecifico
IgG a lunghezza intera secondo 1’invenzicne sia una

IgGl umana. Il termine “bispecifico” significa che una
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combinazione di catene pesanti e leggere (combinazione
di H/L) o un braccic dell’anticorpo si leghino ad un
primo antigene, mentre 1’altra combinazione di H/L o
17altro braccio si leghino ad un secondo antigene, in
culi 1 suddetti primo e seconde antigene non sono
identici. Un antigene é&. tipicamente una moleccola che
funge da bersaglic per un anticorpo. Nella presente
invenzione si preferisce c¢he un antigene sia una
proteina espressa sulla membrana di una cellula di un
individuc. Seconde la presente invenzione, 1 suddetti
primo e seccndo antigene sono su  due molecole
differenti, che sonco preferibilmente localizzate su
due tipi di cellule differenti. Il termine “un braccio
[dell’anticorpol” si riferisce preferibilmente alla
combinazione di catena pesante/catena leggera
comprendente una porzione Fab di un anticerpo IgG a
lunghezza intera. Gli anticorpi Dbispecifici che
mediano la citctossicita reclutando ed attivando
cellule immunitarie endogene sono una classe emerdgente
di sostanze terapeutiche anticorpali di prossima
generazione. Questo pud essere ottenuto combinande le
specificita di legame per 1'antigene per le cellule
bersaglico (cicé, le cellule tumcralil e le cellule
effettrici {cioe, linfociti T, linfociti NK e

macrofagi) in una molecola {Cul et al. JBC 2012 (287)
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28206 28214; Kontermann, MABS 2012 (4) 182 197; Chames
e Baty, MABS 200¢% (1) 539 547; Moore et al. Blood 2011
(117) 4542 4551; Loffler et al. 2000 Blood 95:2088;
Zeidler et al. 19988 J. Immunol. 163:1246). Secondo
1’ invenzione, vengcno forniti anticorpi bispecifici in
cul una combinazione di catene pesanti/leggere si lega
all’antigene CLEC1ZA su cellule aberranti {tumorali},
mentre la seconda combinazione di catene
pesanti/leggere si lega a CD3 su cellule immunitarie
effettrici.

L’ invenzione fornisce anticorpi T1gG bispecifici in cui
una combinazione di catene pesanti/leggere riconosce
specificamente CLEC12A o urn suo equivalente
funzionale, compresi quegli equivalenti funzionali di
CLEC12A che szono privi del suddetto ulteriore tratto
intracellulare di 10 amminoacidi. Si preferisce un
anticorpo IgG bispecifico in cul una combinazione di
catene pesanti/leggere si lega alla forma a lunghezza
intera di CLEC1ZA. Inutile dire che la combinazione di
catene pesanti/leggere legante 1'antigene tumcrale si
lega alla parte extracellulare dell’antigene tumcrale.
I termini “dominic della regicne variabile”, “regione
variabile”, “dominio wvariabile”, “coppia @ VH/VL”,
“WH/VL”, “WH”, “WL”, “porzione Fab”, “braccio Fab”,

“Fab” o “braccio” vengono qui utilizzati in modo
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intercambiabile.

Il legame dell’antigene da parte di un anticorpo e
tipicamente mediato attraverso le regioni di
complementarieta dell’anticorpe e dalia struttura
tridimensiocnale specifica sia dell’antigene che del
dominio wvariabile, permettendo a queste due strutture
di legarsi insieme <con precisione (un’interazicne
simile ad una chiave-serratura), anziché attraverso un
attaccamento casuale e non specifico degli anticorpi.
Poiché tipicamente l’anticorpo riconcsce un epitopo di
un antigene, e poiché tale epitcopo pud essere presente
anche in altre proteine, gli anticorpi leganti CD3 c
CLEC12A secondc la presente invenzione  possono
riconoscere anche altre ©proteine, se tall altre
proteine contengono lo stessc epitopo. Quindi, 1l
termine “legame” non esclude 11 legame degli anticorpil
con un’altra proteina o con altra/e proteina/e che
contengono lo stesso epitopo. Una combirnazione di
catene pesanti/leggere che si lega a CD3 in un
anticorpo dell’invenzione non si lega ad altre
proteine sulla membrana di cellule in un essere umano
dopo la nascita, preferibilmente adulto. Una
combinazione di catene pesanti/leggere dell’invenzione
che si lega a CLECI2A non si lega ad altre proteine

sulla membrana di cellule in un essere umano dopo la
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nascita, preferibilmente adulto.

Un anticorpo bispecifico secondo la presente
invenzione si lega a CD3 ed un antigene tumorale si
lega a CD3 (preferibilmente a CD3 sulle cellule
effettrici) con un’affinitd di legame di almeno 1x10e-
&M, come descritto in maggior dettaglio sotte. In una
forma di realizzazione preferita 1l'affinitd di legame
per CD3 & di 1x10e-6M-1x10e-10M, preferibilmente di
1x10e~7M~-1x%10e-9M.

Un anticorpo  bispecifico secondo la presente
invenzione che si lega a CD3 e ad un antigene tumorale
si lega all’antigene tumcorale preferibilmente con
un’affinita di legame che & supericore all’affinita con
cul esso si lega a CD3. In una forma di realizzazione
preferita, 1"affinita del legame dell’ antigene
tumorale sulle cellule tumorali & almeno 2 volte, pil
preferibilmente 4 volite, piu preferibilmente & volte o
10 vclte superiore rispetto all’affinita di legame per
CD3. In una forma- di realizzazione preferita,
1l7affinita di legame per 1'antigene tumcrale e di
1x10e~-6M-1x10e-10M, preferibilmente di 1x10e-7M-1x10e-
10M, piu preferibilimente di almeno 1x10e-8,
preferibilmente di almenc 1x10e-9. Preferibilmente, in
combinazione con un’affinita per CD3 che & almeno 2

volte, pit preferibilmente 4 volte, pin
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preferibilmente 6 volte o 10 volte inferiore rispetto
allfaffinita di legame indicata per 1"antigene
tumorale. In una forma di realizzazione preferita,
1’affinitd di legame per Ll'antigene tumorale & di
1x10e-8-1x10e-10.

I1 termine “cellule aberranti”, come qui utilizzato,
comprende cellule tumorali, piu specificamente cellule
tumorali di crigine ematologica comprese anche cellule
pre-leucemiche, quali cellule che causano sindromi
mielodisplastiche (SMD) e cellule leucemiche quali
cellule tumorali della leucemia mieloide acuta (LMA) o©
cellule della leucemia mieloide cronica {IMC).

I termini “cellula immunitaria effettrice” o “cellula
effettrice” come utilizzati qui si riferisconoc ad una
cellula all’interno del naturale repertoric di celluie
nel sistema immunitario dei mammiferi che pud essere
attivata per influenzare la wvitalita di una cellula
bersaglio. lLe cellule immunitarie effettrici includono
cellule della linea linfoide, quali linfociti natural
killer (NK), linfociti T, ceompresi i Iinfociti T
citotossici, o linfociti B, ma anche le cellule della
linea mieloide posscno essere considerate cellule
immunitarie effettrici, quali monociti o macrofagi,
cellule dendritiche e granulociti neutrofili. Quindi,

la suddetta cellula effettrice & preferibilmente un
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linfocita NK, un linfocita T, wun linfocita B, un
monocita, un macrofago, una cellula dendritica o un
granulocita neutrofiloc. Secondo  1'invenzione, il
reclutamento di cellule effettrici wverso cellule
aberranti  significa che le cellule immunitarie
effettrici wvengono portate in stretta wvicinanza con le
cellule aberranti bersaglic, 1in modo tale che le
celiule effettrici possano uccidere direttamente o
iniziare indirettamente 1‘uccisione delle cellule
aberranti per cul esse vengono reclutate. Si
preferisce che un anticerpo legante CD3 si leghi a CD3
sulla superficie delle cellule effettrici.

Un anticorpo che si lega al CD3 umanc dell’invenzicne
comprende una regione variabile della catena pesante

che comprende la sequenza arminoacidica:
QVQLV (QSGGG VVQPG RSLRL SCVASG FTFSS YGMHEW VRQAP GKGLE WVAAI

WYX:XeR KQDYA DSVKG RFTIS RDNSK NTLYL OMNSL RAEDT AVYYC TRGTG
INWFD PWGQG TLVIV 55

LR

con 0-5 sostituzioni ammincacidiche in una o piu
posizioni diverse dalla pcocsizione indicata mediante
XXy e diverse dalle regioni CDR;

in cui

It

X1 N ed X2 = A;
X1 = Ned Xy = T;
X1 = Hed X = G;

X1 = Ded X =G; o
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X1 = Hed X = A,

La regione variabile della catena pesante pud avere 0O~
5 sostituzioni amminoacidiche rispetto alla sequenza
amminoacidica indicata. Le sostituzioni amminoacidiche
rispetto alla sequenza indicata, ovviamente, sono solo
in posizioni diverse dalle posizioni indicate mediante
Xi¥X2 e diverse dalle regicni CDR. Nelle posizioni
indicate mediante XX sono permessi solo gli
amminoacidi indicati. In una forma di realizzazione
.preferita, la regione variabile della catena pesante
comprende 0-4, preferibilmente 0-3, preferibilmente 0-
2, preferibilmente 0-1 e preferibilmente 0
sostituzioni ammincacidiche rispetto alla sequenza
amminoacidica indicata in posizioni diverse dalle
posizioni indicate mediante Xi¥X; e diverse dalle
regioni CDR. Una combinazione di  un’inserzione,
un’addizione, una delezione © una sostituzione & una
combinazione se le sequenze allineate non differiscono
per pitt di 10, preferibilmente non piu di 5 posizioni.
Un’interruzione in una delle sequenze allineate vale
per tanti amminocacidi quanti saltati nell’altra
sequenza.

Preferibilmente, le 1inserzioni, le delezioni, le
sostituzioni, le addizioni ammincacidiche o© una loro

combinazione non sono nella regione CDRZE della regione
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variabile della catena pesante, preferibilmente ncn
nella regione CDR1 e/o CDR2 della regione wvariabile
della catena pesante. In una forma di realizzazione
preferita, la regione wvariabile dellz catena pesante
non comprende una delezione, un’addizione o)
un’inserzione rispetto alla segquenza indicata. In
guesta forma di realizzazione, la regione variabile
della catena pesante pudé avere 0-5 sostituzioni

amminoacidiche rispetto alla sequenza ammincacidica

indicata. Una sostituzione amminoacidica e
preferibilmente una sostituzione amminoacidica
conservativa.

Un anticorpo che si lega al CD3 umano dell’invenzione
comprende una regicne variabile della catena pesante

che comprende la sequenza ammincacidica:
QVQLV (QSGGG VVQPG RSLRL SCVASG FIFSS YGMHW VRQAP GKGLE WVAAI

WYX1¥eR KODYA DSVKG RFTIS RDNSK NTLYL OMNSL RAEDT AVYYC TRGTG
YNWED PWGQG TLVIV 53

con 0-5 sostituzioni ammincacidiche in una o pid
posizioni diverse dalla posizione indicata mediante
X1¥X: e diverse dalle regioni CDR;

in cui

X1 =NedX = A;

X1 =NedX =T;

X1 = Hed X = G;

X1 =Ded X =G; o

46

Marco Bibvanni Marl



Xi = H ed X3 = A, é& preferibilmente un anticorpo
comprendente una regicne variabile della catena
pesante che comprende wuna sequenza amminoacidica
identificata mediante i numeri 519%2; 5193; 5196; 5197;
5351; 5354; 5356; 5603; 5616; 5626; 5630; 5648; 5L5661;
o 5694, come descritto nelle figure 12, 25 e 28. Lla
regione wvariabile della catena pesante comprende
preferibiimente una sequenza amminoacidica
identificata mediante i numeri 5196; 5197; 5603; 5616;
5626; 5630; 5648; 5661; o 5694, come descritto nelle
figure 12 e 25. La regione variabile della catena
pesante anticorpale comprende preferibilmente una
sequenza amminoacidica identificata mediante 1l numero
5196, come descritto neilla figura 12.

L’ invenzicne fornisce incltre un anticorpo bispecifico
che si lega al CD3 umanc dell’invenzicne che comprende
una catena pesante ed una catena leggera in cui la
regione variabile della catena pesante della suddetta

catena pesante comprende la sequenza amminoacidica:
QVQLV QSGGG VVQPG RSLRL SCVASG FTEFSS YGMHW VRQAP GKGLE WVAAL

WYX1X2R KQDYA DSVKG RFTIS RDNSK NTLYL QMNSL RAEDT AVYYC TRGTG
YNWFD PWGQG TLVTV 53

con 0-5 scostituzicni ammincacidiche in una o piu
posizioni diverse dalla posizicne indicata mediante
X1¥X, e diverse dalle regioni CDR;

in cul
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X1 =N ed Xz = A;
X1 = Ned X =T;
X1 = Hed X = G;

X1 = Ded X2 = G; o
X1 = Hed X2 = A.

La catena leggera e una catena leggera comune, come
definito qui altrove. L’ anticorpo bispecifico
comprende inoltre wuna combinazione di wuna catena
pesante e di una catena leggera che si lega ad un
altro antigene, preferibilmente ad un antigene
tumorale. La catena leggera della combinazione di una
catena pesante e di una catena leggera che si lega ad
un altro antigene & preferibilmente una catena leggera
comune, come definito qui altrove. ILa catena pesante

che comprende una regione variabile della catena

pesante comprendente la sequenza ammincacidica:
QVOLV QSGGG VVQPG RSLRL SCVASG FTFSS YGMHW VRQAP GKGLE WVAAI

WIX1XsR KQDYA DSVEG RFTIS RDNSK NTLYL OMNSL RAEDT AVYYC TRGTG
YNWFD PWGQG TLVTV 35

con O-5 sostituzioni amminocacidiche 1in una o pil
posizioni diverse dalla posizicne indicata mediante
XXy e diverse dalle regioni CDR;

in cul

X1 = N ed X2 = A;

X N ad X»

Il
3

X1

H ed X»

[
GY
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X3 = Ded X2 = G; o

X1 = H ed X2 = A, & preferibilmente una catena pesante
che comprende una regione variabile della catena
pesante comprendente una sequenza amminoacidica
identificata mediante 1 numeri 5192; 5193; 5196; 5197;
5351; 5354; 5356; 5603; 56le; 5626; 5630; 5648; 5661;
¢ 5694, come descritto nelle figure 12, 25 e 28. La
regione variabile della catena pesante dell’anticorpo
. bispecifico comprende preferibilmente una seguenza
ammincacidica identificata mediante i numeri 5196;
5197; 5603; 5616; 5626; 5630; 5648; 5661; o 5694, come
descritto nelle figure 12 e 25. l.a regicne variabile
della catena  pesante dell’anticorpo bispecifico
comprende preferibilmente la sequenza amminoacidica
identificata mediante il numerc 5196, come descritto
nelle figure 12.

Un anticorpo bispecifico dell’inveﬁziohe che comprende
una regione variabile della catena pesante che

comprende la sequenza amminoacidica:
QVQLV QSGGG VVQPG RSLRL SCVASG FTFSS YGMHW VRQAP GKGLE WVAAI

WYX1XeR KODYA DSVEG RFTIS RDNSK NTLYL OQMNSL RAEDT AVYYC TRGIG
YNWED EWGQG TLVTIV 58

con 0-5 sostituzioni ammincacidiche in una o pil
posizioni diverse dalia posizione indicata mediante
X1X2 e diverse dalle regioni CDR:

in cul
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X1 =N ed X» = A;
Xy = Ned X; = T;
X1 = Hed X = G;
X1 =Ded ¥ = G; o

X1

It

H ed X

Il
=

comprende preferibilmente inoltre una combinazione di
catene pesanti/leggere che si lega al CLEC12A umano.
In una forma di realizzazione preferita, la catena
pesante della combinazione di catene pesanti/leggere
che si lega al CLECI2A umanc comprende una regione

variabile che comprende la segquenza amminoacidica:
QVQLV QSGAE VKKPG ASVKV SCKAS GYTFT SYYMH WVRQA PGQGL EWMGI

INPSG GSTSY AQKFQ GRVTM TRDTS T3TVY MELSS LRSED TAVYY CRKGT

TGDWF DYWGQ GILVT VS3;
EVOLY QSGALR VEEPG ASWRY SCEAS GYTET SYYHH WVRGH BGLSL EWMBY

INPIG GETEY ACQHTQ GRVIM TRODTE TITVY HELZZ LESED TAVYY (ARGN

YEDEF DYWGD GULVT VEE; o

QVQOLV QSGAE VKKPG ASVEV SCKAS GYTEFT GYYMH WVRQA PGOGL EWMGH
INPNS GGTNY AQKFQ GRVIM TRDTS ISTAY MELSR LRSDD TAVYY CARDG
YFADA FDYWG QGTLV TVSS:;

con 0-10, preferibilmente (-5 inserzioni, delezioni,
sostituzioni, addizioni amminocacidiche ¢ una loro
combinazione.

La regicne wvariabile della catena pesante della
combinazione di catene pesanti/leggere che si lega al
CLECIZA umanc pud avere (0-10, preferibilmente 0-5
inserzioni, delezioni, sestituzioni, addizioni

amminoacidiche rispetto alla sequenza ammincacidica
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indicata, © una loro combinazicne. In una forma di
realizzazione preferita, la regione variabile della
catena pesante comprende 0-9, 0-8, 0-7, 0-6, 0-5, 0-4,
preferibilmente 0-3, preferibilmente 0-2,
preferibilmente 0-1 e preferibilmente 0 inserzioni,
deleziconi,. sostituzioni, = addizioni ammincacidiche
rispetto alla sequenza amminoacidica indicata, o una
loro combinazione. Una combinazione di un’ inserzicne,
una delezione, un’addizione ¢ una sostituzicne € una
combinazione come rivendicato se le sequenze allineate
non differiscono per piu di 5 posizioni.
Un’ interruzione 1in ﬁna delle sequenze allineate wvale
per tanti amminocacidi guanti saltati nell’altra
sequenza.

Un’ inserzione, una delezione, una sostituzione,
un’ addizione amminoacidiche o una loro combinazione in
una regione variabile della catena pesante contro CD3
come qui descritto preferibilmente lasciano
immedificati H35, A6l, Y102, NIC3 e W04 e le
posizioni nella CDR3 di VH. Se viene medificato A50,
viene preferibilmente sostituitc con S, ¥, M o Q. Se
viene meodificato D59, viene preferibilmente sostituito
con ¥ o E. Tuttavia, & anche possibile la sostituzione
di D59 con I, I, V, F, R, A, N, H, 8, T. Se viene

sostituito A6l, viene preferibilmente sostituito con
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N, I, H, Q, L, K, Y, E, 8 T, D, K, V. Se viene
modificato F105, viene preferibilmente scstituito con
Y o M. Per la VH contro CD3 dell’invenzione si pensa
che 1 residui H35, Y102, N103 e W104 siano rilevanti
per 11 legame con CD3. Anche altre sostituzioni
specifiche nelle posizioni A50, D58, A6l ed F105 sono
rilevanti, ma non devono influenzare il legame con
CD3. La tabella 2 elenca le sostituzioni
amminoacidiche introdotte nella colonna 2. Quelle che
sonc anche state recuperate vengono menzionate nella
colenna 3. Le sostituzioni amminocacidiche che scno
state introdotte ma non recuperate sono ritenute
influenzare 1’anticorpo e non sono desiderate. Per
egsempio, una mutazicne A50I ncn & desiderata. Si
poOssSono trovare facilmente le sostituzioni
amminoacidiche tollerate utilizzando il metodo
descritto nell’esempio 5A insieme a CIEX-HPLC dopc la
conservazione.

Preferibilmente, un’inserzione, una delezicne, una
sostituzione, unfaddizione ammincacidiche o una loro
combinazione non vengono realizzate nell’interfase di
legame della catena pesante e leggera.

Se viene cambiato un amminoacido nell’interfase
dell’ interazione delle catene H/L, si preferisce che 1

corrispondenti amminocacidi nell’altra catena wvengano
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cambiati per permettere il cambiamento.
Preferibilmente, un’inserzione o un’addizicone di un
ammincacido nen comportano 1’inserzicne o 1'addizione
di una prolina.

In linea di principic, un’addizione di un ammincacido
pud essere considerata essere uguale ad un’inserzione.
I’ addizione di un amminocacido ad una delle estremita
di una catena polipeptidica talvolta non & considerata
un’ inserzione, ma come rigorosa addizione
(prolungamento). Per la presente invenzicne, sia
un’ addizione all’interno di una catena che ad una
delle estremitd sono considerate essere un’inserzicne.
Preferibilmente, inserzioni, delezioni, sostituzioni,
addizioni ammincacidiche ¢ una lorc combinazione non
sono nella regione CDR3 della reglone variabile della
catena pesante, preferibilmente non nelle regioni CDRI1
o CDRZ della regione variabile della catena pesante.
In una forma di realizzazione preferita, la regione
variabile della catena pesante non comprende una
delezione, un’addizione o un’inserzione rispettc alla
sequenza indicata. In questa forma di realizzazione,
la regione variabile della catena pesante pud avere 0-
5 sostituzioni ammincacidiche rispetto alla sequenza
ammincacidica indicata. Una sostituzione amminocacidica

& preferibilmente una sostituzione amminoacidica
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conservativa. Preferibilmente, CDR1, CDRZ e CDR3 di
una VH legante CD3 dell’invenzione  comprendono
rispettivamente la sequenza amminoacidica GETEFSSYG per
CDR1 f{seccondc IMGT), IWYNARKQ per CDRZ e GTGYNWEDP per
CDR3, Preferibilmente, CDR1, CDRZ e CDR3 di una VH di
legame con CLEC12A . dell’invenzione comprendono
rispettivamente le sequenze amminoacidiche GYTFISYY
per CDR1, INPSGGST per CDR2 e GTTGDWEDY per CDR3.

La regione variabile della catena leggera comprende
preferibilmente un segmento V della regicne variabile
012 della linea germinale. In una forma di
realizzazione preferita, la regione variabile della
catena leggera comprende il segmento V della catena
leggera kappa Tgvkl-39*01. In una forma di
realizzazione particolarmente preferita, la regione
variabile della catena leggera comprende la catena
leggera kappa IgVk1-39*01/IGIxk1*01 o Igvkl-
39%01/IGJk1*05. In wuna forma di realizzazione piu
preferita, la regione variabile della catena leggera
comprende una sequenza della catena leggera kappa
IgVxk1-39*01/IGJIx1*01 della linea germinale.

In un anticorpo Dbispecificc dell’invenzione  si
preferisce che la catena leggera sia uguale per
entrambe le combinazioni di catena pesante/catena

leggera. Una tale catena leggera viene indicata anche
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come “catena leggera comune”. TI1 termine “catena
leggera comune” secondo 1’invenzicne si riferisce a
catene leggere che possono essere identiche ¢ che
hanno alcune differenze di sequenza ammincacidica pur
mantenendo la specificita di legame dell’anticorpo.
Nell’ambito della definizione di catene . leggere
comuni, come qui utilizzato, & possibile per esempio
preparare o trovare catene leggere che sono non
identiche ma comungue funzionalmente equivalenti, per
esempio introducendo e testando variazioni
ammincacidiche conservative, varlazioni amminocacidiche
in regioni che non contribuiscono, o© lo fannc solo
parzialmente, alla specificita di legame guando
appailate con la catena pesante, e simili. I termini
“catena leggera comune”, “WL ccmune”, “catena leggera
singela”, “WIL singola”, con o senza 1’aggiunta del
termine “riarrangiata”, sonc gqui tutti utilizzati in
modo intercambiabile. E un aspetto della presente
invenzione gquello di utilizzare come catena leggera
comune una catena leggera umana che pud combinarsi con
catene pesanti differenti per formare anticorpi con
domini di legame per antigeni funzionali (WO
2004/009%618, WO 2009%/157771, Merchant et al. 1998,
Nissim et al. 1994). Preferibilmente, la catena

leggera comune ha una sequenza della linea germinale.
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Una sequenza preferita della linea germinale & una
regione variabile della catena leggera che e
utilizzata frequentemente nel repertorio umanc ed ha
una capacitad superiore di appaiarsi con molte regioni
VH differenti, ed ha buone stabilitd termodinamica,
resa e solubilita.

In una forma di realizzazione preferita, la catena
leggera comune comprende una regione variabile della
catena leggera che comprende O012/Igvkl-39%01 @ della
linea germinale. In una forma di realizzazione
preferita, la regione variabile della catena leggera
comprende la catena leggera kappa Igvxkl-39*01/IGJxk1*01
o IgVk1-39*01/IGJk5*01. In una forma di realizzaziocne
preferita, una  IgVk1-39*C1/IGJx1*01. La regione
variakile della catena leggera comprande
preferibilmente wuna catena leggera kappa IgVkl-
39*01/1GJIk1*01 della linea germinale ¢ una catena
leggera kappa Igvk1-39*01/1GJIx5*01 della linea
~germinale. In una forma di realizzazione preferita una
Igvkl-39*01/1GJx1*01 della linea germinale.
Ovviamente, coloro che s0NC esperti nell’arte
riconosceranno che “comune” si riferisce anche ad
equivalenti funzionali della catena leggera di cui la
sequenza amminoacidica non & identica. Esistono molte

varianti della suddetta catena leggera 1in cuil sono
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presenti mutazioni (delezioni, sostituzioni,
addizioni} che non influenzanc materiazlmente 1la
formazione delle regioni di legame funzionale.

In una forma di realizzazione preferita, la regione
variabile della catena leggera comprende la sequenza
amminoacidica DIQMT = QSPSS LSASV GDRVT TITCRA SQSIS
SYLNW YQQKP GKAPK LLIYA ASSLY SGVPS RFSGS GSGTD FTLTI
SSLOP EDFAT YYCQQ SYSTP PTFGQ GTKVE IK o DIOMT QSPSS
LSASV GDRVT ITCRA 30318 SYLNW YOOKP GEAPK LLIYA ASSLQ
SGVPS RFSGS GSGTD FTLTI SSLQP EDFAT YYCQOQ S5YSTP PITEG
QGTRL EIK con 0-5 sostituzioni amminoacidiche. In una
forma di realizzazione preferita, la regione variabile
della catena leggera comprende 0-4, preferibilmente 0-
3, preferibilmente  0-2, preferibilmente 0-1 e
preferibilmente 0 sostituzioni amminocacidiche rispetto
alla sequenza amminoacidica indicata. Una ccmbinazicne
di un’inserzione, una delezione, un’addizione © una
sostituzione & una combinazicne come rivendicato se le
sequenze allineate non differisconc per pia di b
posizioni. Un’interruzicne in una delle seguenze
allineate vale per tanti amminoacidi quanti saltati
nell’altra sequenza. In una forma di realizzazione
preferita, la regicne variabile della catena leggera
comprende la sequenza ammincacidica DIQMT QSPSS LSASV

GDRVT ITCRA SQSIS SYLNW YQOKP GKAPK LLIYA ASSLQ SGVES
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RESGS GSGTD FTLTI SSIQP EDFAT YYCQQ SYSTP PTEFGQ GTKVE
IK o DIQMT QS5PS5 LSASV GDRVT ITCRA SQSIS SYLNW YQQKP
GKAPK LLIYA ASSLQ SGVPS RESGS GSGTD FTLTI S3SLOQP EDFAT
YYCOQ  SYSTP PITFG QGTRL EIK. In una forma di
realizzazione preferita, la regione variabile della
catena leggera comprende la seguenza amminoacidica
DIQMT QSPSS LSASV GDRVT ITCRA SQSIS SYLNW YQQKP GKAPK
LLIYA ASSLC SGVES RESGS GSGTD FTLTI SSLQP EDFAT YYCQQ
SYSTP PTFGO GTKVE IK. In un’altra forma di
realizzazicne preferita la regicne variabile della
catena leggera comprende la sequenza amminoacidica
DIOMT QSPSS LSASV GDRVT ITCRA SCSIS SYLNW YQQKP GKAPK
LLIYA ASSLQ SGVPS RESGS GSGTD FTLTI S351QP REDFAT YYCQQ
SYSTP PITFG QGTRL EIK.

Preferibilmente, inserzioni, delezioni, socostituzioni,
addizioni ammincacidiche o una loro combinazione non
sono nella regione CDR3 della regione variabile della
catena leggera, preferibilmente non nelle regioni CLDR1.
o CDRZ della regicne variabile della catena pesante.
In una forma di realizzazione preferita, la regione
variabile della catena pesante non comprende una
delezione, un’addizione o un’inserzicne rispetto alla
sequenza indicata. In questa forma di realizzazione,
la regione variabile della catena pesante pud avere (-

5 sostituzioni amminocacidiche rispetto alla sequenza
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amminocacidica indicata. Una sostituzione ammincacidica
& preferibilmente una sostituzione ammincacidica
conservativa. Preferibilmente, CDR1l, CDRZ e CDR3 di
una catena leggera di un anticorpo dell’invenzione
comprendonc rispettivamente la sequenza amminoacidica
CDR1 - QSISSY, CDRZ - AAS, CDR3 - QQSYSTP, cioe le CDR
di IGKV1-39 (seccondo IMGT).

Come citato qui sopra, & preferibile che 1'anticorpo
dell’invenzione sia un anticorpo bispecifico. In una
forma di reallzzazione preferita, 1’ anticorpo
bispecifico comprende una combinazione di catene
pesanti/leggere legante CD3 come qui indicate, ed una
combinazione di catene pesanti/leggere che si lega ad
un antigene tumorale. In una forma di realizzazione
preferita, la combinazione di catene pesanti/leggere
legante 1"antigene tumorale si lega a CLECLZA.

La regione costante di un anticorpo (bispecifico)
della presente invenzione & preferibilmente una
regione costante umana. La regione costante pud
contenere una o pil, preferibilmente non pit di 10,
preferibilmente non pil di 5 differenze amminoacidiche
rispetto alla regione costante di un anticorpo umano
presente in natura. Vari domini variabili di anticorpi
prodotti qui sonc derivati da una libreria di domini

anticorpali wvariabili wumani. Pertanto, questi domini
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variabili scono umani. Le zregioni CDR uniche possono
essere derivate dallfuomo, essere sintetiche o
derivate da un altro organismo. Un anticorpo ¢ un
anticorpo bispecifico dell’invenzicne sonec
preferibilmente un anticorpce umano o umanizzato.
Nellfarte esistono vari metcedi per produrre gli.
anticorpi. Gli anticorpi wvengono tipicamente prodotti
da una - cellula che esprime 1"acide nucleico
codificante 1"anticorpo. Cellule adatte aila
produzione di anticeorpi sono una cellula di ibridoma,
una cellula di ovaic di criceto cinese (CHO), una
cellula NSO o wuna cellula PER.C6. In una forma di
realizzazione particolarmente preferita, 1ia suddetta
cellula & una cellula CHO.

Varie istituzioni ed aziende hanno sviluppato linee
cellulari per la produzione di anticorpi su larga
gcala, ©per esempic per uso clinico. Esempl non
limitanti di tali linee cellulari sono cellule CHO,
cellule NSO o celilule PER.CH. Queste cellule sono
utilizzate anche per altrli scopil, quali la produzione
di proteine. TLe linee cellulari- sviluppate per
produzicne su scala industriale di proteine ed
anticorpi sonc qui incltre indicate come linee
cellulari industriali. Viene incltre descritta una

linea cellulare industriale che produce un anticorpo
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dellfinvenzicone.

Viene inoltre descritta una cellula comprendente un
anticorpc secondo 1/invenzione e/o un acido nucleico
come qui descritto. La suddetta cellula e
preferibilmente una cellula animale, pid
preferibilmente una cellula di. mammiferoc, pit
preferibilmente una c¢ellula di primate, 1l pit
preferibilmente una cellula umana. Per gli scopi gqui
presenti, una cellula adatta & qualsiasi cellula in
grado di comprendere e preferibilmente di produrre un
anticorpo secondo 17invenzione e/o un acide nucleiceo
come descritto.

Viene inolfre descritta una cellula comprendente un
anticorpe seconde 17invenzione. Preferibilmente, la
suddetta cellula (tipicamente una cellula in vitro,
isolata o ricombinante) produce 11 suddetto anticorpo.
In una forma di realizzazione preferita, la suddetta
cellula & una cellula di ibridoma, una cellula di
ovalo di criceto cinese (CHO), una cellula NSO ¢ una
cellula PER.CG. In wuna forma di —realizzazione
particolarmente preferita, la suddetta cellula & una
cellula CHO. Viene inoltre fornita una coltura
cellulare comprendente una cellula seconde gquante
descritto. Varie igtituzioni ed aziende  hanno

sviluppato linee «c¢ellulari per la produzione di
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anticorpi su larga scala, per esempic per uso clinico.
Esempi non limitanti di tali linee cellulari sono
cellule CHO, cellule NSO o cellule PrER.C6. Queste
cellule sono utilizzate anche per altri scopi, quali
la produzione di proteine. ILe linee cellulari
sviluppate per la produzione su scala industriale di
proteine ed anticorpi vengeno inoltre qui indicate
come linee c¢ellulari industriali. Cosil, wviene anche
descritto 1uso di una linea cellulare sviluppata per
la produzione su larga scala di un anticerpo per la
produzione di un anticorpc dell’invenzione. Viene
inoltre descritta una cellula per produrre un
anticorpo comprendente una molecola di acido nucleico
che codifica una VH, una VL e/o una catena pesante e
leggera di un anticorpo come rivendicato.
Preferibilmente, la suddetta molecola di acido
nucleico codifica una VH i1dentificata mediante il
numerce 5196 della figura 12, una molecola di acido
nucleico codificante una VH come identificata mediante
il  numero 4327 della figura 24 ¢ una loro
combinazione.

Viene inoltre descritto un metodc per produrre un
anticorpo comprendente 11 sottoporre a coltura una
cellula come descritta qui e la raccolta del suddetto

anticorpo dalla suddetta coltura. Preferibilmente, la
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suddetta cellula viene sottoposta a coltura 1In un
terrenc privo di sierc. Preferibilmente, la suddetta
cellula & adatta alla crescita 1in sospensione. Viene
incltre descritto un anticorpe che pud essere ottenuto
mediante un metcdo per produrre un anticcrpo secondo
1finvenzione. L7 anticorpo viene preferibilmente
purificato dal terreno della coltura. Preferibilmente,
il suddetto anticorpo viene purificato per affinita.
Una cellula come descritta &, per esempic, una linea
cellulare di ibridoma, wuna cellula CHO, una cellula
293F, una cellula NSO o un altre tipo cellulare noto
per la sua adeguatezrza per la produzicne di anticorpi
per scopil clinici. In una forma di realizzazione
particolarmente preferita, la suddetta cellula € una
cellula umana. Preferibilmente, una cellula che viene
trasformata mediante una regione K1l adenovirale o un
suc equivalente funzionale. Un esempio preferito di
una tale linea cellulare & la linea cellulare PER.C6 o
un suo edquivalente. In una forma di realizzazione
particolarmente preferita, la suddetta cellula & una
cellula CHO o una sua variante. Preferibilmente, una
variante che utilizza un sistema vettoriale della
glutammina sintetasi (GS) per 1’'espressione di un
anticorpo.

Viene incltre descritto un metodo per preodurre un
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anticorpo comprendente 1l sottoporre a coltura una
cellula come descritto e la raccolta del suddetto
anticorpe dalla suddetta coltura. Preferibilmente, la
suddetta cellula viene sottoposta a celtura in un
terreno privo di sierc. Preferibilimente, la suddetta
cellula & adatta alla crescita in sospensione. Viene
incltre descritto un anticerpo che pud essere ottenuto
mediante un metodo per produrre un anticorpo secondo
1M invenzione. L"anticorpo viene preferibilmente
purificato dal terreno della coltura. Preferibilmente,
il suddettc anticorpo viene purificato per affinita.

Gli anticorpi bispecifici vengono tipicamente prodotti
anche da parte di cellule che esprimcno 1'acido
nucleico codificante 1'anticorpo. In questo caso la
cellula esprime le differentl catene leggere e pesanti
che costituiscono 1’anticorpo bkispecifico. A questo
SCopo, la cellula esprime due catene pesanti
differenti ed almeno una catena leggera. Poiché le
catene pesantl immodificate pessono appailarsi 1'una
con 1’altra per formare dimeri, tipicamente tali
cellule produconc i due anticorpi monoclonali
{omodimeri) oltre all’anticorpo bispecifico
{eterodimero). Il numero di possibili combinazioni di
catene  pesanti/leggere  negli anticorpli  prodotti

aumenta gquando la cellula esprime due o pid catene
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leggere. Per ridurre il numerc di specie anticorpalil
differenti prodotte {(combinazioni di differenti catene
pesanti e leggere) si preferisce la suddetta “catena
leggera comune”.

Una cellula che produce anticorpi che esprime una
catena leggera comune e gquantita uguali delle due
catene pesanti preduce tipicamente il 50% di anticorpo
bispecifico ed il 25% di ciascuno degli anticorpi

monospecifici (cloé aventi identiche combinazioni di

catene pesanti e leggere). Sono stati pubblicati
diversi metodi per favorire la produzione
dell’anticorpce bispecifico o, viceversa, degli

anticorpi monospecifici. Nella presente invenzione si

preferisce <che 1la celiula faverisca la produzione
dell’anticorpo bispecifico rispetto alla produzicne
dei rispettivi anticorpi monospecifici. Cid viene
tipicamente ottenuto modificando la regicne costante
delle catene pesanti, in modo tale che esse
favoriscano 17 eterodimerizzazione (cloe la
dimerizzazione con la catena pesante dell’altra
combinazione di catene pesanti/leggere) rispetto
all’omodimerizzazione. In una forma di realizzazione
preferita, 1’anticorpo Dbispecifico dell’invenzione
comprende due differenti catene pesanti

immunoglobuliniche con demini di eterodimerizzazione
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compatibili. Nell’arte sonc stati descritti vari
domini di eterodimerizzazione compatibili {si veda per
esempic Gunasekaran et al. JBC 2010 (285) 19637-
19646). I doemini di etercdimerizzazione compatibili
sono preferibilmente domini di eterodimerizzazicne CH3
della catena pesante immunoglobulinica compatibili.
L’arte.descrive vari modi in cul si pud ottenere tale
eterodimerizzazione delle catene pesanti. Un modc &
guelle di generare anticorpl bispecifici “sporgenza in
cavita”. 51 veda la domanda di brevetto US 20030078385
{Arathoon et al. -~ Genentech).

In US 9,248,181, US 9,358,286 e PCT/NL2013/050294
(pubblicata come WO 2013/157%54) vengonc descritti
metodi e mezzi per produrre anticorpi bispecifici
utilizzande domini di etercdimerizzazione compatibili.
Questi mezzi e metodi possono anche essere Ilmpiegati
in  modo favorevele nella presaente invenzione.
Specificamente, le mutazioni preferite per produrre
essenzialmente solo molecole IgG bispecifiche a
lunghezza intera sono le sostituzicni ammincacidiche
L351K e T366K (numerazione secondo Kabat) nel primo
dominico CH3 (la catena pesante “wariante KK”) e le
sostituzioni amminocacidiche L351D e L368E nel secondo
dominio (la catena pesante “Wyariante CE"), o

viceversa. Fk statc precedentemente dimostrato nei
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nostri brevetti U3 9,248,181 e US 9,358,286, cosl come
nella domanda PCT WO 2013/157954, che la variante DE e
la variante KX si appaiano preferibilmente per formare
eterodimeri (le cosiddette molecole bispecifiche
“DEKK”). IL’omedimerizzazione delle catene pesanti
varianti DE (omodimeri DEDE) o delle catene pesanti
varianti KK {(omodimeri KKKK) avviene difficilmente =&
causa della forte repulsione tra 1 residui carichi
nell’interfaccia CH3~CH3 tra catene pesanti identiche.
In una forma di realizzazione, la combinazione di
catena pesante/catena leggera che comprende il dominio
variabile che si lega a CD3 comprende una variante KK
della catena pesante. In quasta forma di
realizzazione, la combinazione di catena
pesante/catena leggera che comprende 1l  dominio
variakile che si lega ad un antigene diverso da CD3
comprende una variante DE della catena pesante. In una
forma di realizzazione preferita, 1’antigene diverso
da CD3 & CLECI2A. TIn una forma di realizzazione
preferita, la VH del dominio variabile che si lega a
CLECIZ2A e MF4327 VH, come descritto nella figura 24.

Alcuni  anticorpi scno modificati nella regione
CHZ2/cerniera infericre, ©per esempioc per ridurre
17interazione del recettore per 1l'Fc o per ridurre il

legame al Clg. In alcune forme di realizzazione,
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1"anticorpo dell’invenzicne é& un anticorpo IgG con un
dominio CHZ e/o della cerniera inferiocre mutante, in
medo  tale che  1’interazione dell’anticorpo  IgG
bispecifico con un recettore per 1"Fc gamma sia
ridotta. Un tale docminio CHZ e/o della cerniera
inferiore mutante comprende  preferibilmente una
sostituzione amminoacidica nelle posizioni 235 e/o 236
“{numerazicne di Kabat), preferibilmente una
sostituzione L235G e/o G236R,

L’ invenzione descrive inoltre un metodo di trattamento
del cancro o di rischio di un cancro in un soggetto,
comprendente Ia somministrazione al soggetto che lo
richieda di un anticorpo bispecifico che si lega al
CD3 umano, 11 quale anticorpo comprende una catena
pesante ed una catena leggera 1in cul la suddetta
catena pesante comprende una regione variabile che

comprende la sequenza ammincacidicas
QVQLV QSGGG VVQPG RSLRL SCVAS GFIFS SYGMH WVRQA PGKGL EWVAA

IWYX1X2 REQDY ADSVK GREFTI SRDNS KNTLY LQOMNS LRAED TAVYY CTRGT
GYNWE DPWGQ GTLVT VS3S

con 0-10, preferibilmente 0~5 inserzioni, delezioni,
sostituzioni, addizioni ammincacidiche o wuna loro
combinazicne in una o© pil posizioni diverse dalla
posizione indicata mediante XiX;

in cui

X1 = N ed ¥ = A;
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X1 = N ed X = T;
X1 = S ed X = G;
X1 =Hed* =G

X1 = Ded X = G; o

X1 = HedX A; ed

una ccmbinazione di catena pesante-catena leggera
(H/L) che si lega ad un antigene tumorale.

La catena leggera comprende preferibiimente una
regione variabile della catena leggera comune. La
suddetta regione wvariabile della catena leggera comune
comprende preferibilmente una regione variabile della
catena leggera 012/IgVkl-39. La suddetta regione
variabile della catena leggera ¢ preferibilmente una
regione variabile 012/IgVx1-39*01 della linea
germinale. I.a suddetta regione wvariabile della catena
leggera comprende preferibilmente la catena leggera
kappa IgVxl-39*01/IGJIx1*01 o TgVxl1-39*01/IGJk5*01. La
regione variabile della «catena leggera comprende
preferibilmente la catena leggera kappa della linea
germinale IgVxk1-39*01/IGJx1*01 o IgVk1-39*01/IGJIx5*01.
La suddetta regione wvariabile della catena leggera'
comprende preferibilmente le sequenze amminocacidiche:
DIOMT OSP55 LSASV GDRVT ITCRA SQSIS SYLNW YQQKE GKAPK
LLTYA ASSLQ SGVPS RFSGS GSGTD FTLTT SSLQP EDFAT YYCQO

SYSTP PTFGQ GIKVE IK o DIQMT QSPSS LSASV GDRVT TTCRA
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SQSIS SYLNW YQOKP GKAPK LLIYA ASSLO SGVPS RFSGS GSGTD
FTLTI SS51QP EDFAT YYCQQ SYSTP PITEG QGTRL EIK con Q-5
inserzioni, delezicni, sostituzioni, addizioni
ammincacidiche 0 una lorc combinazione.
Preferibilmente, la combinazione di catene di catena
pesante/catena leggera (/L) <che si lega ad un
antigene tumorale si lega a CLECLZA.

L'anticorpo & preferibilmente un anticorpo umano o
umanizzate. Preferibilmente, 1’anticorpo comprende due
differenti catene immunocglobuliniche pesanti con
domini di etercdimerizzazione compatibili. I suddetti
domini di eterodimerizzazione compatibili sono
preferibilmente domini di eterodimerizzazione CH3
della catena pesante immunoglcbulinica compatibili. Il
suddetto anticorpce bispecifico & preferibilmente un
anticorpo IgG con un dominic CH2 e/o della cerniera
infericre mutante, in modo tale che 1'interazione
dell’anticorpe IgG bispecifico con un recettore per
1’Fc gamma sia ridotta. 11 dominic CH2 e/o della
cerniera inferiore mutante comprende preferibiimente
una sostituzione amminoacidica nelle posizioni 235 e/o
236 (numerazione di  Kabat), preferibilmente una
sostituzione L235G e/o G236R. L'anticorpo comprende
preferibilmente una catena leggera comune.

Viene inoltre fornito un anticorpe bispecifico che si
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lega al CD3 umano, 1l quale anticorpo comprende una
catena pesante ed una catena leggera in cui la
suddetta catena pesante comprende una regicone

variabile che comprende la sequenza ammincacidica:
QVQLV QSGGG VVQPG RSLRL SCVYAS GFTFS SYGMH WVRQA PGKGL EWVAA

TWYX1 X2 REKQDY ADSVK GREFTII SRDNS KNTLY LOMNS LRAED TAVYY CTRGT
GYNWE DPWGQ GTLVT VS5

coen 0-5 sostituzioni ammincacidiche 1in una o pil
posizioni diverse dalla posizione indicata mediante
X1Xz e diverse dalle regioni CDR;

in cui

X =Ned X = A;

X1 = Ned X = T;

X3 = Hed Xz = G;

X1 =Ded ¥ =G o

X1 = B ed X = A; e la suddetta catena leggera
comprende la regione variabile della catena leggera
012/IgVK1-39 della figura 23A con 0-5 sostituzioni
amminoacidiche ed una catena pesante ed una catena
leggera che si legano ad un antigene tumorale.

Viene inoltre descritto un anticorpe dell’invenzione o
un suc derivato ¢ una composizione farmaceutica
dell’ invenzicne per us¢ nel trattamento di un soggetto
che lo richieda. Per il trattamento di un scggetto che
ha o & a rischic di avere un tumore & preferibile che

1" anticorpo sia un anticorpo bispecifico
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dell’invenzione. In cuil preferibilmente 1’anticorpo di
legame per CD3 comprende una combinazione di catene
pesanti/leggere che si lega ad un antigene tumcrale.
L"anticorpo bispecifico e preferibilmente un anticorpe
legante CD3/CLEC12A.

Vengono descritti anticorpi bispecifici contro
CD3/antigene tumorale e composizioni farmaceutiche
comprendenti tali anticorpi bispecifici per uso nel
Lrattamento di tumori solidi o ematologici. I tumori
solidi preferiti sono di origine epiteliale; cancro
ginecologico, guale tumori ovarici e dell’endcmetrio;
cancro della prostata, cancro del cervello o gualsiasi
altro tumore solido.

Viene descritto anche un anticorpo bispecifico contro
CD3/antigene  tumorale dell’invenzione o un suo
derivato o composizioni farmaceutiche comprendenti
tale anticecrpo bispecifico o un suo derivato per usc
nel trattamente di wvarie leucemie e malattie
preleucemiche di origine mielcide, ma anche di linfomi
dei 1linfociti B. Le malattie che possono essere
trattate includonc leucemie mielecidi o© malattie
preleucemiche, gquali leucemia mieloide acuta (IMA),
sindrome mielcdisplastica (SMD) e leucemia mieloide
cronica (LMC) e linfemi di Hodgkin e la maggior parte

dei linfomi non Hodgkin. Anche LLA-B; LIA-T, linfoma a
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celiule mantellari scono anch’essi bersagli preferiti
per 1l trattamento con 1’anticorpo dell’invenzione.
Cosl, viene anche descritto un anticorpo bispecifice
IgG a lunghezza intera secondo 1’invenzione per uso
come composto farmaceutico nel trattamento di sindrome
mielodisplastica (SMD) , leucemia mieloide cronica
(ILMC) , mieloma multiplo (MM) o preferibilmente
leucemia mieloide acuta (LMAR). Viene inoltre descritto
unn uso di  un  anticorpo IgG  Dbispecifico seconde
1"invenzicone nella preparazione di un medicamento per
il trattamento o per la prevenzicne di SMD, IMC, MM o
preferibilmente IMA. E preferibile che 1’antigene
tumorale sia CLECI2A.

La quantita di anticorpo secondo 1’invenzione da
somministrare ad un paziente & tipicamente nella
finestra terapeutica, 11 <che significa che viene
utilizzata una quantita sufficiente per raggiungere un
effetto terapeutico, mentre la quantita non supera un
valere soglia che conduce ad un’inaccettabile entité
di effetti collaterali. Minore & la quantitd
dell’anticorpo richiesta per raggiungere un effetto
terapeutico desiderato, maggiore sara tipicamente la
finestra Terapeutica. Un anticorpo secondo
1" invenzione che esercita sufficienti effetti

terapeutici a basso dosaggio &, quindi, preferito.
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La LMA viene diagnosticata ogni annc ad
approssimativamente 30000 pazienti in FEuropa e negli
Stati Uniti. ©La maggioranza di questi pazienti ha
un‘eta di 60 anni o superiore. L’eta avanzata & un
importante fattore determinante negativo dell’esito
deila IMA, e la sopravvivenza a lungo termine (a 5
anni) dei pazienti con IMA pill anziani trattati
intensivamente & di approssimativamente 1l 10%. 1In
quasi tutti 1 pazienti che hanno ottenuto la
remissione dopo chemicterapia di induzione, si osserva
la progressicne della malatiia entro 3 anni. L’attuale
trattamento a seguito della remissione ha mostrato
un’utilita limitata, semmal presente, nei pazienti con
ILMA  pin  anziani. Quindi, rimane una quantita
significativa di leucemia resistente residua, e la
sottopopolazione di cellule leucemiche resistenti ai
farmaci che sopravvive genera rapidamente una
recidiva. Sono richiesti nuovi tipi di farmaci con
modalita d’azione completamente differenti per
indirizzare a bersaglio queste cellule tumcrali di IMA
non sensibili alla chemioterapia in sforzi per indurre
e sostenere remissioni complete. Sebbene la remissione
completa (CR) ©possa essere ottenuta con diverse
combinazioni chemioterapiche intense in pil del 50%

dei pazienti con IMA anziani ed attorno all’80% nei
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pazienti pid giovani, 1 progressi della risposta o
della sopravvivenza sono rimasti un’importante sfida
della sperimentazione. In una meta-analisi di rete
recentemente pubblicata di &5 studi clinici
randomizzati (15110 pazienti), nei pazienti con IMA
pit anziani la maggior parte dei regimi di induzione
in fase di sperimentazione modificati ha profili di
efficacia simili o perfino peggiori rispetto al
convenzionale regime di induzione 3+7 con
daunorubkicina e citarabina. Questo trattamento
standard della LMA & associato a morbilita elevata ed
anche a mortalita. La maggioranza dei pazienti in CR
ha una ricaduta dovuta alle <cellule staminali
leucemiche rimanenti dopc la chemioterapia. Tnoltre,
1"intensificazione della dose & limitata a causa
dell”inaccettabile tossicita. Sta quindi emergendc una
necessita urgente per nuove modalita di trattamento,
preferibilmente con minore tossicita, specialmente nei
pazienti con IMA anziani.

Si & potuto ottenere 11 trattamento di una IMA non
rispondente alla chemiocterapia mediante il
ridirezionamento di linfociti T dal sistema
immunitario proprio del paziente wverso cellule
tumorali di IMA e mediante la successiva attivazione

specifica per il bersaglio tumorale dei linfociti T
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utilizzando un anticorpo bispecifico. Questo
procedimento & notc anche come cosiddetto “épproccio
di ingaggio dei linfeciti T”. In questo modo, il
sistema iImmunitario dei pazienti viene rafforzato e
indirizzatec nucvamente a bersaglic per attaccare ed
eliminare le cellule tumorali di IMA. La presente
invenzione fornisce anticorpi IgG bispecifici contro
CD3xCLEC12A che ridirigono efficientemente i linfociti
T wverso le cellule tumorali di IMA, inducendo quindi
la lisi delle cellule tumorali di IMA. Gli anticorpi
bispecifici contro CD3xCLECI2A sono quindi una terapia
mirata con menc effetti collaterali, che eradica
specificamente blasti e cellule staminali leucemiche
di LMA allo scopo di miglicrare la prognosi dei
pazienti con LMA. Poiché CLECL2A viene espresso sulle
cellule staminali leucemiche {CSL) e ncn sulle cellule
staminall ematopcietiche normali, ci si attende che la
terapia diretta nei confronti di questo antigene
elimini le CS8L risparmiando allo stesso tempo le
cellule staminali nermaii. Questi anticorpi
bispecifici IgG a lunghezza intera vengono valutati
clinicamente in pazienti con IMA che hannc avute una
ricaduta e/o sono refrattari. L’efficacia c¢linica
viene analizzata utilizzando la riduzione dei blasti

di IMA nel midollo osseo come criteric di risposta
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obiettiva. Una IgG bispecifica efficace per la IMA
fornisce una nuova opzione terapeutica per un grande
segmento di pazienti per cui non vi & attualmente
nessun trattamento disponibile. Oltre a fornire un
mezzo per ottenere remissioni  durature, questa
alternativa del trattamento ha anche un potenziale
curativo per la IMA gquando applicata durante la
remissione. VMolto probabilmente essa avra 17impatto
maggiore in situazioni di malattia minima residua
(MMR) . L'aspettativa & che la percentuale di ricadute
scendera a causa dell’eradicazione della MMR. Cosi,
17impatto per 1l paziente con IMA di questa nuova
modalita di  trattamento sarebbe quello di un
trattamento meno tossico con una minore percentuale di
ricaduta, che porta ad un miglioramento dell’esito
associato ad una migliore qualita di vita.

Gli  anticorpi 15C3 e 3056 descritti nell’arte
condividono la stessa regicne variabile della catena
pesante ma differiscono per la regione variabile della
catena leggera. Sono state osservate variazione da
lotto a lotto nel legame potenziale dell’anticorpo in
lotti dell’anticorpo 3056. Cid non si & osservato per
1fanticorpo 15C3. Poiché gli anticorpi differiscono
per la catena leggera, la ragione della differenza del

comportamento risiederebbe nella differente catena
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leggera. Una SDS-PAGE ha rivelato che 1’anticorpe 3056
era intattec anche nei lotti con anticorpo meno attivo.
La modellazione 3D dei domini wvariabili degli
anticorpi ha rivelato alcune variazioni nel
ripiegamento del dominic VH/VL tra i due anticorpi.
Poiché queste variazioni potrebbe spiegare il
differente comportamento degli anticorpi, sonc stati
progettati degli esperimenti per rendere 1l
ripiegamento del dominio VH/VI dell’anticorpo 3056 pia
simile a quello di 15C3. Sfortunatamente, cid non ha
spiegato le differenze tra gli anticorpi 15C3 e 3056.
La focalizzazione isoelettrica (IEF) ha rivelato solo
leggere differenze tra 15C3 (3053) e 3056 legate alla
banda principale ad un punto iscelettrico elevato
dell’anticorpo. Analisi successive che utilizzano
CIEX-HPLC, una tecnica cromatografica che permette la
separazione di varianti di carica, ha rivelato, a
seconda del lotto, uno spettre di ritenzione molto
complessc con un ampic profile di eluizione per
17anticorpe 3056, cid in contrasto con il profilo
osservato per 15C3 (3055). Incltre, & stato trovato
che 1l profilo di 3056 & cambiato significativamente
nel tempo, suggerendo che  l'anticorpo 3056 &
insitamente instabile,

Solo guandc sono state progettate varianti in cul la
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catena 3056 VH & stata caembiata in una o due posizioni
specifiche, il comportamento =) cambiato. 11
comportamento €&  variato tra  instabile, nessuna
attivita di legame fino a legame senza significativa
varliabilita da lotto a lotto.

La catena pesante del 3056 contiene un motivo
strutturale di deammidazione NG nella sua regione
CDR2, WYNGREKQ, che potrebbe essere coinvolto
nell”eterogeneita di carica osservata dell’anticorpo
3056. La modellazione in silicec dei Fab di 15C3 e 3056
non ha rivelato wuna differenza significativa nel
ripiegamento del motivo strutturale di deammidazione
NG nella regione HCDRZ. Cid costituisce una prova
contro il coinvolgimento di questo motive strutturale
nell’instabilita osservata dell’anticorpo 3056,
Sorprendentemente, tuttavia, le variazioni come
indicate nelle rivendicazioni hanno significativamente
ridotto la variazione osservata da lotto a lotto degli
anticorpi dell’invenziocne.

L’ invenzione fornisce inoltre un anticorpo
comprendente un dominio variabile che si lega a CD3 ed
un dominio variabile che si lega a CLEC12A, in cui il
dominic variabile che si lega a CLEC1Z2A ha una VH
comprendente la sequenza ammincacidica identificata

mediante 1 numeri 4327 della figura 24 con 0-10,

79 |
Marco Gfranni Mar




preferibilmente 0-5 ingerzioni, delezioni,
sostituzioni, addiziconi amminocacidiche o© una loro
combinazione, ed il dominic variabile che si lega a
CD3 ha una VH comprendente la sequenza ammincacidica
identificata mediante i numeri 5192, 5193; 5196; 5197;
5351; 5354; 5356; 5603; 5616; 5626; 5630; 5648; 5661;
0 5694 come descritto nelle figure 12, 25 e 28 con 0-5
sostituzioni amminoacidiche in una o pit posizioni
diverse dalle posizioni 54 e 55 e diverse dalle
regioni CDR. La catena leggera comprende
preferibilmente un dominio variabile con gli
amminoacidi come descritti nelle figure 23,
preferibilmente 23B.

L7invenzione fornisce inoltre un anticorpo
comprendente un dominic variabile che si lega a CD3 ed
un dominio variabile che si lega a CLEC12A, in cui il
dominio wvariabile che si lega a CLECI2A ha una VH
comprendente  la sequenza ammincacidica identificata
mediante 1 numeri 4327 della figura 24 con 0-10,
preferibilmente 0-5 inserzioni, delezioni,
sostituziconi, addizioni amminoacidiche o wuna loro
combinazione, ed il dominio variabile che si lega a
CD3 ha una VH comprendente la sequenza amminoacidica
identificata mediante il numero 5196, come descritto

nella figura 12, con 0-5 sostituzioni amminoacidiche
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in una o piu posizioni diverse dalle posizioni 54 e 55
e diverse dalle regioni CDR.

La catena pesante del dominio variabile che si lega a
CD3  ha preferibilmente la sequenza amminoacidica
identificata mediante i numeri 5196; 5197; 5603; 5616;
5626; 5630; 5648; 5661; o 5694, come descritto nelle
figure 12 e 25, con 0-5 sostituzioni amminocacidiche in
una o pit posizioni diverse dalle posizioni 54 e 55 e
diverse dalle regioni CDR. Il dominio variabile che si
lega a CD3 ha preferibilmente la sequenza
amminoacidica identificata mediante il numero 5196,
come descritto nelle figure 12, con (-5 sostituzioni
ammincacidiche In una o pill posizioni diverse dalle
posizioni 54 e 55 e diverse dalle regioni CDR. Tn una
forma di realizzazione preferita la regione variabile
della catena pesante comprende 0-4, preferibilmente 0-
3, preferibilmente 0-2, preferibilmente -1 e
preferibilmente 0 scstituzioni amminoacidiche rispetto
alla sequenza amminocacidica indicata. Per la catena
pesante contro CD3 le sostituzioni ammincacidiche
indicate sono in posizioni diverse dalle posizioni 54
e 55 e diverse dalle regioni CDR. Una combinazicne di
un’inserzione, un’addizione, una delezicne o una
sostituzione & wuna combinazione se le sequenze

allineate non differiscono per pild di 10,
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preferibilmente non piu di 5 posizioni.
Un’interruzione in una delle sequenze allineate vale
per tanti amminoacidi guanti saltatli nell’altra
sequenza.

L7 invenzione fornisce incltre un anticorpo
comprendente un dominio variabile che si lega a CD3 ed
un dominic variabile che si lega a CLECI2A, in cui il
dominio variabile che si lega a CLEClZA. ha wuna VH
comprendente la sequenza ammincacidica identificata
mediante il numero 4327 della figura 24, ed il dominio
variabile che si lega a CD3 ha una VI comprendente la
sequenza amminoacidica Identificata mediante i numeri
5192, 5193; 5196; 5197; 5351; 5354; 5356; 5603; 5616;
5626; 5630; 5648; 5661; o 5694, come descritto nelle
figure 12, 25 e 28. La catena pesante del dominio
variabile che si lega a (D3 ha preferibilmente la
sequenza amminoacidica iddentificata la mediante i
numeri 5186; 5197; 5603; 5616; 5626; 5630; 5648; 5661;
© 5694, come descrittc nelle figure 12 e 25. 11
dominio variabile che si lega a CD3 ha preferibilmente
la sequenza amminocacidica identificata mediante il
numero 5196, come descritto nelle figure 12.

BREVE DESCRIZIONE DEI DISEGNI

Figura 1. IEF di PG3055 e PG3056.

Figura 2. Analisi CIEX-HPLC di PG3055 e PG2056.
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Figura 3. Variabilita e stabilita da lotto a lotto di
PG3055 e PG305€¢ analizzate mediante analisi CIEX-HPLC.
Totti 3055 a sinistra, nel tempo, lotti 3056 a destra,
nel tempo, con 1 campioni nella parte superiore
conservati a -80°C, 1 campioni nella parte inferiore
conservati a 2-8°C per > 3 mesi.

Figura 4. Analisi di citometria a flusso per il legame
di PG3055 e PG3056 per CD3 =su linfociti T umani
purificati dopc incubazicne in terreno IMDM+FBS al 10%
a 2-8°C o 37°C per 7 giorni. PG3055 e PG30C56: incubati
in terreno IMIDM+FRS al 10% a 2-8°C per 7 giorni.
PG3055 37°C e PG3056 37°C: PG3055 e PG3056 incubati in
terreno TMDM+FBS al 10% a 37°C per 7 giorni.

Figura 5. Sinistraz: medello di omologia di Fab di
PG3056 focalizzate su domini wvarisbkili, VL -in grigio
chiaro, VH in nero, anse HCDR1-3 in grigio chiarc.
Vengono indicati i residul Asnb4 e Gly55 che fermano
11 motivo strutturale di deammidazione in HCDRZ.
Destra: sovrapposizione di modelli di omologia di Fab
di PG3055 (grigio chiaro) e PG3056 (grigio scuro).
Figura 6. Allineamento di VH di MF3056 (di MF3056 VH)
contro la sequenza VH3-33 della linea germinale.

Figura 7. Allineamento di VH di MF3056 contro VH di
MEF3872, MEF3873 e MF3205.

Figura 8. Analisi di citometria a flusso per il legame
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per CD3 su cellule HPB-ALL delle wvarianti PG3872,
PG3873 e PG3905; PG3056 & stato incluso come controllo
di riferimentoc.

Figura 9. Allineamento di VH di ME3056 contro VH di
MF3874, MF3878, MF3883, MF3886 e MF389%91.

Figura 10. Analisi di citometria a flusso per il
legame per CD3 su cellule HPB-ALL, delle varianti
PG3874, ©PG3878, PG3883, PG3886 e PG3891; PG3056 e
stato incluso come controllec di riferimento.

Figura 11. Analisi CIEX-HPLC di PG3891.

Figura 12. Allineamento di VH di MF3056 contro VH di
MF5192-5197 VH.

Figura 13. Analisi di citometria a flussco per i1
legame per CD3 su cellule HPB-ALL delle varianti
PG5192-5197; PG3056 & stato incluso come controllo di
riferimento.

Figura 14. Analisi di IEF di PG5196p0Qe.

Figura 15. Cromatogramma di CIEX-HPLC di PG5196.

Figura 16. TLegame di bsAb DM-Fc 5196x4327 per CD3
(HPB-ALL) e CLECIZA (HL-60) espressi sulla membrana.
Figura 17. DbsAb DM-Fc  51%6x4327 ha mantenuto
1’attivazione specifica per CLEC12A dei linfociti T
CD4 e CD8, indicata dalla sovraregolazicne del
marcatore di attivazione precoce CD62. Il bsAb e le

IgG di controllo sono stati testati a 1000ng/ml. I
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dati di citometria a flusso relativi all’attivazione
dei linfociti T wvengono espressi come percentuale di
cellule positive per CD69 nelle popolazioni di
linfociti T CD4+ o CD8+. HDl e HD2 rispecchiano due
esperimenti differenti wutilizzando 1 linfociti T
ottenuti da donatori sani differenti.

Figura 18. 5196x4327 ha indottc la lisi delle cellule
bersaglic mediata dallfantigene.

Figura 19. Sensogrammi che mostrano le costanti di
associazione e di dissociazione di CD3d&e-Fc (A} e
proteina CLECI2A (B) verso bsAb DM-Fc 5196x4327
immobilizzati. I sensogrammi mostrano la rispoesta
(quantita di proteina legata al c¢hip, in unita
artificiali) in funzione del tempo (in secondil).
Entrambi 1 riquadri mostranc 1 sensogrammi ottenuti
utilizzando un intervallo di concentrazicne
dell’ antigene (a colori) e le rispettive
interpolazioni della curva eseguite utilizzande il
programma BIAevaluation (in nero).

Figura 20. Un campione di un paziente con IMA primaria
& stato fenotipizzato per 1'espressicne di CLECLZA e
per la frazicone di linfeociti T e blasti di IMA
mediante analisi di citometria a flussc all’inizio
(giorno = 0) della co-coltura. Dopo giorni 7 di co-

coltura con i1l bsab DM-Fc 5196x4327 o con i1l controllo
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isotipico, la frazione ed il numero totale di
linfociti T e blasti di IMA sono stati quantificati
mediante analisil di citometria a2 flusso.

Figura 21. Analisi di DSC come descritto nell’esempio
9.

Figura 22. Sequenza variabile della catena pesante
(VH) dell’anticorpe 15C3 descritto in WO 2005/118635.
La pubblicazione brevettuale descrive due wvarianti
dell’anticorpo 15C3. Entrambe le wvarianti hanno lo
stesso dominio variabile della catena pesante, ma
questo dominic variabile della catena pesante viene
combinato con due differenti domini wvariabili della
catena leggera. Laddove si faccia riferimento gui
all’anticorpo 15C3, si fa riferimento ad un anticorpo
avente 11 dominio wvariabile della catena pesante come
descritto in questa figura in combinazione con dominio
variabile della catena leggera 1LZ come indicato in
questa figura. Il prodotto Fab della VH di 15C3 piu la
catena leggera 12 viene qui dindicatce 1inoltre come
ME3055.

L’anticorpo PG3056 ha la VH come qui descritto in
combinazione con la regione variabile della catena
leggera IGKV1-39, come descritto in questa figura. Il
prodotto Fab della VH di 15C3 piu la catena leggera

IGKV1-39 & indicato inoltre come MF3(056.
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Figura 23. L. anticorpo dell’ invenzione ha
preferibilmente wuna catena leggera comune. A} La
catena leggera comune comprende preferibilmente la
sequenza amminoacidica descritta come sequenza IGKV1-
39 in guesta figura. B) In una forma di realizzazione
preferita, la catena leggera comune comprende la
sequenza amminoacidica descritta come IGKV1-38/jkl o
LGKV1-39/7k5. In una forma di realizzazicne
particolarmente preferita, la catena leggera comune
comprende la sequenza amminoacidica di  IGKV1-39/7kl
come descritto in questa figura.

Figura 24. Sequenza amminocacidica della regione VH di
un Fab dell’anticorpo di legame - anti-CLECI12A (MF4327)
e sequenza ammincacidica della regione VH di un Fab di
legame anti-tossoide del tetano (TT) (MF1337). Insieme
alla sequenza ammincacidica della catena leggera
comune descritta nella figura 23, cueste VH formano
domini variabili dei Fab ME4327 e MF1337 che si legano
a CLEC12A ed al tosscide tetanico, rispettivamente.
Figura 25. Esempli di varianti leganti CD3 di MF5196
sono MF5603, MF5616, MF5626, MF5630, MFL648, ME566l e
MF5694, tutte contenenti la regione VL di IGKV1-
39/IGKJ1 umana riarrangiata. Viene indicata la
sequenza ammincacidica della VH dei Fab.

Figura 26. Legame di anticorpi comprendenti VH di
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MES196; VH di ME5603; VH di ME5616; VH di MFE5626; VH
di MF5630; VH di MF5648; VH di MF5661 e VH di ME5694
ed wuna catena leggera comune, come descritto nella
figura 23B, con CD3 espresso sulla membrana su cellule
HPB~-ALL, come analizzato mediante citometria a flusso.
Figura 27. Cromatogramma da CIEX-HPLC. di PG5661.

Figura 28. 1 Fab leganti CD3 MF5351, MF5354 e MF5356,
costituiti dalla regione VL di IGKV1-39/IGKJ1 umana
riarrangiata hanno la rispettiva VE come descritto.
Figura 29. Formato PG di legame per CD3 espresso sulla
membrana su cellule HPB-ALL; tutti questi esempi si
sono legati a CD3.

ESEMPT

Come gui utilizzato YMERXKK, in culi X &
indipendentemente una cifra (-9, si riferisce ad un
Fab comprendente un dominio variabile in cui la VH ha
la sequenza ammincacidica identificata mediante le 4
cifre. 8e ncn indicato diversamente, la regione
variabile della catena leggera del dominio wvariabile
ha  tipicamente una sequenza delle figure 23,
tipicamente 23B. “WH di MEXXXX” si riferisce alla
sequenza amminoacidica della VH Identificata mediante
le 4 cifre. MF comprende inolfre una regione costante
di una catena leggera ed una regione costante di una

catena pesante che normalmente interagisce con una
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regione costante di una catena leggera. PG @ si
riferisce ad un anticorpo monospecificc comprendente
catene pesanti e leggere identiche. PB si riferisce ad
un anticorpc bispecifico con due catene pesanti
differenti. La regicne variabille delle catene pesanti
. & differente, e tipicamente lo & anche la regione CH3,
in cui una delle catene pesanti ha una mutazione KK
del suo dominio CH3 e 1lfaltra ha la mutazione
complementare DE del suo dominic CH3 ({si wveda per
riferimento PCT/NL2013/050294 (pubblicata come WO
2013/157954)) .

Esempio 1: eterogeneita di carica dei mAb 3055 e 3056

E stata utilizzata la focalizzazione 1isocelettrica
(TEF) per determinare il pI e l’eterocgeneitd di carica
di PG3056, un anticorpo monoclonale IgGl a lunghezza
intera comprendente la VH di MF3056 appaiata con la
catena leggera comune I1GVK1-39/JK1, e di PG3055, un
anticorpo monoclonale IgGl a lunghezza intera che
comprende la stessa VH appaiata con la catena leggera
VL2-IGKV1-13 di 15C3. A questc scopo, un gel di
focalizzazione con intervallo di pI di 6-11
(Webscientific, numero di catalogo 1006-03) & stato
fatto correre su un’unita per elettroforesi Multiphor
IT di GE Healthcare provvista di una piastra di

raffreddamento, che & stata raffreddata a 10°C. 10 ug
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di campione non trattato sono statli caricati nella
fenditura per 1l campione vicino ad un marcatcre ad
elevato intervallo di pI (GE Healthcare, numero di
catalogo 17047301V). T1 programma di elettroforesi &
congistito di tre fasi; focalizzazicne iniziale per 10
minuti a 3500 V, cul seguono 30 minuti a 1500 V ed
infine una fase di focalizzazione a 2000 V per 10
minuti. Quindi, 11 gel & statoc fissato e colorato
utilizzandc colorante Cocmassie colloidale (Pierce,
numero di catalogo 24590) ..

L' analisi di IEF di PG3056 e PG3055 ha avuto come
risultato il gel mostrato nella figura 1. Per PG305b
si osserva una banda principale ad elevato pI (~9) con
una banda satellite ad un valore di pI alguanto
superiore. PG3056 ha mostrato un andamento di IEF
gimile, tuttavia a valori di pI leggermente superiori
e con una banda principale leggermente piu diffusa.
Entrambe le IgG sono state analizzate utilizzando la
cromatografia HPLC a scambio caticonice (CIEX~HPLC) per
analizzare la loro eterogeneitd di carica utilizzando
un metodo ortogconale. La CIEX-HPLC & stata eseguita a
temperatura ambiente su un sistema di HPLC Dionex
provvisto di una colomna da 7 um SP-STAT e di un
rivelatore UV/Vis. Sonc stati iniettati 10 npg di

campione; & stato utilizzato un gradiente di tampone
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fosfato 25mM a pH 6,0 con concentrazione crescente di
NaCl per separare le varianti di carica anticerpali. I
dati sonc stati analizzati utilizzande 1l programma
Chromelecn.

I cromatogrammi da CIEX-HPLC di PG3055 e PG3056
vengono mostrati nella figura 2.. PG3055 mostra un
picco principale a 18,8 minuti fiancheggiato da
piccoli picchi rappresentanti iscforme acide e basiche
della IgG. Scrprendentemente, 11 cromatogramma di
PG3056 contiene picchi multipii nell’arce di un ampio
intervallo di tempo; due ampl picchi principali scno
visibili a 18,4 e 20,4 minuti. 1 cromatogrammi
mostrano un’eterogeneitd di carica considerevolmente
aumentata dell’anticorpoe anti-CD3 <on éatena leggera
comune IGVK1-39/JK1 (PG3056) in confronto alla IgG con
catena leggera VL2-IGKV1-13 di 15C3 (PG3055).

La CIEX-HPLC & stata utilizzata anche per verificare
la wvariabilitd e la stabilita da lotto a lotto degli
anticorpi anti-CD3. Entrambi gli anticorpi sono stati
analizzati dopo essere stati conservati a 2-8°C per
pilt di 3 mesi e dopo conservazione a lunge termine a -
80°C. La sovrapposizione dei campioni PG3035 (figura
3, sinistra) mostra che viene osservata una differenza
marginale tra 1 campioni; le relative aree di picco

dei picchi minori a 17,1 minuti e 19,8 minuti cambiano
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leggermente dopo la conservazione a 2-8°C per un lungo
pericdo di tempo. Le differenze osservate tra 1
campioni PG3056 (figura 3, destra) scno melto pin
sostanziali. T1 picco a 20,4 minuti diminuisce
significativamente a seguito della conservazicne a 2-
8°C, mentre il picco a 18,4 minuti aumenta fino a
diventare 1l picco principale del campione. Altri
picchi di eluizione precoci rappresentanti altre
isoforme acide della IgG mostranc anche un incremento
relativo dell’area dei picchi, per esempio del picco a
16,4 minuti. Le variazioni osservate nei cromatogrammi
da CIEX-HPLC dopo la conservazione per un tempo
prolungato a 2-8°C indicano che 1’anticorpo anti-CD3
comprendente la catena leggera comune IGVK1-39/JK1 non
e stabile  mentre viene conservatoe in queste
condizioni, mentre l’anticecrpo PG3055 comprendente la
catena leggera VLZ-TGKV1-13 di 15C3 & molto pin
stabile.

Esempio 2: influenza della variazione da lotto a lotto
dell’ anticorpo PG3056 sul legame per 1l’'antigene

Per valutare la stabilita degli anticorpi anti-CD3 in
presenza di siero, gli anticorpi PG3055 e PG3056 sonc
stati diluiti a 10pg/ml in IMDM (Invitrogen, numerc di
catalogo 213%80-065) arricchito con FBS al 10% (PAA,

numero di cataloge Al5-101) e successivamente incubati
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a 37°C per sette giorni. In questa analisi e stato
incluso un contreollo isotipico IgG (PG1l207). Dopo
sette giorni, il legame delle IgG per D3 & stato
valutato mediante analisi di citometria a flusso su
linfociti T purificati mediante MACS derivati da
donatori sani. Per confronto, nell’analisi di
citometria a flussc sono stati inclusi PG3055 e
PG30566 conservati nellc stesso tferreno per sette
giorni a 2-8°C. Il legame per CD3 di tutti gli
anticerpi 2 stato testate a concentrazicni d4di 10, 1,
0,1 e GC,0lpg/ml, diluite in IMDM+EBS al 10%. Gli
anticorpi legati sono stati visualizzati con  un
anticorpo anti-Fc umano in capra (Southern Biotech,
2043-02), secondo la procedura mediante FACS come
descritta precedentemente in WO 2014/051433, con la
differenza che la colorazicne & stata eseguita in
IMDM+FBS al 10%. I dati (figura 4) mcstrano che PG3055
e PG3056 hanno mostrato un iegame simile per i
linfociti T quando incubati a 2-8°C in presenza di
sierc. Mentre 11 Jlegame di PG3055 non & stato
influenzato da un’incubazione di sette giorni a 37°C
in IMDM+FBS al 10% (PG3055 contro PG3055 37°C), il
legame di PG3056 per CD3 sui linfociti T & stato
significativamente ridotto (PG3056 contro PG3056

37°C).
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In conclusione, PG3056, 17 anticorpo anti-CD3
comprendente la catena leggera comune IGVK1-39/JK1, ha
mostrato un legame fortemente ridottc per CD3 dopo
17 incubazione con siero a 37°C per 7 giorni. Al
contrario, l'anticorpo PG3055 ha mantenuto 1l legame
completo per CD3 nelle stesse condizioni.

Esempio 3: qual e la differenza tra gli anticorpi
PG3055 e PG30567

Gli anticorpi PG3055 e PG3056 hanno sequenze identiche
eccetto che per la reglone wvariabile della catena .
leggera. Apparentemente, la catena leggera comune non
funziona bene nel contesto delle altre sequenze
amminoacidiche dell’anticcrpo ed in particclare con la
regione variabiie della catena pesante, con cul & a
stretto contatto. Il modo pil ovvio per cercare 2
correggere la carenza dell’anticorpe 3056 sarebbe
guello di vedere se la catena leggera comune pud
essere alterata in gualunque modo per renderla piu
simile alla catena leggera nell’anticorpo 3055.
Inoltre, la catena leggera dell’anticorpo PG3056 non &
stata scelta per far parte del sito di legame per
1"antigene che si lega alla molecola CD3. La regione
variabile della catena pesante ¢& stata scelta per
quello scope. Questa & un'altra ragione per vedere se

la catena leggera comune pud essere resa piu simile
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alla catena leggera nell’anticerpo progenitore PG3055.

Paer scoprire dove le regioni wvariabili di PBG3055 e
PG3056 differivano ccme conseguenza della differente
catena leggera, le loro regioni Fab sonc state
modellizzate. Un modellc di omologia della regione Fab
di PG3056 e PG3055 & stato costrulto utilizzando
Modeller (Sali et al., 1993: J. Mcl. Bicl. 234, 779-
815). Una struttura modello con punteggio di energia
ottimale & stata scelta dall’insieme di strutture
generato. Sono stati utilizzati algoritmi di
ottimizzazione delle catene lateralil e di
minimizzazione dell’energia per sostituire le catene
laterali stampo dove queste differivano dalla sequenza
bersaglio. I modelli di omologia dei Fab 3055 e 3056
sono statli esaminati visivamente utilizzando Yasara
(http://www.vasara.orqg) . La sovrappeslizione del
modelli per PG3053 e PG3056 (figura &, immagine a
destra) mostra che le differenze di sequenza nella
catena leggera causano solo alcune variazioni
strutturali; 1’orientamentoc di alcune parti della
catena leggera rispettoc alla catena pesante viene in
parte cambiatce tra le due IgG. Le parti modificate
potrebbero essere insitamente meno stabili ed essere
la causa ultimse delle differenze di stabilita

osservate. In alternativa, le parti modificate
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potrebbero essere pit ¢ menc sensibili a differenti
processl inducentl etercgeneita. Vari processi, noti e
non noti, possono essere la causa delle
caratteristiche osservate per 1’anticorpo PG3056.

Modifiche enzimstiche e ncn enzimatiche compresi

formazione di legami disolfuro, glicosilazione,
ciclizzazione delila glutammina N-terminale,
processamento della lisina carbossiterminale,

deammidazione, ossidazione, glicazicne e scissione del
legame peptidico scono tra 1 procedimenti c¢he possono
causare 1’ etercgeneita (iw et al. . Journal of
Pharmaceutical Sciences, wvol. 97, 2426-2447 (2008)).
In relazione al tipo di modifica, 1l'eterogeneita degli
anticorpi mcnoclonali pud essere introdotta mediante
processl intracellulari e processi extracellulari che,
per esempio, hanno luogo in siero, ascite e/o terrenc
di coltura celluiare, L'eterogeneitd pud anche essere
introdotta mediante incubazione con tamponi, durante
i1l procedimentc di purificazione, conservazione, in
differenti condizicni di stress, gquali temperatura
elevata © esposizione a luce intensa.

La modellazione non ha individuato un amminocacido o
una regione particolari per focalizzare i tentativi di
mutazione della -regione variabile di PG3056. Le

differenze osservate tra 1 modelli di omoleogia di
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PG3055 e PG305%6 sonc state marginali.

Nella presente invenzione & stato trovato che non vi é
alcuna necessita di cambiare la segquenza ammincacidica
della catena leggera dell’anticorpo PG305%5.
IV adattamento della catena pesante pud produrre un
anticorpe con buone proprieta di legame, buona
stabilitd e buona uniformita anche quando la catena
pesante & presente 1n una regione variabile con la
catena leggera comune. Come sara esemplificate in
maggior dettaglio gqui sotto, & statc sorprendentemente
trovato che modifiche specifiche nella regicne CDR2Z
della catena pesante sono tollerate per guanto
riguarda il legame e forniscono l1'anticorpe con la
stabilita e 1'uniformita desiderate.

Le modifiche portance ad una modifica in un motivo
strutturale di deamminazione NG nella regione CDR2
della catena pesante. La regione HCDRZ sia di PG3055
che di PG3056 comprende -1 residul Asnbd e Glybb., I
residui sono esposti sulla superficie in entrambi gli
anticorpi, com’e mostrato nella figura 5. La posizione
strutturale e 1’esposizione superficiale sonc molto
simili in entrambe le moleccle, con un orientamento
leggermente differente  per la catena laterale
dell’ asparagina. Considerando che il motivo

strutturale & esposto sulla superficie in entrambi gli
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anticorpi a, quindi, facilmente accessibile
allfambiente e <c¢che non sembra esservi nessuna
differenza significativa nel ripiegamento del motivo
strutturale NG della HCDRZ in PG3055 rispetto a P3056,
sarebbe considerato  improbabile  che 17 aumentata
deammidazione di Asnb4 in PG3056 fosse la causa ultima
della variazione di legame osservata dei differenti
lotti di PG3056.

Esempic 4: generazione e caratterizzazione di wvarianti
di PG3056

La «caratterizzazione analitica di PG3056 mediante
CIEX-HPLC ha mostrato «che 1la IgG & altamente
eterogenea. Poiché questa eterogeneita  potrebbe
ostruire la purificaziocne basata su CIEX-HPLC della
IgG bispecifica contro CD3xCLEC1Z2A abbiamo puntato a
migliorare il profilo di CIEX-HPLC del Fab MF3056. La
regione variabile delia catena pesante di MF3056
contiene diversi residuli e/o motivi strutturali che
potrebbero contribuire zallfeterogeneita di  PG3056.
Questi sonc 1l residuo di lisina C-terminale, un
motivo strutturale di deammidazione dell’asparagina NG
nella HCDR2 ed un motivo strutturale DP labile in
acidi nella HCDR3 (si wveda 1la figura 6 per un
allineamento della sequenza di MF3056 VH contro la

VH3-33 della linea germinale).
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Sebbene la meodellazicne in silico non abbia per nulla
individuato il motivo strutturale NG della HCDRZ come
probabile causa dell’eterogeneita osservata, si &
cercato di identificare wvarianti della VH di MF3056
che fossero prive di questo meotive strutturale di
modificazione post-traduzionale, e che in parallelo
potessero mostrare un profilo di ritenzione di CIEX-
HPLC miglicrato, cosli come una stabilita miglicrata. A
questo scopo sonc state generate e testate le seguenti
varianti della VH di MF3056: MF3872, MF3873 e MF3905
{figura 7).

Questi Feb contenenti queste wvarianti di VH e la
catena leggera comune (MF3872, MF3873 e ME3903) sono
statli espressi come IgG mcnoclonali a luncghezza intera
(PG3872, PG3873 e PG3905) e testati per il legame per
CD3 espressc sulla membrana su cellule HPB-ALL
mediante citometria a flusso (secondo la procedura
mediante FACS come descritta precedentemente in WO
2014/051433). Sono stati ottenuti i risultati seguenti
(figura 8).

Questi risultati mostrano che le varianti PG3873 e
PG3905 hannc perso completamente 11 legame per CD3,
mentre e stato mantenuto un legame per CD3 moltc basso
per la variante PG3872.

Come approccio alternativo per ottenere varianti
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miglicrate con eterogeneitd ridotta ed immunogenicita
ridotta, la VH di MF3056 & stata germinalizzata verso
la sequenza VH3-33 in diversi residui, effettuando
sostituzioni amminoacidiche singole o combinate. Sono
state generate le seguenti varianti di ME3056 VH:
MF3874_VH, MF3878 VH, MF3883 VH, MF3886 VH e MF3891.VH
(figura 9).

Di nuovo, i Fab comprendenti queste varianti di VH e
la catena leggera comune {ME'3874_VH, = MF3878 VH,
ME'3883 VI, MF3886 VH e MF3891 VH) sono stati espressi
come [gG monoclonalli a lunghezza intera (PG3874,
PG3878, PG3883, PG3886 e PG3891) e testati per il
legame per CD3 come descritto sopra. Sono stati
ottenuti i1 risultati seguenti (figura 10).

Come mostrato nella figura 10, tutte le varianti
germinalizzate singole (PG3874 (Q6E), PG3878 (V23A),
PG3883 (A50V), PG3886 (T97A)) e combinate (PG3891
(QBE/VZ23A/T974)) hanno mantenuto la completa capacita
di legame per CD3. Successivamente, PG3891 & stato
analizzato mediante CIEX-HPLC {come descritto
nell’esempio 1) per verificare se la germinalizzazione
abbla causato una ridotta eterogeneita.

Come mostrato nella figura 11, il profilo di CIEX-HPLC
di PG3891 ha mostrato ancora una significativa

eterogeneita di carica. Simili profili di CIEX-HPLC
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SOno stati ottenuti per le varianti ai
germinalizzazione singole (dati non mostrati).

In un tentative successivo di ridurre 1’eterogeneita
di carica di PG3056, sono state generate varianti di
MF3056 VH prive del motivo strutturale NG della HCDRZ
(figura 12).

Fab comprendenti queste wvarianti di VH e la catena
leggera comune (MF5192-5197 VH) sono stati generati ed
espressi come IgG monoclonali a lunghezza intera
(humeri PG) e testati per il legame per CD3 espresso
sulla membrana su cellule HPB-ALL mediante citometria
a flusso, come descritto sopra. Quest’analisi (figura
13) ha mostrato che PG5196 (sostituzione di NsiGss con
NssBs5) ha mantenuto un legame per CD3 paragonabile al
PG3056, mentre tutte le altre varianti di MF3056
testate hanno mostrato un legame per CD3
significativamente rideotto (PG5192, PGH1393 o PG5H1YT) o
assente (PG5194 e PGH195}).

Per valutars l'eterogensitéd di carica dell’mAb PG5196,
& stata eseguita la focalizzazicne isoelettrica come
descritto nell’esempio 1. Dopo la colorazione del gel,
per PG5196 viene osservata una banda stretta a elevato
pl con una banda satellite marginale ad un valore di
pI alguantc superiore (si veda la figura 14).

Per valutare 1’eterogeneita di carica di PG5196 in
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maggior dettaglio, & stata esegulita una CIEX-HPLC
secondo la preocedura descritta nell’esempio 1, ed 1l
cromatogramma risultante viene mostrato nella figura
15. Il cromatogramma mostra un picco principale con un
tempo di ritenzione di 1% minuti, preceduto da un
piccolo picco a 16,9 minuti. Sorprendentemente, questi
dati dimostrano che PG51%96 mostra un profile di
eterogeneita di carica significativamente migliorato
in confronto a PG3056.

Esempio 5: generazione di altre wvarianti di PG5196
utilizzando selezioni di esposizione fagica

Sulla base della VH di MF5186, sono state progettate
librerie di esposizione fagica con lo scopo di
ottenere altri Fab leganti CD3 con eterogeneita di
carica ridotta in modo simile. Scno state generate
librerie di esposizicne fagica che hanno contenuto la
regione VL di IGKV1-39/IGKJ1 umana riarrangiata (De
Krulif et al. Biotechnol. Riceng. 2010 (106)741-50), =d
una raccolta di  regioni VH basate su  ME5196
incorporanti sostituzioni ammingacidiche che
potrebbero potenzialmente migliorare 1’interfaccia
VH/VL. Le specifiche sostituzioni e gii amminoacidi
alternativi permessi per posizicne vengono indicati
nella tabella 1. Tutte le sostituzioni indicate per

posizione mutata, cosl come 1'amminocacide originale,
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sono stati introdotti in un ugquale rapporto.

Tabella 1
Amminoacido e Regione | Sostituzioni introdotte
posizione in per posizione
MF5196 VH |
H35 FR2 FYASN
A50 FR2 ILFYNRQSK
N54 HCDRZ2 H
AB5 HCDRZ GTN
D59 HCDRZ LIVFYRANEHST
a6l FR3 EFNTEQLRYE STDKV
Y102 HCDR3 ARNDCEQGHITLKMEFPSTWY
N103 HCDR3 ARDCEQGHITKMEPSTWYV
W104 ECDR3 MEYHLIV
F105 HCDR3 WMYHLIV

T Dbatteriofagi da queste librerie di esposizione
fagica sonc stati selezionati in unc o due cicli
utilizzando cellule HBP-ALL e/o la proteina CD38s-Fc
umana ricombinante utilizzando procedure note ad una
persona esperta nell’arte. I fagi di legame sonc stati
eluiti chimicamente, ed utilizzati per infetiare
nuovamente 1 batteri. Dopo la selezione di diverse
colonie batteriche sopravvissute, 1 fagi sonc stati

recuperati e sono stati sottoposti ad analisi per il
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legame per 1 complessi CD3/TCR espressi sulla
superficie cellulare mediante citometria a flusso. T
stata esequita una PCR delle colonie per tutti i fagi
che hannc mostrato un legame con CD3 per amplificare e
sequenziare le regioni VH.

L'analisi dei geni VH ha rivelato che le wvariantil per
sostituzicone hanno mantenutc 11 legame per CD3. Le
varianti di MF5196 VH scelte hanno presentate le
seguenti sostituzioni: A50 iﬁ QsYL, D59 in
LIVFRANEHST, A6l in NIBQLRYESTDKV e/o F105 in MY
{(tabella 2). Al contrario, le sostituzioni elencate
nella tabelila 1 1in H35, Y102, N103 < Wl04 non sono
state permesse poiché Itutte le wvarianti leganti CD3
scelte hanno mantenuto 1'ammincacido originale nelle
posizioni 35, 102, 103 e 104. Questo dimostra che i
residui H35, Y102, NI103 e w104 sono amminoacidi
critici per il legame con CD3.

.Esempi di wvarianti leganti CD3 di MF5196 VH sono
MF5603 VH, MF5616 VH, MF5626 VH, MF5630 VH, MF5648 VH,
MF5661 VH e MF5694 VH, tutte in combinazione con la
regicne VL di TIGKV1-39/IGKJl umana riarrangiata. Le
sequenze VH di questi MF vengono elencate nella figura
25. Il test di queste varianti di MF in formatc di IgG
monospecifiche per il legame per CD3 espresso sulla

membrana  su  celiule HPB-ALL mediante citometria a
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flusso, come descritto sopra, ha mostrato che tutti
questi esempi si sono legati a CD3 (figura 26). Come
esempio della loro stabilita intrinseca, PGS661 &
statc analizzato mediante CIEX-HPLC, eseguita secondo
la  procedura descritta nell’esempic I, ed 11
cromatogramma risultante viene mestrato nella figura
27. Il cromatogramma mostra un picco principale con un
tempo di ritenzione di ~20 minuti, simile al profilo

mostrato per PG5196.

Tabella 2
Amminoacido e Sostituzioni Varianti di MF5196
posizione in introdotte in leganti CD3 trovate

MF5196 VH MF5196 con sostituzioni
A50 ILEFYNRCSK QSsYL
D58 LIVFYRANEHST LIVERANEHST
_ A6l FNTHQLRYESTDKV NIHQLRYESTDKV
F105 WMYHLIV MY
Esempio 5B

‘Sulla base della VH di MF5196, scno state progettate
librerie di esposizione fagica con lo scopo .per
ottenere altri Fab leganti CD3 stabili. Sono state
generate librerie di esposizione fagica che hanno
contenuto la regione VL di IGKV1I-39%/IGKJ1 umana

riarrangiata (De Kruif et al. Biotechnol. Bioceng. 2010
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(106)741-50) ed una raccolta di varianti di VH3-33 a
cul e stata fusa la regione CDR3 della catena pesante
di MF5196.

I battericfagi da queste librerie di espesizione
fagica sono stati selezionati 1In uno ¢ due cicli
utilizzando cellule HBP-ALL e/o la proteina CD3&s-Fc
umana ricombinante utilizzande procedure ncte ad una
persona esperta nell’arte. I fagi di legame sonc stati
eluiti chimicamente ed utilizzati per infettare
nucvamente 1 batteri. Dopo aver scelto diverse colonie
batteriche sopravvissute, 1 fagl sonc stati recuperati
e sono stati sottoposti ad analisi per il legame per i
complessi CD3/TCR espressi sulla superficie cellulare
mediante citometria a flusso. E stata eseguita una PCR
delle colonie per tutti i fagi che hanno mostrato 1l
legame con CD3 per amplificare e sequenziare le
regioni VH. | | -
Esempi di ulteriori wvarianti Ieganti CD3 risultanti di
ME5196 VH  sono MF5351 VH, ME5354 VH e MF5356 VH
(elencate nella figura 28), tutte in combinazicne con
la regione VL di ICKV1-39/ICKJl umana riarrangiata.

Tl test di queste varianti di MF in formate di IgG
monospecifiche per il legame per CD3 espressc sulla
membrana su cellule HPB-ALL mediante c¢itometria a

flusso, come descritto sopra, ha mostrato che tutti
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qguesti esempl si sonc legati a CD3 (figura 29).

Esempio 6: caratterizzazione funzionale del Fab MF5196
nel formato di IgG bispecifica contro CD3xCLEC12A

Per esaminare 17attivita funzionale del Fab MF-194,
guesto Fab contro CD3 ed il Fab MF3056 contro CD3 sono
stati espressi insieme al Fab MF4327 contro CLECI2A
come braccio fisso. Le IgG  Dbispecifiche contro
CD3xCLEC1ZA sono state espresse nel formato di IgG
bispecifiche a lunghezza intera, come descritto in WO
2014/051433, comprendente 1’ ingegnerizzazicone di
cerniera inferiore/CH2 nelle posizioni 235-236
(indicate come DM-Fc, mutazione doppia di CHZ nella
regione Fc¢). Come ME3056 e MF2196, 11 Fab MF4327
utilizza la catena leggera IGKEV1-39/IGKJl umana. La
sequenza del Fab MF4327 viene fornita nella domanda di
brevetto WO 2014/051433. TInnanzitutto, il legame del
bsAb DM-Fc 051%6x4327 per CD3 e CLECIZA & stato
dimostrate mediante citometria a flusso utilizzando
celiule HPB-ALL CD3+ e cellule HL~-60 CLEC12A+ {secondo
le procedure descritte precedentemente in WO
2014/051433). Il bsAb DM-Fc 3056x4327 & stato incluso
come riferimento ed un controllo isctipico IgGl non
attinente, PG1337, & stato incluseo come controllo
(figura 16). Entrambi i bsAb DM-Fc CD3xCLEC1ZA si sono

legati a CD3 espresso sulla membrana e HPB-ALL, con un
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legame leggermente migliorato per bsAb DM-Fc
5196x4327.

In seguiteo, & stata testata 1’attivitd funzicnale del
bsiAb DM-Fc contro CD3xCLEC1Z2A 5i%6x4327. Innanzitutto,
& stata esaminata la «capacita stimclatoria dei
linfociti T con linfociti T da donatori sani a riposo.
I linfociti T purificati a riposo sono stati ottenuti
secondo la procedura descritta nel brevetto WO
2014/051433. I linfociti T purificati a riposo sono
stati successivamente incubati con cellule da linea
cellulare HL-60 derivata da leucemia in siero umanc
(HS) al 10% ad un rapporto cellula
effettrice:bersaglio di 5:1 per due giocrni, come
descritto in WC 2014/051433. Il bsAb DM-Fc 3056x4327 &
stato incluso cone riferimento. Come IgG di
riferimentc di controllo negativo sono stati inclusi
un controllo isctipico IgG (IgG di contrello) ed il
bsAb DM-Fc 5196x1337. I1 bsAb DM-Fc 5196x1337 si lega
a CD3 con un braccio (MF5196) e si lega al tossoide
tetanico (TT) con il seconde bracciec (MF1337) ed é
inclusc per esaminare la potenziale attivita fuori
bersaglio indectta da parte di ME5196. Il bsib e le IgG
di controllo sono stati testati a 1000ng/ml. I dati di
attivazione dei linfociti T wvengono espressi come

percentuale di cellule positive per (D69 in una
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popolazicne di linfociti T positiva per CD4 o positiva
per CD8 (figura 17). Il bsAb DM-Fc 5196x4327 ha
indotto 17attivazione dei linfociti T CD4 e CD8 come
indicato dalla sovraregolazione del marcatore di
attivazione precoce CD69. Anche il DbsAb DM-Fc
3056x4327 ha indotto la sovraregolazione di CD69 suil
linfociti T CD4 e CD8, tuttavia ad un grado inferiore
rispetto al bsAb DM-Fc 5196x4327. La sovraregolazione
di CD&Y osservata su entrambi 1 sottoinsiemi di
linfeciti T & stata specifica per 1’antigene CLECI12A
poiché il bsAb DM-Fc 5196x1337 non ha indotto la
sovraregolazione di CD69.

Questa analigi ha mostrato che il bsZb DM-Fc 5196x4327
ha avuto una capacita leggermente migliore di indurre
1’attivazione specifica per 17antigene dei linfociti T
Ch4 e CD8 rispetto al bsAb DM-Fc 3056x4327 (figura
7). I1 bsAb DM=Fc  5196x4327 che ha indotto
l’attivazicne dei linfociti T & stato specificoe per
CLEC12A, poiché il bsAb DM-Fc 5196x1337 di controllc
non ha indotto nessuna attivazione dei linfociti T.
Complessivamente, questo mestra che la sostituzione
amminocacidica di N con A di HCDRZ, risultante nel Fab
MEF5196  legante  CD3, ha ccmpletamente mantenuto
17 attivazione dei linfociti T specifici per CLEC12A.

Per indagare se 11 grado di attivazione dei linfociti
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T da parte del bsAb DM-Fc contro CD3xCLECI1ZA 5196x4327
rispetto a 3056x4327 sia stato sufficiente ad indurre
la lisi delle cellule bersaglio, le cellule HL-60 sono
state marcate con diacetato di carbossifluoresceina
succimidil estere (CEFSE) e sottoposte a co-coltura con
linfociti T da donatori sani ad un rapporto cellula
effettrice:bersaglio di 5:1 in presenza di HS al 10%.
I1 bsAb DM-Fc contro CD3xTT 519%6x1337 & stato incluso
esaminare la potenziale 1lisi fuori bersaglio. Le IgG
bispecifiche sono state testate in un intervallo di
diluizione di 4 volte a partire da 1000ng/ml. Dopo due
glorni, le cellule HL-60 positive per CEFSE
sopravvissute SONO state guantificate mediante
citometria a flusso. I risultati sono stati espressi
come percentuale di 1lisi specifiche rispetto alla
condizione di controllo con PBS (figura 18).

Questa analisi ha mostrato che il bsAb DM-Fc 5196x4327
ha completamente conservato la capacita di indurre la
lisi delle cellule bersaglic specifiche per 1’antigene
CLEC12A. Scrprendentemente, la potenza di DM-fc
5196x4327 & stata significativamente migliore rispetto
a quella del bsaAb DM-Fc 3056x4327.

In conclusicne, questc esempio ha dimostrate che il
Fab MF5196 e funzionale, poiché il bsAb DM~Fc conltro

CD3xCLEC12A 5196x4327 ha indotto efficientemente
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1"attivazione dei linfociti T specifici per 1’antigene
CLEC12A e la 1lisi di cellule HL-6C CLECl12A+. Inoltre,
questo esemplo ha dimostratc che 11 bsAb DM~Fc
5196x4327 ha una potenza miglicrata in confronto al
bsAb DM-Fc 3056x4327.

Esempio 7: affinita dei bracei anti-CD3 ed anti-
CLEC12A di bsAb DM-Fc 5196x4327

Le affinitad dei Fab MF5186 contro CD3 ed MF4327 contro
CLECIZ2A per 1 loro bersagli sono state misurate
mediante la tecncologia della risonanza plasmonica di
superficie (SPR) utilizzando un BIAccore T100. Un
anticorpo monocionale anti-IgG umana in topo (Becton e
Dickinson, | numero -di cataloge  555784) & stato
accoppiato alle superfici di un chip sensore CM5
utilizzando una chimica ad ammine libere (NHS/EDC).
Quindi, 11 bsAbh DM-Fc 5196x4327 & stato catturato
sulla superficie di gquesto sensore. Successivamente,
gli antigeni purificati ricombinanti CLEC1IZA umano
(Sinc Blological Ing, numero di catalogo 118%6-H07H) e
proteina CD38e-Fc umana sono stati fatti correre sullé
superficie del sensore in un intervallo di
concentrazione per misurare le costanti di
assoclazicne e di dissociazione. Dopo ciascun ciclo,
la superficie del senscre & stata rigenerata mediante

un impulso di HC1 ed il bsAb DM-Fc 5196x4327 & state
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catturato nuovamente. Dal sensogrammi obttenuti sono
state determinate 1le costanti di associazione e di
dissociazione utilizzando il programma BIAevaluaticn.
Questi dati {figura 19) hanno mostrato che il bsib DM-
Fe 5196x4327 ha awvuto un’affinitad di 3nM per il
CLECIZA umano ed un’affinitd di 177nM per CD3. Questo
ha mostratc che 1'affinita del braccic per CLECI2A &
'stata ~60 volte superiore rispetto all’affinitd del
braccio legante i1 CD3 umano nel bsAb DM-Fc 5196x4327.
Tabella 3: costanti di associazione e di dissociazione
e valori di affirnita per il legame al CD3 umano ed al
CLECI2A  umano. I1 wvalcre & la media di tre
misurazioni. KD: costante di affinita (dissociazione

all’equilibrioc).

Antigene Kb (M)

CLEC1Z2A 3 x 1079

CD3%e-Fc 177 x 10-°

Esempio 8: efficacia. del bsAb DM-Fc 5196x4327
nell’indurre la lisi di blasti di IMA in campioni di
pazienti con IMA primaria

E stato mostrato nell’esempioco 6 che 11 bsAk DM-Fc
51%6x4327 induce potentemente la lisi delle celiule
bersaglio HL-60 da parte di linfociti T derivati da
donatori sani. ©Nel brevettoc WO 2014/051433 gli

inventori hanno mostrate che un bsAb DM-Fc contro
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CD3xCLEC12A ha avuto la capacita di indurre la lisi di
blasti di IMA da parte di linfociti T derivati da
pazienti con LMA autologhi ad un rapporto effettore su
bersaglic di 5:1. Qui, & stata esaminata 1'efficacia
di un bsAb DM-Fe¢ contro CD3xCLEC12A, piu
specificamente del DbsAb DM-Fc contro CD3xCLEC12A
5196x4327, nell’indurre la lisi di blasti di IMA in
campioni di LMA primaria con bassi rapportl effettore
su bersaglio, linfocita T su blasto di LMA.

Campioni di pazienti con LMA posti a diagnosi {(dalle
classificazioni FAB di IMA M1, M2, M4, M4/M5, tabella
4) sono stati scongelati e caratterizzati per la
frazione di linfociti T e blasti di ILMA mediante
analisi di citometria a flusso per CD4, CD8, D14,
CD33, CD34, CD45 e 7AAD. I campicni di IMA analizzati
hanno avuto un rapporto effettore su bersaglio
variabile da 1:7-1:40,

Successivamente, 1 campioni di midelle osseo dei
pazienti con IMA primaria sonc stati sottoposti a
coltura in terreno IMDM arricchitc con HS normale al
10% pitu IL-15 20ng/ml (Miltenyi, #130-095-766), CM-CSF
2,5ng/ml  (Immunotocls, #11343123), G-CSF 12,5ng/ml
(descritto in Noxde et al., 2009), IL-3 6,25ng/ml
{Imnunotools, #11340035), SCF 3,0ng/ml (Immunotcols,

#11343325) ed FIt3L Z2,5ng/ml (Immunotools,
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#311340035). Le condizioni testate hanno incluso PBS,
Ab WT-Fc di controllo isctipico, bsAb DM-Fco 5196x4327,
bsAb DM-Fc 5196x1337 ed Ao WT-F¢ contre (D3 di
contrecllo positivo (tutti gli anticorpi a 1000ng/ml).
Dopo sette giorni di coltura, 1’espansicne dei
linfocitl T e lfuccisione dei blasti di IMA sono state.
determinate mediante analisi di citometria a flusso
utilizzande gli stessi marcatori utilizzati 11 gicrno
0. I risultati sonc stati espressi come espansione dei
linfociti T in numerc di veolte o freguenza di lisi dei
blasti di IMA rispettoc alla condizione con PBS.

Questi dati hanno dimostrato (tabella 4 e figura 20)
che il bsAb DM-Fc 5196x4327 ha indotto efficientemente
1"espansione del linfociti T (espansione dei linfociti
T di 5-30 wvolte) dopc 7 giorni. In maniera pil
importante, questi dati hanno dimostrato che il bsib
DM-Fc  5196x4327 ha indotto efficientemente la lisi
(26-88%) di cellule tumorali di IMA di pazienti in 5
campioni testati di pazienti con IMA primaria su 5,
perfino in campioni di IMA con rapporti molto bassi di

effettore su bersaglio.

Tabella 4
Rapporto % di Espansione
Paziente Classificazione
E:T il uccisione deid
numero FAB di IMA
giorno 0 di blasti | linfociti T
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{dopo 7 | in numero di
giorni) volte (dopo
7 giorni)
#1 1:21 M4 /M5 26% 30
#2 1:10 M4 44% 8
#3 1:7 M2 88% 4
#4 1:39 M4 /M5 65% &
#5 1:40 M1 83% 6

L'efficacia del bsAb DM-Fc 5196x4327 nell’indurre la
proliferazione di linfociti T e la lisi dei blasti di
IMA & stata analizzata in altri campioni di pazienti
con IMA posti a diagnosi,

I campioni di pazienti con IMA posti a diagnosi (da
.classificazioni FAB di ILMA M1, M2, M4, M4/M5, tabella
o) sono stati scongelati e caratterizzati per la
frazione di linfociti T e blasti di IMA mediante
analisi di citometria a flusso per CD4, CD8, CDl4,
CD33, CD34, CD45 e 7AAD. I campioni di IMA analizzati
hanno avuto un rapporto effettore su bersaglio
variabile da 1:3-1:97. Successivamente, 1 campioni di
pazienti con IMA primaria sono stati sottoposti a
coltura come descritto sopra nell’esempio 8. Le
condizioni testate hanno incluso PRS, Ab WI-Fc di

contrelle isctipico, bsAb DM-Fc 5196x4327, bsAb DM-Fc
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5196x1337 ed Ab WT-Fc contro CD3 di contrello positivo
(tutti gli anticorpi a 200ng/ml). Dopo sette e dieci
giorni di coltura, 1’espansiocne dei linfociti T e
l’uccisione dei blasti di TMA sono state determinate
mediante analisi di citometria a flusso utilizzando
gli stessi marcatori wutilizzati il giorno 0. I
risultati sonc stati espressi come espansione dei
linfociti T in numero di volte o frequenza di lisi dei
blasti di ILMA rispetto alla condizione con PBS.

Questi dati hanno dimostrato (tabella 5) che il bsAb
DM-FC 519€x4327 ha indotto efficientemante
1"espansione dei linfociti T (espansione dei linfociti
T di 7-226 wvolte) dopo 10 giorni. In maniera pid
importante, questi dati hanno dimostrate che il bsAb
DM-Fc  519%6x4327 ha indotto efficientemente l1a lisi
(38-99%) di cellule tumorali di IMA di pazienti in 6
campicni testati di pazienti con LMA primaria Sﬁ“8,
perfinc in campioni di IMA con rapporti molto bassi di

effettore su bersaglio di 1:45-1:97.

Tabella 5
% di Espansione
Rapporto Classificazione | uccisione dei.
Paziente Classificazione
BT il ¢di rischio di | di blasti | linfociti
numero FAB di IMA
gicrno 0O IMA (dopc 10 T in
giorni} numero di
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volte
(dope 10
giorni)
#6 1:45 M1 bucno 95% 20
#7 1:3 M2 buono 99% 39
#8 1:17 M2 SCarso 878 226
#9 1:94 M4 SCcarso 0% 7
#10 1:46 M4 /M5 scarso 38% 23
#11 1:97 M4 /M5 SCarso 39% 55
12 1:31 M4 /M5 intermedio 0% 9
#13 1:15 M4 /M5 intermedio 07% 1390
Esempio 9
La calorimetria differenziale a scansione (DSC) &

stata utilizzata per misurare la stabilita termica dei

domini delle IgG descritti gqui. Gli esperimenti di DSC

“sono stati eseguiti su un MicroCal VE-DSC utilizzando

il programma Origin v7.C (VPViewer e VPAnalyzer). Gli

anticorpi sono stati prima dializzati contro un

tampone con fosfato 10mM, NaCl 150mM a pH 6,5. I

campioni di IgG sono stati  analizzati ad una

concentrazione proteica di 0,25mg/ml come determinato
mediante assorbimento UV, ed il tampcne di dialisi &

stato utilizzatc come campicne di riferimento. Le

scansioni sono state effettuate da 50°C~-95°C con una
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velocita di  scansione di 15C/min e sono state
analizzate utilizzando 1 programmi GraphPad PRISM 5 e
Microscoft Excel 2010.

L'analisi di DSC della IgGl selvatica (WT) ha portato
a due picchi, come mostrato nella figura 21 (indicati
come WT | WT per CH2 | CH3). La Tml a 70,9°C
corrisponde alla fusicne del dominio CH2, mentre. il
picco a 85,0°C (Tm2) rappresenta la fusione dei Fab e
del dominio CH3. Il grafico di DSC di una IgGl con Fab
identici comprendenti due mutazioni (1.235G, G236R) nel
dominic CHZ (DM | WT) mostra un picce Tm2 molte simile
a 85,0°C. Il picco Tml tuttavia si & spostato a
73,5°C, indicandc che queste mutazioni incrementano
significativamente la stabilitad del dominio CH2.
Poiché 11 dominio CHZ non @& solo 1l dominio pin
fragile di wuna ZIgGl WT, ma anche di una IgGl
bispecifica ingegnerizéata per CﬁB,.si puo conclﬁdére
che il dominio CH2 ingegnerizzato per L235G, G236R
conferisce anche ulteriore stabilitd agli anticorpi
IgG bispecifici contro CD3xCLECI2A che recano queSte

mutazioni di CHZ.
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RIVENDICAZIONI
1. Anticorpe che si lega a CD3 umano, il quale
anticorpe comprende una catena pesante ed una catena
leggera in cul la suddetta catena pesante comprende
una regione variabile <che comprende la sequenza
ammincacidica: o .
QVOLY QSGGG VVQPG RSLRL SCVAS GFTFS SYGMH WVROA PGKGL EWVAA TWYXiXe

RKQDY ADSVK GRFTI SRDNS KNTLY LOMNS LRAED TAVYY CTRGT GYNWE DPWGQ
GTLVT VSS

con (-5 sostituzioni ammincacidiche in una o pin
posizioni diverse daila posizione indicata mediante
X1X2 e diverse dalle regioni CCR; |

in cui

X1 = N ed X = A;

X1 = Ned X = T;

X1 = Hed X = G;

X1 =D ed X2 =G; o

X1 = H ed X2 = A; e la suddetta catena leggera

comprende la regione variabile della catena leggera
012/IgVk1-39 della figura 23A con 0-5 sostituzioni
amminoacidiche.

2. Anticorpoc della rivendicazione 1, in cui la
suddetta regione variabile della catena leggera & una
regione variabile 012/IgVkl1-39*01 della linea
germinale.

3. Anticorpo della rivendicazione 2, in cui la regiocne
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variabile della catena leggera comprende la catena
leggera kappa IgVk1-39*01/IGIx1*01 o Igvxl-
39%01/ICGJIk5*01.

4. Anticorpo della rivendicazione 3, in cui la regione
variabile della catena leggera comprende la catena
leggera kappa della linea germinale IgVxl-
39*01/1GJk1*C1 o TgVxk1-39*01/ICIk5*01.

5. Anticorpe della rivendicazione 1, in cui 1la
suddetta regione variabile della catena leggera
comprende la seguenza ammincacidica:

DIOMT QSPSS LSASV GDRVT ITCRA SQSIS SYLNW YQOKXKP GKAPK
LLIYA ASSLQ SGVPS RESGS GSGTD FTLTI SSLQP EDFAT YYCQQ
SYSTP PTEGQ GTKVE IK o DIQMT QSPSS LSASV GDRVT ITCRA
SQSIS SYLNW YQOKP GKAPK LLIYA ASSLQ SGVPS RFSGS GSGTD
FTLTI SSEQP EDFAT YYCQQ SYSTP PITFG QGTRL EIK con 0-5
inserzioni, delezioni, sostituzioni, addizioni
amminoacidiche o una loro combinazione.

6. Anticorpo di una qualsiasi delle rivendicazioni 1-5
che & un anticorpo bispecifico,

7. Anticorpo Dbispecifico della rivendicaziocne 6
comprendente una combinazione di catene BE/L di una
qualsiasi delle rivendicazioni 1-5 ed una combinazione
di catene H/L che si lega ad un antigene tumorale.

8. Anticorpo bispecifice della rivendicazione 7, in

cul la suddetta combinazicne di catene H/T che si lega
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ad un antigene tumorale si lega a CLECLZA.

9. Anticorpo o) anticorpo bispecifico delle
rivendicazioni 1-8 che comprendono una regione
costante umana e domini variabili umani.

10. Anticorpo bispecifico di una qualsiasi delle
rivendicazioni 6-9 comprendente due differenti catene
pesanti immunoglobuliniche con domini di
etercdimerizzazione compatibili.

11. Anticorpo bispecifico della rivendicazione 10, in
cui i suddetti domini di eterodimerizrzazicne
compatibili’ sono domini di eterodimerizzazione CH3
delle catene pesanti immunoglobuliniche compatibili.
12. Anticorpc bispecifico di una qualsiasi delle
rivendicazioni 6-11, in cui il suddetto anticorpo
bispecifico & un anticorpo IgG con un dominio CH2 e/o
della cerniera inferiore mutante, in modoc tale che
l7interazione dell’anticorpo IgG bispecifico con un
recettore per 1l'Fc gamma sia ridotta.

13. Anticorpo bispecifico della rivendicazione 12, in
cul il dominio CHZ e/o della cerniera inferiore
mutante comprende una sostituzione amminoacidica nelle
posizioni 235 e/o 236 (numerazione di  Kabat),
preferibilmente una sostituzione L235G e/o G236R.

14, Anticorpo bispecifico di una gqualsiasi delle

rivendicazioni 6-12 comprendente una regione variabile
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della catena leggera 012/IgVk1-39 della figura 23A con
0-5 inserzioni, delezioni, sostituzioni, addizioni
amminoacidiche o una loro combinazione.

15. Anticorpo di una qualsiasi delle rivendicazioni 1-
14 per uso nel trattamento di un soggetto che lo
richiede.

L T

Si attesta la perfetta conformita della

traduzione che precede.

M.

Mafco Giovann
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LEGENDA DELLE TAVOLE DI DISEGNO
TAVOLA 1/17
FIGURA 1
“Figure 17 = Figura 1
“Marker” = Marcatore

FIGURA 2

“Figure 27 Figura 2
TAVOLA 2/17

FIGURA 3

“Figure 3” = Figura 3
FIGURA 4

“Figure 4”7 = Figura 4
“contreol of IgG” = Contreollo di IgG
FIGURA 5

“Figure 57 = Figura 5
TAVOLA 3/17

FIGURA 6 |

“Figure 6" = Figura ©
“Consensus” = Consenso

FIGURA 7

|

“Figure 77 = Figura
FIGURA 8

“Figure 8” = Figura 8

“IgG concentration” = Concentrazione di IgG
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FIGURA 9

“Figure 97 = Figura 9

“Consensus” = Consenso
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FIGURA 10

“Figure 10”7 = Figura 10

“IgG concentration” = Concentraziocne di IgG

FIGURA 11

Il

“Figure 11”7 Figura 11
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FIGURA 12

“Figure 12” = Figura 12

“Consensus” = Consenso
FIGURA 13
“Figure 137 = Figqura 13

“IgG cencentration”™ = Concentrazione di IgG
“Ctrl IgG” = IgG di controllo

FIGURA 14

“Figure 147 = Figura 14

“Marker” = Marcatore

FIGURA 15

“Figure 15”7 = Figura 15
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FIGURA 16

“Figure 16”7 = Figura 16
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FIGURA 17
“Figure 17" = Figura 17
“Ctrl IgG” = IgG di controllo

W

CDe9+ CD4 cells” = % di cellule CD4 CD&S+

e

"% CDE9+ CD8 cells” = % di cellule CD8 CD69+
TAVOLA 2/17

FIGURA 18

“Figure 18” = Figura 18

“Contrel IgG” = IgG di controllo

“% specific lysis” = Lisi specifica %

FIGURA 19

“Figure 19" = Figura 19

“Time” = Tempo

“Response” = Risposta

“RU” = UR

TAVOLA 10/17

FTGURA 20

“Figure 207 = Figura 20

“CLEC12A expression” = Espressiocone di CLECI2A
“Isotype” = Isctipo

FIGURA 21

“Figure 217 = Figura 21

“Temperature” = Temperatura

“Sample” = Campione

TAVOLA 11/17

125

e RSt
Vailil fhaii



FIGURA 22

“Figure 227 = Figura 22
FIGURA 23

“Figure 23" = Figura 23
FIGURA 24

“Figure 247 = Figura 24
TAVOLA 12/17

FIGURA 25

“Figure 257 = Figura 25
“Consensus” = Consenso
TAVOLA 14/17

FIGURA 26

“Figure 26" = Figura 26
“IgG conc” = Concentrazicne di IgG
“Control TgG” = TgG di controllio
TAVOLA 15/17

FIGURA 27

“Figure 27" = Figura 27
“WVL” = Lunghezza d’onda
TAVOLA 16/17

FIGURA 28

“Figure 28" = Figura 28
“Consensus” = Conseanso
TAVOLA 17/17

FIGURA 29
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“Figure 297 = Figura 29
“IgG conc” = Concentrazione di IgG
“Control IgG” = IgG di controllo
* kK Kk Kk %
Si attesta la perfetta conformita della

traduzione che precede.
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Figure 9

i 50
MF3056_VH (1) QVOLVQSGEEVVOPGRSLRLSCVASGETRSSYGMERVROAPGKGLEWVAA
MF3874_VH (1) QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTESSYGMENVROAPGKGLEWVAA
MF3878_VH (1) QVOLVQSGGEVVQRGRSLRLSCAASGETFSSYGMEWVROAEGKGLEWVAA
MF3883_VH t1) QVQLVOSGGGVYOPCRELRLSCVASGR TR SSYGMERVRQALPGKGLEWVAY
ME3886_VH {1) OVOLVOSGGEGVYOPGRSLRLECVASGFTFSS YGMENVROAPGKGLEWVAR
MF3891_VH (1) QVOLVESGGGYVQOPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHNVROAPGKGLEWVAA
Consenaus {1} OVOLVQSGGGVVQPGRSLRLSCVASGETF SSYGMURVROAPGKGLEWVAA

51 100

MF3058 VH {(51) IWYNGRKQDYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRARDTAVYYCTRGT

MF3874_VH {51} IWYNGRKQDYADSVKGRFTISRDMSENTLYLGMNSLRARDTAVYYCTRGT

ME3878_VH (51} IWYNGRKODYADSVKGRFTISRDNSKENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRET

MF3883_VH {31} IWYNGRKQDYADSVKGRETISRDMSKNTLYLOMMNSLRAEDTAVYYCTRGT

MF3886_VH {51) IWYNGREQDYADSVKGREFTISEDMSKENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGT

ME3891 VH (51) IWYNGRKQDYADSVKGRFTLSREDNSKNILYLOMNSLRAEDTAVYYCARGT

Consensus {51) IWYNGREQDYADSVEGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRARDTAVYYCTRGT
i01 118

MF3056_VH (101) GYNWFDPWGQGILVIVSS

MF3874_VH (101) GYNWFDPWGQGTLVTVSS

MF3878_VH (101) GYNWFDPWGQGTLVTVSS

MF3883_VH {(101) GYNWFDPWGQGTILVIVSS

ME3886_VH (101) GYNWFDPWGQGILVIVES

MF389L_VH (101) GYNWFDPWGQGILVIVSS

Congensus (101) GYNWFDPWGQGTLVIVSS
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Figure 10
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Figure 12

1 50
MF3056_VE (1) QVOLVQSGGEVVYOPGRSLRLSCVASGFTESSYGMHNVROAPGKGLEWVAR
ME5192_VH (1) QVQLVQSGGEVVOPGRSLRLSCVASGFTFS SYGMHNYROAPGKGLEWVAR
ME5193_VH (1} QVQLVOSGGOVVCEGRSLRLSCVASGFTRS SYCMHRVROAPGKGLENVAR
MF5154_VH (1} OVOLVQESGOGVVOPGRILRLSCVASGFTFSS YGMHRVROAPGKGLENVAR
MF5195_VH (1} QVQLVQSGGGVVEPGRSLRLECVASGFTIFSSYCMHNVROAPGKGLENVAR
MF5196_VH {1} OVOLVQSGEGVVOPGRSLRLECVASGETES SYGMHWVROAPCKGLEWVAR
MF5197_VH {1} QVOLVQSGEGVVOPGRELRLSCVASGETES SYGMHEWVROAPGKGLEWVAA
Consenaus (1) QVQOLVQSGGOVVQPGRSLRLSCVASGETFS SYGMENVRQAPGKGLENVAA

51 108

MF3056_VH {51) IWYNGRKQDYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRGT

ME5192_VH (51) IWYHGRKQDYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT

MF5193_vYH {51) IWYHARKQDYADSVKGRETISRDNSKNTLYLQMMNSLRAEDTAVYYCTRGT

MF5194_vH {51) IWYHTRHEQDYADSVKGRFTISRDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT

MF5195_VH {51) IWYEERKQDYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRGT

MF5196_VH (51) IWYNARKODYADSVEGRETISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT

MF5197_VH (31) IWYRTRKQDYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT

Consensus (51) IWYBARKGDYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT
101 118

ME3056_VH (101} GYNWFDPWGQGTLVTVSS

MF5192_VH {101) GYNWFDPWGQGTLVIVSS

MEBL93_VH (101) GYNWFDPWGQGTLVIVSS

MES5194_VH (1l0l) GYNWFDPWGQGILVTIVSS

MF5195_VH (101) GYNWFDPWGQGTLVIVSS

MF5196_VH (101) GYNWFDPWGQGTLVIVSS

MF5197_VH (101) GYNWFDPWGQGTLVIVSS

Consensus  (101) GYNWFDPWGQGTLVTIVSS

Figure 13
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Figure 15
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Figure 20
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Figure 22

15C3 VH (MF3055_VH)
QVOLVOSGGGVVOPGRSLRLSCVASGE TF SSYGMBWVRQAP GRGLEWVAAIWYNGRKQDYADSY
KGRFTISRDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGTGYNWEDPWGQGTLVTIVSS

15C3 VL1 — IGKV3-11l%*
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASOSVESYLANYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPASFSG
SGSGTIDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPHTEGOCTKVEIK

15C3 VL2 - IGKV1-13 (MF3055_¥L}
ATQLTOSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSALAWYQCKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRESG
SGSGIDFTLTISSLOPEDFATYYCQQFNSYPITFGQGIRLEIK

IGKV1-39 (MF3056_ VL)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOS TSSYLNWYOOKPGKAPKLLI YAASSLOSGVESRFSG
SGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQOSYSTPPTFGQGTKVETK

Figure 23

Flgure 23A
IGKV1-39a

DIOMTQSPSSLIASVGDRVIITCRASOSISSYLNWYQOKPGKAPKLLIYAASSLOSGVEPSRESG
SGEGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSTP

Figure 23B

IGKV1-39/jkl
DIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQSISSYLNWYQOKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRFSG
SGEGIDFTLTISSLOPEDFATYYCQOSYSTPPTFGOGTEVEIRK

Figure 23C

IGKV1-39/ik5
BIOMIQSESSLSASVEDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLOSGVESRESG
SGSGTDFTLTISSLGPEDFATYYCQQSYSTPPITFGOGTRLETK

Figure 24
MF1337_VH

EVOLVETGCARVKKPGASVKVSCKASDY IFTKYDINWVRGAPGQCLEWMGHMSANTGNTGYAQKFQGRVTM
TREOTISINTAYMELSSLTSGDTAVYFCARSSLFKTETAPYYHFALDVWGQGTTVIVSS

MF4327 VH

OVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMEWVRQAPGQGLEWNMGI INPSGGSTSYAQKFQGRY TM
TRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAKGT TGDWFDYWGOGTLVTIVSES
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Figure 25

1 50
MFB196_VH (1) QVQLVQSGGGVYQPGRSLRLSCVASGEFTESSYGMHWVROAPGKGLEWVAL
MF5603_VH (1) QVOLVOSGGGVVQPGRSELRLECVASGFTIESSYGMHRVRQAPGKGLEWVAA
MF5616_VH (1) QVQLVOSGGGVVOPGRSILRLSCVASGRTEFSSYGMHRVROAPGKGLEWVAA
MF5626_VH (1) QVQLVOSGGGEVVOPGRSLRLSCVASGF TFSSYGHMHWVROAPGKGLEWVAL
MF5630_VH {1} QVOLVOSGEGVVOPGRSLRLSCVASGFTFSSYGHMHRVROAPGKGLEWVAA
MEB648_VH {1} QVQLVQSGGEVVQPGRELRLSCVASGEFTFSSYGMHUVROEEGKGLENVAE
MF5661_VH (1) QVOLVQSGEGVVQPGRELRLSCVASGETE SSYGMHWVROAPGKGLEWVAQ ..
MF5694_VH (1) QVOLVQSGOEGVVOPGRSLRLSCVASGF TRSSYGMHNVROAFGKGLEWVAR
Consensus (1) QVOLVQSGGGVVQPGRSLRLSCVASGE TE S5YGHMHWVROAPCGKGLEWVAR

51 100
MF5196_VH {31) IWYNARKQDYADSVKGRFTISRDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT

MFS603_VH (51) IWYNARKQEYIDSVKGRFTISRDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT

MF5616_VH (51} TWYNARKQEYNDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCIRGT

MF5626_VH (51) IWYNARKQEYRDSVKGREFTISRONSENTLYLQMNSLREEDTAVYYCTRGT

MF5630_VH {(91) IWYNARKQDYADSVEGRFTISRDNSKENTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRGT

MF5648_VH {51) IWYNARKQEYLDSWKGRFTISRDMNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT

ME5661_VH {(31) IWYNARKQEYSDSVKGRFTESRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT

ME5694_VH {51) IWYNARKQREYSDSVKGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT

Consansug {51) IWYNARKQEYADSVKGRFTISRDWSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCSTRGT
101 118

MES196_VH {101} GYNWFDPWGRGILVIVSS

MESGO3_VH (101) GYNWFDPWGEQOGTLVIVSS

MES5616_VH {(101) GYNWFDPWGQGTLVIVSS

MEFS5626_VH (101) GYNWFDPWGQGTLVIVSS

MF5630_VH (101) GYNWYDPWGQGTLVIVSS

MF5648_VH (101) GYNWFDPWGOGTLVTVSS

MFZ66L_VH (101) GYNWFDPWGQGTLVIVSS

MF5694_VH {101l) GYNWFDPWGQGTLVTVSS

Consansus  {101) GYNWFDPWGQGTLVIVSS

MF5196 VHOVQLVOSGGGVVQPGRSELRLSCVASGRIFSSYGMEWVROAPGRGLEWVARIWYNARKQD YA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNS LRAEDTAVYYCTRGTGYNWEFDPWGQGTLVYIVSS

MFS603_VH
OVQLVOSGGGEVVQPGRELRLSCVASGE TF S SYGMEWVROAPGRGLEWNYAA L WYNARKQEYIDSVEGRETI
SRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGTCYNWFDPWGOGTLVTIVSS

MF5616_WVH
QVQLVOSGGGVVOPGRSLRLSCVASCEF IR S SYGHHRNVROAPGKGLEWVAATWYNARKQEYND SYKGRETL
SRDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCIRGIGYNWFODPWGOGCTIVIVES

MF5626_VH
QVOLVOSGGEEVVOPGRSLRLSCVASGFTES SYGMHWVROAPGRGLEWVAATWYNARKQEYRDSVEGRETT
SRONSKNTLYLOMHSLRAEDTAVYYCTRGTGYNWFDPWGQGRTLVIVSS

MP5630_VH
QVQLVOSGGGVVQPGRSLRLSCVASGF TF S SYGMAEWVROAPGKGLEWVAATWYNARKODYADSVREGRETL
SRDNSKNTLY LOMNSLRAEDTAVYYCTRETGYNWYDPWGQGTLVIVSS

MF5648_VH
QVOLVQSGGEGVVOPGRELRLSCVASGF T SSYGMEWVROAPGKGLEWVAALRYNARKQEYLDSVKGRET T
SRONSENTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRGTCYNWFDPWGQGTLVIVSS

ME5661_VH

anni Mari

Marco |
s 80




13117

QVOQLVOSGGEGEVVOPGRSLRLSCVASGETE S SYGMEWVRQAPGREGLEWVAQTWYNARKQEYSDSVEGRET T
SRDONSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGTGYNWF DPHGQGTLVIVSS

MF5694_VH
OVQLVOSGEGVVOPGRSLRLSCVASGF TFSSYGMEWVROAPGKGLEWVYAATWYNARKQEY SDSVKGRFTT
SRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGTSYNWEDPWGOGTLVIVSS
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Figure 26

25000 1

20000+

_ 15000+

MF

100004 3

5000
0 '-.T 3 = 1
0 5 10 15
IgG conc {ug/mL)
20000+

15000+

o 1
< 10000

5000

e B 1
0 5 10 15

IgG conc (ug/mi)

¢hr ot pou

h ot

PG5196
PG5603
PG5622
PG5830
PG5648
PG5651
PG5694
Control igG

PG5198
PG5626
PG5616
Control 1gG




Figure 27

1517

Paséatpdy

1000

By

20,58

" |.51'|u‘-1l I -

WL A, |

[
20,0

e S
258, 36,9




1617

Figure 28
1 50
MEZ196 (§N] QVOLVQEGEEVVEPGRSLRLSCVASGFTE S S YGHMARVROAPGRGLEWVAA
MF5351 {1} OVQLVQSGGGVVQPGRSLELSCARSGE TESS YGMHWVRORPGKGLEWVAM
ME5354 (1) QVOLVQSGEEVVQPGRSLRLSCAASGFTESGYGMHRVROAPGKGLEWVAD
MF5356 (1) QVQLVESGEGVVQPGRSLRLSCAASGE TR SKYGMHWVROAFPGKGLEWVAQ
Congensus (1) OVOQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCAASGF TR SSYGMERVROAPGKGLENVAQ
51 100

MF5196 (51) IWYNARKQDYADSVKGRFIISRDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT
MF5351 {51) IWYDGENTYYADSVKGRFTISEDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT
ME5354 {51) IYYDGSRTYYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT
MF5356 {21) IWHDGRKIYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLREEDTAVYYCTRGT
Consensus {51} IWYDGRKTYYADSVEGRFTISRDNSKENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGT
101 118
MEDS196 {(101) GYNWFDPWGOGTLVIVSS
MF5351 {101) GYNWFDPWGOGTLVIVSS
MF5354 {101l) GYNWFDPWGQGTLVTIVSS
MEF5356 (101) GYNWFDPWGQGTLVIVSS
Consensus  (101) GYNWFDPWCQGTLVIVSS

MF5351_VH :
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAMIWYDGKNTYYRDSVKGRFTI
SRDNSKENTLYLOMMSLRARDTAVYYCTRGIGYNWFDPWGOGTLVTVSS

MF5354_VH
QVOLVOSGGGVVQPGRSLRLECARSGF TFSCYCMERVRQAPGKGLEWVAQI YYDGSRTYYADSVKGRET T
SRDONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGTGYNWF DPWGQGTLVIVSS

ME5356_VH
OVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGF T SKYGMHWVROAPGKGLEWVAQTI WHDGRKTYYADSVEGRFTT
SRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGTGYNWEDPRGQGTLVTVSS
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