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1 2
Inventia se refera la domeniul extracelulard a unui membru asociat cu
moleculelor de legare terapeutice care inhiba membrana al familiei receptorilor pentru
dezvoltarea cancerului. Mai exact, se referd la factorul de crestere epidermic (EGF) si o parte

molecule de legare care leagd o parte extracelulara a wunui membru asociat cu



membrana al unei cai de semnalizare WNT.

Mai sunt furnizate diverse celule si teste care

sunt utile in  producerea  proteinelor,
anticorpilor si a celulelor.
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Figuri: 40

(54) Binding molecules that inhibit cancer growth

(57) Abstract:

1

The invention provides means and
methods for inhibiting growth of a cancer. The
means in some embodiments comprise proteins
and antibodies that binds an extracellular part
of a membrane associated member of the
epidermal growth factor (EGF) receptor family
and an extracellular part of a membrane

2

associated member of a WNT signaling
pathway. Further provided are various cells
and assays that are helpful in the production of
the proteins, antibodies and cells.

Sequences: 2

Claims: 8
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

Inventia se refera la domeniul moleculelor de legare. In mod specific, se refera la domeniul
moleculelor de legare terapeutice pentru tratarea bolilor care implica celule aberante. Mai exact, se
refera la molecule de legare care leaga o parte extracelulara a unui membru asociat cu membrana al
familiei receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) si o parte extracelulard a unui
membru asociat cu membrana al unei cai de semnalizare WNT.

Cancerul este in continuare o cauza majora de deces la nivel mondial, in ciuda numeroaselor
progrese facute in tratarea bolilor si a cunoasterii marite a evenimentelor moleculare care duc la
cancer. Cancerul colorectal (CRC), de exemplu, este al trelea cel mai frecvent cancer in lume. In
2008, 1.23 milioane de oameni au fost diagnosticati cu boala. Este al doilea cel mai frecvent cancer in
Europa, cu aproximativ 447.000 de cazuri noi diagnosticate in 2012 (13% din total). Cancerul
colorectal este a patra cauza de deces cauzat de cancer, estimat a fi responsabil de 608.000 (148.000 in
EU) decese anual. Desi au fost propuse cateva tratamente noi in CRC, multe dintre ele au esuat in
testele clinice; CRC metastatic este inca in mare masura incurabil.

In mod traditional, cea mai mare parte a descoperirii medicamentelor pentru cancer s-a axat
pe agenti care blocheaza functii celulare esentiale si distrug celulele care se divid. Totusi, in cazurile
de cancer avansat, indiferent cat de agresiv se aplicd, chiar si pana in punctul in care pacientii sufera
efecte secundare ale tratamentului care le pun viata in pericol, chimioterapia rareori duce la vindecare
completd. In majoritatea cazurilor, tumorile pacientilor se opresc din crestere sau se micsoreazi
temporar (remisiune) doar pentru a incepe sa creascd din nou, uneori mai rapid (recidivad), devenind
din ce in ce mai dificil de tratat. Mai recent, punctul central al dezvoltarii medicamentelor pentru
cancer s-a mutat de la chimioterapia in mare citotoxicd la terapii citostatice directionate cu toxicitate
redusd. Tratamentul cancerului avansat cu terapie directionatd care inhibd in mod specific
componentele cdii de semnalizare a fost validat clinic in leucemie. Totusi, intr-o mare parte a
carcinoamelor, metodele directionate se dovedesc incé ineficiente. in cancerul colorectal, peste 80%
dintre pacienti supraexprima tirozin kinaza receptoare EGFR, dar tratamentul cu terapii de blocare
EGFR duce la rate de raspuns de [ 10% si, precum in cazul chimioterapiei, aceste raspunsuri nu sunt
durabile. Daca la unii pacienti rata slaba a raspunsului poate fi asociatd cu mutatii de activare in aval
de agentul de blocare, exista tot mai multe dovezi stiintifice ca un tip special de celula canceroasa cu
auto-reinnoire poate explica activitatea limitatd a medicamentelor anti-cancer in multe situatii.

Celulele stem canceroase sunt celule tumorale care impart unele caracteristici cu celulele
stem normale, cel mai important capacitatea de auto-reinnoire in perioade indelungate de timp si
creeazd multe dintre tipurile celulare dintr-un cancer dat. Dovezi recente sugereazd cd, desi
chimioterapia conventionald si terapiile directionate actuale distrug celule diferentiate si in curs de
diferentiere care formeaza masa tumorala, celula stem canceroasd cu auto-reinnoire este mai putin
sesnibilad la aceste metode terapeutice. Prin urmare, celulele stem canceroase, care formeaza in mod
tipic o subpopulatie micé de celule in tumoare, pot fi responsabile de regenerarea bolii dupa terapie si
formarea metastazelor. Se crede ca celulele stem canceroase apar din celule stem adulte care au
acumulat una sau mai multe mutatii care initiazi dezvoltarea cancerului. in celulele stem normale,
inmultirea este strict controlatd in spatiu si timp prin semnale transmise in mediul lor imediat. In
schimb, celulele stem canceroase se inmultesc si se diferentiaza intr-o manierd mai putin controlatd in
afara compartimentului celular stem normal, unde sunt dependente de mutatii in oncogene si gene
supresoare de tumoare.

Fara limitare teoretica, se crede cd s-au dezvoltat mijloace si metode care tintesc celule
canceroase stem si opresc cdile de crestere si diferentiere importante in aceste celule. Tintirea se
efectueaza folosind proteine care au un brat de legare specific pentru 0 tinta celulara stem si un alt brat
de legare care blocheaza specific o cale receptoare a factorului de crestere.

Diferite studii au cautat sa dezvolte metode sau anticorpi de tintire a cdii de semnalizare
Whnt. De exemplu, documentul de brevet WO 2014/159580 dsecrie un anticorp bispecific care
tinteste pe de-0 parte Met uman si pe de alta parte FZDS.

WO 2013/149159 descrie anticorpi anti-LGR5 si imunoconjugati raportati céd tintesc LGRS
pentru diagnostic si tratament.

Morita et al. au raportat in 2004 generarea anticorpilor monoclonali impotriva secventei 22-
141 a LGR5 (Neonatal lethality of LGR5 null mice is associated with ankyloglossia and
gastrointestinal distension. Mol Cell Biol. 2004 Nov;24(22):9736-43.) In plus, Peng et al. a raportat in
dizertatia sa din 2014 ca R-spondina 1-4 se leagd de partea N-terminald a LGRS (A molecular triad
governing adult stem cells activation : Crystallographic
studies of LGR5, R-spondin 1 and E3 ligase ZNRF3).
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REZUMATUL INVENTIEI

Prezenta inventie corespunde obiectului definit in revendiciri. in mod specific, prezenta
inventie prevede un anticorp bispecific cuprinzdnd un domeniu variabil care leagd o parte
extracelulard a unui membru asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere
epidermic (EGF) si un domeniu variabil care leaga o parte extracelulard a unui membru asociat cu
membrana al unei cai de semnalizare WNT, unde anticorpul bispecific cuprinde domenii variabile
care leagd EGFR si LGRS.

Intr-un aspect, inventia prevede o proteina care leagd o parte extracelulard a unui membru
asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) si o parte
extracelulard a unui membru asociat cu membrana al unei céi de semnalizare WNT. Proteina este de
preferinta un anticorp, de preferintd un anticorp bispecific sau o parte functionald, un derivat si/sau un
analog al acestuia.

Inventia prevede de asemenea un anticorp bispecific sau o parte functionala, un derivat si/sau
un analog al acestuia care leaga o parte extracelularda a unui membru asociat cu membrana al familiei
receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) si o parte extracelulard a unui membru asociat
cu membrana al unei cai de semnalizare WNT.

Se divulga de asemenea o metoda de tratare a unui individ care sufera de un cancer, metoda
cuprinzand administrarea unei proteine din inventie sau a unui anticorp bispecific din inventie la
individ.

Inventia prevede de asemenea o proteina din inventie sau un anticorp bispecific din inventie,
pentru utilizare in tratarea unui individ avand cancer.

Intr-o aplicare, cancerul este un cancer care raspunde la ligandul receptorului EGF si care
exprima un membru asociat cu membrana al caii WNT.

Se prevede de asemenea un sistem celular cuprinzand o proteind din inventie sau un anticorp
bispecific din inventie si o celuld care exprimd un membru asociat cu membrana al familiei
receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) si care exprimd un membru asociat cu
membrana al caii WNT. Celula este de preferintd o celuld care raspunde la ligandul receptorului EGF
si care exprima un membru asociat cu membrana al caii WNT.

Se prevede de asemenea un sistem celular cuprinzand anticorpul bispecific din inventie si o
celula care exprima un membru asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de
crestere epidermic (EGF) si care exprimd un membru asociat cu membrana al cdii WNT, unde
membrul asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF)
este EGFR si unde membrul asociat cu membrana al caii WNT este
LGRS.

Se divulgad de asemenea o metoda de inhibare a cresterii unei celule care exprima un membru
asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) si care
exprimd un membru asociat cu membrana al cdii WNT intr-un sistem care permite cresterea celulei,
metoda furnizand in sistem o proteind din inventie sau un anticorp bispecific din inventie. Celula este
de preferinta o celula care raspunde la ligandul receptorului EGF si care exprima un membru asociat
cu membrana al caii WNT.

Se divulgd de asemenea utilizarea anticorpului bispecific din inventie pentru utilizare intr-0
metoda in vitro de inhibare a proliferarii unei celule care exprima un membru asociat cu membrana al
familiei receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) si care exprima un membru asociat
cu membrana al caii WNT intr-un sistem care permite proliferarea celulei, metoda cuprinzand
prevederea sistemului cu anticorpul bispecific sau o parte functionald, un derivat si/sau un analog al
acestuia, unde membrul asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere
epidermic (EGF) este EGFR si unde membrul asociat cu membrana al cdii WNT este LGRS.

Inventia prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care poate lega un epitop pe o
parte extracelulard a LGR3, epitopul fiind situat in reziduurile aminoacidice 21-118 din SEQ ID NO:
1 indicatd in figura 39, ale carei reziduuri aminoacidice D43; G44, M46, F67, G90 si F91 sunt
implicate in legarea anticorpului de epitop.

Anticorpul este de preferintd un anticorp, unde una sau mai multe dintre substitutiile
reziduurilor aminoacidice ale D43A; G44A, M46A, F67A, G90A si FI1A reduc legarea anticorpului
LGRS.

Inventia prevede de asemenea un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care poate lega un
epitop pe o parte extracelulard a LGRS, epitopul fiind situat in reziduurile aminoacidice 21-118 din
SEQ ID NO: 1 indicata in figura 39, si unde legarea anticorpului de LGRS este redusa de una sau mai
multe dintre urmatoarele substitutii ale reziduurilor aminoacidice D43A; G44A, M46A, F67A, G90A
si F91A.

Anticorpul este de preferintd un anticorp unde interactiunea anticorpului cu LGRS pe o celuld
care exprima LGRS nu inhiba legarea Rspondin 1 (RSPO 1) de LGR5 cu mai mult de 20%. Inhibarea
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legérii anticorpului de LGRS se masoara de preferinta cand anticorpul si RSPO sunt prezenti intr-un
raport molar de 0,1 sau mai mic; de preferintd intr-un raport molar intre 0,1 si 0,001 (inclusiv), de
preferinta 0,1 pana la 0,01 (inclusiv).

Inventia prevede de asemenea un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care poate lega un
epitop pe LGRS situat in reziduurile aminoacidice 21-118 din SEQ ID NO: 1 indicata in figura 39 si
unde interactiunea anticorpului cu LGRS pe o celula care exprima LGRS nu inhiba legarea unei RSPO
de LGR5 cu mai mult de 20% cand anticorpul si RSPO sunt prezenti intr-un raport molar de 0,1 sau
mai mic; de preferinta intr-un raport molar intre 0,1 si 0,001 (inclusiv), de preferinta 0,1 pana la 0,01
(inclusiv).

Epitopul este de preferintd un epitop conformational. Epitopul este situat de preferintd in
reziduurile aminoacidice 40-95 din SEQ ID NO: 1 indicata in figura 39. Legarea anticorpului de
LGRS este redusd de preferintd cu una sau mai multe dintre urmatoarele substitutii ale reziduurilor
aminoacidice D43A; G44A, M46A, F67A, GI0A si F91A. Anticorpul mai cuprinde de preferinta un
alt domeniu variabil care poate lega o alta proteina. Proteina suplimentara este de preferinta o proteina
membranard cuprinzand o parte extracelulara. Proteina suplimentard este de preferintd un membru
asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) sau cMET.

In inventie, anticorpul este un anticorp bispecific.

Anticorpul bispecific cuprinde de preferinta un domeniu variabil care poate lega epitopul
respectiv pe o parte extracelulara a LGRS si un domeniu variabil care poate lega o alta proteind. Dupa
cum s-a mentionat in prezenta, proteina suplimentard este de preferintd un membru asociat cu
membrana al familiei receptorilor EGFR sau ¢cMET. Domeniul variabil care leaga aceastd proteina
suplimentard leagd de preferintd o parte extracelulard a proteinei suplimentare respective.

Inventia prevede de asemenea un anticorp bispecific cuprinzand un domeniu variabil care
poate lega un epitop pe o parte extracelularda a LGRS si un domeniu variabil care poate lega o alta
proteind, unde epitopul LGRS este situat in reziduurile aminoacidice 21-118 din SEQ ID NO: 1
indicatd in figura 39, ale carei reziduuri aminoacidice D43; G44, M46, F67, G90 si F91 sunt implicate
in legarea anticorpului. Legarea domeniului variabil de LGRS este redusa de preferintd cu una sau mai
multe dintre urmatoarele substitutii ale reziduurilor aminoacidice D43A; G44A, M46A, F67A, G90A
si FO91A. Proteina suplimentara este de preferintd o proteind membranara cuprinzand o parte
extracelulard. Proteina suplimentara este de preferinta un
membru asociat cu membrana al familiei receptorilor EGF sau cMET.

Legarea anticorpului (bi)specific de membrul asociat cu membrana al familiei receptorilor
EGF sau cMET reduce de preferinta semnalizarea indusa de ligand intr-o celuld cuprinzand membrul
asociat cu membrana al familiei receptorilor EGF sau cMET.

Inventia prevede de asemenea un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care poate lega un
epitop pe o parte extracelulard a LGRS, epitopul fiind situat in reziduurile aminoacidice 21-118 din
SEQ ID NO: 1 indicata in figura 39 si unde legarea proteinei de LGRS este redusd cu una sau mai
multe dintre urmatoarele substitutii ale reziduurilor aminoacidice D43A; G44A, M46A, F67A, G90A
si FO1A.

Fara limitare teoretica, se crede ca M46, F67, G90 si F91 ale LGRS, indicat in figura 39, sunt
reziduuri de contact pentru domeniul variabil, i.e. situsul de legare a antigenului al domeniului variabil
care poate lega epitopul LGR. Faptul ca substitutia reziduurilor aminoacidice D43A si G44A reduce
legarea anticorpului se poate datora faptului cé acestea sunt reziduuri de contact, dar este de asemenea
posibil ca aceasta substitutie a reziduurilor aminoacidice sd inducé o (usoard) modificare a structurii
partii din LGR care are unul sau mai multe alte reziduuri de contact (i.e. la pozitiile 46, 67, 90 sau 91)
si acea modificare a structurii este astfel incat legarea anticorpului este redusa. Epitopul se
caracterizeaza prin substitutiile aminoacidice mentionate. Se poate determina in diferite moduri daca
un anticorp leagi acelasi epitop. In exemple se descrie o metoda preferati. Metoda utilizeeaza o celula
CHO. Celulele CHO exprimda LGRS pe membrana celulara, sau un mutant cu substitutie de alanind, de
preferinta un mutant cuprinzand una sau mai multe dintre substitutiile M46A, F67A, G90A sau F91A.
Anticorpul de testare este adus in contact cu celulele CHO si se compara legarea anticorpului de
celule. Un anticorp de testare leaga epitopul daca se leaga de LGRS si intr-o mai mica masurd de o
LGRS cu o substitutie M46A, F67A, G90A sau F91A. Se prefera compararea legarii cu un grup de
mutanti cuprinzand fiecare o substitutie de reziduu alanind. Aceste studii de legare sunt bine
cunoscute in domeniu. Adesea grupul cuprinde mutanti individuali cu substitutic de alanind care
acoperd 1n esenta toate reziduurile aminoacidice. Pentru LGRS, grupul trebuie sa acopere doar partea
extracelulara a proteinei. Expresia unui anumit mutant poate fi compromisa, insa este usor detectata de
unul sau mai multi anticorpi LGRS care se leaga de diferite regiuni. Daca espresia este de asemenea
redusa pentru acesti anticorpi de control, nivelul sau plierea proteinei pe membrana este compromisa
pentru acest mutant specific. Caracteristicile de legare ale anticorpului de testare de grup identifica
usor dacd anticorpii testati prezinta legare redusa de mutanti cu o substitutie M46A, F67A, G90A sau
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FI1A si, asadar, daca anticorpul de testare este un anticorp din inventie. Legarea redusa de mutanti cu
0 substitutie M46A, F67A, G90A sau F91A identifica de asemenea epitopul situat in reziduurile
aminoacidice 21-118 din SEQ ID NO: 1 indicata in figura 39. Acelasi lucru se aplicd pozitiei in
reziduurile aminoacidice 40-95 din SEQ ID NO: 1 indicata in figura 39. Intr-o aplicare preferata,
grupul include un mutant cu substitutie D43A; un mutant cu substitutie G44A sau ambii. Anticorpul
cu secventa VH a VH al MF5816 prezintd legare redusa de acesti mutanti de substitutie.

Intr-o aplicare preferata, interactiunea RSPO 1 cu LGRS pe o celuld care exprima LGR5 nu
inhiba legarea anticorpului de LGRS cu mai mult de 20%. Inhibarea legarii anticorpului de LGRS se
masoara de preferintd in conditii in care anticorpul si RSPO 1 sunt prezenti intr-un raport molar de 0,1
sau mai mic; de preferintd intr-un raport molar intre 0,1 si 0,001, (inclusiv), de preferinta 0,1 pana la
0,01 (inclusiv).

Inhibarea legdrii se masoara de preferinta cand anticorpul si RSPO 1 sunt prezenti intr-un
raport molar de 0,1 sau mai mic, de preferinta intr-un raport molar intre 0,1 si 0,01 (inclusiv). S-a
constatat ca raportul molar dintre anticorp si RSPO este mai mic decat 0,001 poate reduce uneori
legarea anticorpului de LGRS.

Cand se mentioneazd in prezenta raportul molar dintre anticorp si RSPO, se preferd ca
anticorpul sd fie prezent in cantititi care duc la 40%-80% din legarea obtinuta cand sunt prezente
cantitati de saturare ale anticorpului.

Inventia prevede de asemenea un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care poate lega
un epitop pe o parte extracelularda a EGFR uman, ale carei reziduuri aminoacidice 1462; G465; K489;
1491; N493; si C499 sunt implicate in legarea anticorpului de epitop. Anticorpul este de preferinta un
anticorp caracterizat prin aceea ca legarea anticorpului de EGFR este redusa cu un EGFR 1in care s-au
introdus una sau mai multe dintre substitutiile reziduurilor aminoacidice selectate dintre 1462A;
G465A; K489A,; 1491A; N493A; si C499A.

Inventia prevede de asemenea un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care poate lega un
epitop pe o parte extracelularda a EGFR uman, epitopul fiind situat in reziduurile aminoacidice 420-
480 din SEQ ID NO: 2 indicata in figura 40 si unde legarea anticorpului de EGFR este redusa de una
sau mai multe dintre urmatoarele substitutii ale reziduurilor aminoacidice 1462A; G465A; K489A;
1491A; N493A; si C499A. Legarea anticorpului de EGFR uman perturbeaza legarea EGF de receptor.
Epitopul de pe EGFR este un epitop conformational.

Epitopul este situat in reziduurile aminoacidice 420-480 din SEQ ID NO: 2 indicata in
figura 40, de preferintd in 430-480 din SEQ ID NO: 2 indicata in figura 40; de preferintd in 438-469
din SEQ ID NO: 2 indicata in figura 40.

Anticorpul cuprinde de preferinta un alt domeniu variabil, care poate lega o altd proteina.
Proteina suplimentara este de preferintd o proteind membranara cuprinzénd o parte extracelulara.
Proteina suplimentara este de preferintd un membru asociat cu membrana al
caii WNT.

Domeniul variabil care leagd EGFR uman este de preferinta un domeniu variabil cu o
regiune variabild a lantului greu cuprinzand cel putin secventa CDR3 a VH a MF3755 indicatd in
figura 1 sau o secventd CDR3 care difera in cel mult trei, de preferinta in cel mult doi, de preferinta in
nu mai mult de un aminoacid de o secventa CDR3 a VH a MF3755 indicata in figura 1.

Domeniul variabil care leagd EGFR uman este de preferinta un domeniu variabil cu o regiune
variabila a lantului greu cuprinzand cel putin secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale VH a MF3755
indicatd in figura 1; sau secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ael VH a MF3755 indicatd in figura 1 cu
cel mult trei, de preferinta cel mult doua, de preferinta cel mult o substitutie aminoacidica.

Domeniul variabil care leagd EGFR uman este de preferinta un domeniu variabil cu o regiune
variabila a lantului greu cuprinzand secventa lantului VH al MF3755 indicata in figura 1; sau secventa
aminoacidica a lantului VH al MF3755 indicaté in figura 1 avand cel mult 15, de preferinta 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferinta avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau o
combinatie a acestora fata de lantul VH al MF3755.

Proteina suplimentarda este de preferintdi LGR4; LGR5; LGR6; RNF43 sau ZNRF3, de
preferinta LGRS.

Inventia prevede de asemenea un anticorp bispecific cuprinzdnd un domeniu variabil care
poate lega un epitop pe o parte extracelulara a EGFR si un domeniu variabil care poate lega o alta
proteind, unde epitopul EGFR este situat in reziduurile aminoacidice 420-480 din SEQ ID NO: 2
indicatd in figura 40, reziduurile aminoacidice 1462; G465; K489; 1491; N493; si C499 fiind
implicate in legarea anticorpului de epitop. Legarea domeniului variabil de EGFR este de preferintd
redusd cu una sau mai multe dintre urmatoarele substitutii ale reziduurilor aminoacidice 1462A;
G465A; K489A; 1491A; N493A; si C499A. Proteina suplimentard este de preferintd o proteinad
membranara cuprinzand o parte extracelulara, de preferintd un membru asociat cu membrana al caii
WNT, de preferinta LGRS.
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Fara limitare teoretica, se crede ca reziduurile de contact ale epitopului, i.e. unde domeniul
variabil intra in contact cu EGFR uman, sunt probabil 1462; K489; 1491; si N493. Reziduurile
aminoacidice G465 si C499 sunt posibil implicate indirect in legarea anticorpului de EGFR, probabil
fiindcd mutatia prin substitutie intr-0 alanin induce o (usoard) modificare a structurii epitopului,
ducand la o legare redusa de epitop.

S-a aratat ca anticorpii cuprinzand unul sau mai multe domenii variabile care leaga
EGFR cu epitopul mentionat au o mai buna eficientd cand se utilizeaza pentru a inhiba cresterea unei
celule sau unui cancer care raspunde la ligandul EGFR. in contextul anticorpilor bispecifici, un brat al
anticorpului cuprinzand un domeniu variabil de legare EGFR cu epitopul mentionat se combina mai
bine cu o varietate de alte brate cuprinziand domenii variabile care leagd parti extracelulare ale altor
proteine de suprafata celulara.

DESCRIERE DETALIATA A INVENTIEI

Inventia divulgd o proteind care leagd o parte extracelularda a unui membru asociat cu
membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) si o parte extracelulara
a unui membru asociat cu membrana al unei cai de semnalizare WNT. O astfel de proteind este
denumita de asemenea "o proteind din inventie".

Intr-o aplicare preferata, proteina din inventie este un anticorp (sau parte, derivat sau analog
de anticorp, asa cum se descrie in altd parte a cererii), un anticorp mimetic, o polipeptida, un aptamer
sau o0 combinatie a acestora. Aceste proteine sau aptameri se leaga in mod tipic de o tinta. Proteina din
inventie se leaga de doua tinte. Se va intelege ca se poate realiza orice combinatie a acestor anticorpi,
mimetici de anticorp, polipeptide si aptameri prin metode cunoscute in domeniu. De exemplu, in unele
aplicari, proteina din inventie este un conjugat sau o proteind de fuziune. Pentru anticorpi, tehnologia
de realizare a anticorpilor multi-specifici a avansat pentru a include si anticorpi bispecifici avand
aceeasi structura generald precum un anticorp mono-specific normal, dar unde cele doud brate ale
anticorpului leaga fiecare o tinta diferita.

Un anticorp mimetic este o polipeptida care, la fel ca anticorpii, poate lega specific un
antigen, dar care nu este inruditad structural cu anticorpii. Mimeticii de anticorp sunt de obicei peptide
sau proteine artificiale cu o masa molara de circa 3 pana la 20 kDa. Avantajele obitnuite fatd de
anticorpi sunt 0 mai buna solubilitate, patrunderea in tesut, stabilitate la cdldura si enzime si costuri de
productie relativ mici. Exemplele nelimitative de mimetici de anticorp sunt molecule affibody (in mod
tipic bazate pe domeniul Z al Proteinei A); afiline (in mod tipic bazate pe Gamma-B cristalin sau
Ubiquitin); afimeri (in mod tipic pe bazd de Cystatin); afitine (in mod tipic pe baza de Sac7d din
Sulfolobus acidocaldarius); alphabody (in mod tipic pe baza de spirala triplu helix); anticaline (in mod
tipic pe bazd de Lipocaline); avimeri (in mod tipic pe baza domeniilor A ale diferitilor receptori
membranari); DARPIn (in mod tipic pe baza motivului de repetitii ankyrin); fynomer (in mod tipic pe
baza domeniului SH3 al Fyn 7); peptide cu domeniu kunitz (in mod tipic pe baza domeniilor Kunitz
ale diferitilor inhibitori de proteaza); si monocorpi (in mod tipic pe baza domeniului tip III al
fibronectinei).

Monocorpii sunt proteine de legare sintetice construite folosind un domeniu tip Il al
fibronectinei (FN3) ca matritd moleculard. Monocorpii reprezintd o alternativa simpla si adecvata a
anticorpilor pentru crearea proteinelor de legare a tintei. Termenul "monocorp" a fost implementat in
1998 de grupul Koide care a publicat prima lucrare ce demonstreaza conceptul monocorpilor folosind
al zecelea domeniu FN3 al fibronectinei umane.

Monocorpii si alti mimetici de anticorp sunt generati in mod tipic din biblioteci
combinatoriale in care portiuni ale matritei sunt diversificate folosind prezentare moleculara si
tehnologii evolutive directionate cum ar fi prezentare pe fagi, prezentare mARN si prezentare pe
suprafata drojdiei. Un numar mare de mimetici de anticorp au afinitate mare si specificitate mare fata
de tintele lor.

Aptamerii sunt molecule oligonucleotidice sau peptidice care se leagd de o molecula tintd
specifica. Aptamerii sunt creati de obicei prin selectie dintr-o baza mare de secvente aleatorii, dar
existd si aptameri naturali in riboswitches. Aptamerii pot fi utilizati atat in scop de cercetare, cat si
clinic, ca macromolecule.

in sensul folosit in prezenta, termenul "conjugat" se referd la doud sau mai multe molecule
care au fost legate covalent, optional printr-o regiune de legatura. De exemplu, in unele aplicéri, un
conjugat este o prima fractiune proteicd sau neproteica legatd de o a doua fractiune proteica sau
neproteica printr-o regiune de legaturd. De exemplu, in unele aplicari ale unei proteine din inventie,
cuprinde sau consta din doi sau mai multi anticorpi care au fost legati covalent. Un conjugat nu se
limiteaza la o prima si o a doua fractiune, ci in unele aplicari poate avea o a treia, a patra sau mai
multe fractiuni legate prin regiuni de legitura. Asa cum se descrie in altd parte in prezenta cerere,
exemplele de fractiuni proteice includ, nelimitativ: o polipeptidd, un peptidomimetic sau un anticorp
(sau parte, derivat sau analog de anticorp, asa cum se descrie in altd parte a cererii). Exemplele de
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fractiuni neproteice includ, nelimitativ, aptameri. Se pot folosi numeroase tipuri de linker si linkerul
va fi selectat in functie de tipurile de molecule din conjugat si de proprietatile dorite ale linkerului
(lungime, flexibilitate, rezistenta la activitatea proteazei si alte caracteristici similare). Acesti linkeri
pot cuprinde nucleotide, polipeptide sau un material sintetic adecvat. De exemplu, un linker poate fi
un linker peptidic flexibil. in anumite aplicari, linkerul poate fi un linker clivabil, permitand separarea
partilor conjugatului. in alte aplicari, un linker peptidic poate fi un linker in spirald. Se cunosc in
domeniu diferite exemple si kituri de legare a proteinelor si a altor molecule. In sensul folosit in
prezenta, termenul "proteind de fuziune" se refera la o proteind cuprinzand doud sau mai multe
polipeptide sau proteine legate la nivel de ADN prin recombinare si exprimate impreund ca o singura
polipeptida. O proteina de fuziune poate cuprinde de asemenea o regiune de legare a peptidelor
codificatd de asemenea de ADN si exprimata impreuna cu proteina de fuziune. Un linker peptidic care
face parte dintr-o proteind de fuziune poate fi proiectat sd aiba caracteristici specifice precum
flexibilitate, hidrofilicitate, rezistenta la proteaza, clivabilitate etc. Toate aceste proprietati pot fi
proiectate in secventa ADN si metodele de proiectare a linkerilor sunt bine cunoscute in domeniu. De
exemplu, anticorpii pot fi legati prin metode bine cunoscute in domeniu si, asa cum se descrie in
prezenta, pentru a forma anticorpi bispecifici sau multi-specifici. In plus, anticorpii bispecifici pot fi
realizati prin diferite metode cunoscute in domeniu, de exemplu, folosind tehnologii cum ar fi
BiClonics®. Un anticorp monoclonal bispecific (BsMADb, BsAb) cuprinde in mod tipic domenii de
legare a doi anticorpi monoclonali diferiti si, in consecinta, se leaga de doi epitopi diferiti. Moleculele
Biclonics®, dar si alti anticorpi bispecifici IgG in lungime completa au doud specificitati diferite de
legare a antigenului codificate de doud regiuni variabile diferite ale unei molecule IgG in lungime
completd a unui Fab al unui scFv. Biclonics® pot fi produse prin co-transfectia celulelor individuale
cu constructe genetice care codificd doi anticorpi diferiti cu lant usor comun (cLC) asa cum se
detaliazd in altd parte In prezenta. Modificarea CH3 asigurd hetero-dimerizare eficientd si formarea
anticorpilor bispecifici in esentd puri. In unele apliciri, o proteina din inventie suprima semnalizarea
intr-o celuld, un grup de celule, un tesut sau o tumoare la un nivel util pentru obiectivul prevazut al
proteinei din inventie, de exemplu, poate reduce inducerea oricarui unul sau mai multor raspunsuri cu
cel putin 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, de preferinta 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, mai
preferabil 70%, 80%, 85%, cel mai preferabil 90%, 95%, 99% sau 100% comparativ cu semnalizarea
indusa de o substantd neutra sau un control negativ, masurata intr-un test cunoscut in prezenta.

O proteind din inventie cuprinde de preferinta un anticorp sau o parte, un derivat sau analog
al acestuia. O proteind din inventie este de preferintd un anticorp bispecific.

Anticorpii isi leagd in mod tipic tinta prin asa numitul situs de legare a antigenului. Un situs
de legare a antigenului nemodificat este format in mod tipic si prezent in domeniul variabil al
anticorpului. Domeniul variabil contine situsul de legare a antigenului. Un domeniu variabil care leaga
un antigen este un domeniu variabil cuprinzénd un situs de legare a antigenului care leagé antigenul.

Intr-o aplicare, un domeniu variabil al anticorpului cuprinde o regiune variabild a lantului
greu (VH) si o regiune variabila a lantului usor (VL). Situsul de legare a antigenului poate fi prezent
in domeniul variabil VH/VL combinat sau numai in regiunea VH sau numai in regiunea VL. Cand
situsul de legare a antigenului este prezent numai in una din cele doua regiuni ale domeniului variabil,
regiunea variabild omoloaga poate contribui la plierea si/sau stabilitatea regiunii variabile de legare,
dar nu contribuie semnificativ la legarea antigenului.

In sensul folosit in prezenta, legarea antigenului se refera la capacitatea de legare tipica a
unui anticorp de antigenul sdu. Legarea unui anticorp de un antigen poate fi evaluatd in diferite
moduri. O modalitate este incubarea anticorpului cu antigenul (de preferinta celule care exprima
antigenul), indeparatrea anticorpului nelegat (de preferintd printr-o etapd de spélare) si detectarea
anticorpului legat prin intermediul unui anticorp marcat care se leagad anticorpul legat.

Legarea antigenului de un anticorp este mediata in mod tipic prin regiunile determinante de
complementaritate (CDR) ale anticorpului si structura tridimensionala specifica atit a antigenului, cat
si a domeniului variabil, permitdnd acestor doud structuri s se lege cu precizie (o interactiune
asemanatoare cu o broasca si o cheie), spre deosebire de aderarea aleatorie, nespecifica, a anticorpilor.
Dat fiind ca un anticorp recunoaste in mod tipic o parte a unui antigen denumita epitopul unui antigen
si ca un astfel de epitop poate fi prezent si in alti compusi, anticorpii conform prezentei inventii pot
recunoaste si alte proteine, dacad acesti alti compusi contin acelasi epitop. Prin urmare, termenul
"legare" nu exclude legarea anticorpilor de o altd proteind sau proteine care contin acelasi epitop.
Aceste alte proteine nu sunt de preferinta proteine umane.

O proteina din inventie, cum ar fi un anticorp, nu se leaga in mod tipic de alte proteine decat
proteina tintd specificatd pe membrana celulelor postnatal, de preferinta la un om adult.

Un anticorp din inventie cuprinzand un situs de legare a antigenului care se leagd de o parte
extracelulard a unui membru asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere
epidermic (EGF) se leagd de membrul specificat si, in conditii altfel identice, cel putin de 100 de ori
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mai putin de partea extracelulard a unui alt membru al familiei receptorilor EGF din aceeasi specie.
De exemplu, un anticorp cuprinzand un situs de legare a antigenului care se leaga de ErbB-1, se leaga
de ErbB-1 si, in conditii altfel identice, cel putin de 100 de ori mai putin de receptorii omologi ErbB-2
(HER2), ErbB-3 (HER3) si ErbB-4 (HER4) din aceeasi specie. Un anticorp cuprinzand un situs de
legare a antigenului care se leaga de ErbB-2, se leagd de ErbB-2 si, in conditii altfel identice, cel putin
de 100 de ori mai putin de receptorii omologi ErbB-1, ErbB-3 si ErbB-4 din aceeasi specie. Un
anticorp cuprinzand un situs de legare a antigenului care se leaga de ErbB-3, se leaga de ErbB-3 si, in
conditii altfel identice, cel putin de 100 de ori mai putin de receptorii omologi ErbB-1, ErbB-2 si
ErbB-4 din aceeasi specie. Un anticorp cuprinzand un situs de legare a antigenului care se leaga de
ErbB-4, se leagd de ErbB-4 si, in conditii altfel identice, cel putin de 100 de ori mai putin de receptorii
omologi ErbB-1, ErbB-2 si ErbB-3 din aceeasi specie. Desigur, cand un anticorp este proiectat sa se
lege de doi sau mai multi membri ai familiei, legarea de cei doi sau mai multi membri poate fi in
esenta identica. in prezenta inventie, se preferd ca anticorpii si se lege fiecare doar de un membru al
unei familii. Tinand cont de faptul cd familia ErbB este o familie de receptori de suprafatd celulara,
legarea este evaluata in mod tipic pe celule care exprima receptor(i) pe suprafata lor celulara.

Un anticorp din inventie de preferintd perturbeazd legarea unui ligand pentru membrul
familiei receptorilor EGF. Termenul "pertubeaza legarea", in sensul folosit in prezenta, inseamna ca
legarea anticorpului de membrul familiei receptorilor EGF concureaza cu ligandul pentru legare de
membrul familiei receptorilor EGF. Anticorpul poate diminua legarea ligandului, poate deplasa
ligandul cand acesta este deja legat de membrul familiei receptorilor EGF sau poate preveni cel putin
partial, de exemplu prin impiedicare sterica, legarea ligandului de membrul familiei receptorilor EGF.

O proteina de legare EGFR (ErbB1) sau HER3 (ErbB3) din inventie, de preferinta anticorpul
din inventie inhiba de preferintd ligandul EGFR sau semnalizarea indusa de ligandul HER3, méasurata
ca o crestere indusd de ligand a celulelor BxPC3 (ATCC CRL-1687) sau celulelor BxPC3-luc2
(Perkin Elmer 125058) sau moartea indusa de ligand a celulelor A431 (ATCC CRL-1555). Proteina
de legare EGFR sau HER3 mentionata poate reduce semnalizarea indusa de ligand cu cel putin 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, de preferinta 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, mai preferabil 70%,
80%, 85% si cel mai preferabil 90%, 95%, 99% sau 100% in comparatie cu efectul indus de ligand in
prezenta unei substante neutre sau a unui control negativ, masurat intr-un test cunoscut in domeniu.
EGFR si ErbB-3 pot lega fiecare un numar de liganzi si stimuleaza cresterea celulelor BXPC3 sau
BxPC3-luc2 mentionate. in prezenta unui ligand pentru unul sau ambii receptori, cresterea celulelor
BxPC3 sau BxPC3-luc2 este stimulatd. Cresterea indusd de ligand EGFR si/sau ErbB-3 a celulelor
BxPC3 poate fi masuratd comparand cresterea celulelor in absenta si prezenta ligandului. Ligandul
EGFR preferat pentru masurarea cresterii induse de ligand EGFR a celulelor BxPC3 sau BXPC3-luc2
este EGF. Ligandul ErbB-3 preferat pentru masurarea cresterii induse de ligand ErbB-3 a celulelor
BxPC3 sau BxPC3-luc2 este NRG1. Cresterea indusd de ligand se masoara de preferinta folosind
cantitati de saturare de ligand. Intr-o aplicare preferata, EGF se utilizeaza intr-0 cantitate de 100ng/m
de mediu de cultura. NRG1 se utilizeaza de preferinta in 10ng/ml de mediu de culturd. EGF si NRG1
sunt de preferintd EGF si NRG1 de la R&D systems, cat. nr. 396-HB si 236-EG, asa cum se descrie in
exemple. Se preferd ca metoda descrisa in prezenta mai sus, pentru determinarea daca o proteina sau
un anticorp din inventie inhiba semnalizarea in format bivalent, si se efectueze cu o versiune
monovalentd sau bivalenta monospecifica a proteinei sau anticorpului, cu alte cuvinte o proteina sau
un anticorp care are doar situsuri de legare pentru receptorul a carui semnalizare se determina. Pentru
un anticorp, ar fi un anticorp monospecific bivalent, unde domeniile variabile de legare a antigenului
constau din domenii variabile care leagd membrul familiei receptorilor EGF.

O proteind de legare EGFR sau HER3 din inventie, de preferintd anticorpul din inventie,
inhibd de preferinta cresterea indusa de ligand EGFR sau ligand HER3 a celulelor BxPC3 (ATCC
CRL-1687) sau BxPC3-luc2 (Perkin Elmer 125058). Proteina de legare EGFR sau HER3 mentionata
poate reduce cresterea indusd de ligand cu cel putin 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, de
preferinta 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, mai preferabil 70%, 80%, 85% si cel mai preferabil 90%, 95%,
99% sau 100% in comparatie cu cresterea indusd de o substantd neutrd sau un control negativ,
masurata intr-un test cunoscut in domeniu. EGFR si ErbB-3 pot lega fiecare un numaér de liganzi si
stimuleaza cresterea celulelor BxPC3 sau BxPC3-luc2 mentionate. in prezenta unui ligand pentru unul
sau ambii receptori, cresterea celulelor BXPC3 sau BxPC3-luc2 este stimulatd. Cresterea indusa de
ligand EGFR si/sau ErbB-3 a celulelor BxPC3 poate fi masuratd comparand cresterea celulelor in
absenta si presenta ligandului. Ligandul EGFR preferat pentru masurarea cresterii induse de ligand
EGFR a celulelor BXPC3 sau BXPC3-luc2 este EGF. Ligandul ErbB-3 preferat pentru masurarea
cresterii induse de ligand ErbB-3 a celulelor BXPC3 sau BxPC3-luc2 este NRG1. Cresterea indusa de
ligand se masoara de preferinti folosind cantititi de saturare de ligand. Intr-o aplicare preferata EGF
se utilizeaza intr-o cantitate de 100ng/ml de mediu de culturd. NRG1 se utilizeaza de preferintd in
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10ng/ml de mediu de culturd. EGF si NRGI sunt de preferintd EGF si NRG1 de la R&D systems, cat.
nr. 396-HB si 236-EG asa cum se descrie in exemple.

Un ligand al familiei receptorilor EGF este de preferinta un ligand al E receptorilor GFR sau
HER3. "Ligandul HER3 sau ErbB-3", in sensul folosit in prezenta, se refera la polipeptide care leaga
si activeaza ErbB-3. Exemplele de liganzi ErbB-3 includ, nelimitativ, neuregulin 1 (NRG1) si
neuregulin 2 (NRG2) (vezi Olayioye MA et al.; EMBO J (2000) Vol 19: pp 3159-3167). Termenul
include de preferintd fragmente si/sau variante biologic active ale unei polipeptide naturale. "Ligandul
EGFR sau ErbB-1", in sensul folosit in prezenta, se referd la polipeptide care leaga si activeazd EGFR.
Exemplele de liganzi EGFR includ, nelimitativ, EGF, TGF-a, HB-EGF, amphiregulin, betacellulin si
epiregulin (vezi Olayioye MA et al.; EMBO J (2000) Vol 19: pp 3159-3167). Termenul include de
preferinta fragmente
si/sau variante biologic active ale unei polipeptide naturale.

Un anticorp din inventie cuprinzand un situs de legare a antigenului care se leagd de partea
extracelularda a unui membru asociat cu membrana al unei cdi de semnalizare WNT se leaga de
membrul specificat si, in conditii altfel identice, cel putin de 100 de ori mai putin de partea
extracelulard a unei alte proteine asociate cu membrana care nu este un membru al unei cédi de
semnalizare WNT din aceeasi specie, cum ar fi receptorul pentru factorul de crestere tip insulinic 1
(IGF-1). Un anticorp cuprinzand un situs de legare a antigenului care se leaga de LGRS, se leaga de
LGRS si, in conditii altfel identice, cel putin de 100 de ori mai putin de o parte extracelulard a unui
receptor IGF-1 din aceeasi specie.. Un anticorp cuprinzand un situs de legare a antigenului care se
leagd de LGR4, se leagd de LGR4 si, in conditii altfel identice, cel putin de 100 de ori mai putin de
receptorul IGF-1 din aceeasi specie. Un anticorp cuprinzand un situs de legare a antigenului care se
leagd de RNF43, se leaga de RNF43 si, in conditii altfel identice, cel putin de 100 de ori mai putin de
receptorul IGF-1, LGR4 sau LGRS din aceeasi specie. Un anticorp cuprinzand un situs de legare a
antigenului care se leagd de ZNRF3, se leagd de ZNRF3 si, in conditii altfel identice, cel putin de 100
de ori mai putin de receptorul IGF-1 sau RNF43 din aceeasi specie. Desigur, cand un anticorp este
proiectat sa se lege de doi sau mai multi membri ai familiei, legarea de cei doi sau mai multi membri
poate fi in esentd identica. De exemplu, unii dintre anticorpii care leagd LGRS pot lega LGR4 din
aceeasi specie si vice versa. Intr-o aplicare preferata, un anticorp din inventie cuprinzand un situs de
legare a antigenului care se leagd de partea extracelulara a unui membru asociat cu membrana al unei
cai de semnalizare WNT se leaga de membrul specificat si, in conditii altfel identice, cel putin de 100
de ori mai putin de partea extracelulard a unui alt membru asociat cu membrana al familiei din aceeasi
specie. Un anticorp cuprinzand un situs de legare a antigenului care se leagd de LGRS, se leaga de
LGRS si, in conditii altfel identice, cel putin de 10 ori si de preferinta cel putin de 100 de ori mai putin
de LGR4 din aceeasi specie. Un anticorp cuprinzand un situs de legare a antigenului care se leaga de
LGRA4, se leaga de LGR4 si, in conditii altfel identice, cel putin de 10 ori si de preferinta cel putin de
100 de ori mai putin de LGR5 din aceeasi specie In prezenta inventie se preferd ca respectivii
anticorpi sa se lege fiecare numai de un membru al unei familii. Membrii preferati ai cdii de
semnalizare WNT, in contextul prezentei inventii, sunt LRP5, LRP6, LGR4, LGR5, LGR6, FRZI,
FRZ2, FRZ3, FRZ4, FRZ5, FRZ6, FRZ7, FRZ8, FRZ9 FRZ10, ZNRF3, RNF43, N-Cadherin,
Kremenl si Kremen2, ROR2/RYK). Avand in vedere cd membrii din aceastd lista sunt receptori de
suprafata celulard, legarea este evaluatd in mod tipic pe celule care exprima receptor(i) pe suprafata
lor celulara.

Termenul "anticorp", in sensul folosit in prezenta, inseamna o moleculd proteinacee, de
preferinta apartinand clasei imunoglobulinice a proteinelor, contindnd unul sau mai multe domenii
variabile care leagd un epitop pe un antigen, unde aceste domenii provin din sau impart omologie
secventiala cu domeniul variabil al unui anticorp. Anticorpii de uz terapeutic sunt de preferinta cat mai
apropiati de anticorpii naturali ai subiectului tratat (de exemplu anticorpi umani pentru subiecti
umani). Legarea anticorpului poate fi exprimata prin specificitate si afinitate. Specificitatea determina
antigenul sau epitopul acestuia care este legat specific de domeniul de legare. Afinitatea masoard
intensitatea legdrii de un anumit antigen sau epitop. Legarea specifica este definitd ca legare cu
afinitati (KD) de cel putin 1x10e-6 M, mai preferabil 1x10e-7 M, mai preferabil peste 1x10e-9 M. In
mod tipic, anticorpii pentru aplicéri terapeutice au afinitati de pand la 1x10e-10 M sau mai mari.
Anticorpii, cum ar fi anticorpii bispecifici din prezenta inventie, cuprind in mod tipic domeniile
constante (partea Fc) ale unui anticorp natural. Un anticorp din inventie este in mod tipic un anticorp
bispecific in lungime completd, de preferintd din subclasa IgG umana. Un anticorp din prezenta
inventie este de preferintd din subclasa I[gG1 umana. Acesti anticorpi din inventie au bune proprietati
ADCC, care pot fi marite, dacd se doreste, prin tehnici cunoscute in domeniu, timp de injumatatire
favorabil la administrare in vivo la om si existd tehnologie de inginerie CH3 care poate furniza lanturi
grele modificate, care formeaza heterodimeri preferential fata de homodimeri la co-exprimare in
celule clonale.
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Un anticorp din inventie este de preferintd un anticorp "in lungime completa". Termenul
'lungime completa' conform inventiei defineste un anticorp in esenta complet, dar care nu are neaparat
toate functiile unui anticorp intact. Pentru claritate, un anticorp in lungime completa contine doud
lanturi grele si doua lanturi usoare. Fiecare lant contine regiuni constante (C) si variabile (V), care pot
fi descompuse in domenii denumite CH1, CH2, CH3, VH pentru lantul greu, si CL, VL pentru lantul
usor. Un anticorp se leagd de antigen prin domeniile variabile continute in portiunea fragmentului Fab.
Anticorpul poate interactiona cu molecule si celule ale sistemului imunitar prin domeniile constante,
in mare parte prin portiunea Fc.

Termenii 'domeniul variabil', 'pereche VH/VL', '"VH/VL' se utilizeaza in prezenta
interschimbabil. Anticorpii in lungime completd conform inventiei includ anticorpi in care pot fi
prezente mutatii care asigura caracteristici dorite sau reprezinta doar alternative ale celor din lantul
initial. Aceste mutatii nu ar trebui sa fie deletii ale portiunilor substantiale ale oricarora dintre regiuni.
Totusi, anticorpii in care se sterg unul sau mai multe reziduuri aminoacidice, fara a modifica in esenta
caracteristicile de legare ale anticorpului rezultat, sunt inclusi in termenul "anticorp in lungime
completd". De exemplu, un anticorp IgG poate avea 1-20 de insertii, deletii de reziduuri aminoacidice
sau o combinatie a acestora in regiunea constantd. De exemplu, activitatea ADCC a unui anticorp
poate fi imbunatatita cand anticorpul in sine are o activitate ADCC redusa, modificand usor regiunea
constantd a anticorpului (Junttila, T. T., K. et al. (2010). Cancer Research 70: 4481-4489). Se fac
uneori modificari pentru a imbunatati depozitarea sau productia sau pentru a indeparta lizinele C-
terminale (Engineered therapeutic antibodies with improved effector functions. Kubota T, Niwa R,
Satoh M, Akinaga S, Shitara K, Hanai N). O altd modalitate de imbunatatire a activitatii ADCC a unui
anticorp este prin perturbarea enzimatica a cdii de glicozilare, ducand la fucoza redusa (von Horsten et
al. (2010); Glycobiology 20:1607-1618). Existd mai multe metode in vitro pentru determinarea
eficientei anticorpilor sau celulelor efectoare in determinarea ADCC. Printre acestea se gasesc testele
de eliberare a cromului-51 [Cr51], testele de eliberare a europiului [Eu] si testele de eliberare a
sulfului-35 [S35]. De obicei, o linie celulara tinta marcata care exprima un anumit antigen expus la
suprafata este incubatd cu anticorpul specific pentru acel antigen. Dupa spalare, celulele efectoare care
exprima receptorul Fc CD16 sunt co-incubate cu celulele tintda marcate cu anticorp. Liza celulelor tintd
se masoard apoi prin eliberarea marcatorului intracelular, de exemplu cu un contor de scintilatii sau
prin spectrofotometrie.

Un anticorp bispecific din inventie poate fi intr-o0 aplicare afucozilat. Un anticorp bispecific
din inventie cuprinde de preferinta o cantitate redusa de fucozilare a structurii de carbohidrat N-linkate
in regiunea Fc, in comparatie cu acelasi anticorp produs intr-o celula CHO normala.

Se preferd anticorpi IgG in lungime completd datorita timpului de njumatatire favorabil si
necesititii de a fi cdt mai aproape de moleculele (umane) complet autologe din motive de
imunogenicitate. Un anticorp din inventie este de preferinta un anticorp IgG bispecific, de preferintd
un anticorp IgG1 bispecific in lungime completd. IgG1 este favorizat datorita timpului de injumatatire
in circulatie indelungat la om. Pentru a preveni imunogenicitatea la om, se prefera ca anticorpul IgG
bispecific conform inventiei sa fie IgG1 uman.

Termenul 'bispecific' (bs) inseamna ca o parte a anticorpului (definit mai sus) se leaga de un
epitop de pe un antigen, iar o a doua parte se leagd de un epitop diferit pe acelasi antigen sau un
antigen diferit. Epitopii diferiti sunt prezenti in mod tipic pe antigene diferite. Epitopii diferiti pot fi
insd prezenti si pe acelasi antigen. Conform prezentei inventii, primul si al doilea antigen sunt doud
proteine diferite. Un anticorp bispecific preferat este un anticorp cuprinzand parti din cei doi anticorpi
monoclonali diferiti si in consecintd se pot lega de doua tipuri diferite de antigen. In functie de nivelul
de expresie, localizarea (sub-)celulard si stoichiometria celor doud antigene recunoscute de un
anticorp bispecific, ambele brate Fab ale anticorpului pot lega sau nu simultan epitopul lor. Un brat al
anticorpului bispecific contine in mod tipic domeniul variabil al unui anticorp si celalalt brat contine
domeniul variabil al unui alt anticorp (i.e. un brat al anticorpului bispecific este format dintr-un lant
greu imperecheat cu un lant usor, iar celalalt brat este format dintr-un lant greu diferit imperecheat cu
un lant usor). Regiunile variabile ale lantului greu al anticorpului bispecific din inventie sunt in mod
tipic diferite una de cealalta, in timp ce regiunile variabile ale lantului usor sunt de preferinta indentice
in anticorpii bispecifici din inventie. Un anticorp bispecific in care regiunile variabile diferite ale
lantului greu sunt asociate cu acelasi lant usor sau comun este denumit de asemenea anticorp
bispecific cu un lant usor comun (cLC). Se prevede asadar si un anticorp bispecific conform inventiei,
unde ambele brate cuprind un lant usor comun.

Anticorpii bispecifici preferati se pot obtine prin co-expresia a doua lanturi grele diferite si a
unui lant usor comun intr-o singura celuld. Cand se folosesc domenii CH3 de tip sélbatic, co-expresia
a doud lanturi grele diferite (A si B) si a unui lant usor comun va produce trei specii de anticorp
diferite, AA, AB si BB. AA si BB sunt denumiri pentru cei doi anticorpi bivalenti, mono-specifici, si
AB este 0 denumire pentru anticorpul bispecific. Pentru a creste procentajul produsului bispecific
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dorit (AB) se poate utiliza inginerie CH3 sau, cu alte cuvinte, se pot folosi lanturi grele cu domenii de
heterodimerizare compatibile, asa cum se defineste mai jos.

Termenul 'domenii de heterodimerizare compatibile', in sensul folosit in prezenta, se refera la
domenii proteice modificate astfel incat domeniul modificat A" va forma preferential heterodimeri cu
domeniu B' modificat si vice versa, reducand homodimerizarea intre A'-A' si B'-B'".

Anticorpii bispecifici descrisi in prezenta cuprind de preferinta un lant usor comun. Termenul
'lant usor comun' conform inventiei se refera la lanturi usoare care pot fi identice sau pot avea unele
diferente ale secventei de aminoacizi, fard ca specificitatea de legare a anticorpului in lungime
completd sa fie afectatd. Este de exemplu posibil, conform definitiei lanturilor usoare comune din
prezenta, prepararea sau identificarea lanturilor usoare care nu sunt identice, dar sunt inca functional
echivalente, de ex. prin introducerea si testareca modificarilor aminoacidice conservative, a
modificarilor de aminoacizi in regiuni care nu contribuie sau contribuie doar partial la specificitatea de
legare la imperechere cu lantul greu etc.. Termenii 'lant usor comun', 'VL comun’, 'lant usor
individual', '"VL individual', cu sau fara adaugarea termenului 'reordonat’, se utilizeaza interschimbabil
in prezenta. Un aspect al prezentei inventii constd din utilizarea ca lant ugor comun a unui lant usor
uman care se poate combina cu diferite lanturi grele pentru a forma anticorpi cu domenii functionale
de legare a antigenului (W02004/009618, W02009/157771, Merchant et al. 1998 si Nissim et al.
1994). De preferinta, lantul usor comun are o secventd din linia germinald. O secventa din linia
germinald preferata este o regiune variabild a lantului usor care se utilizeaza frecvent in repertoriul
uman si are o buna stabilitate termodinamica, productie si solubilitate. Un lant usor din linia germinala
preferat este 012, de preferintd lantul usor kappa uman din linia germinala reordonat IgVkl-
39*01/1GJx1*01 (Figura 3) sau un fragment sau un echivalent functional (i.e. acelasi segment genic
IgVk1-39, dar segment genic IGJk diferit) al acestuia (nomenclaturd conform bazei de date IMGT de
la www.imgt.org). Acelasi principiu se aplicd insa si unui lant usor lambda si acesta este asadar de
asemenea prevazut in contextul inventiei. Se prevede asadar si un anticorp bispecific conform
inventiei, unde lantul usor comun este un lant usor din linia germinald, de preferintd un lant usor
kappa uman din linia germinald reordonat cuprinzand segmentul genic IgVkl-39, cel mai preferabil
lantul usor kappa uman din linia germinala reordonat IgV«1-39*01/IGJkl*01 (Figura 3). Termenii lant
usor kappa uman din linia germinala reordonat IgVk1-39*01/1GJx1*01, IGKV1-39/IGxJ1, lantul usor
huVk1-39 sau, pe scurt, huVk1-39, sau simplu 1-39 se utilizeaza interschimbabil in cadrul cererii.
Evident, persoanele cu competente in domeniu vor recunoaste ca termenul "comun" se refera si la
echivalenti functionali ai lantului usor a caror secventad de aminoacizi nu este identicd. Existd mai
multe variante ale lantului usor respectiv in care sunt prezente mutatii (deletii, substitutii, adaugari)
care nu influenteaza semnificativ formarea regiunilor de legare functionale. Lantul ugor din prezenta
inventie poate fi de asemenea un lant usor specificat mai sus, avand 1-20, de preferintd 1-5 insertii,
deletii, substitutii de aminoacizi sau o combinatie a acestora.

Se au in vedere de asemenea anticorpi in care un VH poate recunoaste specific un prim
antigen si VL, imperecheat cu VH intr-un domeniu variabil imunoglobulinic, poate recunoaste
specific un al doilea antigen. Perechea VH/VL rezultata va lega antigenul 1 sau antigenul 2. Acesti asa
numiti "anticorpi doi in unu", descrisi de exemplu in WO 2008/027236, WO 2010/108127 si Schaefer
et al (2011 Cancer Cell 20, 472-486), sunt diferiti de anticorpii bispecifici din inventie si sunt
denumiti si anticorpi "doi in unu".

O parte a unui anticorp este o parte de legare a antigenului si in mod tipic contine domeniile
variabile ale anticorpului. O parte poate fi de asemenea un asa numit fragment de anticorp cu un
singur domeniu. Un fragment de anticorp cu un singur domeniu (sdAb, denumit Nanobody de
dezvoltatorul Ablynx) este un fragment de anticorp cu un singur domeniu de anticorp variabil
monomeric. La fel ca un anticorp intreg, se poate lega selectiv de un antigen specific. Cu o greutate
moleculara de numai 12-15 kDa, fragmentele de anticorp cu un singur domeniu sunt mult mai mici
decat anticorpii obisnuiti (150-160 kDa) alcatuiti din doua lanturi proteice grele si doud lanturi usoare,
si chiar mai mici decat fragmentele Fab ([150 kDa, un lant usor si jumatate dintr-un lant greu) si
fragmentele variabile monocatenare ([125 kDa, doud domenii variabile, unul dintr-un lant usor si unul
dintr-un lant greu). Anticorpii cu un singur domeniu nu sunt in sine mult mai mici decat anticorpii
normali (reprezentand in mod tipic 90-100kDa). Fragmentele de anticorp cu un singur domeniu sunt
in mare parte modificate din anticorpii cu lanturi grele care se gésesc in camelide; acestea sunt
denumite fragmente VHH (Nanobodies®). Unii pesti au de asemenea anticorpi numai cu lanturi grele
(IgNAR, 'receptor antigenic nou imunoglobulinic'), din care se pot obtine fragmente de anticorp cu un
singur domeniu denumite fragmente VNAR. O metoda alternativa este impartirea domeniilor variabile
dimerice din imunoglobulina G (IgG) obisnuitd de la oameni sau soareci in monomeri. Desi cea mai
mare parte a cercetarii anticorpilor cu un singur domeniu se bazeaza in prezent pe domenii variabile
din lantul greu, s-a aratat ca si nanocorpii proveniti din lanturi usoare se leaga specific de epitopii
tintd. Un exemplu nelimitativ al unei parti de anticorp contine un domeniu variabil al unui lant greu
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si/sau unui lant usor al unui anticorp sau unui echivalent al acestuia. Exemplele nelimitative de astfel
de parti sunt VHH, anticorpi cu domenii umane (dAbs) si Unibodies. Partile sau derivatii de anticorp
preferati au cel putin un domeniu variabil al unui lant greu si un lant usor al unui anticorp sau
echivalenti. Exemplele nelimitative de astfel de molecule de legare sunt fragmente F(ab) si fragmente
Fv monocatenare. O parte functionald a unui anticorp bispecific cuprinde partile de legare a
antigenului ale anticorpului bispecific sau un derivat si/sau analog al partilor de legare. Dupd cum s-a
mentionat in prezenta mai sus, partea de legare a unui anticorp este inclusa in domeniul variabil.

Un derivat al unui anticorp este o proteina care, cu exceptia regiunilor CDR, se abate de la
secventa aminoacidicad a unui anticorp natural in cel mult 20 de aminoacizi. Un derivat al unui
anticorp divulgat in prezenta este un anticorp care se abate de la secventa aminoacidica respectiva in
cel mult 20 de aminoacizi.

Membrul asociat cu membrana preferat al caii WNT de care se leagd o proteind din inventie
este LRP5, LRP6, LGR4, LGR5, LGR6, FRZ1, FRZ2, FRZ3, FRZ4, FRZ5, FRZ6, FRZ7, FRZS,
FRZ9, FRZ10, ZNRF3, RNF43, N-Cadherin, Kremen1l si Kremen2, ROR2, RYK. Din aceasta lista, se
prefera membrii asociati cu membrana ai familiei LGR care sunt activi in calea WNT, 1n mod specific
LGR4, LGRS5 si LGR6. Intr-o aplicare preferati, membrul asociat cu membrana al familiei LGR este
LGR4 sau LGR 5, in mod specific LGR5. Alti membri asociati cu membrana preferati ai caii WNT
canonice sunt ZNRF3 si RNF43.

S-a demonstrat ca Lgr4, Lgr5 si Lgr6 de soarece sunt receptori de mare afinitate pentru R-
spondine (R-spondin 1-4) ducand la fosforilare marita a receptorilor Wnt Lrp5/6 si stabilizarea b-
cateninei fard implicarea semnalizarii proteinei G (Carmon, K.S., et al. (2011). Proc Natl Acad Sci
USA 108, 11452-11457; de Lau, W., et al. (2011) Nature 476, 293-297.). R-spondinele sunt membrii
unei familii mult mai mari de proteine care se caracterizeaza prin prezenta repetitiilor
trombospondinice (TSR). R-spondinele contin de asemenea repetitii Furin bogate in cisteind N-
terminale care trebuie sd exercite activitatea de marire Wnt, masurata prin stabilizarea b-cateninei si
fosforilarea co-receptorului Wnt/Frizzled Lrp6 (Kim et al. (2005)). Au fost raportate fuziuni genice
care cresc nivelurile de expresie ale R-spondinelor functionale intr-un subset de cancere de colon
umane (Seshagiri, S., et al. (2012). Nature 488, 660-664.). Desi rolul perceput al complexului Lgr-R-
spondin este modularea semnalizarii prin complexul de receptori Lrp-Frizzed-wnt, modelele actuale
sugereazd ca acest complex Lgr-R-spondin este in sine supus moduldrii prin ligazele E3 foarte
omoloage Rnf43 si Znrf3. in mod specific, receptorii Lgrd, Lgr5 si Lgr6 ajuta la recrutarea eficientd a
liganzilor R-spondin si aducerea acestora in pozitie pentru interactiune cu Rnf43/Znrf3, continand si
situsuri de legare R-spondin (de Lau, W., et al (2014). Genes Dev 28, 305-316). Aceastd interactiune
duce la clearance membranar al Rnf43 sau Znrf3, avand ca rezultat persistenta receptorilor Frizzled de
suprafata si amplificarea intensitatii semnalului wnt (de Lau, et al (2014). Genes Dev 28, 305-316),
imbogdtit in cancerul de colon (Hao, H.-X., et al. (2012) Nature 485, 195-200).

Un membru asociat cu membrana al caii WNT care este activ in calea canonica poate fi de
asemenea activ, in functie de membrul specific, in calea necanonic si vice versa.

Familia receptorilor (HER) pentru factorul de crestere epidermic uman (EGF) are patru
membri: ErbB (eritroblastom)-1, ErbB-2, ErbB-3 si ErbB-4. Receptorul (EGFR, ErbBl sau HER1)
pentru factorul de crestere epidermic (EGF) este un membru al unei familii de patru tirozin kinaze
receptoare (RTK), denumite Her- sau cErbB-1, -2, -3 si -4. ErbB-1 este cunoscut si sub diferite alte
sinonime, cea mai obisnuita fiind EGFR. EGFR are un domeniu extracelular (ECD) alcatuit din patru
sub-domenii, dintre care doud sunt implicate in legarea ligandului si doud sunt implicate in
homodimerizare si heterodimerizare. EGFR integreazd semnale extracelulare de la o varietate de
liganzi pentru a produce diverse raspunsuri intracelulare. Calea majorda de transductie a semnalelor
activatd de EGFR este alcatuita din cascada de semnalizare mitogenica a protein kinazei activate de
mitogenul Ras (MAPK). Activarea acestei cai este initiatd de recrutarea Grb2 in EGFR tirozin
fosforilata. Aceasta duce la activarea Ras prin factorul de schimb nucleotidic Ras-guanina legat de
Grb2 Son of Sevenless (SOS). In plus, calea de transductie a semnalului PI3-kinaza-Akt este de
asemenea activatd de EGFR, cu toate ca aceasta activare este mult mai puternica in cazul in care exista
co-expresie ErbB-3 (HER3). EGFR este implicat in mai multe malignitati epiteliale umane, in special
cancere mamare, vezicale, cancer pulmonar macrocelular, de colon, ovarian, la cap si gat si creier. S-
au descoperit mutatii de activare in gend, precum si supraexpresia receptorului si a liganzilor sdi,
ducand la bucle de activare autocrine. Aceasta RTK s-a folosit asadar amplu ca tintd pentru terapia
anti-cancer. S-au dezvoltat atat inhibitori molecule mici care tintesc RTK, cét si anticorpi monoclonali
(mAD) directionati citre domeniile extracelulare de legare a ligandului, care au dovedit pand acum
cateva succese clinice, desi in cea mai mare parte pentru un grup select de pacienti. Numarul de
referintd din baza de date pentru proteina umana EGFR si gena care o codificd este (GenBank
NM_005228.3). Acest numar de referintd este dat in primul rand pentru a asigura o alta metoda de
identificare a proteinei EGFR ca tinta, secventa efectiva a proteinei EGFR legate de un anticorp poate
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varia, de exemplu din cauza unei mutatii in gena de codificare precum cele care apar in unele cancere
etc.. Se folosesc in prezenta termenii cancer si tumoare si, in mod tipic, ambii se refera la cancer, daca
nu se indica altceva In mod specific.

Acolo unde se mentioneaza in prezenta EGFR, acesta se refera la EGFR, daca nu se indica
altceva. Situsul de legare a antigenului care leagd EGFR leaga EGFR si o varietate de variante ale
acestuia, cum ar fi cele exprimate pe unele tumori pozitive EGFR.

Termenul 'ErbB-3' in sensul folosit in prezenta se refera la proteina care, la om, este
codificatd de gena ERBB3. Denumiri alternative pentru gena sau proteina sunt HER3; LCCS2; MDA-
BF-1; c-ErbB-3; c-ErbB3; ErbB3-S; p180-ErbB3; p45-sErbB3; si p85-sErbB3. Acolo unde se face
referire in prezenta la ErbB-3, se face referire la ErbB-3 uman. Un anticorp cuprinzand un situs de
legare a antigenului care leagd ErbB-3 leagd ErbB-3 uman. Situsul de legare a antigenului ErbB-3
poate lega de asemenea, datoritd asemanarii secventelor si structurilor tertiare intre ortologi umani si
de alte mamifere, un astfel de ortolog, dar nu neaparat. Numerele de referintd din baza de date pentru
proteina ErbB-3 umana si gena care o codifica sunt (NP_001005915.1,NP_001973.2, NC_000012.11,
NC_018923.2, NT_029419.12). Numerele de referintd sunt date in principal pentru a asigura o metoda
suplimentara de identificare a ErbB-3 ca 0 tintd, secventa proteinei ErbB-3 legate de un anticorp
putand varia, de exemplu din cauza unei mutatii in gena codificatoare, cum ar fi cele care apar in
unele cancere etc.. Situsul de legare a antigenului ErbB-3 leaga ErbB-3 si o varietate de variante ale
acestuia, cum ar fi cele exprimate de unele celule tumorale pozitive pentru ErbB-3. Situsul de legare a
antigenului care leagd ErbB-3 leagd de preferinta domeniul 111 al ErbB-3. Membrul familiei de
receptori EGF, mentionat in prezenta ca o tintd pentru proteina din inventie sau anticorpul bispecific
din inventie, este de preferinta receptorul factorului de crestere epidermic Erbb-1 (EGFR), ErbB-3 sau
ErbB-4. Intr-o aplicare preferata, membrul familiei receptorilor EGF este ErbB-1 sau ErbB-3.

Termenul "LGR" se refera la familia de proteine cunoscute ca receptori cuplati cu proteina G
continand repetitii bogate in leucina. Se cunosc mai multi membri ai familiei implicati in calea de
semnalizare WNT, in mod remarcabil LGR4; LGR5 si LGRé6.

LGR4 este receptorul cuplat cu proteina G continand repetitii bogate in leucind 4. Denumiri
alternative pentru gena sau proteina sunt: GPR48; receptorul cuplat cu proteina G 48; BNMD17,
receptorul cuplat cu proteina G continand repetitii bogate in leucina 4; receptorul cuplat cu proteina G
continand repetitii bogate in leucind 4; receptorul cuplat cu proteina G 48.

O proteind sau un anticorp din inventie care leagd LGR4 leaga LGR4 uman. Proteina sau
anticorpul din inventie care leagd LGR4 poate lega de asemenea, datoritd asemandrii secventelor si
structurilor tertiare intre ortologi umani si de alte mamifere, un astfel de ortolog, dar nu neapérat.
Numerele de referinta din baza de date pentru proteina LGR4 umana si gena care o codificd sunt
(NC_000011.10; NC_018922.2; NT_009237.19; NP_060960.2). Numerele de referintd sunt date in
principal pentru a asigura o metoda suplimentard de identificare a LGR4 ca o tinta, secventa proteinei
LGR4 legate putand varia, de exemplu din cauza unei mutatii in gena codificatoare, cum ar fi cele
care apar in unele cancere etc.. Situsul de legare a antigenului LGR4 leagda LGR4 si o varietate de
variante ale acestuia, cum ar fi cele exprimate de unele celule tumorale pozitive pentru LGRA4.

LGRS este receptorul cuplat cu proteina G continand repetitii bogate in leucind 5. Denumiri

alternative pentru gena sau proteina sunt receptorul cuplat cu proteina G continand repetitii bogate in
leucind 5; receptorul cuplat cu proteina G continand repetitii bogate in leucina 5; receptorul cuplat cu
proteina G HG38; receptorul cuplat cu proteina G 49; receptorul cuplat cu proteina G 67; GPR67,
GPR49; receptorul orfan cuplat cu proteina G HG38; receptorul cuplat cu proteina G 49; GPR49;
HG38 si FEX.
O proteind sau un anticorp din inventie care leagd LGRS leagd LGRS uman. Proteina sau anticorpul
din inventie care leagd LGRS poate lega de asemenea, datoritd asemanarii secventelor si structurilor
tertiare intre ortologi umani si de alte mamifere, un astfel de ortolog, dar nu neaparat. Numerele de
referintd din baza de date pentru proteina LGRS umana si gena care o codificd sunt (NC_000012.12;
NT_029419.13; NC_018923.2; NP_001264155.1; NP_001264156.1; NP_003658.1). Numerele de
referintd sunt date in principal pentru a asigura o metodd suplimentara de identificare a LGRS ca o
tinta, secventa proteinei LGRS legate putdnd varia, de exemplu din cauza unei mutatii in gena
codificatoare, cum ar fi cele care apar in unele cancere etc.. Situsul de legare a antigenului LGR5
leagd LGRS si o varietate de variante ale acestuia, cum ar fi cele exprimate de unele celule tumorale
pozitive pentru LGR5.

ZNRF3 este deget de zinc si inelar 3. Denumiri alternative pentru gend sau proteind sunt
deget de zinc si inelar 3; proteinad deget de zinc/INELAR 3; proteina deget INELAR 203; KIAA1133;
RNF203; deget de zinc tip C3HC4 nou (deget inelar); E3 ubiquitin-protein ligaza ZNRF3; CTA-
292E10.6; EC 6.3.2,; si BK747E2.3 3.

O proteind sau un anticorp din inventie care leagd ZNRF3 leagda ZNRF3 uman. Proteina sau
anticorpul din inventie care leagd ZNRF3 poate lega de asemenea, datorita aseméandrii secventelor si
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structurilor tertiare intre ortologi umani si de alte mamifere, un astfel de ortolog, dar nu neapérat.
Numerele de referintd din baza de date pentru proteina ZNRF3 umana si gena care o codifica sunt
(NC_000022.11; NT_011520.13; NC_018933.2; NP_001193927.1; NP_115549.2). Numerele de
referintda sunt date in principal pentru a asigura o metoda suplimentard de identificare a ZNRF3 ca o
tinta, secventa proteinei ZNRF3 legate putdnd varia, de exemplu din cauza unei mutatii in gena
codificatoare, cum ar fi cele care apar in unele cancere etc.. Situsul de legare a antigenului ZNRF3
leagd ZNRF3 si o varietate de variante ale acestuia, cum ar fi cele exprimate de unele celule tumorale
pozitive pentru ZNRF3.

RNF43 este proteina deget inelar 43. Denumiri alternative pentru gend sau proteina sunt
proteina deget inelar 43; RNF124; E3 ubiquitin-protein ligaza RNF43; proteina deget INELAR 43;
EC 6.3.2.; URCC.

O proteind sau un anticorp din inventie care leagd RNF43 leagd RNF43 uman. Proteina sau
anticorpul din inventie care leaga RNF43 poate lega de asemenea, datoritd asemanarii secventelor si
structurilor tertiare intre ortologi umani si de alte mamifere, un astfel de ortolog, dar nu neapérat.
Numerele de referintd din baza de date pentru proteina RNF43 umana si gena care o codifica sunt
(NC_000017.11; NT_010783.16; NC_018928.2; NP_001292473.1; NP_001292474.1; NP_060233.3).
Numerele de referinta sunt date in principal pentru a asigura o metoda suplimentard de identificare a
RNF43 ca o tinta, secventa proteinei RNF43 legate putand varia, de exemplu din cauza unei mutatii in
gena codificatoare, cum ar fi cele care apar in unele cancere etc.. Situsul de legare a antigenului
RNF43 leagd RNF43 si o varietate de variante ale acestuia, cum ar fi cele exprimate de unele celule
tumorale pozitive pentru RNF43.

Receptorul factorului de crestere de tip insulinic 1 (IGF-1) leagd factorul de crestere de tip
insulinic cu afinitate mare. Receptorul are activitate de tirozin kinaza. Receptorul factorului de
crestere de tip insulinic I are un rol esential in evenimente de transformare. Clivarea precursorului
genereaza subunitdti alpha si beta. Este supraexprimat in majoritatea tesuturilor maligne unde
functioneaza ca un agent anti-apoptotic prin marirea supravietuirii celulare. Proteina este cunoscuta
sub mai multe nume diferite cum ar fi receptorul IGF-1; EC 2.7.10.1; receptorul factorului de crestere
de tip insulinic I; IGF1R solubil; varianta 1; IGF1R solubil varianta 2; antigen CD221; EC 2.7.10;
CD221; IGFIR; JTK13; si IGFR. ID externe pentru IGFIR sunt HGNC: 5465; Entrez Gene: 3480;
Ensembl: ENSG00000140443; OMIM: 147370 si UniprotKB: P08069.

Inventia prevede de asemenea o metodd de inhibare a cresterii unei celule care exprima un
membru asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) si
care exprimd un membru asociat cu membrana al cdii WNT intr-un sistem care permite cresterea
celulei, metoda cuprinzand prevederea sistemului cu o proteina din inventie sau un anticorp bispecific
din inventie. Celula este de preferintd o celuld care raspunde la ligandul receptorului EGF care
exprimd un membru asociat cu membrana al cdii WNT. Sistemul este de preferintd un sistem de
culturd. Metoda cuprinde de preferinté cultivarea celulei respective in sistem.

In contextul prezentei inventii, se spune ca celula exprimd un membru asociat cu membrana
al caii WNT daca acea celula cuprinde ARN detectabil care codifica membrul asociat cu membrana al
caii WNT. Expresia poate fi detectata de asemenea prin incubarea celulei cu un anticorp care se leaga
de membrul asociat cu membrana al cdii WNT. Totusi, unii membri nu sunt exprimati la un nivel
suficient de mare pentru un astfel de test cu anticorpi sau, pentru unii membri, nu exista anticorpi
specifici. In aceste cazuri se prefera detectia mARN.

Acolo unde se dau in prezenta numere de referintd sau denumiri alternative ale
proteinelor/genelor, se dau in primul rdnd pentru a asigura o metodd suplimentara de identificare a
proteinei mentionate ca o tintd, secventa proteinei tintd legate de un anticorp din inventie putand varia,
de exemplu din cauza unei mutatii si/sau a unei matisari alternative in gena codificatoare, cum ar fi
cele care apar in unele cancere etc.

Inventia prevede de asemenea o metodd de tratare a unui individ avand un cancer, metoda
cuprinzand administrarea unei proteine din inventie sau a unui anticorp bispecific din inventie la
individ. Individul este de preferinta un individ care are cancer. Cancerul este de preferintd un
adenocarcinom. Cancerele preferate sunt cancer colorectal; cancer pancreatic; cancer pulmonar;
cancer mamar; cancer hepatic; cancer de prostata; cancer ovarian; cancer de col uterin; cancer
endometrial; cancer la cap si gat; melanom; cancer testicular; cancer urotelial; cancer renal; cancer
stomacal; sau cancer carcinoid. Intr-o aplicare preferatd cancerul este cancer colorectal; cancer
pancreatic; cancer pulmonar; cancer mamar; cancer hepatic; cancer de prostata; cancer ovarian; cancer
de col uterin; cancer endometrial; cancer la cap si gat; sau melanom. Intr-o aplicare preferata in mod
special, cancerul este cancer colorectal; cancer pancreatic; cancer pulmonar; cancer mamar; sau
cancer hepatic. Intr-o aplicare preferata in mod special, cancerul este un cancer gastrointestinal. intr-0
aplicare preferata, cancerul este cancer colorectal.
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Cancerul este de preferintd, dar nelimitativ, un cancer care prezinta un raspuns de crestere la
prezentarea unui ligand al unui membru al familiei receptorilor EGF. Proteina din inventie este de
preferinta o proteina care se leagd de un membru al familiei receptorilor EGF pentru care cancerul
prezinta un raspuns de crestere. intr-o aplicare preferati, cancerul prezintd un raspuns de crestere in
vitro in raspuns la membrii familiei EGF in mediul de cultura. In vitro este de preferintd o cultura
precum cea detaliatd pentru organoizi in sectiunea experimentald. Cancerul este de preferintd un
cancer care exprimd membrul asociat cu membrana al caii WNT de care se leagd proteina din
inventie.

Se prevede de asemenea un sistem celular cuprinzand o proteind din inventie sau un anticorp
bispecific din inventie si o celuld care exprimd un membru asociat cu membrana al familiei
receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) si care exprimd un membru asociat cu
membrana al caii WNT. Celula este de preferintd o celuld care raspunde la ligandul receptorului EGF
care exprima un membru asociat cu membrana al caii WNT.

Sistemul sau sistemul celular descris in prezenta este de preferintd un sistem de cultura in
vitro. Sistemul poate fi folosit pentru a detecta rispunsuri de crestere ale celulei. intr-o aplicare
preferata, ligandul receptorului EGF este un ligand pentru un membru preferat al familiei receptorilor
EGF definit in altd parte in prezenta. Intr-o aplicare preferati, membrul asociat cu membrana al ciii
WNT este un membru preferat asociat cu membrana al caiit WNT definit in altd parte in prezenta.

Un cancer sau o celula care raspunde la ligandul receptorului EGF prezinta un raspuns de
crestere (proliferare) la un ligand al receptorului EGF. O metoda preferata de determinare daca o
celuld sau un cancer raspunde la ligandul receptorului EGF este determinarea raspunsului la factorul
de crestere al celulei intr-un test de culturd organoida descris in exemple. O metoda este insdmantarea
celulei sau celulelor canceroase in sistemul celular organoid in prezenta sau absenta factorilor de
crestere precum EGF (5ng/ml) sau NRG (5ng/ml)) si cultivare timp de 5 zile. Numarul celulelor
viabile poate fi determinat apoi folosind testul de viabilitate celulara Cell Titer Glo (Promega, cat. nr.
G7571). Citirea luminescentei folosind celule stimulate cu factor de crestere poate fi comparata apoi
cu cea obtinuta folosind celule nestimulate (absenta factorului(ilor) de crestere.

Inventia prevede de asemenea o metodd de inhibare a cresterii unei celule care exprima un
membru asociat cu membrana al familiei receptorilor EGF si care exprimd un membru asociat cu
membrana al cdii WNT intr-un sistem care permite cresterea celulei, metoda cuprinzand prevederea
sistemului cu o proteina din inventie sau un anticorp bispecific din inventie. Celula este de preferinta o
celuld care raspunde la ligandul receptorului EGF care exprima un membru asociat cu membrana al
caii WNT. Inhibarea inseamna de preferintd o scadere de cel putin 10% a numarului de celule sau a
unei masuri a numarului de celule, cum ar fi dimensiunea tumorald, in comparatie cu numarul de
celule rezultat in conditii altfel similare, cu exceptia prezentei proteinei sau anticorpului bispecific din
inventie. Inhibarea inseamna de preferintd o scadere de cel putin 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80% sau 90% a numadrului de celule. Inhibarea poate fi de asemenea o scadere de cel putin 10% a altor
parametri asociati cu malignitate tumorald sau displazie, cum ar fi numarul de lumene per organoid, in
comparatie cu numarul de lumene rezultat in conditii altfel similare, cu exceptia prezentei proteinei
sau anticorpului bispecific din inventie. Inhibarea inseamn de preferintd o scadere de cel putin 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% sau 90% a numarului de lumene per organoid.

Pentru claritate, referirea la cresterea unei celule in sensul folosit in prezenta se refera la o
modificare a numarului de celule. Inhibarea cresterii se referd la o scidere a numarului de celule care
s-ar obtine in caz contrar. Mérirea cresterii se refera la o marire a numarului de celule care s-ar obtine
in caz contrar. Cresterea unei celule se referd in mod tipic la proliferarea celulei.

Legarea proteinei sau anticorpului bispecific din inventie de o celuld cuprinzand membrul
respectiv asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) sau
CMET,; si/sau membrul asociat cu membrana al unei céi de semnalizare WNT pe membrana reduce
cresterea/proliferarea acelei celule in prezenta unui factor de crestere pentru familia receptorilor
factorului de crestere epidermic (EGF) sau ¢cMET si/sau Rspondin. Reducerea se compara cu
cresterea/proliferarea acelei celule in conditii altfel identice in absenta proteinei sau anticorpului
bispecific din inventie.

Proteina sau anticorpul bispecific din inventie, sau 0 parte functionald, un derivat si/sau
analog, se selecteaza de preferinta dintre o proteina sau un anticorp bispecific din inventie, sau o parte
functionald, un derivat si/sau analog al acestuia, care leaga ErbB-1 si LGR4; ErbB-1 si LGRS; ErbB-1
si LGR6; ErbB-1 si ZNRF3; ErbB-1 si RNF43; ErbB-2 si LGR4; ErbB-2 si LGRS; ErbB-2 si LGR6;
ErbB-2 si ZNRF3; ErbB-2 si RNF43; ErbB-3 si LGR4; ErbB-3 si LGRS; ErbB-3 si LGR6; ErbB-3 si
ZNRF3; ErbB-3 si RNF43; ErbB-4 si LGR4; ErbB-4 si LGRS; ErbB-4 si LGR6; ErbB-4 si ZNRF3; si
ErbB-4 si RNF43.

Intr-o aplicare preferata, se selecteazd dintre ErbB-1 si LGR4; ErbB-1 si LGRS; ErbB-1 si
ZNRF3; ErbB-1 si RNF43; ErbB-3 si LGR4; ErbB-3 si LGRS; ErbB-3 si ZNRF3; ErbB-3 si RNF43;
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ErbB-4 si LGR4; ErbB-4 si LGRS; ErbB-4 si ZNRF3; si ErbB-4 si RNF43. intr-o aplicare preferata,
se selecteaza dintre ErbB-1 si LGR4; ErbB-1 si LGRS; ErbB-1 si ZNRF3; ErbB-1 si RNF43; ErbB-3
si LGR4; ErbB-3 si LGRS; ErbB-3 si ZNRF3; ErbB-3 si RNF43. De preferintd, se selecteaza dintre
ErbB-1 si LGRS; ErbB-1 si ZNRF3; ErbB-1 si RNF43; ErbB-3 si LGRS; ErbB-3 si ZNRF3; si ErbB-
3 si RNF43. Intr-o aplicare preferatd in mod special, proteina sau anticorpul bispecific din inventie,
sau o parte functionalda, un derivat si/sau analog, se selecteaza dintre o proteina sau un anticorp
bispecific din inventie, sau o parte functionala, un derivat si/sau analog al acestuia, care leaga ErbB-1
si LGRS; si ErbB-3 si LGRS.

Anticorpul sau anticorpul bispecific cuprinde de preferintd doua domenii variabile, unde un
domeniu variabil leaga o parte extracelulard a unei proteine si celalalt domeniu variabil leaga o parte
extracelulara a celeilalte proteine.

Intr-o aplicare, inventia prevede un anticorp bispecific cuprinzand un domeniu variabil care
leagd ErbB-1, unde o regiune variabild a lantului greu al domeniului variabil respectiv cuprinde cel
putin secventa CDR3 a unei regiuni variabile a lantului greu specifice pentru ErbB-1 selectatd din
grupul constand din MF3370; MF3755; MF4280 sau MF4289, indicatd in figura 1, sau unde o regiune
variabila a lantului greu al domeniului variabil respectiv cuprinde o secventa CDR3 a lantului greu
care difera in cel mult trei, de preferinta in cel mult doi, de preferinta in nu mai mult de un aminoacid
de o secventa CDR3 a unui VH selectata din grupul constand din MF3370; MF3755; MF4280 sau
MF4289, indicata in figura 1. Domeniul variabil cuprinde de preferintd o regiune variabila a lantului
greu cuprinzand cel putin secventa CDR3 a MF3370; MF3755; MF4280 sau MF4289, indicata in
figura 1.

Domeniul variabil cuprinde de preferintd o regiune variabila a lantului greu cuprinzand cel
putin secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale unei regiuni variabile a lantului greu specifice pentru
ErbB-1 selectate din grupul constand din MF3370; MF3755; MF4280 sau MF4289, indicate in figura
1, sau secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale lantului greu care diferd in cel mult trei, de preferinta in
cel mult doi, de preferintd in cel mult un aminoacid din secventele CDR1, CDR2 si CDR3 a regiunii
variabile a lantului greu specifice pentru ErbB-1 selectate din grupul constand din MF3370; MF3755;
MF4280 sau MF4289, indicate in figura 1. Domeniul variabil cuprinde de preferintd o regiune
variabila a lantului greu cuprinzdnd cel putin secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale MF3370;
MF3755; MF4280 sau MF4289, indicate in figura 1. O regiune variabilad preferata a lantului greu este
MF3755. O alté regiune variabild preferata a lantului greu este MF4280.

S-a aratat ca anticorpii cuprinzand unul sau mai multe domenii variabile cu o regiune
variabila a lantului greu MF3755 au o mai buna eficienta cand se utilizeaza pentru a inhiba cresterea
unui cancer sau a unei celule care raspunde la ligand EGFR. In contextul anticorpilor bispecifici, un
brat al anticorpului cuprinzdnd un domeniu variabil cu o regiune variabilad a lantului greu MF3755 se
combind mai bine cu o varietate de alte brate cuprinzdnd domenii variabile care leagad parti
extracelulare ale altor proteine de suprafatd celulard. Anticorpii cuprinzand un domeniu variabil cu
regiunea variabild a lantului greu MF4280 functioneazd bine si cu un domeniu variabil care leagd
LGR4, LGR5, LGR6, ZNRF3 sau RNF43.

Intr-o aplicare, inventia prevede un anticorp bispecific cuprinzand un domeniu variabil care
leagd ErbB-3, unde o regiune variabild a lantului greu al domeniului variabil respectiv cuprinde cel
putin secventa CDR3 a unei regiuni variabile a lantului greu specifice pentru ErbB-3 selectatd din
grupul constand din MF3125; MF3176; MF3178; sau MF4863, indicate in figura 1, sau unde o
regiune variabild a lantului greu al domeniului variabil respectiv cuprinde o secventa CDR3 a lantului
greu care diferd in cel mult trei, de preferintd in cel mult doi, de preferintd in nu mai mult de un
aminoacid de o secventa CDR3 a unui VH selectat din grupul constdnd din MF3125; MF3176;
MF3178; sau MF4863, asa cum se indicd in figura 1. Domeniul variabil cuprinde de preferinta o
regiune variabild a lantului greu cuprinzéand cel putin secventa CDR3 a MF3125; MF3176; MF3178;
sau MF4863, indicata in figura 1.

Domeniul variabil cuprinde de preferintd o regiune variabila a lantului greu cuprinzand cel
putin secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale unei regiuni variabile a lantului greu specifice pentru
ErbB-3 selectate din grupul constand din MF3125; MF3176; MF3178; sau MF4863, indicate in figura
1, sau secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale lantului greu care diferd in cel mult trei, de preferinta in
cel mult doi, de preferintd in cel mult un aminoacid de secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale regiunii
variabile a lantului greu specifice pentru ErbB-3 selectate din grupul constand din MF3125; MF3176;
MF3178; sau MF4863, indicate in figura 1. Domeniul variabil cuprinde de preferintd o regiune
variabila a lantului greu cuprinzdnd cel putin secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale MF3125;
MF3176; MF3178; sau MF4863, indicate in figura 1. O regiune variabilad preferata a lantului greu este
MF3178.

Intr-o aplicare, inventia prevede un anticorp bispecific cuprinzand un domeniu variabil care
leagd LGR4, unde o regiune variabild a lantului greu al domeniului variabil respectiv cuprinde cel
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putin secventa CDR3 a unei regiuni variabile a lantului greu specifice pentru LGR4 selectatd din
grupul constand din MF5777; sau MF5781, indicata in figura 1, sau unde o regiune variabila a lantului
greu al domeniului variabil respectiv cuprinde o secventd CDR3 a lantului greu care diferad in cel mult
trei, de preferinta in cel mult doi, de preferintd in nu mai mult de un aminoacid de o secventd CDR3 a
unui VH selectat din grupul constand din MF5777; sau MF5781, asa cum se indicd in figura 1.
Domeniul variabil cuprinde de preferinta o regiune variabild a lantului greu cuprinzand cel putin
secventa CDR3 a MF5777; sau MF5781, indicata in figura 1.

Domeniul variabil cuprinde de preferintad o regiune variabild a lantului greu cuprinzand cel putin
secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale unei regiuni variabile a lantului greu specifice pentru LGR4
selectate din grupul constand din MF5777; sau MF5781, indicate in figura 1, sau secventele CDR1,
CDR2 si CDR3 ale lantului greu care difera in cel mult trei, de preferintd in cel mult doi, de preferinta
in cel mult un aminoacid de secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale regiunii variabile a lantului greu
specifice pentru LGR4 selectate din grupul constand din MF5777; sau MF5781, indicate in figura 1.
Domeniul variabil cuprinde de preferinta o regiune variabild a lantului greu cuprinzand cel putin
secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale MF5777; sau MF5781, indicate in figura 1. O regiune variabila
preferata a lantului greu este MF5781.

Intr-o aplicare, inventia prevede un anticorp bispecific cuprinzand un domeniu variabil care

leagd LGRS, unde o regiune variabild a lantului greu al anticorpului bispecific respectiv cuprinde cel
putin secventa CDR3 a unei regiuni variabile a lantului greu specifice pentru LGRS selectatd din
grupul constand din MF5790; MF5803; MF5805; MF5808; MF5809; MF5814; MF5816; MF5817;
sau MF5818, indicate in figura 1, sau unde o regiune variabila a lantului greu al domeniului variabil
cuprinde o secventa CDR3 a lantului greu care difera in cel mult trei, de preferinta in cel mult doi, de
preferinta in nu mai mult de un aminoacid de o secventd CDR3 a unui VH selectatd din grupul
constand din MF5790; MF5803; MF5805; MF5808; MF5809; MF5814; MF5816; MF5817; sau
MF5818, asa cum se indica in figura 1. Domeniul variabil cuprinde de preferinta o regiune variabild a
lantului greu cuprinzand cel putin secventa CDR3 a MF5790; MF5803; MF 5805; MF5808; MF5809;
MF5814; MF5816; MF5817; sau MF5818, indicate in figura 1.
Domeniul variabil cuprinde de preferinta o regiune variabild a lantului greu cuprinzand cel putin
secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale unei regiuni variabile a lantului greu specifice pentru LGRS
selectate din grupul constand din MF5790; MF5803; MF5805; MF5808; MF5809; MF5814; MF5816;
MF5817; sau MF5818, indicate in figura 1, sau secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale lantului greu
care diferd in cel mult trei, de preferintd in cel mult doi, de preferintd in cel mult un aminoacid de
secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale regiunii variabile a lantului greu specifice pentru LGR5
selectate din grupul constand din MF5790; MF5803; MF5805; MF5808; MF5809; MF5814; MF5816;
MF5817; sau MF5818, indicate in figura 1. Domeniul variabil cuprinde de preferintd o regiune
variabila a lantului greu cuprinzdnd cel putin secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale MF5790;
MF5803; MF5805; MF5808; MF5809; MF5814; MF5816; MF5817; sau MF5818, indicate in figura
1. Regiunile variabile preferate ale lantului greu sunt MF5790; MF5803; MF5814; MF5816; MF5817,;
sau MF5818. Regiunile variabile preferate in mod special ale lantului greu sunt MF5790; MF5814;
MF5816; si MF5818; de preferintda MF5814, MF5818 si MF5816, fiind preferata in special regiunea
variabila a lantului greu MF5816. O alta regiune variabila preferata a lantului greu este MF5818.

Intr-o aplicare, inventia prevede un anticorp bispecific cuprinzand un domeniu variabil care
leaga RNF43, unde o regiune variabila a lantului greu al domeniului variabil respectiv cuprinde cel
putin secventa CDR3 a unei regiuni variabile a lantului greu specifice pentru RNF43 selectate din
grupul constand din MF5832; MF5836; sau MF5839, indicate in figura 1 sau unde o regiune variabila
a lantului greu al domeniului variabil respectiv cuprinde o regiune variabild a lantului greu cuprinzand
0 secventa CDR3 a lantului greu care difera in cel mult trei, de preferinta in cel mult doi, de preferinta
in nu mai mult de un aminoacid de o secventd CDR3 a unei VH selectate din grupul constind din
MF5832; MF5836; sau MF5839, indicate in figura 1. Domeniul variabil cuprinde de preferinta o
regiune variabild a lantului greu cuprinzand cel putin secventa CDR3 a MF5832; MF5836; sau
MF5839, indicate in figura 1.

Domeniul variabil cuprinde de preferinta o regiune variabila a lantului greu
cuprinzand cel putin secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale unei regiuni variabile a lantului greu
specifice pentru RNF43 selectate din grupul constand din MF5832; MF5836; sau MF5839, indicate in
figura 1, sau secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale lantului greu care difera in cel mult trei, de
preferinta in cel mult doi, de preferinta in cel mult un aminoacid de secventele CDR1, CDR2 si CDR3
ale regiunii variabile a lantului greu specifice pentru RNF43 selectate din grupul constidnd din
MF5832; MF5836; sau MF5839, indicate in figura 1. Domeniul variabil cuprinde de preferinta o
regiune variabild a lantului greu cuprinzand cel putin secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale MF5832;
MF5836; sau MF5839, indicate in figura 1. Lanturile grele preferate sunt MF5832; sau MF5836. O
regiune variabild preferata a lantului greu este MF5836.
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Intr-o aplicare, inventia prevede un anticorp bispecific cuprinzand un domeniu variabil care

leagd ZNRF3, unde o regiune variabila a lantului greu al domeniului variabil respectiv cuprinde cel
putin secventa CDR3 a unei regiuni variabile a lantului greu specifice pentru ZNRF3 selectate din
grupul constand din MF5850; MF5853; MF5855; MF5862; MF5882; MF5884; MF5887; sau
MF5888, indicate in figura 1, sau unde o regiune variabild a lantului greu al domeniului variabil
respectiv cuprinde o secventd CDR3 a lantului greu care difera in cel mult trei, de preferintd in cel
mult doi, de preferintd in nu mai mult de un aminoacid de o secventd CDR3 a unei VH selectate din
grupul constand din MF5850; MF5853; MF5855; MF5862; MF5882; MF5884; MF5887; sau
MF5888, indicate in figura 1. Domeniul variabil cuprinde de preferinta o regiune variabila a lantului
greu cuprinzand cel putin secventa CDR3 a MF5850; MF5853; MF5855; MF5862; MF5882;
MF5884; MF5887; sau MF5888, indicate in figura 1.
Domeniul variabil cuprinde de preferinta o regiune variabila a lantului greu cuprinzand cel putin
secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale unei regiuni variabile a lantului greu specifice pentru ZNRF3
selectate din grupul constand din MF5850; MF5853; MF5855; MF5862; MF5882; MF5884; MF5887;
sau MF5888, indicate in figura 1, sau secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale lantului greu care difera
in cel mult trei, de preferintd in cel mult doi, de preferintd in cel mult un aminoacid de secventele
CDR1, CDR2 si CDR3 ale regiunii variabile a lantului greu specifice pentru ZNRF3 selectate din
grupul constand din MF5850; MF5853; MF5855; MF5862; MF5882; MF5884; MF5887; sau
MF5888, indicate in figura 1. Domeniul variabil cuprinde de preferinta o regiune variabila a lantului
greu cuprinzand cel putin secventele CDR1, CDR2 si CDR3 ale MF5850; MF5853; MF5855;
MF5862; MF5882; MF5884; MF5887; sau MF5888, indicate in figura 1. Regiunile variabile preferate
ale lantului greu sunt MF5850; MF5853; MF5855; MF5884; sau MF5888. Regiunile variabile
preferate ale lantului greu sunt MF5888 si MF5850, de preferinta MF5850.

Secventele CDR variaza de exemplu in scop de optimizare, de preferinta pentru a imbunatati
intensitatea legarii sau stabilitatea anticorpului. Optimizarea se efectueaza de preferinta prin proceduri
de mutageneza, dupa care se testeaza de preferinta stabilitatea si/sau afinitatea de legare a anticorpilor
rezultati si se selecteaza de preferintd o secventd CDR specifici pentru EGFR sau ErbB 3
imbunatatitd. Persoanele cu competente in domeniu pot genera variante de anticorp cuprinzand cel
putin o secventd CDR modificatd conform inventiei. De exemplu, se poate aplica substitutie de
aminoacizi conservativa. Exemplele de substitutie aminoacidica conservativa includ substitutia cu un
reziduu hidrofob cum ar fi izoleucing, valina, leucind sau metionind, a unui alt reziduu hidrofob, si
substitutia cu un reziduu polar a unui alt reziduu polar, cum ar fi substitutia cu arginind a lizinei, cu
acid glutamic a acidului aspartic sau cu glutamina a asparaginei.

Anticorpul bispecific din inventie cuprinzand un domeniu variabil care leaga EGFR cuprinde
de preferinta lantul VH al domeniului variabil respectiv si cuprinde secventa aminoacidica a lantului
VH MF3370; MF3755; MF4280 sau MF4289, indicate in figura 1; sau secventa aminoacidica a
lantului VH MF3370; MF3755; MF4280 sau MF4289, indicatr in figura 1, avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau o combinatie a acestora fatd de secventa lantului VH din Figura 1. Anticorpul
bispecific din inventie cuprinzind un domeniu variabil care leagd EGFR cuprinde de preferinta lantul
VH al domeniului variabil respectiv si cuprinde de preferinta secventa aminoacidicd a lantului VH
MF3755. Intr-o aplicare preferata, acest anticorp bispecific cuprinde un domeniu variabil care leaga
un membru asociat cu membrana al caii WNT definit in alti parte in prezenta. intr-o aplicare
preferatd, membrul asociat cu membrana al caii WNT este LGR4, LGR5, RNF43 sau ZNRF3.

Anticorpul bispecific din inventie cuprinzand un domeniu variabil care leagd HER3 cuprinde
de preferinta lantul VH al domeniului variabil respectiv si cuprinde secventa aminoacidica a lantului
VH MF3125; MF3176; MF3178; sau MF4863, indicate in figura 1; sau secventa aminoacidicd a
lantului VH MF3125; MF3176; MF3178; sau MF4863 indicate in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de secventa lantului VH din Figura 1. Un lant greu
preferat este MF3178. Intr-o aplicare preferatd, acest anticorp bispecific cuprinde un domeniu variabil
care leagd un membru asociat cu membrana al caii WNT definit in alti parte in prezenta. Intr-0
aplicare preferatd, membrul asociat cu membrana al caii WNT este LGR4, LGRS, RNF43 sau ZNRF3.

Anticorpul bispecific din inventie cuprinzand un domeniu variabil care leagd LGR4 cuprinde
de preferinta lantul VH al domeniului variabil respectiv si cuprinde secventa aminoacidica a lantului
VH MF5777; sau MF5781, indicate in figura 1; sau secventa aminoacidica a lantului VH MF5777,
sau MF5781 indicate in figura 1 avand cel mult 15, de preferinta 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 si de
preferinta avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau o combinatie a acestora
fata de secventa lantului VH din Figura 1. Intr-o aplicare preferata, acest anticorp bispecific cuprinde
un domeniu variabil care leagd o parte extracelulard a membrului asociat cu membrana al familiei
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EGFR definit in alti parte in prezenta. Intr-o aplicare preferati, membrul asociat cu membrana al
familiei EGFR este EGFR sau HER3, de preferinta EGFR. Un lant greu preferat este MF3755.

Anticorpul bispecific din inventie cuprinzand un domeniu variabil care leagd LGRS cuprinde
de preferinta lantul VH al domeniului variabil respectiv si cuprinde secventa aminoacidica a lantului
VH MF5790; MF5803; MF5805; MF5808; MF5809; MF5814; MF5816; MF5817; sau MF5818,
indicate in figura 1; sau secventa aminoacidica a lantului VH MF5790; MF5803; MF5805; MF5808;
MF5809; MF5814; MF5816; MF5817; sau MF5818 indicate in figura 1, avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fati de secventa lantului VH din Figura 1. Intr-o0 aplicare
preferatd, acest anticorp bispecific cuprinde un domeniu variabil care leagd o parte extracelulard a
membrului asociat cu membrana al familiei EGFR definit in alti parte in prezenta. Intr-o aplicare
preferatd membrul asociat cu membrana al familiei EGFR este EGFR sau HER3, de preferinta EGFR.
Un lant greu preferat este MF3755.

Anticorpul bispecific din inventie cuprinzdnd un domeniu variabil care leagd RNF43
cuprinde de preferintd lantul VH al domeniului variabil respectiv si cuprinde secventa aminoacidica a
lantului VH MF5832; MF5836; sau MF5839, indicate in figura 1; sau secventa aminoacidica a
lantului VH MF5832; MF5836; sau MF5839 indicate in figura 1, avand cel mult 15, de preferinta 1, 2,
3,4,5,6, 7,8, 9 sau 10 si de preferinta avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii aminoacidice
sau 0 combinatie a acestora fatd de secventa lantului VH din Figura 1. Intr-o aplicare preferata,
anticorpul bispecific cuprinde un domeniu variabil care leagd o parte extracelularda a membrului
asociat cu membrana al familiei EGFR definit in alti parte in prezenta. intr-o aplicare preferati,
membrul asociat cu membrana al familiei EGFR este EGFR sau HER3, de preferinta EGFR. Un lant
greu preferat este MF3755.

Anticorpul bispecific din inventie cuprinzdnd un domeniu variabil care leagd ZNRF3
cuprinde de preferintd lantul VH al domeniului variabil respectiv si cuprinde secventa aminoacidica a
lantului VH MF5850; MF5853; MF5855; MF5862; MF5882; MF5884; MF5887; sau MF5888,
indicate in figura 1; sau secventa aminoacidica a lantului VH MF5850; MF5853; MF5855; MF5862;
MF5882; MF5884; MF5887; sau MF5888 indicate in figura 1, avand cel mult 15, de preferinta 1, 2, 3,
4,5, 6,7,8, 9sau 10 si de preferinta avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau
0 combinatie a acestora fatd de secventa lantului VH din Figura 1. Intr-o aplicare preferata, anticorpul
bispecific cuprinde un domeniu variabil care leagd o parte extracelulara a membrului asociat cu
membrana al familiei EGFR definit in alta parte in prezenta. intr-o aplicare preferata membrul asociat
cu membrana al familiei EGFR este EGFR sau HER3, de preferinta EGFR. Un lant greu preferat este
MF3755.

De preferinta, insertiile, deletiile si substitutiile aminoacidice mentionate intr-un VH sau VL
specificat in prezenta nu sunt prezente in regiunea CDR3. Insertiile, deletiile si substitutiile
aminoacidice mentionate nu sunt de preferintd prezente nici in regiunile CDR1 si CDR2. Insertiile,
deletiile si substitutiile aminoacidice mentionate nu sunt de preferinta prezente nici in regiunea FR4.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagi EGFR si un
domeniu variabil care leagd LGR4, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicatd in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGR4 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5777, indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5777 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd EGFR si un
domeniu variabil care leaga LGR4, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGR4 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5781 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5781 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.
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Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagdi EGFR si un
domeniu variabil care leaga LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5790 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5790 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd EGFR si un
domeniu variabil care leagd LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicatd in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5803 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5803 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagdi EGFR si un
domeniu variabil care leagda LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatic a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5814 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5814 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd EGFR si un
domeniu variabil care leagd LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5
insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau o combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5816 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5816 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd EGFR si un
domeniu variabil care leaga LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5817 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5817 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd EGFR si un
domeniu variabil care leaga LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3365373 T2 2021.07.31
22

unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde

- secventa aminoacidica a lantului VH MF5818 indicata in figura 1; sau

- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5818 indicata in figura 1 avand cel mult 15,

de preferintd 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii,
substitutii aminoacidice sau o combinatie a acestora fata de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd EGFR si un
domeniu variabil care leagda RNF43, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd RNF43 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5832 indicatd in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5832 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd EGFR si un
domeniu variabil care leagd RNF43, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicatd in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd RNF43 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5836 indicatd in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5836 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leaga EGFR si
un domeniu variabil care leagda ZNRF3, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR
cuprinde
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd ZNRF3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5850 indicaté in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5850 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leaga EGFR si un
domeniu variabil care leagd ZNRF3, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd ZNRF3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5853 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5853 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5
insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fata de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd EGFR si un
domeniu variabil care leagda ZNRF3, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicatd in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau o0 combinatic a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd ZNRF3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5855 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5855 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.
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Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd EGFR si un
domeniu variabil care leagd ZNRF3, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd ZNRF3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5884 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5884 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagad EGFR si
un domeniu variabil care leagda ZNRF3, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR
cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicatd in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatic a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd ZNRF3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5888 indicatd in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5888 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd HER3 si un
domeniu variabil care leagd LGR4, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatic a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGR4 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5777 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5777 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagda HER3 si un
domeniu variabil care leagd LGR4, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatic a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGR4 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5781 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5781 indicata in figura 1 avand cel mult 15,
de preferintd 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii,
substitutii aminoacidice sau o combinatie a acestora fata de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leaga HER3 si un
domeniu variabil care leagda LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5790 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5790 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd HER3 si un
domeniu variabil care leagda LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
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- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si

unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde

- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5803 indicata in figura 1; sau

- secventa aminoacidica a lantului VH MF5803 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd HER3 si
un domeniu variabil care leagd LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3
cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatic a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5814 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5814 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd HER3 si un
domeniu variabil care leaga LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferinta avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatic a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5816 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5816 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau o0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagda HER3 si un
domeniu variabil care leagda LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3 cuprinde
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5817 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5817 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd HER3 si un
domeniu variabil care leaga LGRS, unde lantul VH al domeniului variabil care leaga HER3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5818 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5818 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5
insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau o combinatie a acestora fata de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagda HER3 si un
domeniu variabil care leagd RNF43, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd RNF43 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5836 indicata in figura 1; sau
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- secventa aminoacidica a lantului VH MF5836 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd HER3 si un
domeniu variabil care leagd ZNRF3, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatic a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd ZNRF3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5850 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5850 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd HER3 si
un domeniu variabil care leagd ZNRF3, unde lantul VH al domeniului variabil care leaga HER3
cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau o combinatic a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd ZNRF3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5853 indicatd in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5853 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd HER3 si un
domeniu variabil care leagd ZNRF3, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd ZNRF3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5855 indicaté in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5855 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd HER3 si un
domeniu variabil care leagd ZNRF3, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3 cuprinde
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15,
de preferinta 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferinta avand 1, 2, 3, 4 sau 5
insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau o combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd ZNRF3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5884 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5884 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care leagd HER3 si un
domeniu variabil care leagd ZNRF3, unde lantul VH al domeniului variabil care leagd HER3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3178 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3178 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH; si
unde lantul VH al domeniului variabil care leagd ZNRF3 cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5888 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5888 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

O proteind sau un anticorp bispecific din prezenta inventie se utilizeaza de preferinta la om.
In acest scop, un anticorp din inventie este de preferintd un anticorp uman Sau umanizat. Toleranta
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unui om la o polipeptidd este determinatd de multe aspecte diferite. Imunitatea, fie ea mediatd de
celule T, de celule B sau altele, este una dintre variabilele incluse in toleranta omului pentru o
polipeptidd. Regiunea constantd a unui anticorp bispecific din prezenta inventie este de preferintd o
regiune constantd umana (Figura 4). Regiunea constantd poate contine una sau mai multe, de
preferinta nu mai mult de 10, de preferintd nu mai mult de 5 diferente aminoacidice fata de regiunea
constantd a unui anticorp uman natural. Se prefera ca partea constanta sa provind in intregime dintr-un
anticorp uman natural. Diferiti anticorpi produsi in prezenta provin din soareci cu lant usor comun
imunizati cu tinta respectiva, asa cum se descrie in WO2009/157771. Diferiti anticorpi produsi in
prezenta provin dintr-o biblioteca de domenii variabile ale anticorpilor umani. Prin urmare, aceste
domenii variabile sunt umane. Regiunile CDR unice pot fi obtinute de la om, pot fi sintetice sau pot
proveni dintr-un alt organism. Regiunea variabila este consideratd o regiune variabila umana cand are
0 secventd de aminoacizi identicd cu o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a unui anticorp
uman natural, cu exceptia regiunilor CDR. Regiunea variabild a unui VH de anticorp care leaga un
membru al familiei EGFR sau un membru asociat cu membrana al caii WNT, sau un lant usor intr-un
anticorp din inventie poate contine una sau mai multe, de preferinta nu mai mult de 10, de preferinta
nu mai mult de 5 diferente de aminoacizi fatd de regiunea variabila a unui anticorp uman natural, fard
a tine cont de posibilele diferente in secventa aminoacidica a regiunilor CDR. Aceste mutatii apar de
asemenea in naturd in contextul hipermutatiei somatice.

Anticorpii pot proveni de la diferite specii de animale, cel putin cu privire la regiunea
variabila a lantului greu. Este uzuald umanizarea acestor regiuni variabile ale lantului greu, de ex.
murine. Existd diferite modalitati in care se poate realiza acest lucru, printre care se afla grefarea CDR
intr-o regiune variabild a lantului greu uman cu o structurd 3D conforma cu structura 3D a regiunii
variabile a lantului greu murin; dezimunizarea regiunii variabile a lantului greu murin, de preferinta
prin indepartarea epitopilor T sau B celulari cunoscuti sau suspectati din regiunea variabila a lantului
greu murin. indepirtarea se realizeaza in mod tipic prin substitutia unuia sau mai multora dintre
aminoacizii din epitop cu un alt aminoacid (in mod tipic conservativ), astfel incat secventa epitopului
este modificata pentru a nu mai fi un epitop T sau B celular.

Regiunile variabile dezimunizate ale lantului greu murin sunt mai putin imunogenice la om
decat regiunea variabila originald a lantului greu murin. De preferinta, o regiune variabild sau un
domeniu din inventie este umanizat, de exemplu inlocuit. Folosind tehnici de inlocuire, reziduurile
exterioare care sunt intalnite rapid de sistemul imunitar sunt inlocuite selectiv cu reziduuri umane,
formand o molecula hibrid care cuprinde o suprafatd slab imunogenicd sau in mare masurd
neimunogenica. Un animal utilizat in inventie este de preferintd un mamifer, mai preferabil o primata,
cel mai preferabil un om.

O proteina sau un anticorp bispecific conform inventiei cuprinde de preferintd o regiune
constanti a unui anticorp uman. In functie de diferentele din domeniile constante ale lanturilor grele,
anticorpii sunt grupati in cinci clase sau izotipuri: IgG, IgA, IgM, IgD si IgE. Aceste clase sau
izotipuri cuprind cel putin unul din lanturile grele care este denumit cu o literd greceasca adecvata.
Intr-o aplicare preferatd, inventia prevede un anticorp conform inventiei, unde regiunea constanta este
selectata din grupul regiunilor constante IgG, IgA, IgM, IgD si IgE, mai preferabil regiunea constanta
cuprinde o regiune constanta IgG, mai preferabil o regiune constanta IgG1 (Figura 4), de preferinta o
regiune constantd [gG1 cu mutatii. Are loc in natura o variatie a regiunii constante a IgG1 si/sau este
permisd firi modificarea proprietitilor imunologice ale anticorpului rezultat. In mod tipic sunt
permise intre circa 1-10 insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau o combinatic a acestora in
regiunea constanta.

Metodele rationale au evoluat cétre minimizarea continutului reziduurilor non-umane in
contextul uman. Exista diferite metode de grefare cu succes a proprietatii de legare a antigenului a
unui anticorp pe un alt anticorp. Proprietatile de legare ale anticorpilor se gasesc predominant in
secventa exactd a regiunii CDR3, sustinutd adesea de secventa regiunilor CDR1 si CDR2 in domeniul
variabil combinat cu structura corespunzatoare a domeniului variabil ca un intreg. Exista In prezent
diferite metode de grefare a regiunilor CDR pe un domeniu variabil adecvat al unui alt anticorp. Unele
din aceste metode sunt analizate in J.C. Almagrol & J. Fransson (2008) Frontiers in Bioscience 13,
1619-1633, inclusa in prezenta prin referinta.

Aceste cel mult 15, de preferinta 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferinta 1, 2, 3, 4 sau 5
substitutii aminoacidice sunt de preferintd substitutii aminoacidice conservative, iar insertiile,
deletiile, substitutiile sau o combinatie a acestora nu sunt de preferintd in regiunea CDR3 a lantului
VH, de preferintd nu in regiuneca CDR1, CDR2 sau CDR3 a lantului VH si de preferinta nu in
regiunea FR4.

Lantul usor al unui domeniu variabil cuprinzand o secventd a lantului greu variabil, indicatd
in figura 3, este de preferintd un lant usor din linia germinald din sau bazat pe 012, de preferinta lantul
usor kappa uman din linia germinald reordonat IgVk1-39*01/IGJk1*01 sau un fragment sau un
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derivat functional al acestuia (nomenclaturd conform bazei de date IMGT de la www.imgt.org). Se
folosesc termenii lantul usor kappa uman din linia germinald reordonat IgVk1-39*01/1GJk1*01,
IGKV1-39/IGKJ1, lantul usor huVk1-39 sau pe scurt huVk1-39. Lantul usor poate avea 1, 2, 3, 4 sau
5 insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau o combinatie a acestora. Cele 1, 2, 3, 4 sau 5 substitutii
aminoacidice mentionate sunt de preferinta substitutii aminoacidice conservative si insertiile, deletiile,
substitutiile sau combinatia acestora nu sunt de preferintd in regiunea CDR3 a lantului VL, de
preferinta nu in regiunea CDR1, CDR2 sau CDR3 sau in regiunea FR4 a lantului VL.

Exista diferite metode de producere a anticorpilor bispecifici. O metoda presupune expresia a
doua lanturi grele diferite si doua lanturi usoare diferite intr-o celuld si colectarea anticorpului produs
de celulad. Anticorpul astfel produs va contine in mod tipic un grup de anticorpi cu combinatii diferite
de lanturi grele si usoare, unii dintre acestia fiind anticorpul bispecific dorit. Anticorpul bispecific
poate fi apoi purificat din grup. Raportul dintre anticorpul bispecific si alti anticorpi produsi de celuld
poate fi crescut in diferite moduri. Intr-o aplicare preferatd a inventiei, raportul este crescut prin
expresia nu a doud lanturi usoare diferite, ci a doua lanturi usoare in esentd identice in celula. Acest
concept este denumit in domeniu si metoda "lantului usor comun". Cand lanturile usoare in esentd
identice actioneaza impreuna cu cele doua lanturi grele diferite, permitand formarea domeniilor
variabile cu diferite situsuri de legare a antigenului si proprietati de legare diferite concomitente,
raportul anticorpului specific la un alt anticorp produs de celuld este imbunatatit semnificativ fatd de
expresia a doud lanturi usoare diferite. Raportul anticorpului specific produs de celula poate fi si mai
mult Tmbunatatit prin stimularea imperecherii a doud lanturi grele diferite fatd de imperecherea a doua
lanturi grele identice. Se descriu in domeniu diferite modalitati in care se poate realiza aceastd
heterodimerizare a lanturilor grele. O modalitate este generarea anticorpilor bispecifici 'knob into
hole'. Vezi cererea de brevet US 20030078385 (Arathoon et al. - Genentech). O altda metoda este
folosirea modificarii sarcinilor descrisd in Gunasekaran (JBC 2010, vol 285, pp 19637-19646). O alta
metoda, preferata, este descrisa in cererea provizorie US 61/635,935, urmatd de cererea permanenta
US nr. 13/866,747 si cererea PCT nr. PCT/NL2013/050294 (WO 2013/157954 Al). Se descriu
metode si mijloace de producere a anticorpilor bispecifici (dintr-o celuld individuala), unde se prevad
mijloace care favorizeaza formarea anticorpilor bispecifici fatd de formarea anticorpilor
monospecifici. Aceste metode se pot folosi de asemenea in mod avantajos in prezenta inventie. Astfel,
inventia prevede o metoda de producere a unui anticorp bispecific conform inventiei (dintr-o celuld
individuald), unde anticorpul bispecific cuprinde doud domenii CH3 capabile si formeze o interfata,
metoda cuprinzand furnizarea in celula respectivd a) a unei prime molecule de acid nucleic care
codifica un lant greu cuprinzand un prim domeniu CH3, b) a unei a doua molecule de acid nucleic
care codifica un lant greu cuprinzand un al doilea domeniu CH3, unde moleculele de acid nucleic sunt
prevazute cu mijloace de imperechere preferentiala a lanturilor grele cuprinzand primul si al doilea
domeniu CH3, metoda respectiva cuprinzidnd de asemenea etapa de cultivare a celulei gazda si de
permitere a expresiei celor doud molecule de acid nucleic si recoltarea anticorpului bispecific din
culturd. Prima si a doua moleculd de acid nucleic pot face parte din aceeasi molecula de acid nucleic,
vector sau vehicul de livrare genica si pot fi integrate la acelasi situs al genomului celulei gazda.
Alternativ, prima si a doua molecula de acid nucleic sunt furnizate separat in celula.

O aplicare preferata prevede o metodd de producere a unui anticorp bispecific conform
inventiei dintr-o celula individuald, unde anticorpul bispecific cuprinde doua domenii CH3 capabile sa
formeze o interfata, metoda cuprinzand furnizarea:

0 unei celule avand a) o prima molecula de acid nucleic care codifica un lant greu cuprinzand
un situs de legare a antigenului care leagd o parte extracelulara a unui membru asociat cu membrana al
familiei EGFR si care contine un prim domeniu CH3 si b) o a doua molecula de acid nucleic care
codifica un lant greu cuprinzand un situs de legare a antigenului care leaga o parte extracelulard a unui
membru asociat cu membrana al unei cdi de semnalizare WNT si care contine un al doilea domeniu
CH3, unde moleculele de acid nucleic sunt prevazute cu mijloace de imperechere preferentiald a
primului si celui de-al doilea domeniu CH3,

metoda respectiva cuprinzand de asemenea etapa de cultivare a celulei respective si de permitere a
expresiei proteinelor codificate de cele doud molecule de acid nucleic si recoltarea anticorpului 1gG
bispecific din culturd. Intr-o aplicare preferati in mod special, celula are de asemenea o a treia
moleculd de acid nucleic care codifica un lant usor comun. Prima, a doua si a treia molecula de acid
nucleic pot face parte din aceeasi moleculd de acid nucleic, vector sau vehicul de livrare genicd si pot
fi integrate la acelasi situs al genomului celulei gazda. Alternativ, prima, a doua si a treia molecula de
acid nucleic sunt furnizate separat in celula. Un lant usor comun preferat este bazat pe 012, de
preferinta este lantul usor kappa uman din linia germinala reordonat IgVi1l 39*01/IGJx1*01, descris
mai sus. Mijloacele de imperechere preferentiald a primului si celui de-al doilea domeniu CH3 sunt de
preferinta mutatiile corespunzatoare in domeniul CH3 al regiunilor codificatoare ale lantului greu.
Mutatiile preferate de producere in esentd numai a anticorpilor bispecifici sunt substitutiile
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aminoacidice L351K si T366K (numerotare conform EU) in primul domeniul CH3 si substitutiile
aminoacidice L351D si L368E in al doilea domeniu CH3 sau vice versa. Se prevede asadar si o
metoda conform inventiei de producere a unui anticorp bispecific, unde primul domeniu CH3
cuprinde substitutiile aminoacidice L351K si T366K (numerotare conform EU) si unde al doilea
domeniu CH3 cuprinde substitutiile aminoacidice L351D si L368E, metoda respectiva cuprinzand de
asemenea etapa de cultivare a celulei respective si de permitere a expresiei proteinelor codificate de
moleculele de acid nucleic si recoltarea anticorpului bispecific din culturd. Se prevede de asemenea o
metoda conform inventiei de producere a unui anticorp bispecific, unde primul domeniu CH3
cuprinde substitutiile aminoacidice L351D si L368E (numerotare conform EU) si unde al doilea
domeniu CH3 cuprinde substitutiile aminoacidice L351K si T366K, metoda respectiva cuprinzand de
asemenea etapa de cultivare a celulei respective si de permitere a expresiei moleculelor de acid
nucleic si recoltarea anticorpului bispecific din culturd. Anticorpii care pot fi produsi prin aceste
metode fac de asemenea parte din prezenta inventie. Domeniile de heterodimerizare CH3 sunt de
preferinta domenii de heterodimerizare IgGl. Regiunile constante ale lantului greu cuprinzand
domeniile de heterodimerizare CH3 sunt de preferinta regiuni constante IgGl1.

Intr-o aplicare inventia prevede o molecula de acid nucleic care codifica o regiune variabild a
lantului greu de anticorp conform inventiei. Molecula de acid nucleic (in mod tipic o molecula de acid
nucleic in vitro, izolatd sau recombinantd) codifica de preferintd o regiune variabila a lantului greu
indicatd in figura 1 sau o regiune variabila a lantului greu indicata in figura 1 avand 1, 2, 3, 4 sau 5
insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau o combinatiec a acestora. Intr-o aplicare preferata,
molecula de acid nucleic cuprinde o secventi indicatd in figura 2. Intr-o alti aplicare preferats,
molecula de acid nucleic codificd aceeasi secventd aminoacidica precum acidul nucleic indicat in
figura 2, dar are o secventa diferita deoarece codifica unul sau mai multi codoni diferiti. Inventia
prevede de asemenea o0 secventa de acid nucleic care codifica un lant greu din Figura 1.

O moleculd de acid nucleic folositd in inventie este in mod tipic, dar nu exclusiv, un acid
ribonucleic (ARN) sau un acid dezoxiribonucleic (ADN). Exista in domeniu si acizi nucleici
alternativi. Un acid nucleic conform inventiei este cuprins de exemplu intr-o celuld. Cand acidul
nucleic este exprimat in celula respectiva, celula poate produce un anticorp conform inventiei. Asadar,
inventia prevede intr-o aplicare o celuld cuprinzand un anticorp conform inventiei si/sau un acid
nucleic conform inventiei. Celula este de preferintd o celuld de animal, mai preferabil o celuld de
mamifer, mai preferabil o celuld de primata, cel mai preferabil o celuld umana. In scopul inventiei, o
celula adecvata este orice celula capabila sa cuprinda si de preferintd sa produca un anticorp conform
inventiei si/sau un acid nucleic conform inventiei.

Inventia prevede de asemenea o celuld cuprinzand un anticorp conform inventiei. De
preferinta celula (in mod tipic o celuld in vitro, izolatd sau recombinantd) produce anticorpul. Intr-o
aplicare preferata, celula este o celuld de hibridom, o celuld ovariana de hamster chinezesc (CHO), o
celulda NSO sau o celula PER-C6TM. Intr-o aplicare preferata in mod special, celula este o celula
CHO. Se prevede de asemenea o culturd celulara cuprinzand o celuld conform inventiei. Diferite
institutii si companii au dezvoltat linii celulare pentru producerea la scard mare a anticorpilor, de
exemplu pentru uz clinic. Exemplele nelimitative de astfel de linii celulare sunt celule CHO, NSO sau
PER.C6. Aceste celule se folosesc si in alte scopuri, cum ar fi producerea proteinelor. Liniile celulare
dezvoltate pentru producerea la scara industriald a proteinelor si anticorpilor sunt denumite in prezenta
si linii celulare industriale. Astfel, intr-o aplicare preferatd, inventia prevede utilizarea unei linii
celulare dezvoltate pentru producerea la scard mare a anticorpului pentru producerea unui anticorp din
inventie. Inventia prevede de asemenea o celuld pentru producerea unui anticorp cuprinzand o
moleculd de acid nucleic care codificd un VH, un VL si/sau un lant greu asa cum se indica in figura 1.
De preferinta molecula de acid nucleic cuprinde o secventa indicata in figura 2.

Inventia prevede de asemenea o metoda de producere a unui anticorp cuprinzand cultivarea
unei celule din inventie si recoltarea anticorpului din culturd. De preferintd celula se cultiva intr-un
mediu fard ser. De preferintéd celula este adaptatd pentru crestere in suspensie. Se prevede de asemenea
un anticorp care se poate obtine printr-o metodd de producere a unui anticorp conform inventiei.
Anticorpul este de preferinta purificat din mediul de culturd. De preferintd anticorpul este purificat cu
privire la afinitate.

O celuld din inventie este de exemplu o linie celulard de hibridom, o celula CHO, o celula
293F, o celula NSO sau un alt tip celular cunoscut ca fiind adecvat pentru producerea anticorpilor in
scop clinic. Intr-o aplicare preferatd in mod special, celula este o celuld umana, de preferintd o celuld
transformatd de o regiune adenovirala E1 sau un echivalent functional al acesteia. Un exemplu
preferat al unei astfel de linii celulare este linia PER.C6 sau echivalentul acesteia. Intr-o aplicare
preferatd in mod special, celula este o celula CHO sau o varianta a acesteia, de preferinta o varianta
care utilizeazd un sistem vectorial de glutamin sintetaza (GS) pentru exprimarea unui anticorp.
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Inventia prevede de asemenea 0 compozitie farmaceutica ce cuprinde un anticorp conform
inventiei. Compozitia farmaceuticd include de preferintd un excipient sau vehicul acceptabil
farmaceutic. Intr-o aplicare preferatd, compozitia farmaceuticd include 5-50 mM Histidina, 100-300
mM Trehaloza, 0.1-03 g/L PoliSorbat20 sau o combinatie a acestora. pH-ul este de preferinta setat la
pH = 5.5 - 6.5. Intr-o aplicare preferata, compozitia farmaceutica include 25 mM Histidina, 220 mM
Trehaloza, 0.2 g/L PoliSorbat20 sau o combinatie a acestora. pH-ul este de preferintd setat la pH =
5.5-6.5, cel mai preferabil la pH = 6.

Un anticorp din inventie mai cuprinde de preferintd un marcator, de preferintd pentru
imagisticd in vivo. Un astfel de marcator nu este in mod tipic necesar pentru aplicari terapeutice. De
exemplu, in contextul unui diagnostic, un marcator poate fi util, de exemplu in vizualizarea celulelor
tinta in corp. Sunt adecvati diferiti marcatori si multi sunt bine cunoscuti in domeniu. intr-o aplicare
preferata, marcatorul este un marcator radioactiv pentru detectie. Intr-o alti aplicare preferata,
marcatorul este un marcator infrarogsu. De preferintd, marcatorul infrarosu este adecvat pentru
imagisticd in vivo. Exista in domeniu diferiti marcatori in infrarosu. Marcatorii infrarosu preferati sunt
de exemplu IRDye 800; IRDye 680RD; IRDye 680LT; IRDye 750; IRDye 700DX; IRDye 800RS
IRDye 650; IRDye 700 fosforamidit; IRDye 800 fosforamidit (LI-COR USA; 4647 Superior Street;
Lincoln, Nebraska).

Pentru a determina daca un cancer prezintd un raspuns de crestere la furnizarea unui ligand al
unui membru al familiei receptorilor EGF, persoanele cu competente in domeniu pot determina de
exemplu amplificarea EGFR si/sau imuno-histochimia de colorare (pentru un raspuns EGF). Cel putin
10% din celulele tumorale dintr-o proba de tumoare ar trebui sd fie pozitive. Proba tumorala poate
contine de asemenea 20%, 30% 40% 50% 60% 70% sau mai multe celule pozitive. Pentru a determina
dacd un cancer prezinta un raspuns de crestere la un ligand HER3, persoanele cu competente in
domeniu pot determina de exemplu amplificarea HER3 si/sau colorarea in imunohistochimie. Cel
putin 10% din celulele tumorale dintr-o proba de tumoare ar trebui sa fie pozitive. Proba poate contine
de asemenea 20%, 30% 40% 50% 60% 70% sau mai multe celule pozitive. Pentru a stabili daca un
cancer va fi sensibil la tintirea receptorului Wnt (LGRS, LGR4, ZNRF3, RNF43), persoanele cu
competente in domeniu pot determina de exemplu amplificarea tintei Wnt si/sau colorarea in
imunohistochimie. Cel putin 1% din celulele tumorale dintr-o proba de tumoare ar trebui si fie
pozitive. Proba poate contine de asemenea 5%, 10% 20% 30% 40% 50% sau mai multe celule
pozitive.

Cantitatea de anticorp conform inventiei care se administreaza unui pacient este in mod tipic
in intervalul terapeutic, ceea ce inseamna ca se utilizeaza o cantitate suficienta pentru a obtine un efect
terapeutic, fara a depdsi o valoare prag care duce la un nivel inacceptabil de efecte secundare. Cu cat
cantitatea de anticorp necesara pentru a obtine un efect terapeutic dorit este mai micd, cu atat mai
mare va fi Tn mod tipic intervalul terapeutic. Se preferd asadar un anticorp conform inventiei care
exercita efecte terapeutice suficiente la dozaj mic. Dozajul poate fi in intervalul regimului de dozaj al
cetuximab. Dozajul poate fi de asemenea mai mic.

Un anticorp bispecific conform inventiei induce de preferintd toxicitate redusda a pielii
comparativ cu cetuximab in conditii de regim altfel similare. Un anticorp bispecific conform inventiei
produce de preferinta mai putine chemokine proinflamatorii, de preferintd CXCL14, in comparatie cu
cetuximab in conditii de regim altfel similare. Un anticorp bispecific conform inventiei de preferintd
induce perturbare mai redusa a RNAzelor antimicrobiene, de preferintd Rnaza 7, comparativ cu
cetuximab in conditii de regim altfel similare.

Prezenta inventie descrie printre altele anticorpi care tintesc o parte extracelulard a unui
membru asociat cu membrana al familiei receptorilor EGF si o parte extracelulard a unui membru
asociat cu membrana al caii de semnalizare WNT si duc la o inhibare puternica a proliferarii liniilor
celulare canceroase in vitro si inhibarea cresterii tumorale in vivo. Anticorpii au fost produsi ca
anticorpi bispecifici prin clonare in vectori de expresie complementara care contin mutatii in regiunea
CH3 care activeaza hetero-dimerizarea lanturilor grele. S-au produs multi anticorpi bispecifici la scara
mica si s-au testat in teste de legare si functionale pe linii celulare canceroase. Un anticorp din
inventie, in mod specific un anticorp bispecific din inventie, poate combina profiluri de toxicitate
redusd cu eficientd mare. Un anticorp din inventie poate fi util in diferite tipuri si linii de terapie
directionatd citre membri ai familiei EGFR. Un anticorp din inventie poate avea un interval terapeutic
marit comparativ cu un anticorp care leaga aceleasi antigene cu ambele brate. Un anticorp bispecific
din inventie poate prezenta efecte mai bune de inhibare a cresterii in vitro, in vivo sau o combinatie a
acestora comparativ cu anticorpul MEHD7945A.

Se prevede de asemenea o metoda de contracarare a formarii unei metastaze la un subiect
avand un cancer care exprima un membru al familiei receptorilor EGF si care exprima un membru
asociat cu membrana al caii WNT. Cancerul este de preferinta un cancer care raspunde la ligandul
receptorului EGF. Nivelurile mari de ligand Her (de ex. EGF, Heregulin) sunt prezente in mod tipic in
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timpul formarii metastazelor (i.e. migrarea, invazia, cresterea si/sau diferentierea celulelor tumorale
sau celulelor de initiere a tumorii). in mod tipic, celulele de initiere a tumorii se identifici pe baza
markerilor celulari stem precum CD44. Aceste procese pot fi asadar slab contracarate cu terapiile
cunoscute in prezent, cum ar fi trastuzumab si pertuzumab. Fiindcd un anticorp conform inventiei
poate contracara cresterea si/sau diferentierea celulelor tumorale sau celulelor de initiere a tumorii,
cum ar fi celule stem canceroase, un astfel de anticorp conform inventiei este de asemenea adecvat in
mod specific pentru contracararea formarii metastazelor. Se prevede de asemenea asadar o metoda de
contracarare a formarii unei metastaze la un subiect avand o tumoare pozitiva pentru EGFR, ErbB-3
sau EGFR/ErbB-3, unde celula tumorala pozitivd pentru EGFR, ErbB-3 sau EGFR/ErbB-3 si/sau
celule de tesut stromal inconjurator (de ex. fibroblaste, leucocite cum ar fi macrofage si monocite,
endoteliu etc.) are un nivel al expresiei de ligand Her de cel putin 60%, de preferinta cel putin 70%,
mai preferabil cel putin 80%, mai preferabil cel putin 85%, mai preferabil cel putin 90% sau 95% din
nivelul expresiei ligandului her al celulelor BXPC3 sau MCF7, cuprinzand administrarea la subiect a
unui anticorp bispecific sau a unei parti functionale, a unui derivat si/sau a unui analog al acestuia care
leagd o parte extracelulara a EGFR sau HER3, o parte extracelulard a unui membru asociat cu
membrana al cdii de semnalizare WNT. Se prevede de asemenea un anticorp bispecific sau o parte
functionala, un derivat si/sau un analog al acestuia care leaga o parte extracelulara a EGFR sau HER3
si o parte extracelulard a unui membru asociat cu membrana al cdii de semnalizare WNT, pentru
utilizare in tratarea sau prevenirea formarii metastazelor. Tumoarea din care provin metastazele este
de preferinta o tumoare pozitiva pentru ErbB-3 sau EGFR/ErbB-3. Tumoarea si/sau celulele de tesut
stromal inconjurator are de preferintd un nivel al expresiei de ligand her de cel putin 60%, de
preferinta cel putin 70%, mai preferabil cel putin 80%, mai preferabil cel putin 85%, mai preferabil
cel putin 90% sau 95% din nivelul expresiei heregulin al celulelor BXPC3 sau MCF7.

Se prevede de asemenea o utilizare a unui anticorp bispecific conform inventiei sau a unei
parti functionale, a unui derivat si/sau a unui analog al acestuia, pentru prepararea unui medicament
pentru tratarea sau prevenirea formarii metastazelor. Tumoarea din care provin aceste metastaze este
de preferinta o tumoare pozitiva pentru ErbB-3 sau EGFR/ErbB-3. Tumoarea si/sau celulele de tesut
stromal inconjurator are de preferintd un nivel al expresiei de ligand her de cel putin 60%, de
preferinta cel putin 70%, mai preferabil cel putin 80%, mai preferabil cel putin 85%, mai preferabil
cel putin 90% sau 95% din nivelul expresiei heregulin al celulelor BXPC3 sau MCF7.

Anticorpii din inventie pot fi produsi la niveluri > 50 mg/L dupa transfectia temporard in
celule 293F in suspensie. Anticorpii bispecifici pot fi purificati la puritate de peste 98%, cu
randamente > 70%. Studiile de caracterizare analitica aratd profiluri ale anticorpilor IgGl bispecifici
comparabile cu IgG1 monospecific bivalent.

Pentru claritate si o descriere concisd, se descriu aici caracteristici ca parte din aceleasi
aplicari sau aplicari separate, insa se va intelege ca domeniul de aplicare al inventiei poate include
aplicari avand combinatii ale tuturor sau unora din caracteristicile descrise.

In matematica, distanta euclidiani sau metrica euclidiani este distanta "obisnuitd" (i.e.
rectilinie) intre doua puncte in spatiul euclidian. Cu aceasta distanta, spatiul euclidian devine un spatiu
metric. Norma asociata este denumita norma euclidiana.

Tirozin kinazele receptoare (RTK) sunt receptori de suprafata celulard cu afinitate mare
pentru multi factori de crestere polipeptidici, citokine si hormoni. Din cele 90 de gene tirozin kinazice
unice, cunoscute in prezent, identificate In genomul uman, 58 codifica proteine de tirozin kinaze
receptoare. S-a aratat cd tirozin kinazele receptoare sunt relevante pentru procese celulare normale,
dar au de asemenea un rol in dezvoltarea si evolutia cancerului. Tirozin kinazele receptoare contin cel
putin un domeniu extracelular.

Intr-un aspect, inventia prevede o proteina care leagd o parte extracelulard a unui membru
asociat cu membrana al familiei receptorilor RTK si o parte extracelulard a unui membru asociat cu
membrana al unei cédi de semnalizare WNT. Proteina este de preferintd un anticorp, de preferinta un
anticorp bispecific sau o parte functionald, un derivat si/sau un analog al acestuia.

Inventia mai prevede un anticorp bispecific sau o parte functionald, un derivat si/sau un
analog al acestuia care leagd o parte extracelulard a unui membru asociat cu membrana al familiei
receptorilor RTK si o parte extracelulard a unui membru asociat cu membrana al unei cdi de
semnalizare WNT.

Se prevede de asemenea o metodd de tratare a unui individ avand un cancer, metoda
cuprinzand administrarea unei proteine din inventie sau a unui anticorp bispecific din inventie la
individul in nevoie.

Inventia prevede de asemenea o proteina din inventie sau un anticorp bispecific din inventie,
pentru utilizare in tratarea unui individ avand cancer.

Intr-o aplicare, cancerul este un cancer care raspunde la ligandul membrului respectiv al
familiei receptorilor RTK si un cancer care exprima un membru asociat cu membrana al caii WNT.
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Se prevede de asemenea un sistem celular cuprinzand o proteind din inventie sau un anticorp
bispecific din inventie si o celuld care exprimd un membru asociat cu membrana al familiei
receptorilor RTK si care exprima un membru asociat cu membrana al cdii WNT. Sistemul celular este
de preferintd un sistem celular cuprinzand o proteind din inventie sau un anticorp bispecific din
inventie si o celuld care exprima un membru asociat cu membrana al familiei receptorilor RTK si care
exprima un membru asociat cu membrana al caii WNT.

Se prevede de asemenea un sistem care permite inhibarea cresterii/proliferarii celulei, metoda
cuprinzand prevederea sistemului cu o proteind din inventie sau un anticorp bispecific din inventie.
Celula este de preferintd o celuld care raspunde la ligandul receptorului RTK si care exprima un
membru asociat cu membrana al cdii WNT intr-un sistem care permite cresterea/proliferarea celulei,
metoda cuprinzand prevederea sistemului cu o proteind din inventie sau un anticorp bispecific din
inventie. Celula este de preferintd o celula care raspunde la ligandul receptorului RTK si care exprima
un membru asociat cu membrana al caii WNT.

Membrii preferati ai familiei receptorilor RTK sunt familia mentionata a receptorilor
EGF si c-MET; Axl si MSTIR.

MET sau C-MET este o tirozin kinaza receptoare de o singurd trecere relevantd pentru
dezvoltarea embrionard, organogeneza si vindecarea ranilor. Factorul de crestere a
hepatocitelor/factorul dispersant (HGF/SF) si izoforma sa de matisare (NK1, NK2) sunt liganzii
cunoscuti in prezent ai receptorului MET. MET este exprimat in mod normal de celule de origine
epiteliald, in timp ce expresia HGF/SF este observata in celule de origine mezenchimald. Cand
HGF/SF leaga receptorul sau asociat MET, induce activarea. Met este cunoscut de asemenea ca proto-
oncogena MET, tirozin kinaza receptoare; receptorul factorului de crestere a hepatocitelor; tirozin
protein kinaza Met; receptorul factorului dispersant; proto-oncogena C-Met; receptorul HGF/SF;
receptorul HGF; receptorul SF; EC 2.7.10.1; proto-oncogena tirozin kinaza Met; proto-oncogena Met;
EC 2.7.10; AUTS9; RCCP2; C-Met; si HGFR 3. Numerele de referintd pentru gena si proteind sunt
NC_000007.14; NT_007933.16; NC_018918.2; NP_000236.2; NP_001120972.1. Numerele de
referintda sunt date in principal pentru a asigura o metoda suplimentara de identificare a C-MET ca 0
tintd, secventa proteinei C-MET legate de un anticorp putand varia, de exemplu din cauza unei mutatii
in gena codificatoare cum ar fi cele care apar in unele cancere etc.. Situsul de legare a antigenului C-
MET leaga C-MET si o varietate de variante ale acestuia, cum ar fi cele exprimate de unele celule
tumorale pozitive pentru C-MET.

AXL sau tirozin kinaza receptoare AXL codifica receptorul tirozin protein kinazei receptoare
UFO, care este o enzima codificatd la om de gena AXL. Alte denumiri pentru AXL sunt tirozin kinaza
receptoare AXL; oncogena AXL; EC 2.7.10.1; UFO; receptorul tirozin protein kinazei UFO;
secventa/gena de transformare AXL; EC 2.7.10; JTK11; Tyro7; si ARK 3. Numerele de referinta
pentru gend si proteind sunt NC 000019.10; NC_018930.2; NT_011109.17; NP_001265528.1;
NP_001690.2; NP_068713.2). Numerele de referinta sunt date in principal pentru a asigura o metoda
suplimentard de identificare a AXL ca o tintd, secventa proteinei AXL legate de un anticorp putand
varia, de exemplu din cauza unei mutatii in gena codificatoare cum ar fi cele care apar in unele
cancere etc.. Situsul de legare a antigenului AXL leagd AXL si o varietate de variante ale acestuia,
cum ar fi cele exprimate de unele celule tumorale pozitive pentru AXL.

MSTI1R sau receptorul de stimulare a macrofagelor 1 sau RON. Alte denumiri pentru
MST1R sunt receptorul de stimulare a macrofagelor 1; RON; PTK8 protein tirozin kinaza 8; tirozin
kinaza asociata cu C-Met; receptorul MSP; EC 2.7.10.1; P185-Ron; CDw136; PTKS; receptorul de
stimulare a macrofagelor 1 (tirozin kinaza asociatd cu C-Met) 3; receptorul proteinei de stimulare a
macrofagelor; protein-tirozin kinaza 8; MST1R varianta RON30; MST1R varianta RON62; RON
varianta E2E3; RON varianta 21; antigen CD136; EC 2.7.10; CD136, toti in forma legatd de
membrand. Numerele de referintd pentru gena si proteind sunt NC 000003.12; NT 022517.19;
NC_018914.2; NP_001231866.1; NP_002438.2. Numerele de referintd sunt date in principal pentru a
asigura o metoda suplimentara de identificare a MST1R ca o tintd, secventa proteinei MSTIR legate
de un anticorp putand varia, de exemplu din cauza unei mutatii in gena codificatoare cum ar fi cele
care apar in unele cancere etc.. Situsul de legare a antigenului MST1R leagd MSTIR si o varietate de
variante ale acestuia, cum ar fi cele exprimate de unele celule tumorale pozitive pentru MST1R.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
LGR4, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5777 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5777 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
LGR4, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
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- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5781 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5781 indicatd in figura 1 avand cel mult 15,
de preferintd 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii,
substitutii aminoacidice sau o combinatie a acestora fata de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
LGRS, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5790 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5790 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
LGRS, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5803 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5803 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzdnd domenii variabile care
leagd LGRS, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5814 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5814 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
LGRS, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5816 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5816 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
LGRS, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5817 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5817 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
LGRS, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5818 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5818 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
RNF43, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5832 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5832 indicata in figura 1 avand cel mult 15,
de preferintd 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii,
substitutii aminoacidice sau o combinatie a acestora fata de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
RNF43, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5836 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5836 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
ZNRF3, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5850 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5850 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
ZNRF3, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
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- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5853 indicatd in figura 1; sau

- secventa aminoacidica a lantului VH MF5853 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
ZNRF3, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5855 indicaté in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5855 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzdnd domenii variabile care
leagd ZNRF3, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5884 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5884 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia mai prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care leaga
ZNRF3, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF5888 indicatd in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF5888 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5
- insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau o combinatie a acestora fata de VH.

Intr-o aplicare, inventia prevede un anticorp monospecific cuprinzand domenii variabile care
leagd EGFR, unde lantul VH al domeniilor variabile cuprinde
- secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicata in figura 1; sau
- secventa aminoacidica a lantului VH MF3755 indicata in figura 1 avand cel mult 15, de
preferinta 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 sau 10 si de preferintd avand 1, 2, 3, 4 sau 5 insertii, deletii, substitutii
aminoacidice sau 0 combinatie a acestora fatd de VH.

Inventia se referd la un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care poate lega un epitop pe
o parte extracelularda a LGRS, epitopul fiind situat in reziduurile aminoacidice 21-118 din SEQ ID
NO: 1 indicata in figura 39. S-a aratat ca reziduurile aminoacidice D43; G44, M46, F67, G90 si F91
sunt implicate in legarea anticorpului. *Implicate in’ nu inseamna neaparat ca toate reziduurile intrd
intr-adevar in contact cu anticorpul. Fara limitare teoreticd, se crede cd substitutia D43A sau G44A
duce la o (usoard) modificare structurald a epitopului si cd modificarea structurald duce la legare
redusa a anticorpului de epitop.

Interactiunea anticorpului cu LGRS nu inhiba legarea RSPO 1 de LGRS exprimat pe
membrana unei celule care exprima LGRS. Interactiunea anticorpului cu RSPO 1 nu inhiba legarea
anticorpului de LGR5 exprimat pe membrana unei celule care exprimda LGRS5. Aceasta inseamna ca
anticorpul si RSPO1 nu concureazad unul cu celalalt pentru legare de LGRS, cel putin nu in intervalul
raportului molar indicat in prezenta. Raportul molar dintre anticorp si RSPO 1 este in mod tipic de la
0,1 la 0,001 (inclusiv), de preferinta intr-un raport molar intre 0,1 si 0,01 (inclusiv). in acest interval
legarea anticorpului de LGRS nu inhiba (blocheaza) legarea RSPO 1 de LGRS.

Cand se mentioneazd in prezenta raporturi molare intre anticorp si RSPO, se prefera ca
anticorpul sd fie prezent in cantititi care duc la 40%-80% din legarea obtinuta cand sunt prezente
cantitdti de saturare ale anticorpului.

Au fost descrisi diferiti anticorpi care se leagd de LGRS. Legarea unui anticorp de LGR5
poate bloca legarea unei Rspondine de LGR5 sau nu. S-a constatat ca anticorpii care blocheaza
legarea ligandului Rspondin 1 de LGRS se leagd de o regiune incluzdnd regiunea N-terminala,
regiunea 1 a repetitiilor bogate in leucina (LRR) si LRR2 a proteinei (Lau et al 2011; Nature vol 476;
pp 293-297 si informatiile suplimentare descrise acolo). Elementele sunt continute in aminoacizii 21-
118 (inclusiv) ai unei secvente proteice LGRS indicate in SEQ ID NO: 1 din figura 39; unde
aminoacizii 21-70 alcatuiesc regiunea N-terminald, aminoacizii 71-94 (inclusiv) alcatuiesc LRR1 si
95-118 alcatuiesc LRR2. Au fost raportati in domeniu doar cétiva anticorpi care nu blocheaza
interactiunea LGRS cu Rspondin 1 si, din cele mai bune cunostinte ale inventatorului, nici unul din
acestia nu leaga regiunea N-terminald a LGRS.

Inventia prevede acum o proteina care se leagd de un epitop in reziduurile aminoacidice 21-
118 ale unei secvente LGRS din SEQ ID NO: 1 indicata in figura 39, unde proteina nu blocheaza
legarea Rspondin 1 de LGRS5.

Testul de determinare daca un anticorp blocheaza sau nu legarea unei Rspondine de LGRS
include de preferinta celule CHO care exprimd LGR5 pe membrana celulara. Anticorpul si Rspondin
de analizat se amesteca si se adaugd in celule, determinandu-se legarea anticorpului de celule.
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Cantitatea de legare a anticorpului de celule care exprimd LGRS in prezenta unui surplus de Rspondin
indica faptul ca anticorpul nu blocheaza legarea Rspondin de LGRS. Testul mai include de preferinta
un anticorp de control care leaga LGRS si care blocheazd legarea Rspondin de LGR5. Anticorpul de
control este de preferintd anticorpul PB10261 sau OMP88R20 descris in exemple. O proteind nu
blocheazd legarea Rspondin 1 de LGRS daca, in conditii altfel identice, se poate lega de celulele care
exprimd LGRS mai multa proteind decét anticorpul de control. Aceasta se evalueaza de preferinta in
conditii in care raportul molar dintre proteind sau anticorpul de control si Rspondin este 1:10 sau mai
mic, i.e. 0,1 sau mai mic; de preferinta intr-un raport molar intre 0,1 si 0,001 (inclusiv), de preferintd
0,1 pana la 0,01 (inclusiv). Proteina leaga de preferintd si o parte extracelulard a unei alte proteine
asociate cu membrana. Intr-o aplicare preferatd, cealalta proteind asociatdi cu membrana este un
membru asociat cu membrana al familiei receptorilor EGF sau cMET.

Inventia mai prevede o proteind care poate lega un epitop pe o parte extracelulara a LGRS,
epitopul fiind situat in reziduurile aminoacidice 21-118 din SEQ ID NO: 1 indicata in figura 39 si
unde legarea proteinei de LGRS este redusa cu una sau mai multe dintre urmatoarele substitutii ale
reziduurilor aminoacidice D43A; G44A, M46A, F67A, G90A si F91A. intr-o aplicare preferata,
interactiunea Rspondin (RSPO) 1 cu LGRS pe o celula care exprimd LGRS nu inhiba legarea proteinei
de LGRS cu mai mult de 20%. Inhibarea legarii proteinei de LGRS se masoara de preferintd cand
proteina si RSPO 1, 2, 3 sau 4 sunt prezente intr-un raport molar de 0,1 sau mai mic; de preferinta
intr-un raport molar intre 0,1 si 0,001, (inclusiv), de preferinta 0,1 pand la 0,01 (inclusiv)
(proteind:RSPO).

Inventia prevede de asemenea o proteind care poate lega un epitop pe LGRS situat in
reziduurile aminoacidice 21-118 din SEQ ID NO: 1 indicatd in figura 39 si unde interactiunea RSPO 1
cu LGRS pe o celula care exprima LGRS nu inhiba legarea proteinei de LGRS cu mai mult de 20%
cand proteina si RSPO 1 sunt prezente intr-un raport molar de 0,1 sau mai mic; de preferintd intr-un
raport molar intre 0,1 si 0,001, (inclusiv), de preferinta 0,1 pana la 0,01 (inclusiv). Epitopul este de
preferinta situat in reziduurile aminoacidice 40-95 din SEQ ID NO: 1 indicata in figura 39. Legarea
proteinei de LGRS este redusa de preferinta cu una sau mai multe dintre urmatoarele substitutii ale
reziduurilor aminoacidice D43A; G44A, M46A, F67A, G90A si F91A. Aceasta indica in mod tipic ca
proteina interactioneaza cu acesti aminoacizi mentionati. Schimbarea acestor aminoacizi modifica
legarea proteinei de LGR5. Acesti aminoacizi pot fi asadar reziduuri de contact in LGRS pentru
proteina de legare. in cazul din prezenta, inventatorii considera ci reziduurile M46; F67, G90A si F91
sunt reziduuri de contact. Si D43 si G44 pot fi reziduuri de contact, dar pot fi de asemenea reziduuri
care modifica structura specifica a altor reziduuri astfel incat nu mai pot fi legate de proteina. Proteina
poate lega de preferintd o alta proteina. Proteina suplimentard este de preferinta o proteina
membranara cuprinzand o parte extracelulara. Proteina suplimentard este de preferintd un membru
asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) sau cMET.
Proteina de legare LGRS discutata in prezenta este de preferintd un anticorp, de preferintd un anticorp
bispecific.

Inventia prevede de asemenea un anticorp bispecific cuprinzdnd un domeniu variabil care
poate lega un epitop pe o parte extracelulara a LGRS, epitopul fiind situat in reziduurile aminoacidice
21-118 din SEQ ID NO: 1 indicata in figura 39 si unde legarea domeniului variabil de LGRS este
redusd cu una sau mai multe dintre urmatoarele substitutii ale reziduurilor aminoacidice D43A; G44A,
M46A, F67A, GI0A si FI1A; anticorpul bispecific mai cuprinde un domeniu variabil care poate lega
o altda proteind. Proteina suplimentara este de preferintd o proteind membranara cuprinzand o parte
extracelulard. Proteina suplimentara este un membru asociat cu membrana al familiei receptorilor
EGF sau cMET.

Legarea proteinei sau anticorpului bispecific mentionat in prezenta de membrul asociat cu
membrana al familiei receptorilor EGF sau cMET reduce de preferintd semnalizarea indusa de ligand
intr-o celuld cuprinzand membrul asociat cu membrana al familiei receptorilor EGF sau cMET.

Inventia prevede un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care poate lega un epitop pe o
parte extracelulard a LGRS3, epitopul fiind situat in reziduurile aminoacidice 21-118 din SEQ ID NO:
1 indicata in figura 39.

Inventia prevede de asemenea un anticorp care leagd un epitop pe o parte extracelulard a
LGRS, unde reziduurile aminoacidice D43; G44, M46, F67, G90 si F91 sunt implicate in legarea
anticorpului de epitop.

Inventia prevede de asemenea un anticorp care leagd un epitop pe o parte extracelulard a
LGRS, unde una sau mai multe dintre substitutiile reziduurilor aminoacidice din D43A; G44A, M46A,
F67A, G90A si F91A reduce legarea anticorpului de epitop.

Inventia prevede de asemenea un anticorp cuprinzand un domeniu variabil care poate lega un
epitop pe o parte extracelularda a LGR5, epitopul fiind situat in reziduurile aminoacidice 21-118 din
SEQ ID NO: 1 indicata in figura 39 si unde legarea anticorpului de epitop este redusa de una sau mai
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multe dintre urmatoarele substitutii ale reziduurilor aminoacidice D43A; G44A, M46A, F67A, G90A
si F91A.

O proteind membranara 1n sensul folosit in prezenta este o proteind de membrana celulara,
i.e. 0 proteind care se gaseste in membrana exterioard a unei celule, membrana care separa celula de
mediul exterior. Proteina membranara are o parte extracelulara. O proteind membranara se afla cel
putin pe o celula daca include o regiune transmembranara in membrana celulei.

Anticorpul mai cuprinde de preferintd un alt domeniu variabil care poate lega o alta proteina.
Proteina suplimentard este de preferintd o proteind membranard cuprinzand o parte extracelulara.
Proteina suplimentara este de preferintd un membru asociat cu membrana al familiei receptorilor
pentru factorul de crestere epidermic (EGF) sau cMET. Anticorpul este un anticorp bispecific.

Pentru claritate si o descriere concisd, se descriu aici caracteristici ca parte din aceleasi
aplicari sau aplicari separate, insa se va intelege ca domeniul de aplicare al inventiei poate include
aplicari avand combinatii ale tuturor sau ale unora din caracteristicile descrise.

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1: Secvente aminoacidice ale fragmentelor VH descrise in prezenta cerere. Sunt indicate
regiunile CDR1, CDR2 si CDR3, precum si regiunile FR1, FR2, FR3 si FR4.

Figura 2: Secvente nucleotidice ale cADN-urilor care codificd VH selectate descrise in prezenta
cerere.

Figura 3: Secventa adnotatd a lantului ugor comun (cLC).

Figura 4: Secventa aminoacidicd adnotata a regiunii Fc (CH1-CH3) a anticorpilor testati in prezenta
cerere.

Figura 5: Efectul factorilor de crestere EGF si HRG asupra morfologiei tumoroide P14T si P18T.
Exemplu al efectului factorilor de crestere EGF si HRG asupra morfologiei tumoroide P14T si P18T.
Factorii de crestere induc o modificare simultana a dimensiunii tumoroide, a dimensiunii lumenului si
a distributiei lumenului. Combinatia acestor trei parametri morfologici localizeazd organoizii
observati intr-un spatiu unic. Distanta euclidiand poate fi calculatd pe baza combinatiei acestor trei
caracteristici cu lipsa factorului de crestere (fird GF) ca un punct de referinta. Distanta euclidiand este
apoi modificarea directiei X, Y si Z indusa de tratamente.

Figura 6: Analiza FACS a serurilor de la animale imunizate ZNRF3 care se leaga de celule Freestyle
293F care au supraexprimat stabil antigenului, prelevate in ziua 35.

Serurile au fost testate in comparatie cu serurile din ziua 0 (pre-imune) pentru legare de linia celulara
293F Freestyle care exprima stabil ECD al ZNRF3. Fiecare grup prezintd un strat de celule de control
(necolorate) (umplute cu gri) si celule colorate cu serurile respective (neumplute). Soarecii sunt
numerotati L19-1.24; colorarile de control sunt indicate 1n partea dreapta a figurii n.c.: control negativ.
Figura 7: Exemplul colordrii FACS a unui amestec de celule care supraexprimd ZNRF3 marcat cu
DiD si celule 293F freestyle nemarcate (celule mama) folosind preparate de clone fagice monoclonale
selectate.

Fiecare punct reprezentat este un strat de celule necolorate si celule colorate cu un Fab

selectat exprimat pe fag. Jumatatea superioara a fiecdrei casete indica celule antigen-pozitive marcate
cu DiD si jumatatea inferioara a casetei indica celule 293F freestyle antigen-negative nemarcate. Din
cele sase clone indicate in figura (marcate 1-6), patru sunt antigen-specifice (1, 3, 4 si 6) si doua (2 si
5) sunt nereactive. Controlul pentru expresia proteinei a fost colorarea cu anticorpul directionat catre
motivul epitopului derivat din cMyc si controlul negativ a fost colorarea numai cu anticorpii secundari
(anti-M13 si Strep-PE).

Figura 8: Clasificarea afinitdtii [gG monovalent directionat catre hLGRS (in combinatie cu
fragmentul Fab al toxoidului tetanic) pe suprafata celulara a celulelor Freestyle 293F care
supraexprima hLGRS.

Se indica un exemplu al intregului grup. S-a testat o serie de dilutie de doud ori a IgG (5pg/ml -
0,08ug/ml) pe un numar fix de celule (5x105 celule/godeu) care exprima stabil hLGRS. Intensitatea
medie a fluorescentei (MFI) s-a masurat pentru fiecare punct de date si s-a reprezentat fatd de
cantitatea in crestere a IgG folosit pentru colorare. Din fiecare IgG s-a calculat zona de sub curba
(AUC) pe baza curbelor individuale si s-a folosit pentru clasificare. Tabelul (caseta din dreapta) indica
valorile AUC ale IgG bispecific indicate in grafic (caseta din stanga). Pe baza valorilor AUC s-au
clasificat 1gG cu privire la afinitatea de legare de tinta.

Figura 9: Capacitatea de blocare rhR-Spondin3 a IgG de legare monovalent hLGR5 (in combinatie cu
un fragment Fab TT) s-a testat in ELISA de blocare R-Spondin.

Se indica un exemplu reprezentativ pentru grupul LGRS. Legarea maxima (normalizata la 0%) a fost
stabilita prin legarea neinhibata de 2pg/ml rhR-Spondin3 acoperit folosind 0,03 1pg/ml thLGRS5-Fc si
detectarea cu un anticorp anti-Fc. Valoarea OD450nm pentru legarea maxima a fost stabilita la 100%.
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Surplusul de R-Spondin3 indicd addugarea R-Spondin3 in exces (15ug/ml) cu rol de control pozitiv
pentru competitie. IgG bispecific, testat la 15pug/ml, valorile OD450nm au fost normalizate pe baza
semnalului maxim si sunt indicate cu coloanele albastre. S-a considerat céd clonele blocheaza partial
atunci cand procentajul a fost sub 80% si s-a considerat ca blocheaza atunci cand procentajul a fost
sub 50%. Acest exemplu indica un grup reprezentativ de fragmente LGR5/TT IgG care tintesc LGRS.
Figura 10: Efectele de inhibare a cresterii ale anticorpului de referintd PG3755 (EGFR bivalent,
mono-specific) si PB10651 (EGFR/LGRS5 bispecific) asupra liniei tumoroide P18T in prezenta a
5ng/ml EGF in mediul de cultura.

Anticorpii inverseaza fenotipul tumoroid indus de EGF la un fenotip stimulat fara factor de crestere
(prima coloand). PB10651 este activ ca un inhibitor al cresterii la doze mai mici decét anticorpul de
referinta bispecific EGFR PG3755.

Figura 11: Exemplul rezultatelor selectiei de validare pentru un tumoroid de colon expus la anticorpi
bispecifici care tintesc EGFR/WNT si tratamente de control.

Cu cat distanta euclidiand este mai micd, cu atdt mai puternic este efectul tratamentului; 1 inseamna
crestere normald. PB10651 (anticorp EGFR/LGRS cu MF3755xMF5816) indica inhibarea completa a
cresterii la doza testatd (2ug/ml) si depaseste Cetuximab.
Figura 12: PB10651 retine imunoreactivitatea dupa marcare cu
Imunoreactivitatea proteinei marcate radioactive. A: test Lindmo pentru bratul Fab anti-

EGFR in PB10651; B: test Lindmo pentru bratul Fab anti-LGR5 al PB10651. A existat foarte

putini pierdere de imunoreactivitate dupd marcarea proteinei cu 21,

Figura 13: PB10651 se leaga cu afinitate sub-nanomolara de EGFR si LGRS.

Analiza de afinitate a legarii PB10651 de LGRS si EGFR. A: analiza legarii PB10651 de celule CHO-
LGRS; B: analiza legarii PB10651 de celule CHO-EGFR si C: analiza de afinitate a legarii PB10651
de celule DLD-1.

Figura 14: Bratul Fab anti-EGFR in PB10651 se leaga de reziduuri din domeniul III al EGFR, asa
cum se determind prin analiza de mutageneza shotgun.

Este indicat epitopul de pe EGFR recunoscut de bratul Fab anti-EGFR prezent in PB10651, modelat
pe structura EGFR (Li et al., 2005; referintda pdb 1YY9). Reziduurile observate ca fiind relevante
pentru legarea PB10651 sunt evidentiate in structuré.

Figura 15: Bratul Fab anti-LGRS5 in PB10651 se leaga de reziduurile prezente in domeniul

N-CAP si prima repetitie bogata in leucind a LGRS, asa cum se determina prin analiza de

mutageneza shotgun.

Figura indica epitopul de pe LGRS recunoscut de PB10651, modelat pe structura LGRS 1n complex cu
RSPO1 (Peng et al., 2013: referinta pdb 4BSR). Reziduurile recunoscute sunt indicate cu negru in
stanga (gri deschis) molecula LGRS a dimerului. Se indica structura RSPO1.

Figura 16: Versiunea copiatd a anticorpului OMP88R20 anti-LGRS5 este inhibata dependent de doza
pentru legarea LGRS de ligandul R-spondinl.

Versiunea copiata a OMP88R20 (PG7711) a fost testata cu privire la legare la EC50 (50ng/ml) pentru
legare de celule care supraexprima LGRS in prezenta cantitétilor in crestere de R-spondinl. Valoarea
MFI obtinuta a fost normalizata la valoarea de control (fara R-spondinl).

Figura 17: MF5816 Fab anti-LGRS5 prezent in PB10651 nu este inhibat pentru legarea LGR5 intr-un
excedent molar mare al ligandului R-spondinl.

Versiunea copiatd a OMP88R20 (PG7711) a fost testata cu privire la legare la 50ng/ml si

anticorpii bispecifici s-au testat la 100ng/ml pentru legare de celule care supraexprima LGRS in
prezenta concentratiilor in crestere de R-spondinl sau a anticorpului de sobolan 1D9. Legarea
anticorpilor indicati s-a detectat cu un anticorp secundar IgG anti-uman marcat cu PE. Pentru fiecare
punct al curbei, valoarea MFI obtinuta a fost normalizata (impartita) la valoarea descoperita in situatia
de control (fara R-spondinl).

Figura 18: PG3755 monospecific, bivalent, inhiba puternic semnalizarea mediata de EGFR.
Proliferarea (masuratd ca numar de impulsuri de fluorescenta dupa adaugarea alamar blue in

celule: axa Y) celulelor A431 s-a masurat in prezenta a 62.5ng/ml de EGF uman si a cantitatilor in
crestere a anticorpilor anti-EGFR indicati. PG1337 a avut rol de control fara legare (negativ). Un
numadr in crestere al impulsurilor indica un numar crescut de celule si asadar blocarea semnalizarii
mediate de EGFR.

Figura 19: PB10651 afucozilat se leaga cu afinitate comparabila de ortologi de macac ai EGFR si
LGRS.

Valorile MFI obtinute dupa colorare cu anticorpul indicat la concentratia indicatd in FACS sunt
indicate in functic de concentratia anticorpului folosit. Pentru EGFR, cetuximab s-a folosit ca un
control pozitiv pentru legarea EGFR de macac. Pentru LGRS, versiunea copiatd a hu8E11v2
(PG7543) de la Genentech s-a folosit ca un control pozitiv pentru legarea LGR5 de macac.
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Figura 20: Colorarea organoidelor derivate de la pacienti in FACS folosind anticorpi bispecifici anti-
LGRS/EGEFR principali vizualizeaza expresia LGRS.

O proba de organoid obtinuta de la un pacient cu cancer colorectal (P18) a fost coloratd folosind doi
anticorpi anti-LGR5 diferiti (MF5816 si MF5814) si un control negativ care recunoaste toxina tetanica
(TT). Colorarea anticorpului TT s-a folosit pentru stabilirea pragului pentru colorarea celor doi
anticorpi anti-LGRS5. Cu colorarea TT stabilita la 0.8%, anticorpii MF5816 si MF5814 au prezentat
niveluri de colorare comparabile, 53.6% si 52.7% dintre celule fiind pozitive pentru expresia LGRS.
Figura 21: Colorarea si sortarea organoidelor provenite de la pacienti folosind anticorpi bispecifici
anti-LGRS/EGFR principali imbogétesc celule (stem canceroase) care exprimd LGRS.

S-a folosit o linie de organoid de cancer colorectal (P18T) pentru colorarea FACS si sortarea primelor
(pozitive) si ultimelor (negative) 15% dintre celulele colorate identificate de anticorpi anti-LGR5
MF5814 si MF5816. S-au sortat 2000 de celule individuale pentru fiecare populatie si s-au folosit
pentru a genera cADN pentru PCR cantitativ. Expresia B2M s-a folosit ca un control endogen si
expresia MARN LGRS in fractiunea pozitiva a fost reprezentatd fatd de fractiunea negativa folosind
metoda 2-AACT si software StepOne 2.2 plus. Experimentul s-a desfasurat in doud ocazii separate
(Exp.1 si Exp. 2), cu fiecare anticorp, si repetéri experimentale, prezentand o crestere a mARN LGRS
in fractiunea pozitiva fatd de cea negativa. Barele de eroare reprezintd max. de cuantificare relativ,
produs ca parte din analiza, folosind software StepOne 2.2 plus.

Figura 22: Sortarea organoidului provenit de la pacient pentru celule care exprima LGRS folosind
anticorp bispecific anti-LGRS5/EGFR principal imbogéteste celulele de initiere a tumorilor.

Stanga: imaginile organoidelor indicd una din picaturile BME si au fost captate cu un microscop
Olympus MV X10 MacroView. Insertia din imaginea MF5816 indica o vedere mai de indeaproape a
unuia dintre organoide in picaturd. Dreapta: histograma indicand numarul organoidelor dupa doua
saptamani de crestere in populatia de celule LGR5-pozitive si negative.

Figura 23: Tratamentul organoidelor provenite de la pacienti cu anticorp bispecific anti-LGR5/EGFR
principal inhiba puternic excrescenta organoidului.

Stanga: histograme care indica numarul mediu al organoidelor (sus) si dimensiunea organoidelor (jos)
dupa diferitele tratamente cu anticorpii indidicati (sub grafice). Dreapta: exemple reprezentative ale
imaginilor obtinute de la organoide dupa tratamente diferite. Celulele individuale au fost insamantate
si lisate si formeze organoide trei zile. In a treia zi, mediul a fost indepartat si inlocuit cu mediu
continand anticorpii la o concentratie de 2pug/mL. Organoidele au fost cultivate alte 7 zile. in ziua 7,
organoidele au fost scanate folosind un Olympus ScanR cu obiectiv optic x4 si numarul de organoide
a fost cuantificat folosind ImageJ derulat in macro proiectat intern. Datele sunt prezentate fatd de
controlul TT si s-a realizat un T-Test bilateral, cu probe imperecheate, pentru a evalua diferentele
semnificative intre tratamente. Barele de eroare reprezintd abaterea standard. *=p<0.05 fata de TT,
**=p<0.001 fatd de TT. #= p<0.05 fatd de EGFR-TT, ##= p<0.001 fata de EGFR-TT.

Figura 24: Anticorpii bispecifici LGR5XEGFR permit reducerea populatiei celulare nediferentiate.
Celulele individuale au fost insdméantate si crescute trei zile naintea tratamentului cu anticorpi. Dupa
sapte zile, ARN total a fost extras si folosit pentru analiza PCR cantitativa in timp real pentru a detecta
nivelurile mARN ale LGR5 si CK20 (un marker al diferentierii). Differetele de expresie au fost
detectate folosind metoda 2-AACT. Datele sunt prezentate fata de controlul negativ (TT-TT).
Experimentul s-a efectuat de doud ori, separat, si se indicd media celor doua experimente. Barele de
eroare reprezinta abaterea standard a celor doud experimente.

Figura 25: Exemple de superclustere indicdind modificarile aminoacidice tolerate intr-un VH si/sau
CDR din prezenta inventie fara pierderea specificitatii de legare.

Figura 26: Compararea potentialului PB10651 versus Cetuximab in inhibarea cresterii tumoroidelor
provenite de la pacienti si organoidelor provenite din tesut normal in vitro

Exemple ale efectelor tratamentelor cu intervalele de concentratie ale PB10651 si Cetuximab asupra
culturilor de organoide din organoide provenite din tesut normal si din tesut canceros (A si B). Figura
26C: valorile 1C50 pentru inhibarea cresterii obtinute folosind tumoroide provenite de la pacienti si
organoide provenite din tesut normal. Raportul din a treia coloana indica raportul IC50(Cetuximab) /
IC50(PB10651).

Figura 27: PB10651 este semnificativ mai puternic decat anticorpii monospecifici anti-EGFR si anti-
LGRS in inhibarea cresterii organoidelor in vitro.

Tratamentul in vitro al culturilor de organoid p18T (A) si CIM (B) in 3D cu anticorpii indicati.
Dimensiunea organoidelor este reprezentatd in functie de concentratia anticorpului folosit. Anticorpii
anti-LGRS nu prezinta efecte asupra cresterii organoidelor;

Figura 28: PB10651 este mai potent in reducerea cresterii organoidelor in vitro decat un amestec al
anticorpilor monospecifici, bivalenti, primari.

Figura indicd efectele de inhibare a cresterii ale anticorpilor de referintd PG3755 (EGFR bivalent,
mono-specific), PG5816 (LGR5 bivalent, mono-specific) sau ale unei combinatii echimolare a
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acestora si PB10651 (EGFR/LGRS bispecific) asupra liniei tumoroide P18T in prezenta EGF. A.
Dimensiunea organoidului P18T este indicatd in functie de concentratia anticorpului folosit pentru
tratament. Organoidele tratate cu PG5816 nu au prezentat inhibare a cresterii; PG3755 a redus
semnificativ cresterea, dar nu la acelasi nivel precum PB10651. Combinatia de PG3755 si PG5816 a
fost de asemenea semnificativ mai putin potentd decat PB10651 in inhibarea cresterii tumoroidelor
P18T. B. O comparatie a valorilor IC50 pentru inhibarea cresterii pentru tratamentul organoidelor
indicate (sus) cu anticorpii indicati (caseta din stdnga). Valorile IC50 rezultate pentru PB10651 sunt
intotdeauna mai mici decat cele rezultate pentru amestecul de anticorpi primari.

Figura 29: Tratamentul organoidelor in vitro cu PB10651 cauzeaza localizare intracelulard a
anticorpului care nu se observa cu anticorpi monospecifici, bivalenti, directionati catre LGRS sau
EGFR.

Dupa 24 de ore de tratament cu anticorpi, organoidele au fost fixate, permeabilizate si colorate pentru
IgG uman pentru a indica localizarea (sub-)celulara a anticorpului. Numai in cazul PB10651, s-a
observat o colorare intracelulara punctatad care a fost absentd in organoidele tratate cu anticorpi
monospecifici, bivalenti. in acest al doilea caz, anticorpul a fost concentrat si localizat pe membrana
celulara.

Figura 30: Organoidele care raspund la tratament cu PB10651 prezinta localizare

intracelulara a anticorpului, care nu se observa dupa tratamentul organoidelor care nu raspund

la tratament.

Dupa 24 de ore de tratament cu anticorpi, organoidele au fost fixate, permeabilizate si colorate pentru
IgG uman pentru a indica localizarea (sub-)celulara a anticorpului. Diferitele organoide care au
raspuns la tratament cu PB10651 (COM, C55T, P18T, C31M) au prezentat colorare intracelulard a
anticorpului, 1n timp ce organoidele care nu au raspuns au prezentat localizare pe suprafata celulara a
PB10651 (C28T, P19Tb, P8T, C51N).

Figura 31: Hartile vectorilor plasmidelor MV 1453 si MV1626.

Figura 32: Harta vectorului MVV1622 (vector de expresie RMD).

Figura 33: Profilul CEX-HPLC al PB10651 afucozilat.

Figura 34: Rezultatele testului reporter ADCC al PB10651(ADCC marita) fatd de
PB10651(nemarita) si PG1337 (control).

Figura 35: Expresia EGFR si LGRS in modele de xenogrefa de la pacienti (PDX).

Expresia genelor EGFR si LGRS in studiu viu si tumori congelate a fosy masuratd prin PCR in timp
real TagMan. Expresia este reprezentatd ca valoarea log-transformata obtinutd cu metoda 2-AACT,
folosind GAPDH ca gend de menaj. Tumorile extrase din animale vii au prezentat valori ale expresiei
genice similare cu tumorile de referinta.

Figura 36: PB10651 inhiba cresterea in vivo a PDX.

Modelele de PDX colorectale au fost tratate saptamanal (sageti) cu PB10651 sau Cetuximab sau PBS.
Cresterea tumorii (indicatd in mm3) a fost monitorizatd in timpul si dupa oprirea tratamentului.
Modelele care raspund la cetuximab (un WT si un mutant KRAS G13D) au raspuns si la PB10651.
Unul din trei modele de mutant KRAS G12V/D care nu au raspuns la Cetuximab au prezentat inhibare
semnificativa a cresterii tumorale cu PB10651.

Figura 37: Tratamentul cu PB10651 cauzeaza o scidere semnificativd a numarului de celule care se
inmultesc in tumoare.

Colorarea imunohistochimica a tumoroidelor P18 dupa 48 de ore de tratament (2 pg/mL). Caseta de
sus indicad un marker al proliferarii (ki67), iar caseta de jos, un marker al apoptozei (caspaza-3
clivatd). Imaginile au fost obtinute folosind un obiectiv x20, colorarea cu maro indica expresia, nucleii
fiind contracolorati cu hematoxilina.

Figura 38: PB10651 este semnificativ mai potent decat cetuximab in inhibarea cresterii organoidelor
in vivo.

A Efectul dozajului saptamanal de anticorp asupra cresterii xenogrefei P18.

Dupi ce tumorile au atins o dimensiune medie de 50 mm? anticorp, au inceput tratamentele (ziua 0) si
se reprezintd modificarea relativa a volumului. Soarecii au fost tratati o datd pe saptdméana (asa cum
indica sdgetile). Se face si se reprezintd media tuturor volumelor tumorale dintr-un grup de tratament;
numarul de xenogrefe la fiecare punct de timp este reprezentat in tabel. Barele de eroare reprezinta
eroarea standard a mediei. *=P<0.01 comparativ cu PBS, #=P<0.01 comparativ cu cetuximab,
determinat prin analiza t-test imperecheat.

B. Efectul dozajului saptdménal de anticorp asupra cresterii xenogrefei C31M.

Dupi ce tumorile au atins o dimensiune medie de 30 mm? anticorp, au inceput tratamentele (ziua 0) si
se reprezintd modificarea relativa a volumului. Soarecii au fost tratati o datd pe saptdaméana (asa cum
indica sdgetile). Se face si se reprezintd media tuturor volumelor tumorale dintr-un grup de tratament;
numarul de xenogrefe la fiecare punct de timp este reprezentat in tabel. Barele de eroare reprezinta
eroarea standard a mediei. *=P<0.01 comparativ cu PBS, #=P<0.05 comparativ
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cu cetuximab, determinat prin analiza t-test imperecheat.

Figura 39: Secventa aminoacidicd adnotata a LGRS uman.

Liderul indica secventa aminoacidicd decupata din proteina maturd, regiunea N acopera aminoacizii
21-70, inclusiv; LRR reprezinta regiunea cu repetitii bogate in leucind, LLR1 reprezinta regiunea 1 cu
repetitii bogate in leucind; LRR2 reprezinta regiunea 2 cu repetitii bogate in leucind etc. LLR1 incepe
la aminoacidul 71 si se termina la aminoacidul 94 (inclusiv); LLR2 incepe la 95 si se termina la 118,
inclusiv. CRL este regiunea linker bogata in cisteina. TM indica diferitele regiuni transmembranare,
iar C-TERM capdtul c-terminal al proteinei. Partile adnotate formeaza impreund o secventd
consecutiva indicatd SEQ ID NO: 1. Aceastd secventd completd este SEQ ID NO: 1. Aceasta
numerotare prevaleaza chiar daca, din unele motive, o altd secventa este indicata de asemenea ca SEQ
ID NO: 1.

Figura 40: Secventa aminoacidica adnotata a EGFR uman, de tip salbatic (GenBank NM_005228).

Se indica peptida de semnal, partea extracelulara, helixul trans-membranar anticipat si tirozin kinaza
intracelulara incluzand coada C-terminald. The annotated parts together form one consecutive
sequence designated SEQ ID NO: 2. Pirtile adnotate formeazd impreuna o secventd consecutiva
indicatd SEQ ID NO: 2. Aceasta numerotare prevaleaza chiar daca, din unele motive, o altd secventa
este indicatd de asemenea ca SEQ ID NO: 2.

Exemple

In sensul folosit in prezenta, "MFXXXX", unde X reprezintd in mod independent un
numar 0-9, se refera la un Fab cuprinzand un domeniu variabil, unde VH are secventa aminoacidica
identificatd de cele 4 cifre. Daca nu se indica altceva, regiunea variabild a lantului usor al domeniului
variabil are in mod tipic o secventd din Figura 3. Lantul usor are o secventd indicata in figura 3.
"MFXXXX VH" se referd la secventa aminoacidicd a VH identificata de cele 4 cifre. MF mai
cuprinde o regiune constantd a unui lant usor si o regiune constantd al unui lant greu care
interactioneaza in mod normal cu o regiune constantd a unui lant usor. PG se referd la un anticorp
monospecific cuprinzand lanturi grele si usoare identice. PB se referd la un anticorp bispecific cu doua
lanturi grele diferite. VH / regiunea variabild a lanturilor grele difera si in mod tipic la fel si regiunea
CH3, unde unul dintre lanturile grele are o mutatie KK a domeniului sau CH3 si celdlalt are mutatia
DE complementard a domeniului sdu CH3 (vezi ca referinta PCT/NL2013/ 050294 (publicatd ca
W02013/157954). In PB, PG si alte coduri, indicatia numericad este urmatd uneori de o indicatie a
lotului de productie. De exemplu, PB10651p06 se referd la PB10651 lot 6.

Exemplul: 1
Metode, materiale si selectia anticorpilor
Linii celulare:

Celulele Freestyle 293F (cat. nr. p/n51-0029) s-au obtinut de la Invitrogen si s-au mentinut in
mediu 293 FreeStyle. Liniile celulare HEK293T (ATCC-CRL-11268) si CHO-K1 (DSMZ ACC110)
au fost achizitionate de la ATCC si mentinute in DMEM/F12 (Gibco) suplimentat cu L-Glutamina
(Gibco) si FBS (Lonza).

Generarea vectorilor de expresie LGR4, LGR5, ZNRF3 si RNF43 recombinanti umani si de
soarece

LGR4 uman (h)LGR4 uman in lungime completd a fost prezent in vectorul pEF1_ Myc/His
(Invitrogen), contindnd 2 motive FLAG si 2 motive HA (pEF1_hLGR4-FLAG-HA) si a fost clonat in
pVaxl (Invitrogen), rezultand pVax1l_hLGR4-FLAG-HA. Secventa de insertie a fost confirmata prin
comparatie cu secventa de referinta NCBI NM_018490. Secventa a continut urmatoarele abateri la
nivel aminoacidic: P2A in peptida semnal. Insertia din constructul pEF1_hLGR4-FLAG-HA a fost
reclonata in pVaxl. Alternativ, hLGR4 in lungime completd in pVax1 a fost inlocuit cu o versiune
trunchiatdi a hLGR4; hLGR4(ECD)-GPA33(TM)-FLAG, avand ca rezultat pVaxl_hLGR4(ECD)-
GPA33(TM)-FLAG.

Secventa aminoacidicd a insertiei hLGR4-FLAG-HA in lungime completd (in pEF1_Myc/His si
pVax1) pentru expresie pe suprafata celulari
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MAGPLGLLOFLALGLLGSAGPSCAAPPLCAAPCSCDGDRERVDCSGRGLTAVPEGLEAFTQALDISM
NNITQLPEDAFKNFPFLEELQLAGNDLSFIHPKALSGLKELKVLTLQNNQLKTVPSEAIRGLSALGQS
LRLDANHITSVPEDSFEGLVQLEHLWLDDNSLTEVPVHPLSNLPTLQALTLALNKISSIPDFAFTNL
SSTAVVLHLIINNRIRSLSQGITCFDGLDNLETLDLN YNNLGEFPQATRALPSLRKELGTFTTISNSISVIPDGA
FDGNPLLRTIHLYDNPLSFVGNSAFHNLSDLHSLVIRGASMVQQFPNLTGTVHLESLTLTGTRISST
PNNLCQEQEMLETLDLSYNNIEDLPSFNGCHALEEISLGRNGIYQIKEGTFQGLISLRILDLSRNLIL
HEITHSRAFATLGPITNLDVSFNELTSFPTEGLNG LNQLRLYGNFRKLKEALAAKDFVNLRSLSVPY A
YQUCAFWGCDSYANLNTEDNSLGDUSVAQERGTADAANVTSTLENEELNSQIUIICTPSTGAFKPCE
YLLGSWMIRLTVWFIFLYALFFNLLVILTTFASCTSLPSSKLFIGLISVSNLFMGIYTGILTFLDAVSW
GRFAEFGIWWETGSGCRVAGFLAVFSSESATFLLMLATVERSLSAKDIMRKNGRKSNITLKQGFRVAALL
AFLGATVAGCFPLFHRGEYSASPLCLPFPTGETPSLGEFTVTLVLLNSLAFLLMAVIY TRLY CNLEKE
DLSENSQSSMIKHVAWLIFTNCIFFCPVAFFSFAPLITAISISPEIMRSVTILIFFPLPACLNPVLYVEF
NPEFKEDWKLLERRVTEKSGSYSVSISSQGGCLEQDFYYDCGMY SHLQGNLTVCDCCESFLLTEP
VSCKHLIKSHSCPALAVASCQRPEGYWSDOGTAQSAHSDYADEEDSFVSDSSDQVQACGRACKFYQS

RGFPLVRYAYNLPRVKDSRDYRKDDDDREAGADYKDDDDRILDGOY PYDVPDY AAGAYPYDVPDYA
In care:
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MAGPLGLLCFLALGLLGSAGPSGA:  peptida semnal
APPLUAAPCSCDGDRRVDUSGRGLTAVPEGLS AFTQALDISMNNITQLPEDAFKNFPFLEELGLAG
NDLSFIHPKALSGLEELEVLTLQNNQLKTVPSEAIRGLSALQSLRLDANHITSVPEDSFEGLVGLRH
LWLDDNSLTEVPVHPLSNLPTLQALTLALNKISSTPDF ARTNLSSLYVLHLHNNKIRSLSGHCFDGL
DNLETLDLNYNNLGEFPGAIKALPSLKELGFHSNSISVIPDGAFDGNPLLRTIHLYDNPLSFVGNS A
FIINLSDLHSLVIRGASMVQQFPNLTGTVIILESLTLTGTKISSIPNNLCQEQKMLRTLDLSYNNIRD

LPSFNGCHALEEISLORNQIYQIREGTFQGLISLRILDLSENLIHEIHSRAFATLGPITNLDVSFNELT

SFPTEGLNGLNQLELVGNFRLEKEALAAKDFVNLRSLSVPYAYQCCAFWGCDSYANLNTEDNSLQD
ISVAQEKGTADAANVTSTLENEEIISQIIIICTPSTGAFKPCEYLLGSWMIRLTYWFIFLVALFFNLL
VILTTFASCTSLPSSKLFIGLISVSNLFMGIYTGILTFLDAVSWGRFAEFGIWWETGSGCRVAGEFLAV
FSSESAIFLLMLATVERSLSAKDIMENGESNHLEGFRVAALLAFLGATVAGCFPLFHRGEYSASPL
CLPFPTGETPSLGFTVTLVLLNSLAFLLMAVIYTRLYCNLEKEDLSENSQSSMIKHVAWLIFTNCIF
FCPVAFFSFAPLITAISISPEIMKSVTLIFFPLPACTNPVLYVFFNPRFKEDWRKLLKRRVTRKKSGSVS
VSISSQGORCLEQDEYYDCGMYSHLQGNLIVCDCCESFLLTKPVSCKHLIKSHSCPALAVASCQRPE
GYWSDCGTQSAHSDY ADEEDSFVSDSSDQVQACGRACFYQSRGFPLVRYAYNLPRVED:  hL.GR4
(FL)

5L regiune linker

DYKDDDDK: . motiv FLAG

AGAL regiune linker

DYKDDDDE: motiv FLAG
LDGGE regiune linker

YPYDVPDYAD  motiv HA

AGA: regiune linker

YPYDVPDYA: motiv HA

Secventa aminoacidicd a insertiei hLGR4(ECD)-GPA33-FLAG in pVaxl pentru expresie pe
suprafata celulara:
MPGPLGLLCFLALGLLGSAGPSGAAPPLCAAPCSCDGDRRVDCSGEKGLTAVPEG
LSAFTQALDISMNNITQLPEDAFKNFPFLEELQTLAGNDLSFITTPKALSGLKIEELK
VETLQNNQLKTVESEAIRGLSALQSLRELDANIHITSVPEDSEFIEGLVQLRILWLDD
NSLTEVPVHPLSNLPTLQALTLALNKISSTPDFAFTNLSSLVVLHLHNNKIRSLS
QHCFDGLDNLETLDILNYNNLGEFPQATKATLPSTL.KELGFHSNSTSVIPDGAFDGN
PLLRTIHLY DNPLSFYGNSAFHNLSDLHSLVIRGASMVYQQFPNLTGTVHLESLT
LTGTKISSIPNNLCQEQKMLRTLDLSYNNIRDLPSFNGCHALEEISLQRNQIYQL
KEGTFQGLISLRILDLSRNLIHETHSRAFATLGPITNLDVSFNELTSFPTEGLNGL
NQLKLVOGNFKLKEALAAKDEIVNLRSLSVPYAYQCCAI'WGCDSYANLNTEDNSL
QDHSVAQEKGTADAANVTSTLENEEHSQIIIHCTPSTGAFKPCEYLLGSWMIR
VALYVGIAVGVVAALITIGITIYCCCCRGKDDNTEDKEDARPNREAYEEPPEQLRE

LSREREEEDDYRQEEQRSTGRESPDHLDQDYKDDDDK
In care:

peptida semnal
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MPGPLGLLCFLALGLLGSAGPSGA: signal peptide
APPLCAAPCSCDGDRRVDCSGKGLTAVPEGLSAFTQALDISMNNITQLPEDAFK
NIPFLEFLQILAGNDLSFITIPRALSGLKELKVLTLOQNNQLETVPSEATRGLSAT.Q
SLRLDANHITSVPEDSEFEGLVQLRHEWLDDNSLTIEVPVIIPLSNLPTLQAILTLAL
NEKISSIPDFAFTNLSSLYVVLHLAHNNKIRSLSQHCFDGLDNLETLDLNYNNLGEF
PQATKALPSLKELGFHSNSISVIPDGAFDGNPLLRTHILY DNPLSEFVONSAIRTINI
SDLITSIVIRCASMVQQEIPNLTGTVHLESLTLTGTKISSIPNNLCQIQKMLRTILLD
LSYNNIRDLPSFNGCIHALEETSLOQRNQIYQIKEGTFQGLISLRILDILSENTIHEIT
SRAFATLGPITNLDVSENELTSFPTEGLNGLNQLKLVGNFKLKEALAAKDEVNL
RSLSVPYAYQCCAFWGCDSYANLNTEDNSLRDHSVAQEKGTADAANVTSTLEN
EENSQUIHCTPSTGANKPCEY LLGSWMIR: hLGRAECD)
VAIYVGIAVOVVAALINGHTIYCCCCROGKDDNTEDKEDARPNREAY ICISPPEQILRE
LSREREEEDDYRQEEQRSTGRESPDHLDQ: secventa GPA33 continand regiunea TM
region

DYKDDDDK: FLAG
LGRS uman

(h)LGR5 uman in lungime completd a fost prezent in vectorul pEF1 Myc/His
(PEF1_hLGR5-FLAG-HA), continand 2 motive FLAG si 2 motive HA, si a fost clonat in pVaxl
(Invitrogen), avand ca rezultat pVax1l_hLGR5-FLAG-HA. Secventa de insertie a fost confirmata prin
comparatie cu secventa de referinti NCBI NM_003667.3. Insertia din constructul pEF1 _hLGRS-
FLAG-HA a fost reclonata in pVaxl, avand ca rezultat pVaxl hLGR5-FLAG-HA. Alternativ,
hLGR5 in lungime completd in pVaxl a fost inlocuit cu o versiune trunchiatdi a hLGRS;
hLGR5(ECD)-GPA33(TM)-FLAG, avand ca rezultat pVax1_hLGR5(ECD)-GPA33(TM)-FLAG.
Secventa aminoacidicd a insertiei hLGR5-FLAG-HA in lungime completd (in pEF1_Myc/His si
pVax1) pentru expresie pe suprafata celulari

MDTSRLGVLLSLPVLLAQLATGOSSPRSCVLLRGCPTHCHCEPDGRMLLRVD CSDLGLSELPSNLSV

FTSYLDLSMNNISQLLPNPLPSLRFLEELRLAGNALTYIPRGAFTGLYSLEVLMLGNNQLRHAVEPTE

ALGNLRSLQSLRLDANHISYVPPSCFSGLHSLRHLWLDDNALTEIPVQAFRSLSALQAMTLALNKI
ITHTPDY AFGNLSSLVVLITLITNNRITSLGRRCFDGLITSLETLDLNYNNLDEFPTATRTLSNLKELGE
TTSNNTRSIPERAFVOGNPSLITITIFYDNPIQFVGRSAFQILPELRTLTLNGASQITREFPDLTGTANLES
LTLTGAGQISSLPQTVONGQLPNLQVLDLSYNLLEDLPSFSVCGKLGKIDLRHNEIYEIKVDTFQQLLS
LESLNLAWNEKIAITHPN AFSTLPSLIKLDLSSNLLSSFPITGLHGLTHLKLTGNHALQSLISSENFPEL
KVIEMPYAYQUCAFGVCENAYRKISNQWNKGDNSSMDDLHKKDAGMFQAQDERDLEDFLLDFEE
DLEALHSVQCSPSPGPFPCENLLDGW LIRIGVWTIAVLALTCONALVTSTVERSPLY ISPIKLLIGVIA
AVNMLTGVSSAVLAGVDAFTFGSFARIIGAWWENGVGCITVIGFLSIFASESSVFLLTLAALERGFS A
KYSAKFETEAPFSSLEVIILLCALLALTMAAVPLLGGSKYGASPLCLPLPFGEPSTMGYMVALILLN
SLOFLMMTTAYTRLYCNLDEGDLENIWDCSMVKHTALLLFTNCILNCPVAFLSFSSLINLTFISPEVI
KFILLYVVPLPACLNPLLYLLFNPHFKEDLVSLRKQTY VW TRSKIPSLMSINSDDVEKQSCDSTQAL
VIFTSSSITYDLPPSSVPSPAYPVTES CHLSSVAFVPCLARDYKDDDDKAGADYEDDDDKLD GGYP

YDVPDYAAGAYPYDVPDYA
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In care:
MDTSRLGVLLSLPVLLQLATG: Ppeptida semnal

GSSPRSGVLLRGCPTHCHCEPDGRMLLREVDUSDLGLSELPSNLSVFTSYLDLSMNNISQLLPNPLP
SLRFLEELRLAGNALTYIPRGAFTGLYSLKVLMLONNGLRITVPTEALQNLRSLGSLRLDANTIISYVY
FRPSCRSGLHSLRULWLDDNALTEIPYQAFRSLSALGAMTLALNKIHTHPDYAFGNLSSLVVELHLIIN
NRIHSLOKKCFDGLHSLETLDLNYNNLDEFPTAIRTLSNLKELGFHSNNIRSIPERAFVGNPSLITI
LY DNPLQEY GRSAFQLLPELRTLT LNGASQITEFPDLTGTANLESLTLTGAQLSSLPQIVONQLEN
LOVLDLSYNLLEDLPSFSVOQRLQIIDLRHNEIYEILVD TFQQLLSLRSLNLAWNKIAITHPNAFSTL
PSLIKLDLSSNLLSSFPITGLITGLTITLRLTGNITALQSLISSENFPELRVIEMPYAYQUCAFGVCENA
YEISNGWNKGDNSSMDDLHEKDAGMFQAGDERDLEDFLLDFEEDLKALHSVQUSPSPGPFEPCE
HLLDOWLIRICVWTTAVLALTONALVTSTVFRSPLY TS PTKLLIGVIAAVNMLTGVSSAVLAOVDAFT
FOSFARHGAWWENG VO CHVIGFTLSTFASESSVFLLTLAALERGFSARYSARFETKAPFSSLIVITLL
CALLALTMAAVPLLGCGSKY GASPLOLPLPRGEPSTMGYMVALILLNSLCFLMMTIAYTILY CNLDIS
GDLENTWDCSMVKHIALLLF TNCILNCPVAFLSFSSLINLTFISPEVIKFILLVVVPLPACLNPLLYTL
FNPHFKEDLVSLRKGTYVWTRSKHPSLMSINSDDVEKQSCDSTQALVTHTSSSITY DLPPSSY PSPA
YPVTESCHLSSVAFVPCL: hL.GRS

AR:  regiune linker

DYEKDDDDIK,  motiv FLAG

AGA: regiune linker
DYRDDDDR: . motiv FLAG
LDGG T regiune linker
YPYDVPDYA: motiv HA
AGA: regiune linker
YPYDVEDYA: motiv HA

Secventa aminoacidica a insertiei hLGR5(ECD)-GPA33(TM)-FLAG in pVaxl pentru expresie pe
suprafata celulara:
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MDTSRLGVLLSLPVLLQLATGGSSPRSGVLLRGCPTHCHCEPDGRMLLRVDCS
DLGLSELPSNLSVITSYLDLSMNNISQLLPNPLPSLRILEELRLAGNALTYIPKG
AFTGLYSLEKVLMLGNNQLRHVPTEALQNLRSLOQSLRLDANHISY VPPSCFSGLH
SLRIHLWLDDNALTIEIPYQAFRSLSALQAMTLALNKILHITIPDYAFGNLSSLVVLLL
LHNNRIHSLGKKCFDGLHSLETLDLNYNNLDEFPTAIRTLSNLKELGFHSNNIR
SIPERKAFVGNDPSLITIHFYDNPIQFVGRSAFQHLPELRTLTLNGASQITEFPDLTG
TANLESLTLTGAQISSLPQTVCNQLPNLQVLDLSYNLLEDLPSFSVCQKILQKIDI.
RUNEKIYEIKVDTIFQQLLSLRSL.NLAWNKIAITIPNAKSTLPSLIKLDLSSNLLSS K
PITGLHGLTHLKLTGNHALQSLISSENFPELEVIEMPYAYQCCAFGVCENAYKIS
NQWNKGDNSSMDDLHKKDAGMEQAQDIERD LIEDILLDIC IS ED LKALEISVQCSP
SPGPFKPCEHLLDGWLIRVALYVGIAVGYVAALIINGITITYCCCCRGKDDNTEDKE
DARPNREAYEEPPEQLRELSREREEEDDYRQEEQRSTGRESPDHLDQDYKDDD
DK

In care:
MDTSRLGVLLSLPVLLQLATG: peptida semnal
GSSPRSGVLILRGCPTHCHCEPDGRMLLRVDCSDLGILSELPSNTLSVFTSYILL.DLSM
NNTSQLILPNPLPST.RFLEELRLAGNALTYIPKGAFTGLYSLKVIMLQNNQLRHV
PTIEATLQNLRSTLQSLRLDANITISYVPPSCISGLHSLRITEW LD DNALTEEIPVQARR
SLSALGQAMTLALNKIHHHPDYARGNLSSLVVEHLHNNRITSLGKKCKDGLIHSLLK
TLDENYNNLDEFPTAIRTLSNLKEELGFTISNNIRSIPEKAFVGNPSLITHIFY DNPI
QRFVGRSAFQHLPELRTLTLNGASQITEFPDLTGTANLESLTLTGAQISSLPQTVC
NQLPNLQVLDLSYNLLEDLPSFSVCQELQKIDLREHNEIYEIKVDTFQQLLSLRSL

NLAWNKIAIIHPNAFSTLPSLIKLDLSSNLLSSFPITGLHGLTHLKLTGNHALQSL
TSSENTPELRVIEMPYAYQCCARGVCENAYKISNQWNRGDNSSMDDTITKKDAG
MFQAQDERDLEDFLLDFEEDLKALHSVQCSPSPGPFKPCEHLLDGWLIR:
LGRS (ECD)

VALY VGIAVGVVAALULCLLY CCCCROGKDDNTEDKEDARPNREAY EEPPEQLRE
LSREREEEDDYRQEEQRSTGRESPDHLDQ:  gocyenia GPA33 confingnd regiunca TM
region

DYKDDDDIK: FLAG
LGR5 murin

cADN care codifica (m)LGR5S murin in lungime completd (FL) a fost prezent in
pEF1_Myc/His (Invitrogen), contindnd un motiv cMyc si un motiv HIS (pEF1_mLgr5-Myc-HIS).
Secventa cADN mLgrS5 a fost confirmata prin secventiere si comparatie cu secventa de
referinta NCBI NM_010195.2.
Secventa aminoacidicd a insertiei (M)Lgr5-Myc-HIS murin in lungime completd in pEF1_Myc/His
pentru expresie pe suprafata celulari
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MDTSCVHMLLSLLALLQLVAAGSSPGPDAIPRGCPSHCHCELDGEMLLRVD CSDLGLSELPSNLSY
FTSYLDLSMNNISQLPASLLIIRLCFLEELRLAGNALTIITPKGAFTGLIISLKVLMLQNNQLRAVPEE
ALQNLRSLOSLRLDANHISYVPPSCFSGLHSLRHLWLDDNALTDVPVQAFRSLSALOQAMTLALNKI
IMTMADYAFGNLSSLVVLITLIINNRITSLGRKRKCFDGLITSLETLDLNYNNLDEFPTATKTLSNLKELGE
ITSNNTRSTPERAFVGNPSLITITFYDNPIQFVGVSAFQITLPELRTLTLNGASHITEFPITLTGTATLES
LTLTGAKISSLPQAVCDQLPNLGVLDLSYNLLEDLPSLSGCQKLQKINDLRANEIYETRGSTFQQLEN
LRSENLAWNRKTAITHPNAFSTLPSLIKLDLSSNLLSSFPVTGLHGLTHLKLTGNRALQSLIPSANFPE
LKINEMPSAYQUCAFGGCENVYKISNQWNKDDGNSVDDLHKKDAGLFQVQDERDLEDFLLDKFEE
DLEALHSVQCSPSPGPFIPCLEHLFGSWLIRIGYWTTAVLALSCNALVALTVERTPLYISSIKLLIGY]
AVVDILMGVSSAVLAAVDAFTFGRFAQHGAWWEDGIGCQIVGELSIFASESSIFLLTLAALERGEFSY
ROCSSKFEVRAPLFSLRAIVLLCVLLALTIATIPLLGGSKYNASPLCLPLPIGEPSTTGYMVALVLLNS
LOFLIMTIAYTKLYCSLEKGELENLWDCSMYKHIALLLFANCILY CPVAFLSISSLLNLTFISPDVIK
FILLVIVPLPSCLNPLLYTVFNPHFEEDMGSLGEKHTRFWMRSKHASLLSINSDDVEKRSCESTQALV
SFTHASTAYDLPSTSGASPAYPMTESCITLSSVAFVPCLAAARGITPT EQRLISEEDLNMHTGITITTITTTT

H
In care:

MDTSCVHMLLSLLALLGLVAA  Peptida semnal
GSSPGPDATPRGCPSITCITCRLDGRMLLRVDCSDLGLSELPSNLSVETSYLDLSMNNTSQLPASLILH
RLCFLEELRLAGNALTHIPRGAFTGLHSLEKVLMLOQNNQLRQVPEEALONLRSLOQSLRLDANHISYV
PPSCFSGLISLRIILWLDDNALTDVPVQAFRSLSALQAMTLALNIUHINADYAFGNLSSLVVLIILIIN
NRITSLGKKCFDGLISLETLDENYNNLDEFPTATRTLSNLKELGFTISNNTRSIPERAFVGNPSLITI
HFYDNPIQFVGVSAFQHLPELRTLTLNGASHITEFPHLTGTATLESLTLTGARISSLPQAVUDRLPN
LAQVLDLSYNLLEDLPSLSGCQRLAQKIDLRIINEIY EIKGSTFQQLINLRSLN LAWNEKIALTIPNAFST
LPSLIKLDLSSNLLSSFPVTOGLHGLTHLELTGNRALKSLIPSANFPELRKITEMPSAYQUCAFGGCENY
YRISNQWNRKDDGNSYVDDLHKRDAGLFQVQDERDLEDFLLDFEEDLKALHSVQUSPSPGPFRPCE
HLFGSWLIRIGVWTTAVLALSCNALVALTVFRTPLYISSIKLLIGVTAVVDILMGVSSAVLAAVDAFTF
GRFAQHGAWWEDGIGCQIVGEFLSIFASESSIFLLTLAALERGEFSVIRCSSKFEVIKAPLFSLEAIVLLCY
LLALTIATIPLLGGSKYNASPLCOLPLPFGEPSTTGY MVALVLLNSLCFLIMTIAYTKLY CSLEKGELE
NLWDCSMVRKHTALLLFANCILY CPVAFLSFSSLLNLTFISPDVIKFILLVIVPLPSCLNPLLYTVFNPH
FEKEDMGSLGKHTRFWMRSKHASLLSINSDDVERRSCESTQALVSFTHASIAYDLPSTSGASPAYIPM
TESCHLSSVAFVPUL: mLGRS (F1.)
AAARCHPF: linker
EQKLISEEDL: motiv de epitop derivat din cMyc
NMHTC: linker
L - motiv Hexa His
Clonarea cADN care codifici ZNRF3 uman

cADN care codificd (h)ZNRF3 uman (Genbank NM_001206998.1) s-a folosit ca matrita
pentru amplificarea partilor specifice ale cADN (domeniul extracelular (ECD): aminoacizi 1 - 219,
sau partea ECD-TM (mutant de trunchiere): aminoacizi 1 - 256). Pentru a putea exprima proteina tinta
pe suprafata celulelor antigen-negative si pentru a putea genera clone celulare stabile, CADN care
codifica ECD al hZNRF3 a fost clonat in pDisplay (pDisplay hZNRF3(ECD)-cMyc-PDGFR(TM)) si
un mutant de trunchiere (ECD cu regiunea TM autologd) a fost clonat in pcDNA3.1

(pcDNA3.1_hZNRF3(ECD-TM)). Constructul pDisplay permite confirmarea expresiei de suprafatd
proteica printr-un motiv de epitop derivat din cMyc extracelular. Primerii specifici au fost proiectati,
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sintetizati si folositi pentru amplificarea partilor specifice ale hZNRF3. Acestia s-au clonat apoi in
pDisplay (numai ECD), avand ca rezultat pDisplay_hZNRF3(ECD)-cMyc-PDGFR(TM) si in
pcDNAS3.1 (ECD cu regiune TM), avand ca rezultat pcDNA3.1_hZNRF3(ECD-TM) pentru expresie
in celule (antigen-negative).
Clonarea cADN care codifici ZNRF3 ECD murin si RNF43 ECD uman si producerea proteinei
recombinante

CADN-urile care codifica ECD al (m)ZNRF3 murin (Genbank NM_001080924.2, aminoacizi
53-205, peptida semnal folosita s-a obtinut din cistatin) si ECD al RNF43 uman (GenBank
NM_017763, aminoacizi 24-109, contindnd secventa lider cistatin) s-au folosit pentru a genera
proteine recombinante purificate, cu motiv his, constand din ECD ale tintelor, in vector pUPE (U-
Protein Express BV). Pe scurt: constructele (Peng et al. 2013 Plos ONE 8:2-10) s-au transfectat in
celule Hek293E (293 c18 ATCC, CRL-10852) si, dupa o saptaimand de productie, s-a recoltat
supernatantul continand proteina. Proteinele cu motiv hexa HIS s-au purificat prin IMAC
(cromatografie de afinitate cu ioni de metal imobilizati) si filtrare in gel. Un alt cADN care codifica
ECD (optimizat cu codoni) al ZNRF3 murin a fost realizat sintetic si clonat in cadru cu un motiv de
epitop derivat din cMyc si regiunea transmembranara a receptorului factorului de crestere derivat din
trombocite (PDGFR) in pDisplay pentru expresie pe suprafata celulara (pDisplay mZnrf3-cMyc-
PDGFR(TM)).
Clonarea cADN care codifici RNF43 uman

cADN care codifica (h)RNF43 uman (GenBank NM_017763) s-a folosit ca matritd pentru
amplificarea partilor specifice ale cADN (domeniul extracelular (ECD): aminoacizi 1 - 199, sau partea
ECD-TM (mutant de trunchiere): aminoacizi 1 - 222). Pentru a putea exprima proteina tintd pe
suprafata celulelor antigen-negative si pentru a putea genera clone celulare stabile, cADN care
codifica ECD al hRNF43 a fost clonat in pDisplay (pDisplay_hRNF43(ECD)-cMyc-PDGFR(TM)) si
un mutant de trunchiere al hRNF43 (ECD cu regiunea TM autologd) a fost clonat in pcDNA3.1
(pcDNA3.1_hRNF43(ECD-TM)). Constructul pDisplay permite confirmarea expresiei de suprafatd
proteica printr-un motiv de epitop derivat din cMyc extracelular. Primerii specifici au fost proiectati,
sintetizati si folositi pentru amplificarea partilor specifice ale hZNRF3. Acestia s-au clonat apoi in
pDisplay (numai ECD, in scop de imunizare) si in pcDNA3.1 (ECD cu regiune TM) pentru expresie
in celule (antigen-negative) si generarea clonelor celulare care exprima stabil tinta.
Clonarea cADN care codifici RNF43 murin

cADN care codifica ECD al (m)RNF43 murin (Genbank NM_172448.3, aminoacizi 1-199) a
fost ordonat ca o gena sinteticd si a fost clonat in cadru cu un motiv de epitop derivat din cMyc si
regiunea transmembranara a receptorului factorului de crestere derivat din trombocite (PDGFR) in
pDisplay pentru expresie pe suprafata celulara pDisplay mRnf43-cMyc- PDGFR(TM).
ZNRF3(ECD) uman in secventa aminoacidica pDisplay pentru expresie pe suprafata celulara:

MRPRSGGRPGATGRRRRRLRRRPRGLRCSRLPPPPPLPLLLGLLLAAAGPGAAR
ARETAPVEVVLIESSPSGDYTTYTTGLTGRISRAGATLSAEGETVQRQMITPLGLCN

NNDEEDLYEYGWVGVVKLEQPELDPKPCLTVLGEKAKRAVQRGATAVIFDVSEN
PEAIDQLNQGCSEDPLKRPVVYVKGADAIKLMNIVNKQKVARARIQIIRPPRQPTIY
YFDMVDEQKLISEEDLNAVGQDTQEVIVVPHSLPFEKVVVISAILALVVLTIISLITL

IMLWQKKPR
In care:

MRPRSGGRPGATGRRRRRILRRRPRGILRCSRILPPPPPLPLLLGLILAAAGPGAAR
A peptida semnal

KETAFVEVVLEFESSPSGDYTTYTTGLTGRFSRAGATLSAEGEIVQMHPLGLCNN
NDEEDLYEYGWVGVVKLEQPELDPKPCLTVLGKAKRAVQRGATAVIFDVSEND
EAIDQLNQGSEDPLKRPVVYVKCADAIKLMNIVNKQKVARARIQHRPPRQPTEY
FDM:

ECD al ZNRF3 VD uman: aminoacizi codificati de situsuri de clonare

EQKLISEEDL: motiv de epitop derivat din cMyc
NAVGQDTQEVIVVPHSLPFKVVVISAILALVVLTIISLIILIMLWQKKPR:
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secventa PDGFR continand regiunea TM

Secventa aminoacidica a mutantului de trunchiere ZNRF3 uman pentru expresie
pe suprafata celulara:

MRPRSGGRPGATGRRRRRLRRRPRGLRCSRLPPPPPLPLLLGLLLAAAGPGAAR
AKETAPVEVVLEESSPSGDYTTY TTGLTGRISRAGATLSALGEIVQMIIPLGLCN
NNDEEDLYLEYGWVYGVVKLEQPELDPKPCLTVLGKAKRAVQRGATAVIFDVSEEN
PEAIDQLNQGSEDPLEKRPVVYVEKGADAIKLMNIVNKQEVARARIQHRPPRQPTE
YFDMGIFLAFFVVVSLVCLILLVKIKLKQRRSGNSMNRPAV

In care:

MRPRSGGRPGATGRRRRRILRRRPRGILRCSRLPPPPPLPLLLGLILAAAGPGAAR
At peptida semnal

KETAFVEVVLFESSPSGDYTTYTTGLTGRFSRAGATLSAEGEIVQMHPLGLCNN
NDEEDLYEYCWVGVVKLEQPELDPKPCLTVLGKAKRAVQRGATAVIFDVSENP

EAIDQLNOQGSEDPLEKRPYVVYVEKGADAIKLMNIVNKQEVARARIQGHRPPROPTEY
FD: ECD al ZNRF3 uman

MGIFLAFFVVVSLYV : regiune TM anticipata
CLILLVKIKLKQRRSQNSMNRPAYV: coada intracelulara

ZNRF3 murin ECD-His in secventa aminoacidica pUPE solubuld pentru expresia proteinei
solubile:

GSKETAFVEVVLFESSPSGDYTTHTTGLTGRFSRAGAMLSAEGEIVQMHPLGLC
NNNDEEDLYEYGWVGVVKLEQIPELDPKIPCLTVLGKAKRAVQRGATAVIFDVSE

NPEAIDQLNQGSEDPLKRPVVYVKGADAIKLMNIVNKQKVARARIQHLAAAHH

HHHH
In care:

GS : aminoacizi codificati de situsuri de clonare

KETAFVEVVLFESSPSGDYTTHTTGLTGRFSRACAMLSAEGEIVQMHPLGLCN
NNDEEDLYEYGWVGVVKLEQPELDPKPCLTVLGKAKRAVQRGATAVIFDVSEN
PEATDQRLNQGSEDPLKRPVVYVKGADATKLMNIVNKQKVARARIQIL: CD of
mouse 2 ECD al ZNRF3 murin

AAA : aminoacizi codificati de situsuri de clonare
HHHHHH : motiv Hexa His

Secventa (m)ZNRF3 murin in secventa aminoacidicd pDisplay exprimata pe suprafata
celulara:
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MRPRSGGRPGAPGRRRERRLRRGPRGRRLPPPPPLPLLLGLLLAAAGPGAARAKE
TAFVEVVLFESSPSGDYTTHTTGLTGRFSRAGAMLSAEGEIVQMHPLGLCNNN
DEEDLYEYGWVGVVKLEQPELDPKPCLTVLGKAKRAVQRGATAVIIDVSENPLE
AIDQLNQGSEDPLKRPVVYVKGADAIKLMNIVNKQKVARARIQIILPPRQPTIEY Y

DMVDEQKLISEEDLNAVGQDTQEVIVVPIHSLPIFKVVVISATLALVVETHSLITLIM

LWQKKDPR
In care:

MRPRSGGRPGAPGRRRRRLRRGPRGRRLPPPPPLPLLLGLLLAAAGPGAARA: peptida semnal

KETAFVEVVLFESSPSGDYTTHTTGLTGRFSRAGAMLSAEGEIVQMHPLGLCN
NNDEEDLYEYGWVGVVKLEQPELDPKPCLTVLGKAKRAVQRGATAVIFDVSEN
PEAIDQLNQGSEDPLKRPVVYVEKGADAIKLMNIVNKQEVARARIQHLPPRQPTE
YEDM: ECD mZNRF3

VD: aminoacizi codificati de situsuri de clonare
EQKLISEEDL: motiv de epitop derivat din cMyc

NAVGQDTQEVIVVPHSLPFKVVVISAILALVVLTHSLILIMLWQKKPR:
secventa PDGFR continand regiunea TM

RNF43 uman in secventa aminoacidica pDisplay pentru expresie pe suprafata celulari:

MSGGHQLQLAALWPWLLMATLQAGEFGRTGLVLAAAVESERSAEQKAIIRVIPL
KMDPTGEKLNLTLEGVIFAGVAEITPALGKLMQSIPLY LCNASDDDNLEPGEISIV
KLESPRRAPRPCLSLASKARMAGERGASAVLEDITEDRAAALQLQQPLGLTWPY
VLIWGNDAEKLMEFVYKNQKAHVRIELKEPPAWPDY DVVDEQKLISEEDLNAV
GQDTQREVIVVPHSLPFKVVVISAILALVVLTHSLIILIMLWQKKPR

In care :
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MSGGHQLQLAATWPWLLMATLQAGFGRTGLVLAAAVESERSA @ peptida semnal

EQKATIRVIPLEMDPTGEINLTLEGVFAGVAEITPAREGKLMQSHPLYLCNASDD

DNLEPGFISIVKLESPRRAPRPCLSLASKARMAGERCASAVLEDITEDRAAALQL

QAPLGLTWDPVVLIWGNDAEKLMEFVYKNQKAHVRIELKEPPPAWDPDYDV: ECD
ECD al RNF43 uman

VD : aminoacizi codificati de situsuri de clonare
EQKLISEEDL : motiv de epitop derivat din Myc

NAVGQDTQEVIVVPHSLPFRVVVISATLALVVLTIISLITLIMLWQKKPR : PDGFR
secventa PDGFR continand regiunea TM

RNF43 murin in secventa aminoacidica pDisplay pentru expresie pe suprafata celulara

MSGGHQLQLAVIWDPWLLMATLHAGFGHTGRVLAAAVESERSAEQKAVIRVIPL
KMDI'TGKLNLTLEGVFAGVAEVTPAEGKLMQSHPLYLCNASDDDNLEPGFISI

VKLESPRRAPRPCLSLASKARMAGERGANAVLFDITEDRSAAEQLQQPLGLTKP
VVLIWGSDAAKLMEFVYKNRKAYVWIELKEPPAGANYDVVDEQKLISEEDLNA

VGQDTQREVIVVPHSLPFEKVVVISAILALVVLTIISLIILIMLWQEKKPR
In care:
MSGGITQLLAVIWPWLIMATLIHHAGFCGIITGRVLAAAVESERSA : eiemal nantida

EQKAVIRVIPLKMDPTGKLNLTLEGVFAGVAEVTPAEGKLMQSH] Peptida semnal

DDNLEPGFISIVKLESPRRAPRPCLSLASKARMAGERGANAVLEDITEDRSAAEQ

LQQPLGLTKPVVLIWGSDAAKLMEFVY KNRKAYVWIELKEPPAGANYDV: ECD
ECD al RNF43 murin

VD:: aminoacizi codificati de situs de clonare

EQKLISEEDL:; motiv de epitop derivat din Myc
NAVGQDTQEVIVVPHSLPFRVVVISAILALVVLTIISLITLIMLWQEKKPR: PDGFR

* secventa PDGFR continand regiunea TM

Clonarea ortologilor de macac si sobolan ai LGR5 si EGFR

cADN care codifici LGRS de macac a fost amplificat cin cADN din colon si ficat de macac
folosind primeri specifici umani (Cyno-LGR5-FOR:
5'-CCAGCAGGATCCGCCGCCACCATGGACACCTCCCGGCTCGGTG-3' si
Cyno-LGR5-REV:
5'- CCAGCAGCGGCCGCTTAGAGACATGGGACAAATGCCAC-3).
S-a adaugat DMSO in reactie pentru a imbunatati randamentul si specificitatea reactiilor PCR. cADN
din colon si ficat a permis amplificarea benzii 2.7kb anticipate si produsul PCR obtinut din cADN de
colon s-a folosit pentru clonare. cCADN obtinut a fost clonat in pcDNA3.1 (BamH1-Not1) si secventiat.
Secventa care codificd un receptor EGF himeric alcatuit din domeniul extracelular de macac (descris
si iIn WO2010/022736-A2) cuplat cu partea transmembranara si intracelulard umand s-a obtinut din
brevetul US2010/0183615-Al (pagina 79) si cADN codificator a fost optimizat cu codoni pentru
expresie in celule umane, ordonat si clonat de GeneArt. Acest cADN s-a reclonat apoi in pcDNA3.1
folosind Nhel si Notl. cADN-urile care codifica EGFR de sobolan si LGRS de sobolan sunt
disponibile prin Sino Biological (cADN care codifica EGFR de sobolan: cat. nr. RG80100-UT,;
referinti GenBank HMS801041.1) si Origene (cADN care codifici LGRS de sobolan: cat. nr.
RN202738; referinti GenBank NM_001106784). Ambele cADN-uri s-au reclonat in pcDNA3.1
folosind Kpn1l si Notl. Toate CADN-urile au fost secventiate si indicate ca fiind corecte.
Secventa aminoacidica a LGRS wt de macac in lungime completi
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MDTSRLGVLLSLPVLLQLAAGSSSPRSGALLRGCPTHCHCEPDGRMLLRVDCSD
LGLSELPSNLSVEFTSYLDLSMNNISQLLPNPLPSLRFLEELRLAGNALTYIPKGA
ITGLYSLKVEMLQNNQLRQVPTEALQNLRSLQSLRLDANIIISYVPPSCISGLLLS
LRHLWLDDNALTEIPVQAFRSLSALQAMTLALNKIHHIPDYAFGNLSSLVVLHL
HNNRIHSLGKKCFDGLHSLETLDLNYNNLDEFPTAIRTLSNLKELGFHSNNIRS
TPEKATVGNPSLITHTFYDNPIQTVGRSAFQILPELRTLTINGASQITEFPDLTGT
ANLESLTLTGAQISSLPQTVCNQLPNLQVLDLSYNLLEDLPSFSVCQKLQKIDLR
HNEIYEIKVDTFQQLLSLRSLNLAWNKIAITHPNAFSTLPSLIKLDLSSNLLSSFP
VIGLHGLTHLKLTGNHALQSLISSENFPELKITEMPYAYQCCAFGVCENAYKIS

NQWNKGDNSSMDDLHKKDAGMEFQVQDERDLEDFLLDFEEDLKALHSVQCSP

SPGPIKPCEIILLDOWLIRICVWTIAVLALTCNALVTSTVIFRSPLYISPIKLLIGVIA
VVNMLTGVSSAVEAGYDAFTFGSFARITGAWW ENGVGCQVIGELSIFASESSVIFLL
LTLAALERGISVKCSAKFLETKAPFSSLKVIILLCALLALTMAAVPLLGGSEYCAS

PLCLPLPFGEPSTTGYMVALILLNSLCFLMMTIAYTKLYCNLDKGDLENIWDCS

MVKIHALLLETNCIHLYCPVAFR LS FSSLINLTFISPEVIKEFHLLVIVPLPACLNPLLYI
LFNPHFKEDLVSLOKQTY FWTRSKHPSLMSINSDDVEKQSCDSTQALVTETSSS
TAYDLPPSSVPSPAYPVTESCIILSSVAFVPCLL

In care:

MDTSRLGVLLSLPVLLQLAAG peptida semnal
SSSPRSGALLRGCPTHCHCEPDGRMLLRVDCSDLGLSELPSNLSVETSYLDLSM
NNISQLLPNPLPSLRFLEELRLAGNALTYIPKGAFTGLYSLKVLMLQNNQLREQV
PTEALGNLRSLOQSLRLDANHISYVPPSCFSGLHSLRHLWLDDNALTEIPVQAFR
SLSALQAMTLALNKIHIIIPDYALFGNLSSLVVLIILIINNRIUISLGKKCEFDGLIISLE
TLDILNYNNLDEFPTAIRTLSNLEKELGFHSNNIRSIPEKAFVGNDPSLITIHFYDNDI
QIVGRSAFQIILPELRTLTLNGASQITEFPDLTGTANLESLTLTCAQISSLPQTVC
NHLPNLGQVLDLSYNLLEDLPSFSVCQKLQKIDLRHNEIYEIKVDTFQGQLLSLRSL
NLAWNKIAITTHPNAFSTLPSLIKLDLSSNLLSSFPVTGLHGIL THLKI. TGNHALQS
LISSENFPELKIITEMPYAYQCCAFGVCENAYKISNQWNKGDNSSMDDLHEKDA
GMFQVQDERDLEDFLLDFEEDLKALHSVQCSPSPGPFKPCEHLI.DGWILIRIGY
WTIAVLALTCNALVTSTVIRSPLY ISPIKLLIGVIAVVNMLTGVSSAVLAGVDALTT
FGSFARHGAWWENGVGCQVIGFLSIFASESSVFLLTLAALERGFSVEKCSAKFET
KAPFSSLEKVIILLCALLALTMAAVPLLOGSEY GASPLCLEPLPEGLEPSTTGYMVALI
LINSLCFLMMTIAYTKLYCNLDKGDLENIWDCSMVKHIALLLFTNCILYCPVAL
LSISSLLNLTFISPEVIKFILLVIVPLPACLNPLLY ILENPHFKEDLVSLGKQTY I'W
TRSKHPSLMSINSDDVEKQSCDSTQALVTEFTSSSIAYDLPPSSYVPSPAYPVTESC
HLSSVAFVPCL LGRS de macac

Generarea liniilor celulare care supraexprimi LGR4, LGRS, ZNRF3 si RNF43

Constructele care exprimda hLGR4 (pEF1_hLGR4-FLAG-HA), hLGR5 (pEF1_hLGR5-
FLAG-HA), hZRNF3(ECD) (pcDNA3.1_hZNRF3(ECD) si
pDisplay_hZNRF3(ECD)-Myc-PDGFR(TM)) si hRNF43(ECD) (pDisplay hRNF43-(ECD)-Myc-
PDGFR(TM)) s-au folosit pentru a genera clone Freestyle 293F si CHO-K1 care exprima stabil
proteinele respective. Constructele au fost transfectate temporar in celule Freestyle 293F si CHO-K1
folosind transfectie cu PEI (celule Freestyle 293F) sau lipofectamina (celule CHO) si selectate prin
FACS folosind anticorpi care reactioneaza cu tintele. Dupa transfectia reusita, celulele Freestyle 293F
si CHO-K1 au fost Insamantate 1n dilutie limitativa si cultivatd in 0.5 mg/ml G418 pentru a obtine
clone celulare stabile. Dupa 2-3 sdptamani de selectie, clonele au fost analizate prin FACS. Clonele
selectate au fost amplificate prin Insdmantare in serie, retestate in FACS si congelate la -150°C.
Soareci folositi pentru imunizare

Pentru generarea anticorpilor umani care se leaga de LGR4, LGR5, ZNRF3 si RNF43,
soarecii transgenici pentru lantul usor VKI1-39 uman (soareci cu lant usor comun, vezi
W02009/157771) si pentru un minilocus al lantului greu uman (HC) (cuprinzand o selectie de
segmente genice V umane, toate D umane si toate J umane) au fost imunizati cu ADN care codifica
proteinele sau ADN recombinant asa cum se descrie pe scurt mai jos. Acesti soareci sunt denumiti
soareci MeMo®'.
Imunizari
Imunizari cu ADN hLGR4/hLGR5
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18 soareci au fost imunizati cu 20 pg ADN plasmidic (pVaxl hLGR4-FLAG-HA si
pVax1l hLGR5-FLAG-HA) care exprimi hLGR4 si hLGRS5 in lungime completi. in plus, 12 soareci
au fost imunizati cu 20 ug ADN plasmidic din domeniul extracelular al hLGR4 si hLGRS fuzionat cu
domeniul transmembranar al GPA33 si un motiv Flag (pVaxl hLGR4(ECD)-GPA33-FLAG si
pVax1l_hLGR5(ECD)-GPA33-FLAG). Soarecii au fost vaccinati in ziua 0, 3, 6, 14, 17, 28, 31, 49, 63,
70, 84 i 91.

Imunizari cu proteine LGR4, LGR5, ZNRF3, RNF43

Sase soareci au fost imunizati cu 40 ug proteina (rh)LGR4-Fc recombinant uman (RND
systems nr. cat. 7750-GP), rhLGR5-Fc (RND systems nr. cat. 8078-GP), rhZNRF3-Fc (RND systems
nr. cat. 7994-RF) sau rhRNF43-Fc (RND systems nr. cat. 7964-RN) dizolvata in PBS si suplimentata
cu 40 pl adjuvant Gerbu MM (Gerbu Biotechnik). Soarecii au primit apoi doze suplimentare de 20 pg
proteind recombinantd (+ 20 pl adjuvant Gerbu MM) in ziua 14 si ziua 28, urmate de alte doze
suplimentare de 20 pg proteina recombinanta pana cand s-a observat un titru seric sau perioada de
imunizare a fost mai mare de trei luni.

Determinarea titrelor de anticorp

S-au determinat titrele anti-hLGR4, hLGR5, hZNRF3 sau hRNF43 in ser de la soareci
imunizati prin FACS pe celule Freestyle 293F care supraexprima tinta respectiva.
Recuperarea tesutului limfoid

S-au indepartat splina si ganglionii limfatici de drenaj de la toti soarecii imunizati cu succes
(vezi tabelul 1). Suspensiile de celule individuale s-au generat din splina si ganglionii limfatici
inghinali, dupd care aceste tesuturi au fost lizate in reactiv Trizol si congelate la -80°C péand la
utilizare.

Generarea repertoriilor de anticorpi fagici “imuni' prin clonarea RT-PCR a genelor VH

De la soarecii imunizati cu succes s-au folosit ganglionii limfatici inghinali pentru realizarea
repertoriilor de anticorpi fagici 'imuni'. ARN s-a extras din tesutul limfoid folosind Trizol si s-a folosit
1ug de ARN total intr-o reactie RT folosind un primer specific pentru IgG-CH1. cADN rezultat s-a
folosit pentru amplificarea grupului policlonal al cADN care codifica VH folosind primeri VH-
specifici dezvoltati intern in esentd asa cum se descrie in Marks et al. (J Mol Biol. 1991 Dec
5;222(3):581-97). Produsul PCR rezultat a fost clonat apoi intr-un vector fagemid pentru prezentarea
fragmentelor Fab pe fag, asa cum se descrie in de Haard et al. (J Biol Chem. 1999 Jun
25;274(26):18218-30) cu exceptia faptului cd lantul usor a fost identic pentru fiecare anticorp si
codificat de vector. Dupa ligare, fagemidele s-au folosit pentru a transforma bacteriile E.coli TG1 si
bacteriile transformate au fost asezate pe placi de LB-agar contindnd ampicilina si glucoza. Toate
bibliotecile de fagi au continut >10° transformanti si au avut o frecventa de insertie > 80%. Bacteriile
au fost recoltate dupa crestere peste noapte si folosite pentru prepararea fagului conform protocoalelor
cunoscute (de Haard et al., J Biol Chem. 1999 Jun 25;274(26):18218-30).

Selectia fragmentelor Fab purtitoare de fagi care se leaga specific de LGR4, LGRS, ZNRF3 si
RNF43 din repertorii de anticorpi sintetici sau fagici “imuni'

Bibliotecile de fagi au fost recuperate conform procedurilor standardizate (J Mol Biol. 1991
Dec 5;222(3):581-97; J Biol Chem. 1999 Jun 25;274(26):18218-30) si fagii s-au selectat in doud
runde de selectie in cazul repertoriilor sintetice generate intern si o singura runda in cazul repertoriilor
de anticorpi fagici imuni. in prima runda, proteina recombinanti a fost aplicata pe godeurile unei placi
MAXISORP™ ELISA sau intr-un imunotub NUNC, in timp ce in a doua runda s-au folosit proteina
recombinanta sau celule care supraexprima tinta. Placile ELISA MAXISORP™ sau imunotuburile au
fost blocate cu 4% ELK. Bibliotecile de anticorpi fagici au fost de asemenea blocate cu 4% ELK si
surplus de 1gG uman pentru depletia liantilor regiunii Fc inainte de addugarea bibliotecii de fagi in
antigen.

Incubarea cu biblioteca de fagi cu proteina aplicata s-a efectuat 2 h la temperatura camerei in
conditii de agitare. Placile sau tuburile au fost spélate de cinci pana la de zece ori cu 0.05% Tween-20
in PBS, urmata de spélare de 5 pana la de 10 ori cu PBS. Fagii legati au fost eluati folosind 50mM
glicina (pH 2.2) si s-au adaugat in E. coli TG-1 si s-au incubat la 37°C pentru infectia fagilor.
Bacteriile infectate au fost asezate in placi de agar continand ampicilina si glucoza si incubate la 37°C
peste noapte. Dupa prima runda de selectie, coloniile s-au desprins de pe placi, s-au combinat, dupa
care au fost recuperate si amplificate pentru prepararea unui prim grup de fagi din prima runda
imbogdtiti pentru repertoriile sintetice. Pentru repertoriile ‘'mmune', s-au selectat clone individuale cu
privire la legarea tintei dupa prima runda de selectie a fagilor.

Pentru repertoriile sintetice, biblioteca imbogitita a fost selectatd pe proteina umana
recombinanta (rh) (thLGR4-Fc, rmLgr4d-Fc, rhLGR5-Fc, rhZNRF3-Fc sau rhRNF43-Fc, RND
systems, rhRNF-43-HIS solubild, rmZnrf3-HIS (produsi intern)) folosind protocolul descris mai sus
sau pe celule Freestyle 293F care supraexprima stabil hLGR4(FL), hLGR5(FL), hZNRF3(ECD) sau
hRNF43(ECD). Pentru selectiile celulare, fagii recuperati si celulele s-au blocat cu 4% ELK. Dupa
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blocare, fagii recuperati au fost incubati cu 5°0° celule mama Freestyle 293F pentru scidere 1h. Dupa
scadere, celulele au fost centrifigate si supernatantul fagic s-a transferat in celule Freestyle 293F care
exprimd hLGR4, hLGRS, hZNRF3 sau hRNF43. Celulele si fagii s-au incubat 2 h la 2-8°C. Spélarea
celulelor (5-10 ori) s-a efectuat folosind 5ml de 0.5% BSA in PBS. Fagii legati au fost eluati folosind
200mM TEA, eluatul a fost neutralizat cu Tris (pH8) si addugat in E. coli TG-1 si incubat la 37°C
pentru infectia fagilor. Bacteriile infectate de fagi au fost agezate in pléci de agar contindnd ampicilind
si glucoza si incubate la 30°C sau 37°C peste noapte.

Dupé a doua runda de selectie, clonele individuale au fost colectate si testate cu privire la
reactivitatea tintei. Clonele fagice pozitive care leagd hLGR4, hLGRS, hZNRF3 sau hRNF43 au fost
identificate in FACS pentru legare de Freestyle 293F care supraexprima stabil tinta respectiva (vezi
mai jos).

Marcarea DiD a celulelor si colorarea FACS a unui amestec de celule DiD-pozitive si negative

Clonele celulare Freestyle 293F care supraexprima stabil tintele au fost generate intern.
Aceste celule au fost cultivate si recoltate prin proceduri standardizate. Aproximativ 20 de milioane de
celule care exprima antigen au fost marcate cu 1pl de DiD (Invitrogen, nr. cat. V22889) intr-un volum
de 1ml de mediu de cultura celulara, 20 de minute la 37°C. Marcarea DiD a fost verificatd pe o parte
alicota mica de celule in FACS si s-a constatat ca este mai mare de 90%. Celulele au fost spalate de
doua ori cu 20ml de mediu de cultura celulara, dupa care s-au folosit pentru colorarea FACS. In acest
scop, s-a preparat un amestec 1:1 de celule Freestyle 293F antigen-negative (mama) si celule antigen-
pozitive marcate cu DiD si s-a impartit in parti alicote de 200.000 celule per godeu in pléaci de
microtitru FACS cu 96 de godeuri cu fund rotund. Colorarea folosind fagi monoclonali s-a efectuat
asa cum se descrie mai jos.

Colorarea FACS a unui amestec de celule pozitive si negative pentru tinta folosind fagi
monoclonali

Fagii monoclonali ai clonelor individuale selectate pentru legarea tintelor s-au preparat
conform descrierii (J Mol Biol. 1991 Dec 5;222(3):581-97; J Biol Chem. 1999 Jun 25;274(26):18218-
30). Acestia s-au testat cu privire la legare in FACS de un amestec de linii celulare antigen-pozitive
(marcate cu DiD) si negative (nemarcate) prin incubare cu fagi (30ul) intr-un total de 100ul tampon
FACS (PBS, continand 0.5% BSA si 0.5mM EDTA) contindnd 4% lapte. Dupa trei spalari, fagii
legati s-au detectat prin colorare cu un anticorp anti-M13 biotinilat (Fitzgerald, nr. cat. 61R-
M101ABTB62-FEZ, 1:125 in tampon FACS, 30 minute pe gheatd) si streptavidind marcatd cu PE
(Invitrogen, nr. cat. SA1004-4; 1:400 in tampon FACS 15 minute pe gheata). Celulele colorate au fost
analizate folosind FACS Canto (Becton & Dickinson).

Anticorpi care tintesc RTK

Anticorpii cLC care tintesc EGFR si HER3 s-au obtinut folosind metodele descrise anterior
(J Mol Biol. 1991 Dec 5;222(3):581-97; J Biol Chem. 1999 Jun 25;274(26):18218-30) din repertorii
mari de anticorpi fagici sintetici generati intern (HER3) sau din repertorii de anticorpi fagici generati
de la soareci MeMo imunizati cu succes (EGFR). Metodele de generare a anticorpilor la EGFR si
HERS si santurile VH ale domeniului variabil pentru anticorpii EGFR si HER3 au fost descrise in
cererile WO 2015/130173 Al si WO 2015/130172 Al.

Re-clonarea cADN care codifica VH din vector fagemid in vectori de expresie IgG

S-au secventiat cADN-urile care codifica VH ale tuturor clonelor specifice pentru tinta. O
selectie de clone unice pe baza identitatii secventiale si analizei cluster-ului (Figura 25) s-a re-clonat
in vectori de expresie 1gG diferiti folosind Sfi1-BstEll sau o digestie Sfil/Xhol si ligarea grupului de
CADN-uri digerate in plasmida de expresie 1gG conform tehnicilor biologice moleculare
standardizate.

Generarea anticorpilor bispecifici

Anticorpii bispecifici s-au generat prin co-transfectia temporard a doud plasmide care
codificd IgG cu domenii VH diferite, folosind o tehnologie de inginerie CH3 brevetatd pentru a
asigura hetero-dimerizarea eficientd si formarea anticorpilor bispecifici. Lantul ugor comun este de
asemenea co-transfectat in aceeasi celuld, pe aceeasi plasmidd sau pe o altd plasmida. In cererile
noastre (de ex. W0O2013/157954 si W02013/157953;) am divulgat metode si mijloace de producere a
anticorpilor bispecifici dintr-o singura celula, fiind prevazute mijloace care favorizeaza formarea
anticorpilor bispecifici fata de formarea anticorpilor monospecific. Aceste metode pot fi folosite de
asemenea in mod favorabil in prezenta inventie. In mod specific, mutatiile preferate pentru producerea
in esentd numai a moleculelor IgG bispecifice in lungime completd sunt substitutiile aminoacidice la
pozitiile 351 si 366, de ex. L351K si T366K (numerotare conform EU) in primul domeniu CH3 (lantul
greu 'varianta KK') si substitutiile aminoacidice la pozitiile 351 si 368, de ex. L351D si L368E in al
doilea domeniu CH3 (lantul greu 'varianta DE') sau vice versa. S-a demonstrat anterior in cererile
noastre cd lantul greu varianta DE incarcat negativ si lantul greu varianta KK incércat pozitiv se
imperecheaza preferential pentru a forma heterodimeri (numite molecule bispecifice 'DEKK').
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Homodimerizarea lanturilor grele varianta DE (homodimeri DE-DE) sau lanturilor grele varianta KK
(homodimeri KK-KK) are loc rareori din cauza respingerii puternice intre reziduurile incarcate in
interfata CH3-CH3 dintre lanturi grele identice.

Genele VH care codifica anticorpii care leagd LGR4, LGRS, ZNRF3 si RNF43 descrisi mai
sus au fost clonate In vectorul care codifica domeniul CH3 incarcat pozitiv si anticorpii care tintesc
RTK (EGFR sau HER3) obtinuti anterior si divulgati in WO 2015/130172 s-au clonat in vector care
codificd domeniul CH3 incarcat negativ. Celulele 293F Freestyle adaptate cresterii in suspensie au
fost cultivate in baloane T125 cu agitare pani la o densitate de 3.0 x 10° celule/ml. Celulele au fost
insimantate la o densitate de 0.3-0.5 x 10° celule viabile/ml in fiecare godeu al unei plici cu 24 de
godeuri adanci. Celulele au fost transfectate temporar cu un amestec de doud plasmide care codifica
anticorpi diferiti, clonate in sistem de vectori brevetat. La sapte zile dupa transfectie, supernatantul
celular a fost recoltat si filtrat printr-un filtru de 0.22 pM (Sartorius). Supernatantul steril a fost
depozitat la 4°C pana la purificarea anticorpilor.

Generarea anticorpilor monoclonali

S-a reclonat de asemenea o selectie de secvente VH intr-un vector de expresie 1gG1 care
codificd IgG monospecific, bivalent. Celulele 293F Freestyle adaptate cresterii in suspensie au fost
cultivate in baloane T125 cu agitare pani la o densitate de 3.0 x 10° celule/ml. Celulele au fost
insimantate la o densitate de 0.3-0.5 x 10° celule viabile/ml in fiecare godeu al unei plici cu 24 de
godeuri adanci. Celulele au fost transfectate temporar cu amestecuri ADN: PE1 sterile individual
conform procedurilor standardizate si cultivate. La sapte zile dupd transfectie, supernatantul a fost
recoltat si filtrat printr-un filtru de 0.22 uM (Sartorius). Supernatantul steril a fost depozitat la 4°C
pana la purificarea anticorpului prin cromatografie de afinitate cu proteina A.

Clonarea si expresia anticorpilor comparativi care tintesc LGRS, FZD7 si R-spondin3.

Anticorpii care recunosc in mod specific EGFR, FZD, RSPO3 sau LGR5 sunt cunoscuti in
domeniu. Anticorpii comparativi s-au realizat conform informatiilor publicate: secventele cADN care
codifica VH si VL au provenit din brevete publicate si s-au clonat intr-un vector de expresie care
codifica o molecula IgG1 umana in lungime completa. Anticorpii au fost exprimati apoi in celule
293F Freestyle prin transfectie temporara si purificati din supernatant de culturd folosind
cromatografie de afinitate cu proteina A conform procedurilor standard. Anticorpul hu8E11v2 (anti-
LGRS5) s-a copiat din brevetul US 2013/0336885 Al (Genentech). Informatiile secventiale pentru
anticorpul BNC101 (anti-LGR5) s-au obtinut din brevetul US2016/0031984 Al (Bionomics Inc.).
Secventa care codifica anticorpul OMP18RS5 (anti-FZD) a fost copiata din brevetul AU2014/212081
Al (Oncomed Pharmaceuticals Inc.). Secventele de anticorp OMP18R20 si OMP18R21 (anti-LGR5)
s-au copiat din brevetul US 8,628,774 B2 (Oncomed Pharmaceuticals Inc.). Secventa care codifica
OMP131R10 (anti-RSPO3) a fost copiatd din brevetul WO 2016/090024 A2 (Oncomed
Pharmaceuticals Inc.). S-a folosit un lot clinic de cetuximab (Erbitux®). O lista a anticorpilor copiati
si numarul intern acordat acestor versiuni se indica in Tabelul 7.

Purificarea 1gG pentru selectie functionaldi

Purificarea 1gG s-a efectuat pe o scara micé (< 500 pg), scard medie (<10 mg) si scara mare
(>10 mg) folosind cromatografie de afinitate cu proteina A. Purificarile la scara mica s-au efectuat in
conditii sterile in placi de filtrare cu 24 de godeuri folosind filtrare. Mai inti, pH-ul mediului a fost
ajustat la pH 8.0, dupa care supernatantii contindnd IgG s-au incubat cu sfere de proteina A Sepharose
CL-4B (50% v/v) (Pierce) 2 h la 25°C pe o platforma de agitare la 600 rpm. Sferele au fost recoltate
apoi prin filtrare. Sferele s-au spélat de doua ori cu PBS pH 7.4. IgG legat a fost eluat la pH 3.0 cu 0.1
M tampon citrat si eluatul a fost neutralizat imediat folosind Tris pH 8.0. Schimbul de tampon s-a
efectuat prin centrifugare folosind placi multiple Ultracel 10 cu filtre multiple (Millipore). Probele au
fost recoltate in PBS pH7.4. Concentratia IgG s-a masurat folosind Octet. Probele de proteind s-au
depozitat la 4°C.

Cuantificarea 1gG folosind Octet

Pentru a determina cantitatea de 1gG purificat, concentratia anticorpului s-a determinat prin
analiza Octet folosind biosenzori de proteina A (Forte-Bio, conform recomandarilor furnizorului)
folosind IgG uman total (Sigma Aldrich, nr. cat. 14506) ca standard.

Caracterizarea legarii IgG specific LGR4/LGR5/ZNRF3/RNF43

Anticorpii care tintesc LGR4, LGR5, ZNRF3 sau RNF43 au fost exprimati mai intai ca
anticorpi bispecifici cu lant usor comun cu un al doilea brat Fab care recunoaste un antigen non-
relevant (control): toxoidul tetanic. Anticorpii au fost testati cu privire la legare in FACS de celule
Freestyle 293F care supraexprimd hLGR4, hLGRS, hZNR3 sau hRNF43. Celulele au fost recoltate si
diluate la 10° celule/ml in tampon FACS (PBS/0.5%BSA/0.5mM EDTA). S-au adiugat 1-2
x10° celule in fiecare godeu intr-o placd cu 96 de godeuri cu fund U. Celulele au fost centrifugate 2
minute la 300 g la 4°C. Supernatantul a fost indepartat prin rasturnarea placii(lor). S-au adaugat 50ul
din fiecare proba de IgG (pentru selectie, diluat la o concentratie de Sug/ml in tampon FACS) si s-au
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incubat 1H pe gheata. Celulele au fost centrifugate o data, supernatantul a fost indepértat si celulele au
fost spalate de doua ori cu 150ul de tampon FACS. S-au adaugat 50ul IgG PE de capra anti uman
diluat 1:400 (Invitrogen) si s-au incubat 30 de minute pe gheata in intuneric. Dupa adaugarea
tamponului FACS, celulele au fost centrifugate o data, supernatantul a fost indepartat si celulele au
fost spalate de doua ori cu tampon FACS. Celulele au fost analizate pe un citometru in flux
FACSCanto (Becton & Dickinson) intr-un mediu HTS. Legarea anticorpilor de celule s-a evaluat
masurand intensitatea medie a fluorescentei (MFI) populatiei celulare colorate. S-a considerat ca
anticorpii isi leaga tinta cand MFI a fost cel putin de cinci ori mai mare decit cea a aceleasi populatii
celulare colorate cu un anticorp fara legare (control negativ) (directionat cétre toxoidul tetanic).

Pentru testarea reactivitatii de legare, s-au folosit si teste ELISA. IgG bispecifici care tintesc
LGR4 si LGRS s-au testat cu privire la reactivitate fata de antigenele rhLGR4-Fc, rhLGR5-Fc si
toxoid tetanic. Anticorpii ZNRF3 si RNF43 au testat cu privire la reactivitate fatd de antigenele
rhZNRF3-Fc, rhRNF43-Fc si toxoid tetanic. Antigenele au fost aplicate peste noapte pe placi ELISA
MAXISORP™., Godeurile placilor ELISA s-au blocat cu PBS (pH 7.2) contindnd 5% BSA 1 ora.
Anticorpii selectati au fost testati la o concentratie de Sug/ml diluati in PBS-5% BSA si au fost ldsati
sa se lege 1 ord la 25°C. Alternativ, la titrarea IgG bispecific, s-a preparat o serie de dilutii de doud ori
in sapte etape incepand de la Spg/ml sau 8pug/ml. Ca un control, procedura s-a efectuat simultan cu un
anticorp din comert specific pentru antigenele aplicate si un anticorp de control anti-toxoid tetanic.
Placile ELISA au fost spalate de 3 ori cu PBS-T (PBS-0.05% v/v Tween 20). IgG legat a fost detectat
cu HRP-conjugat diluat 1:2000 (IgG de capra anti-uman Becton Dickinson) si a fost ldsat sa se lege 1
ora la 25°C. Placile ELISA au fost spalate de 3 ori cu PBS-T (PBS-0.05% Tween 20) si IgG legat a
fost vizualizat prin colorare TMB/H202 si colorarea a fost cuantificatd prin masurare OD450nm.
Clasificarea de afinitate a 1gG specific LGR4/LGR5/ZNRF3/RNF43 1gG in FACS

Celulele au fost recoltate si diluate la 106 celule/ml in tampon FACS (PBS/ 0.5%BSA/
0.5mM EDTA). S-au adiugat 1-2 x10° celule in fiecare godeu al unei plicu FACS cu 96 de godeuri cu
fund U. Celulele au fost centrifugate 2 minute la 300g at 4°C. Supernatantul a fost indepartat prin
rasturnarea placii(lor). S-au adaugat 50ul din fiecare proba de IgG intr-o dilutie in serie de douad ori in
sapte etape incepand de la 5Spg/ml si s-au incubat 1h pe gheata. Celulele au fost centrifugate o data,
supernatantul a fost indepartat si celulele au fost spalate de doua ori cu 150ul de tampon FACS. S-au
adaugat 50ul de IgG PE de soarece anti uman diluat 1:400 (Invitrogen) si s-au incubat 30 de minute
pe gheatd in intuneric. Dupa adaugarea tamponului FACS, celulele au fost centrifugate o data,
supernatantul a fost Indepartat si celulele au fost spélate de doua ori cu tampon FACS. Celulele au fost
analizate pe un citometru in flux FACSCanto intr-un mediu HTS. Legarea anticorpilor de celule a fost
cuantificatd masurand intensitatea medie a fluorescentei (MFI) si calculand zona de sub curba (AUC)
rezultata din graficele MFI in functie de concentratia anticorpului folositd pentru colorare.

Purificarea 1gG pentru studii functionale

Purificarile la scard medie s-au efectiat pe un sistem AKTAexplorer 100 folosind coloane
HiTrap MabSelect Sure si coloane de desalinare HiTrap. Probele s-au incarcat la 5 ml/min. Coloana a
fost spalata cu 2 volume de coloana de PBS. IgG a fost eluat la pH 3.0 cu 0.1 M tampon citrat. Apoi
proba a fost desdratd si introdusa intr-un tampon final de PBS pH 7.4. 1gG s-au filtrat printr-un filtru
de 0.45 uM (Sartorius). Concentratia IgG s-a masurat folosind OD280. Probele de proteina s-au
depozitat la -80°C.

Testarea anticorpilor cu privire la reactivitate cu ortologul murin al fintei

Pentru testarea reactivitatii de legare mLgr4, s-a folosit un test ELISA. Ambii anticorpi care
tintesc LGR4 si LGRS au fost testati cu privire la reactivitate fatd de proteina mLgr4-Fc recombinanta
(RND systems, nr. cat. 8077-GP). mLgr4-Fc s-a aplicat peste noapte pe placi ELISA MAXISORP™,
Godeurile placilor ELISA au fost blocate cu PBS (pH 7.2) contindnd 5% BSA 1 ora. Anticorpii
selectati au fost testati la o singurad concentratie de 5pug/ml diluatd in PBS-5% BSA si au fost ldsati sa
se lege 1 ora la 25°C. Ca un control, procedura s-a efectuat simultan cu un anticorp din comert
specific pentru antigenele aplicate si un anticorp de control (anti-TT cLC). Placile ELISA au fost
spalate de 3 ori cu PBS-T (PBS-0.05% v/v Tween 20). IgG legat a fost detectat cu HRP-conjugat
diluat la 1:2000 (IgG de capra anti-uman; Becton Dickinson) si a fost ldsat sa se lege 1 ord la 25°C.
Placile ELISA au fost spilate de 3 ori cu PBS-T (PBS-0.05% Tween 20) si IgG legat a fost vizualizat
prin colorare TMB/H,O,; colorarea s-a cuantificat prin masurarea OD450nm.

IgG bispecifici au fost de asemenea testati cu privire la legare in FACS de celule Freestyle
293F care exprima temporar mLgr5, mZnr3 sau mRnf43. Celulele au fost transfectate asadar temporar
cu constructe care codifica mLgr5, mZnrf3 sau mRnf43 (pEF1_mLgr5-Myc-HIS, pDisplay_mZnrf3-
Myc-PDGFR(TM), pDisplay_mRnf43-Myc-PDGFR(TM)) folosind lipofectamina si au fost recoltate
si diluate la 10° celule/ml in tampon FACS (PBS/0.5%BSA/0.5mM EDTA). S-au adiugat 1-2
x10° celule in fiecare godeu al unei plici cu 96 de godeuri cu fund U. Celulele au fost centrifugate 2
minute la 300 g la 4°C. Supernatantul a fost indepartat prin rasturnarea placii(lor). S-au adaugat 50ul
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din fiecare proba de IgG la o concentratie de Sug/ml si s-au incubat 1 ora pe gheata. Celulele au fost
centrifugate o data, supernatantul a fost indepartat si celulele au fost spalate de doud ori cu tampon
FACS. S-au adaugat 50ul de IgG PE de soarece anti uman diluat la 1:400 (Invitrogen) si s-au incubat
30-60 minute pe gheata in intuneric. Dupa addugarea tamponului FACS, celulele au fost centrifugate o
datd, supernatantul a fost indepartat si celulele au fost spélate de doua ori cu tampon FACS. Celulele
au fost analizate pe un citometru in flux FACSCanto intr-un mediu HTS. Legarea anticorpilor de
celule s-a cuantificat masurand

intensitatea medie a fluorescentei (MFI) populatiei celulare transfectate.

Testul ELISA de blocare R-Spondin3

Toate cele patru tinte WNT au R-Spondin ca ligand (Prog Biophys Mol Biol. 2015
Sep;118(3):112-8; J Struct Biol. 2015 Aug; 191(2): 149-55). Pentru fiecare tinta, s-a dezvoltat un test
de blocare a ligandului pentru a testa capacitatea anticorpilor specifici tintei (LGR4, LGR5, ZNRF3
sau RNF43) pentru a perturba legarea R-Spondin3 de tinta. Legarea proteinelor de fuziune Fc ale ECD
al tintei de R-Spondin3 acoperit s-a testat in prezenta unui surplus de cLC IgG directionat citre LGR4,
LGRS, ZNRF3 sau RNF43. in cazul in care cLC IgG se leaga de situsul de legare R-Spondin3,
proteina de fuziune Fc nu s-ar mai putea lega de stratul de acoperire si semnalul ELISA s-ar pierde. R-
Spondin3 recombinant (RND systems) s-a aplicat pe godeurile unei placi ELISA MAXISORP™,
Godeurile placilor ELISA au fost blocate cu PBS (pH 7.2) contindnd 5% BSA 1 ora. Anticorpii
selectati au fost testati cu privire la blocare la 0 concentratie de 15)ug/ml diluatd in PBS-5% BSA in
prezenta proteinei tintd recombinante umane (thLGR4-Fc, rhLGR5-Fc, rhZNRF3-Fc sau rhRNF43-
Fc). Complexul IgG/proteina tintd umana recombinanta a fost preincubat 10 minute inaintea addugarii
in placa acoperita cu R-Spondin3 10 minute - 2 ore. Ca un control pentru blocare, procedura s-a
efectuat simultan adaugand un surplus (15)ug/ml) de rhR-Spondin3 1n loc de IgG. Placile ELISA au
fost spélate de 3 ori cu PBS-T (PBS-0.05% v/v Tween 20). Proteina Fc legata a fost detectata cu
conjugat HRP IgG anti-uman diluat la 1:2000 (IgG de capra anti-uman Bethyl labs) si a fost lasata sa
se lege 1 ord la 25°C. Placile ELISA au fost spalate de 3 ori cu PBS-T (PBS-0.05% Tween 20) si
complexul legat a fost detectat prin colorare cu TMB/H,O; colorarea s-a cuantificat prin
masurarea OD450nm.

Madsurarea afinitatii de legare a anticorpului bispecific de antigen exprimat pe suprafata celulard.

PB10651 afucozilat a fost radio-marcat cu 2 folosind IODO-GEN conform protocolului
descris de
van Uhm et al. Imuno-reactivitatea anticorpului dupa radiomarcare s-a investigat cu metoda descrisa
de Lindmo et al. Masuritorile de afinitate celulara in stare constanta ale *?°1-PB10651 s-au efectuat cu
celule CHO care exprima EGFR sau LRGS5 pentru a investiga afinitatea fata de EGFR si LGRS. in
plus, s-a determinat afinitatea fatd de linia celulara DLD-1 care expriméd endogen EGFR, dar fara
LGRS detectabil. Testul a folosit o concentratie constanta de (celule) tinta si cantitatea de radio ligand
a fost titrata fara a incalca ipotezele care stau la baza masuratorilor de afinitate in conditii In stare
constantd. Legarea nespecifica (NSB) a fost evaluata prin prezenta unui excedent molar 100x de
PB10651 nemarcat intr-o serie paraleld. Testul a fost repetat de doud ori si valoarea Kp estimata este
raportatd ca media a trei experimente independente. Estimarea valorilor Kp s-a efectuat folosind
regresie neliniara GraphPad Prism v. 6.0h, One-Site -- legarea totald si nespecifica cu constrangerea
cé valorile Kp trebuie sa fie mai mare decat 0.

Referinte:

Lindmo T, Boven E, Cuttitta F, Fedorko J, Bunn PA. Determination of the immunoreactive
fraction of radiolabeled monoclonal antibodies by linear extrapolation to binding at infinite antigen
excess. J Immunol Methods. 1984; 72: 77-89.

van Uhm JI, Visser GW, van der Schans MJ, Geldof AA, Meuleman EJ, Nieuwenhuijzen JA.
The ultimate radiochemical nightmare: upon radio-iodination of Botulinum neurotoxin A, the
introduced iodine atom itself seems to be fatal for the bioactivity of this macromolecule. EINMMI
Res. 2015; 5: 5.

Reprezentarea epitopilor prin analizd de mutagenezd shotgun

Epitopii de pe EGFR si LGRS recunoscuti de PB10651 s-au determinat prin analiza de
mutagenezd shotgun conform metodei descrise de Davidson et al., (2014). S-au realizat doud
biblioteci de mutatii din cele doua antigene: o biblioteca a cuprins a.a. 300-520 (domeniul de legare a
ligandului L2 sau domeniul 111) ai EGFR uman (secventa de referintd GenBank NP _005219.2), iar
cealaltd a.a. 22-560 (domeniul N-terminal pand la primul helix transmembranar) al LGR5 uman
(secventa de referintd GenBank AAH96324.1). Constructul de expresie LGRS a fost trunchiat la a.a.
834 pentru a creste expresia de pe suprafata celulara a receptorului. Anticorpii dezvoltati intern care
tintesc un epitop diferit s-au folosit ca anticorpi de control pentru expresia mutantilor.

Referinta
Davidson, E. & Doranz, B.J. (2014) A high-throughput shotgun mutagenesis approach
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to mapping B-cell antibody epitope. Immunology 143, 13-20.
Competitie pentru legarea LGRS intre bratul Fab LGRS in PB10651 si ligandul R-spondinl
folosind un test pe baza de celule.

Versiunea copiatd din literaturd a anticorpului OMP88R20 (denumit PG7711) descris in
brevetul US 8,628,774B2) s-a folosit ca un control de blocare a ligandului pentru realizarea unui test
de demonstrare a capacitatii de blocare a ligandului a bratelor Fab anti-LGR5. S-a generat o clona
celulard derivata din CHO-K1 care a supraexprimat LGR5 uman prin transfectia temporara a celulelor
CHO-K1 cu constructul de expresie care codificdi LGRS, dupa care s-au selectat clone rezistente la
antibiotic (G418) prin limitarea dilutiei. Legarea versiunii copiate a OMP88R20 de aceastd linie
celulard a fost testatd intr-0 serie de dilutii ale anticorpului si s-a determinat EC50 pentru legare. S-a
masurat apoi legarea anticorpului de clona celulara CHO care exprima LGRS la concentratia EC50 in
FACS in prezenta unor cantitéti in crestere ale ligandului R-spondinl (R&D Systems, nr. cat. 4645-
RF/CF). Pentru a testa daca legarea anti-LGR5 Fab (MF5816) a PB10651 de LGRS5 poate fi inhibata
de legarea ligandului, anticorpul a fost testat cu privire la legarea LGR5 la 100ng/ml in prezenta unor
cantitdti in crestere ale ligandului R-spondinl. S-a efectuat un test similar folosind anticorpul anti-
LGRS5 de sobolan 1D9 raportat cd se leagd de regiunea juxta-membranard a LGR5 (de Lau et al,,
2011) pentru a indica specificitatea interactiunii.

Capacitatea de blocare a ligandului a bragului Fab anti-EGFR in PB10651.

Pentru testarea anti-EGFR IgG cu privire la efectele asupra semnalizarii induse de EGF, s-au
testat cu privire la capacitatea de a preveni moartea celulard apoptotica indusd de EGF a celulelor
A431. Pe scurt, concentratiile mari (10nM) de EGF induc moartea (apoptotici) a celulelor
A431(Gulli et al., 1996). Acest efect poate fi inversat dependent de dozd addugind anticorpi anti-
EGFR de blocare a ligandului, cum ar fi cetuximab (anticorpul 225 murin este echivalentul de soarece
al cetuximab). Celulele A431 au fost asezate la 1500 celule/godeu in pléci de cultura tisulara cu 96 de
godeuri si crescute peste noapte. Ziua urmatoare, anticorpul s-a adaugat la concentratiile indicate
impreuna cu 62.5ng/ml (10nM) de EGF uman, recombinant (R&D Systems, nr. cat. 236-EG) si
celulele au fost crescute trei zile. Dupa trei zile, s-a determinat numarul de celule metabolic active
adaugand alamar blue (Invitrogen, nr. cat. DAL1100) si masurand fluorescenta sa emisie 590nm cu
excitatie 560nm. Toti IgG anti-EGFR au fost testati cu privire la efectele de blocare EGF in acest test
comparativ cu cetuximab.

Referinta:

Gulli, L.F., et al., Epidermal growth factor-induced apoptosis in A431 cells can be reversed
by reducing the tyrosine kinase activity. Cell Growth Differ, 1996. 7(2): p. 173-178.

Testul de stabilitate termica

Pentru a obtine o indicatie cu privire la stabilitatea IgG bispecific, toti IgG s-au incubat la
40°C timp de o saptamana in mediu continand ser (DMEM, continut mare de glucoza (Gibco, nr. cat.
41966-029), suplimentat cu 9% ser bovin fetal (Thermo Scientific nr. cat. SV30180)) si s-au testat
pentru legare in ELISA (in esentd asa cum s-a descris mai sus). ELISA a constat din aplicarea a
2ug/ml de antigen (rhLGR4-Fc, rhLGR5-Fc, rhZNRF3-Fc sau rhRNF43-Fc), folosind 100ul la
5ug/ml IgG si blocare in 5% BSA in PBS. In acest test, s-a comparat legarea aceluiasi IgG (in mediu
continand ser) mentinut la 2-8°C (frigider) de antigen cu cea a 1gG mentinut la 40°C. S-a calculat
pierderea procentuala a legarii dupa 1 saptamana de incubare la 40°C.

Culturi de organoide de cancer colorectal (CRC)

Organoidele CRC s-au produs conform descrierii (Van de Wetering et al. 2015 Cell 161:933-
45) sub formd de banci celulare si s-au expediat pentru teste de screening pe gheatd uscata in fiole
congelate la o densitate de 1.500.000 celule per 1ml de mediu de inghet (ser bovin fetal contindnd
10% DMSO ca un agent de crioprotectie). Criotuburile se depoziteaza la - 80°C
pentru utilizare in termen de 3 luni sau la -150°C pentru depozitare pe termen lung.

Medii de cultura

Mediul de amplificare tumoroida a fost produsa prin imbogétirea a 500ml Advanced DMEM
(Thermo Fisher 12491-023) cu 5ml 100x penicilina-streptomicind (Thermo Fisher 15140-122), 5ml
100x Glutamax (Thermo Fisher 35050-038) si 5ml 1M Hepes (Thermo Fisher 15630-056). In 70ml de
Advanced DMEM imbogitit, s-au adaugat 20ml mediu conditionat R-spondin 1 si 10ml de mediu
conditionat Noggin (Van de Wetering et al. 2015 Cell 161:933-45) pentru a prepara 100ml de mediu
de amplificare tumoroida care s-a suplimentat apoi cu 2ml supliment 50x B27 (Thermo Fisher 17504-
044), 1ml 1M Nicotinamida (Sigma-Aldrich N0636), 250ul 500mM N-Acetil Cisteind (Sigma-
Aldrich A9165), 10ul 5mM A83-01 (inhibitor TGFpB, Tocris 2939) si 33ul 30mM SB202190
(inhibitor p38, Sigma Aldrich S7067). Mediul de amplificare tumoroida a fost suplimentat de
asemenea cu 100ul 10mM Y27632 (inhibitor de kinazd Rho, Abmole Y-27632 diclorhidrat) la
insdmantarea proaspatda a tumoroidelor de colon in prezenta EGF uman (Peprotech AF-100-15) sau
NRG-1/HRG uman (ImmunoTools 11343047). EGF si HRG sunt factorii de crestere care stimuleaza
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amplificarea organoidelor si doza acestora determind sensibilitatea testului de screening. EGF s-a
adaugat la doze de 2.5ng/ml, 5ng/ml sau 10ng/ml in timpul selectiei sau 10ng/ml sau 50ng/ml in
timpul amplificarii. HRG s-a folosit individual la 5ng/ml.

Mediul de aplificare a organoidelor de tip sdlbatic este egal cu mediul de amplificare
tumoroidd, cu o inlocuire: 70ml de Advanced DMEM imbogatit a fost inlocuit de 0 combinatie de
20ml de Advanced DMEM imbogitit si 50ml de mediu conditionat WNT3A (Van de Wetering et al.
2015 Cell 161:933-45). Organoidele de colon provenite din tesut normal si tumoroidele de colon cu
APC de tip sdlbatic sunt dependente de WNT si necesitd asadar prezenta WNT pentru amplificare.
Compozitia gelului

Tumoroidele de colon congelate s-au dezghetat rapid intr-o baie de apa la 37°C si s-au
colectat in 5Sml de Advanced DMEM imbogatit. Organoidele au fost peletizate prin centrifugare 5
minute la 1000rpm la 4°C. Supernatantul a fost indepartat si organoidele s-au colectat in mediu de
amplificare tumoroida fara factori de crestere. Aceasta suspensie de organoide s-a amestecat cu extract
membranar bazal de factor de crestere redus Cultrex, tip 2, PathClear (Amsbio 3533-010-02).
Procentajul final al gelului Cultrex a fost 60% si numarul de celule per ml a fost 100.000.
Determinarea raspunsului la factor de crestere al organoidelor provenite de la pacienti

Pentru a determina dacd organoidele provenite de la pacienti raspund la tratament cu factor
de crestere, au fost insdmantate asa cum s-a descris mai sus in prezenta sau absenta factorilor de
crestere (EGF (5ng/ml) sau NRG (5ng/ml)) si apoi cultivate 5 zile. Numarul celulelor viabile s-a
determinat folosind testul de viabilitate celulard Cell Titer Glo (Promega, nr. cat. G7571). Citirea
luminescentei folosind celule stimulate cu factor de crestere s-a comparat cu cea obtinuta folosind
celule nestimulate.

Prepararea placilor de cultura

Gelifierea a fost mai rapida in placi de culturd preincalziye. Prin urmare, toate placile de
culturd au fost asezate la 37°C fintr-un incubator umidificat CO; (Eppendorf) cu o zi inainte de
insdmantarea celulelor.

Pentru amplificarea tumoroidelor de colon, s-au folosit placi cu 24 de godeuri sau 6 godeuri
(Greiner Bio-One) si s-au aplicat per godeu 3 sau 10 picaturi de 15ul gel/suspensie de organoid la
distante regulate. Mediul de amplificare tumoroida (0.5ml sau 2ml) continand intre 10ng/ml si
50ng/ml EGF s-a adaugat dupd o perioadd de gelifiere de 30 de minute la 37°C. In ziua 1 a
insamantarii, mediul de amplificare tumoroidd a continut 10juM Y27632. S-au realizat inlocuiri ale
mediului in timpul amplificarii cu mediu de amplificare tumoroida contindnd EGF, lipsit de Y27632.

Pentru efectuarea unei selectii, s-au folosit placi transparente cu 384 de godeuri (Greiner Bio-
One 781091). S-au distribuit per godeu 15ul din amestecul de gel/organoid prin manipulare automata
a lichidului. La 30 de minute de gelifiere la 37°C, s-au adaugat 45ul de mediu de amplificare
tumoroida (sau mediu de amplificare a organoidelor, dupa caz) deasupra gelului din fiecare godeu.
Mediile au fost suplimentate cu sau fara factori de crestere si anticorpii (de referintd) si compusii s-au
amestecat cu mediul in placi cu 96 de godeuri cu fund v Inaintea aplicarii in placile cu 384 de godeuri
cu gelul solidificat.

Prepararea placilor principale de anticorp

Anticorpii de referinta (Cetuximab (4°C), anticorpii de control negativ, anticorpii care tintesc
HER3 sau EGFR cu un singur brat si anticorpii HER3/EGFR (pe gheata uscatd)) au fost transportati si
depozitati la 4°C pentru screening. Anticorpii bispecifici si monospecifici s-au furnizat in placi cu 96
de godeuri adanci sigilate si transportate la 4°C. In general, denumirea anticorpilor cLC monospecifici
in exemple este indicatd de prefixul 'PG', in timp ce denumirea anticorpilor cLC bispecifici este
indicatd de prefixul 'PB'. Pentru claritate, fragmentele Fab ale anticorpilor cLC sunt recunoscute de
prefixul ‘MF'. Anticorpii s-au transferat manual in patru placi cu 96 de godeuri cu fund v (Greiner
Bio-One 736-0118) in pozitii randomizate de la godeul B02 la godeul G11 (60 de godeuri interioare).
Anticorpii de referinta s-au adaugat in placi de asemenea in pozitii aleatorii, la concentratie egala.
Aceste placi principale de anticorp s-au folosit pentru prepararea placilor cu diluare 1:10 in PBS.
Placile principale si placile de diluare s-au depozutat sigilate la 4°C. Pentru validarea rezultatelor
selectiei, s-a expediat un grup principal de 1gG bispecifici (46 anticorpi la o concentratie de 0.5mg/ml)
in microfiole cu capac, pentru a permite randomizarea usoara a anticorpilor in placi de screening si
pentru a preveni contaminarea incrucisata si evaporarea. inaintea fiecarui experiment, IgG bispecifici
S-au asezat Intr-o placa cu 96 de godeuri cu fund v (60 de godeuri interioare) impreuna cu anticorpi de
referintd la 0.1mg/ml prin diluare in PBS. Aceastd placa s-a diluat incéd o daté la 1:5 in PBS pentru a
obtine o a doua placd ce contine anticorpi la 20pug/ml. Diludrile si explunerile placilor s-au efectuat
folosind manipulatorul de lichid Felix.

Regimuri de expunere

Placile principale de anticorp cu 96 de godeuri cu fund v, cu doza mare si doza mica, s-au

diluat la 1:10 in mediu de culturad inaintea expunerii. Concentratiile de anticorp aplicate in selectia
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primara au fost 10pg/ml si 1pg/ml sau 40pg/ml si 4pg/ml; iar in testul de validare, dozele de anticorp
au fost 10pg/ml si 2pg/ml. Anticorpii s-au addugat in organoide la 30 de minute dupa insdmantare.
Expunerea anticorpilor Tnaintea fixarii placilor a fost minim 7 zile si maxim 9 zile.

Fixare si imagisticd

Pentru prepararea placilor de tumoroid expuse pentru imagistica, organoidele au fost fixate si
colorate pentru vizualizarea nucleilor si citoscheletului actinei asa cum s-a descris anterior (Di et al
PlosOne 2014, PMID 25289886). Imagistica placilor s-a efectuat folosind un Molecular Devices
ImageXpress Micro XLS conectat la un brat robot Twister I descris anterior (Sandercock et al,
Molecular Cancer 2015, PMID 26227951). Pe scurt, s-au captat imagini z-stack din fiecare godeu al
unei placi cu 384 de godeuri folosind o lentild 4x, cu o treapta z de 50pm. Numarul sectiunilor per
godeu a variat de la 20 de sectiuni la 24 de sectiuni, dentru a acoperi intregul interval al adancimii
gelului in fiecare godeu.

Analiza imaginilor

Imaginile captate au fost stocate intr-un server de date central, accesibil in platforma de
analiza a imaginilor 3D OcellO Ominer™ care permite analiza paralela directd a imaginilor 3D prin
modelul sdu de calcul distribuit. Softul analizeaza structura obiectelor (nuclei si citoschelet) detectate
in fiecare godeu si pozitiile lor relative. La analiza, rezultatul a fost verificat pentru a detecta calitatea
imaginilor brute si metoda de analizd. Masurétorile per obiect produse de software (pentru nuclei,
organoide, nucleii din organoide, lumene, pozitionarea relativa a lumenelor in organoide si intreaga
structura (organoide, nuclei si lumene)) au fost centralizate per godeu si datele s-au cuplat cu
informatiile de configuratie a placii (linie celulara, conditia factorilor de crestere, tratament etc.). La
centralizare, datele au fost verificate cu privire la consecventd in tratamentele de control, absenta
efectelor marginale, consecventa intre reproduceri si factorul z' intre controlul pozitiv si negativ. Apoi,
datele au fost normalizate la punctaj z si inspectate prin incarcare in TIBCO Spotfire® pentru
eliminarea deviatiilor extreme. S-au colectat 500 de caracteristici morfologice diferite; datele au fost
trecute printr-o serie de statistici care au realizat o subselectie de 3 pana la 20 din (1500 caracteristici
colectate din imaginile z-stack, pe baza capacitatii acestui set de caracteristici de a distinge efectul
tratamentului de referintd de morfologia controlului negativ. Distanta dintre referintd si controlul
negativ s-a calculat ca o masurare a distantei euclidiene (Figura 5) si s-a punctat intre zero si unu.
Acest punctaj unificat al modificarii morfologice s-a folosit pentru deosebirea rezultatelor din teste
compuse. Masuratorile caracteristicilor selectate individuale, impreuna cu coroborarea cu imaginile se
folosesc pentru a confirma efectele tratamentelor asupra organoidelor.

Factor Z'": factorul Z' este o masurd statisticd a calitdtii unui test de screening de mare
capacitate si indica fereastra de separare intre controlul pozitiv si negativ. Factorul Z' este definit ca 1
minus 3 ori suma abaterilor standard ale controlului pozitiv si negativ impartit la diferenta absolutad
intre mediile controlului pozitiv si negativ. Valorile Z' mai mici decat 0 indica faptul ca existd o
suprapunere prea mare intre controlul pozitiv si negativ, valorile intre 0 si 0.5 indica o fereastra utild,
dar marginald, si valorile intre 0.5 si 1.0 indicd un test excelent cu o separare puternica intre intre
controlul pozitiv si negativ.

Colorarea FACS a celulelor obfinute din organoid P18T folosind anticorpi cLC anti-LGR5 selectagi

Organoidele provenite dintr-o proba de cancer colorectal au fost cultivate in 100%
extracte membranare bazale (BME, Amsbio), la 37°C si 5% CO2, cu mediu alcétuit din Advanced
DMEM/F12 (Invitrogen) suplimentat cu: 2mM GlutaMax (Invitrogen), 10mM HEPES (Invitrogen),
1x B27 fard acid retinoic (Invitrogen), 50ng/mL. EGF (Peprotech), 0.1ug/mL Noggin (Peprotech),
Rock-inhibiter Y-27632 (Sigma-Aldrich), 10nM PGE2 (Sigma-Aldrich), 3um SB202190 (Sigma-
Aldrich), 10nM Gastrin (Tocris), 1pg/ml R-SPO1 (preparat intern), 10mM Nicotinomida (Sigma-
Aldrich), 1.25mM N-Acetil-cisteind (Sigma-Aldrich), 0.5uM A83-01 (Tocris). In ziua de dinaintea
analizei, organoidele au fost descompuse in celule individuale. In acest scop, organoidele au fost
eliberate mai intdi din BME prin indepértarea mediului de cultura si re-suspensia BME in solutie de
recuperare celulara (BD Biosciences) si incubare 1 ord pe gheatad. Apoi, organoidele au fost
centrifugate (toate treptele centrifugei au fost de 5 minute, 200g la 4°C). Peletul a fost re-suspendat in
ImL de 50% solutie de tripsina/EDTA (TE); 50% PBS, s-a introdus si s-a extras cu pipeta si s-a
evaluat vizual in mod regulat pand cand s-a obtinut o singura suspensie celulard. TE s-a diluat in
10mL de PBS si s-a centrifugat. Celulele au fost spalate de doud ori in 10mL de PBS inaintea re-
suspensiei in BME si impartirii in picaturi de 50uL pe pléci preincalzite (37°C). Picaturile BME au
fost lasate sa se fixeze 15 minute Inainte sa se adauge 500ul de mediu per picatura. Dupa 12 re,
celulele au fost izolate din BME folosind solutie de recuperare celulard. Dupa 1 ora pe gheata, celulele
au fost centrifugate si spalate o data in 10mL de PBS continand 0.5% BSA si 0.5mM EDTA (tampon
de colorare). Peletul a fost re-suspendat in tampon de colorare si numarat. S-au folosit maxim 100.000
celule/100pL de anticorp. Dupa determinarea numarului adecvat de celule, au fost centrifugate si re-
suspendate in 100puL de tampon de colorare contindnd anticorpul primar (IgG monoclonal si



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3365373 T2 2021.07.31
59

bispecific) diluat la 10pg/mL. Celulele au fost incubate pe gheata 45 de minute, cu inversare regulata
a tuburilor pentru a asigura colorare omogena. Dupa incubare, celulele au fost spalate in ImL de
tampon de colorare si centrifugate. Celulele au fost spalate din nou in ImL de tampon de colorare
inaintea incubdrii cu 100uL tampon de colorare continand un anticorp IgG anti-uman conjugat cu R-
PE (Invitrogen, H10104) diluat la 1:400. Celulele au fost incubate 20 de minute pe gheata, ferite de
lumina. Dupa incubare, celulele au fost spalate de doua ori in ImL de tampon de colorare inaintea re-
suspensiei in tampon de colorare continand 0.1pM DAPI (Sigma-Aldrich). Celulele au fost mentinute
pe gheata, ferite de lumina si analizate imediat. Dubletele s-au exclus folosind SSC-W vs SSC-A si s-a
folosit DAPI pentru a exclude celulele moarte. Sortarea anticorpilor LGR5 s-a determinat pe baza
colordrii anticorpului de control negativ impotriva toxinei tetanice (MF1337). Fluorescenta a fost
detectatd folosind un BD FACS Aria Fusion cu laser UV si filtru 450/50 pentru DAPI si laser verde cu
filtrul 582/15 pentru a detecta fluorescenta R-PE.
Imbogitirea mARN LGRS dupa sortare

Pentru a evalua dacd o colorare FACS LGR5 a Imbogatit celulele care exprimd LGRS,
celulele au fost sortate cu filtru setat astfel incat primele si ultimele 15% dintre celulele colorate au
fost izolate. S-au sortat in total 2000 celule in tampon de microprofilare (furnizat de IRB genomics) si
celulele sortate au fost procesate de IRB genomics pentru extragerea ARN si sinteza cADN. Expresia
LGRS a fost evaluata folosind PCR cantitativa cu sonde TagMan si TagMan Universal PCR Master
Mix (de la Applied Biosystems). S-a utilizat aparatul PCR in timp real StepOnePlus (Applied
Biosystems) pentru efectuarea reactiilor intr-o placd cu 96 de godeuri optice transparente cu capace
optice, conform instructiunilor producatorului. S-a evaluat expresia intre fractiunile LGRS negative si
pozitive folosind o sondd LGR5 (Hs00173664 ml) si s-a normalizat folosind expresia genei de
control endogene B2M (Hs99999907_m1). S-au determinat diferentele expresiei genice tintd folosind
software StepOne 2.2 plus.
Colorarea P18 pentru LGR5 si sortarea populatiei LGRS pozitive si negative si diferentele de
crestere intre cele doua

Celulele au fost colorate asa cum s-a descris anterior si filtrele de sortare au fost setate astfel
incat primele si ultimele 15% dintre celulele colorate au fost sortate in 200puL de mediu de cultura
continand Primocin (Invitrogen). Numarul celulelor sortate s-a determinat pe baza numarului de
evenimente sortate FACS. Dupa sortare, celulele au fost centrifugate si agezate in placi la o densitate
de 2000 celule/25uL de BME. S-au numarat manual organoidele formate dupa doua sdptdmaéni
folosind un microscop optic inversat.
Tratamentul organoidului P18T cu anticorpi bispecifici EGFRXLGR5

Pentru experimentele de tratamente cu anticorpi, mediul de culturd a fost modificat si nu a
continut Gastrin sau PGE2 si avut o concentratie redusa de EGF (2.5ng/mL). Dupa descompunerea
organoidelor, s-a folosit colorare cu Tryphan (Sigma-Aldrich) pentru a determina numarul celulelor
vii si 5000 de celule au fost agezate/25 pL de BME intr-o placa de cultura tisulard cu 48 de godeuri.
Fiecare tratament a avut 8 reproduceri tehnice si s-a cultivat in 250pL de mediu/godeu. La trei zile
dupd insamantarea celulelor individuale, mediul a fost indepartat si inlocuit cu mediu continand
tratamente cu anticorpi (2ug/mL). La 7 zile dupa adaugarea anticorpilor, placa a fost scanatd folosind
Olympus ScanR cu obiectiv optic x4 si numaérul organoidelor s-a cuantificat folosind ImageJ cu macro
proiectat de IRB.

Experimentul a fost repetat de trei ori si s-a efectuat un T-test bilateral, cu probe
imperecheate pentru a evalua diferentele semnificative intre tratamente.
Izolarea ARN si analiza Q-PCR a nivelurilor mMARN LGRS si CK20

Dupa scanarea placilor de cultura tisulard ale tumoroidelor tratate in vederea cuantificarii,
tumoroidele au fost izolate folosind solutie de recuperare celulard si incubate pe gheata 1 oré.
Tumoroidele au fost apoi centrifugate si re-suspendate in 1 mL de kit de purificare ARN TRIzol®
Plus (Life Technologies) si s-a extras ARN total. Dupa separarea fazelor cu cloroform, faza apoasd
superioard s-a amestecat cu 70% etanol si s-a spalat prin coloane RNA (PureLink™ RNA Mini kit,
Life Technologies) conform protocolului furnizat de producdtor. ARN a fost cuantificat folosind un
spectrofotometru Nanodrop. ARN a fost transcris invers in cADN folosind kitul cADN de mare
capacitate (Applied Biosystems). S-a folosit PCR cantitativa in timp real cu sonde TagMan si TagMan
Universal PCR Master Mix (de la Applied Biosystems) pentru cuantificarea nivelurlor LGR5
(Hs00173664_m1) si CK20 (Hs00300643 m1) de mARN. S-au detectat diferentele de expresie genice
tintd folosind metoda 2-AACT si software StepOne 2.2 plus.
Madsurarea ex vivo a nivelurilor de mARN si proteind ale LGR5 si EGFR in modele PDX ale
diferitelor indicagii

MARN extras din tumori PDX crescute in vivo s-a folosit pentru a analiza nivelurile de
expresie ale genelor LGRS si EGFR prin secventiere ARN (RNAseq). Datele din baza de date Crown
Bioscience (http://hubase2.crownbio.com) sunt exprimate ca o conversie log 2 a fragmentelor per
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milion de kilobaze (FKPM): Tabel 9. In plus, celulele tumorale extrase din diferitele tumori PDX
crescute in vivoau fost colorate cu 15ug/ml de PG5816 (anti-LGR5), PG3755 (anti-EGFR) si
(control) PG1337 si anticorpul legat a fost detectat apoi cu IgG anti-uman marcat cu PE. Tabelul 10
indica intensitdtile medii ale fluorescentei pentru toate colorarile de anticorp in mai multe indicatii de
cancer.

Exemplul 2: Generarea grupurilor de anticorp directionat citre tintele caii WNT folosind
selectii cu fagi

Imunizarea soarecilor MeMo® cu cele patru tinte WNT diferite.

Soarecii MeMo® au fost imunizati cu constructe de expresie care codifica LGR4 si LGRS
uman in lungime completd (pVaxl hLGR4-FLAG-HA si pVaxl hLGRS5-FLAG-HA), cu domeniul
extracelular al LGR4 sau LGR5 (pVaxl_hLGR4(ECD)-GPA33-FLAG si pVaxl hLGR5(ECD)-
GPA33-FLAG) sau cu proteine recombinante rhLGR4-Fc, rhLGR5-Fc, rhZNRF3-Fc sau rhRNF43-Fc
(RND systems). Serurile de soarece s-au analizat cu privire la dovada unui raspuns imun umoral
directionat catre tintd. Un test pe baza de FACS a folosit linii celulare Freestyle 293F generate intern,
care au supraexprimat stabil antigenul. Figura 6 indicd un exemplu de date. Titrele IgG serice (definite
ca cea mai mare dilutie serica ce produce o colorare a liniei celulare Freestyle 293F care exprima
stabil tinta de cel putin trei ori mai mare decdt MFI a serului colectat naintea imunizarii) ale
soarecilor imunizati cu succes cu cele patru tinte WNT sunt indicate In Tabelul 1. Soarecii care au
prezentat un raspuns imun semnificativ si specific fata de antigenul respectiv au fost scosi din studiu si
s-au recoltat tesuturi limfoide ale acestor soareci (ganglioni limfatici inghinali si spline). Din
ganglionii limfatici obtinuti, s-au generat repertorii de anticorpi fagici 'imuni' prin RT-PCR folosind
perechi de primeri specifici pentru 19G si VH si clonand grupul policlonal al cADN care codificd VH
intr-un fagemid pentru expresia fragmentelor Fab pe suprafata fagilor nelitici. Toate bibliotecile
generate au avut o dimensiune de peste 1076 clone (transformante individuale) si o frecventa a
insertiei de peste 80%.

Selectiile fagilor pentru generarea anticorpilor cLC specifici tintei

Pentru a genera grupuri de anticorpi cLC directionati catre tintele hLGR4, hLGRS5, hZNRF3
si hRNF43, s-au aplicat rhLGR4-Fc, rhLGR5-Fc, rhZNRF3-Fc, rhRNF43-Fc (RND systems) sau
ECD solubil al hRNF43 sau mZNRF3 (preparat intern) pe un suport solid si repertoriile de anticorpi
fagici cLC sintetici generati intern s-au testat cu privire la legarea de antigenele aplicate in prezenta
unui surplus de 1gG uman (pentru a preveni selectia fagilor de legare Fc) asa cum se descrie in esenta
in Marks et al. (J. Mol. Biol. 1991 Dec 5;222(3):581-97). In paralel, s-au folosit pentru selectii
repertoriile de anticorpi fagici ‘imuni’ preparati de la animale imunizate cu succes. Selectiile pe
proteina acoperitd s-au efectuat in placi de microtitru (NUNC, maxisorp) si selectiile pe celule
Freestyle 293F care au supraexprimat tinta s-au efectuat in solutie; eluarea fagilor legati s-a realizat cu
un soc pH folosind 100mM glicina (pH2) sau 100mM TEA (pH12). Dupé o prima runda de selectie
folosind biblioteci de anticorpi fagici sintetici, grupul policlonal de clone selectate s-a folosit pentru
prepararea fagilor si fagii au fost testati cu privire la legarea de acelasi antigen sau au fost selectati pe
celule Freestyle 293F generate intern care supraexprima stabil antigenul respectiv. Dupd o singura
rundd (biblioteci imune) sau doud runde (biblioteci sintetice) de selectie, s-au colectat clone
individuale si s-au folosit pentru prepararea fagilor monoclonali care au fost testati cu privire la
legarea tintelor in FACS folosind un amestec de doua linii celulare: linia celulara Freestyle 293F
mama (antigen-negativa) si celule 293F Freestyle marcate cu DiD care au supraexprimat stabil tinta
WNT. Clonele fagice care au recunoscut populatia celulard (marcata cu DiD) antigen-pozitiva, si nu
celulele antigen-negative, au fost considerate antigen-specifice si prin urmare au fost caracterizate in
continuare. Figura 7 indicd un experiment de testare a clonelor selectate cu privire la legarea
antigenului specific de celule care exprima tinta prin FACS.

Clonele care s-au dovedit specifice tintei au fost secventiate si grupate pe baza identitatii lor
secventiale: un 'cluster’ de clone de anticorp a fost definit ca un grup de anticorpi avand aceeasi
utilizare a genelor V VH si o secventd HCDR3 si lungime HCDR3 identice (Figura 17). Aceste clone
provin toate de la o singura clona care s-a diversificat in timpul raspunsului imun in vivo la soareci
MeMo. Un 'super-cluster' a fost definit ca un grup de clone avand aceeasi utilizare a genelor V VH si
cel putin 70% identitate secventiald a HCDR3 si aceeasi lungime HCDR3. Desi aceastd definitie este
arbitrard, este probabil (dar nu dovedit) ca aceste clone sa fi aparut de asemenea dintr-un singur
precursor B celular care a fost selectat, activat si diversificat in timpul raspunsului imun umoral in
vivo. Practic, se anticipeazd ca clonele dintr-un supercluster leagad acelasi epitop, desi cu afinitati
diferite si/sau pozitie diferita pe epitop. S-au selectat cel putin doua clone per super-cluster (definit
mai sus) pentru a intra in procesul de validare a clonelor, in care s-a confirmat legarea specificd de
tintd si s-a verificat secventa clonei. Aceste numere se bazeaza pe clonele Fab al cdaror VH are o
utilizare a genelor din linia germinala si/sau secventa HCDR3 diferite. Clonele care au trecut de
procesul de validare (i.e. pentru care s-a confirmat legarea si specificitatea pentru tinta si secventa a
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fost validatd) s-au folosit pentru reclonarea genei VH intr-un vector de expresie pentru a produce si
caracteriza IgG corespunzitor. in total, s-au identificat 667 de anticorpi diferiti care au recunoscut
specific una din cele patru tinte LGR4, LGR5, ZNRF3 sau RNF43, dintre care 288 au fost
caracterizate in continuare (Tabel 2). Toate aceste clone au fost reclonate apoi in format 1gG cLC
bispecific format cu un brat Fab 'fals' (i.e. nerelevant, anti-TT) pentru a putea caracteriza interactiunea
monovalenta a bratului Fab directionat cétre tinta WNT cu tinta sa.

Exemplul 3: Caracterizarea grupurilor de anticorpi.

Fragmentele Fab selectate (indicate cu codul MFnnnn) izolate din prezentarea fagilor au fost
reclonate intr-un vector de expresie IgG1 continand mutatii DEKK. In acest scop, cADN care codifica
VH s-a excizat din vectorul fagemid folosit pentru selectarea fragmentului de anticorpul si re-clonat in
vector de expresie IgG1l contindnd mutatii DEKK (KK). Prin co-transfectie cu un construct de
expresie continand mutatiile DEKK (DE) complementare si care codificd un fragment Fab directionat
cétre antigenul de control fara legare toxoidul tetanic (TT: MF1337), s-au obtinut 1gG anti-WNTXTT
bispecifici (WNT referindu-se la LGR4, LGR5, ZNRF3 sau RNF43). Grupul de 1gG1 bispecifici cu
activitate de legare monovalenta fata de tintele WNT a fost produs, purificat si caracterizat cu privire
la productivitate si specificitate. IgG bispecifici s-au produs la scard mica prin co-transfectie
temporara a plasmidelor care codifica ambele fragmente Fab in celule Freestyle 293F prin combinarea
diferitelor fragmente Fab care leaga bratul de tintire WNT (hLGR4, hLGRS, hZNRF3 sau hRNF43) in
vectorul KK incarcat pozitiv cu fragmentul Fab de control directionat catre toxoidul tetanic in vectorul
bispecific DE incércat negativ. Dupa producere, IgG bispecifici au fost purificati prin cromatografie
de afinitate cu proteina A si tamponul a fost schimbat cu PBS. Productia reusita a avut ca rezultat un
anticorp IgG1 in lungime completa, cu o concentratie minima de 0.1 mg/ml, caruia i s-a alocat un cod
unic (PBnnnnn; unde nnnnn reprezintd un numar generat aleatoriu) pentru identificarea combinatiei
specifice a 2 fragmente Fab de legare a tintelor diferite.

IgG bispecifici produsi cu succes au fost testati cu privire la legarea de tinte in ELISA si
FACS. ELISA s-a efectuat folosind rhLGR4-Fc, rhLGR5-Fc, rhZNRF3-Fc sau rhRNF43-Fc la 2pg/ml
sau toxoid tetanic la 2 Spg/ml ca strat de acoperire. IgG au fost testati la o singurd concentratie de
Sug/ml. Se considera cd IgG se leagd de thLGR4-Fc, rhLGFR5-Fc, rhZNRF3-Fc sau rhRNF43-Fc
cand semnalul ODasonm Observat este de cinci ori peste fond (semnal ODasonm al anticorpului de control
negativ). In plus, o analizi FACS a IgG bispecifici directionati catre TT si una din cele patru tinte
WNT (hLGR4, hLGR5, hZNRF3 sau hRNF43) s-a efectuat pentru a determina legarea specifica de
tinta lor WNT. Analiza FACS s-a efectuat folosind o colorare DiD, amestecand celule Freestyle 239F
nemarcate (DiD-) cu celule Freestyle 293F antigen-pozitive marcate (care exprima hLGR4, hLGRS5,
hZRNF3 sau hRNF43) (DiD+). 1gG bispecifici au fost testati intotdeauna in paralel pe doud
amestecuri de celule cu privire la specificitate. 1gG bispecifici continand un fragment Fab directionat
citre LGR4 sau LGRS s-au testat pe celule Freestyle 293F care supraexprimd hLGR4 si hLGRS (in
amestec cu celule Freestyle 293F antigen-negative) si anticorpii de legare ZNRF3 si RNF43 s-au testat
pe celule Freestyle 293F care supraexprima hZNRF3 si hRNF43 (in amestec cu celule Freestyle 293F
antigen-negative). S-a considerat ca IgG bispecifici se leaga specific de hLGR4, hLGFR5, hZNRF3
sau hRNF43 cand MFI al populatiei antigen-pozitive (celule Freestyle 293F care exprima stabil
hLGR4, hLGR5, hZRNF3 sau hRNF43) este de cinci ori mai mare decat MFI a populatiei antigen-
negative (celule Freestyle 293F). S-a constatat ca 41 din 66 de fragmente Fab LGR4, 69 din 84 de
fragmente Fab LGRS, 92 din 105 de fragmente Fab ZNRF3 si 29 din 33 de fragmente Fab RNF43 se
leagd specific de tinte (WLGR4, hLGR5, hZNRF3 sau hRNF43) in format bispecific (Biclonics®) in
FACS si ELISA sau, in cateva cazuri, numai in FACS (fragmente Fab de legare hLGR4).
Caracterizarea grupului de anticorpi bispecifici

IgG bispecifici monovalenti confirmati cd se leaga specific de LGR4, LGR5, ZNRF3 sau
RNF43 uman au fost caracterizati in continuare cu privire la afinitate, stabilitate, capacitatea de
blocare R-Spondin3 si reactivitatea incrucisatd a ortologilor murini, dupa care s-a efectuat o alta
subselectie.

Analiza FACS de titrare a afinitatii

Anticorpii de legare au fost titrati in FACS limitatd pentru a-i clasifica in functie de afinitate.
IgG monovalenti directionati catre hLGR4, hLGRS, hZNRF3 sau hRNF43 (in combinatie cu
fragmentul Fab al toxoidului tetanic) pe suprafata celulelor Freestyle 293F care supraexprimd hLGR4,
hLGRS5, hZNRF3 sau hRNF43. Fiecare IgG a fost testat pe linia celulard Freestyle 293F
corespunzatoare. S-a testat o serie de dilutie 2x de IgG (5pg/ml - 0,08ug/ml) pe un numar fix de celule
(5x10° celule/godeu) care exprima stabil tintele WNT. Intensitatea medie a fluorescentei (MFI) din
fiecare masuratoare individuala a fost determinatad prin FlowJo (software BD de analiza FACS).
Pentru fiecare 19G, valorile MFI au fost reprezentate fatd de concentratia anticorpului si, din aceste
curbe, s-a calculat zona de sub curbda (AUC). Pe baza valorilor AUC, s-a efectuat o clasificare a 19G
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bispecifici per tintd. Un exemplu al datelor folosite pentru clasificarea de afinitate este indicat in
Figura 8.
Reactivitatea incrucisata a ortologilor murini ai anticorpilor selectati

Pentru a defini alte caracteristici de legare ale 1gG bispecifici, s-a determinat reactivitatea
incrucisata a ortologilor murini. Constructele care exprima ortologii murini ai mLgr5, mZNRF3 si
mMRNF43 (pEF1_mLgr5-Myc-HIS, pDisplay_mznrf3-Myc-PDGFR(TM), pDisplay_mRnf43-Myc-
PDGFR(TM)) au fost transfectate temporar in celule HEK293T. S-au folosit IgG monovalenti la o
concentratie de 5pug/ml pentru colorare si legarea IgG s-a analizat prin FACS. S-a considerat ca IgG
bispecifici reactioneaza incrucisat daca intensitatea medie a fluorescentei (MFI) a crescut de doud ori
fata de celule Freestyle 293F netransfectate. 92 din 92 de IgG anti-ZNRF3 au reactionat incrucisat cu
m2Znrf3; 9 din 29 de 1gG anti-RNF43 au reactionat incrucisat cu mRnf43 si 18 din 69 1gG anti-LGR5
IgG au reactionat incrucisat cu ortologul Lgr5 murin. Reactivitatea incrucisata a mLgr4 a fost testata
in ELISA pe proteine rmLgrd-Fc (RND systems). S-a considerat ca IgG bispecifici reactioneaza
incrucisat cu cross dacd ODasonm @ fost 5x peste fond (semnalul ODasonm al anticorpului de control
negativ). 1gG au fost testati cu privire la legare la o singurd concentratie de Spug/ml de rmLgr4-Fc si
verificati cu privire la reactivitatea incrucisatd. 36 din 41 IgG anti-LGR4 au fost testati pozitiv pentru
reactivitate incrucisata cu mLgr4.
Blocarea R-Spondin

Toti IgG bispecifici au fost testati in ELISA de blocare a ligandului pentru a testa daca
anticorpii care tintesc LGR4, LGRS, ZNRF3 sau RNF43 pot perturba legarea R-Spondin3. Legarea
proteinelor de fuziune Fc ale domeniului extracelular al celor patru tinte WNT de R-Spondin3 s-a
testat in prezenta unui surplus de IgG bispecifici directionati citre LGR4, LGRS, ZNRF3 sau RNF43.
Pentru testarea 1gG bispecifici directionato catre tinte diferite cu privire la capacitatea de a bloca
interactiunea proteinei de fuziune Fc cu rhR-Spondin3, s-au testat in ELISA de blocare. 1gG s-au
testat folosind o singurd concentratie de IgG de 15pug/ml.

S-a considerat cd aceste clone blocheazi atunci cand, in doua teste independente, a fost redus
cel putin 50% din semnalul ODasonm . Cand a fost redus numai 20-50% din semnalul ODasonm, S-a
considerat ca aceste clone blocheaza partial. Un subset de IgG care tintesc ZNRF3 (48) si RNF43 (10)
si grupul LGR4 (41) si Lgr5 (69) complet a fost testat cu privire la capacitatea de blocare R-Spondin.
Au prezentat blocarea pentru LGR4 3 si blocare partiald pentru 5. Pentru ZNRF3, s-au identificat 1
blocator si 1 blocator partial. Pentru RNF43 s-au identificat 3 blocatori si 2 blocatori partiali, toti
apartinand de 2 superclustere diferite. Pentru grupul LGRS, s-au identificat 10 1gG care au blocat
partial legarea R-Spondin3. Un exemplu al datelor generate in testul de blocare R-Spondin3 este
indicat in Figura 9.
Masurarea stabilititii anticorpului la 40°C

Pentru a obtine p indicatie privind stabilitatea IgG bispecifici, toti IgG au fost incubati in
mediu continand ser la 40°C 1 saptamanad si legarea lor in ELISA s-a comparat cu cea a anticorpilor
bispecifici incubati in acelasi mediu la 4°C. Dupd 1 saptamana, IgG s-au folosit intr-un screening
ELISA pentru a determina daca au retinut legarea de tintd. Legarea s-a determinat prin procentajul de
semnal ODgsonm pierdut dupa incubare de o saptamana la 40°C comparativ cu incubare saptamana la
4°C. Cei mai multi IgG s-au testat de doud ori; cand un IgG a retinut cel putin 50% din legare in diua
teste independente, a fost considerat stabil. Cand in cele doud experimente stabilitatea a variat, acesti
IgG s-au considerat partial stabili, iar cand 1gG au retinut de doud ori mai putin decat 50% legare, s-au
considerat instabili. Pentru LGR4, 12 din 41 IgG au retinut legarea (7 partial stabili, 2 nedeterminat;
nu s-au legat in ELISA), pentru LGR5 38 din 69 IgG au retinut legarea (7 partial stabili), pentru
ZNRF3 28 din 92 1gG au retinut legarea (10 partial stabili) si pentru RNF43 10 din 29 IgG au retinut
legarea (9 partial stabili).
Clasificarea si selectia IgG bispecifici

Dupa incheierea caracterizdrii, datele au fost colectate si s-a realizat o clasificare pe baza
tuturor datelor obtinute. Selectia fragmentelor Fab care tintesc Wnt pentru testul functional s-a
efectuat dupa cum urmeaza: s-au selectat 1gG bispecifici care au retinut legare de cel putin 50% la
40°C. S-au selectat apoi cei cu legare de cea mai mare afinitate. Aceasta selectie a continut lianti cu
caracteristici diferite, de ex. reactivitate incrucisata cu ortologi murini sau capacitatea de blocare R-
Spondin. In total, s-au selectat 54 de fragmente Fab bispecific directionate catre cele patru tinte WNT
diferite pentru screening functional; pentru LGR4 s-au selectat 10 din 41 fragmente Fab, pentru LGR5
17 din 69 fragmente Fab, pentru ZNRF3 18 din 92 fragmente Fab si pentru RNF43 9 din 29 fragmente
Fab (Tabele 3).
Generarea grupului pentru screening functional

Fragmentele Fab care tintesc WNT selectate impotriva hLGR4, hLGRS, hZNRF3 sau
hRNF43 s-au folosit pentru generarea unui grup mare de anticorpi bispecifici (>500 bispecifici).
Fragmentele Fab care tintesc WNT selectate s-au combinat cu fragmente Fab de legare a tirozin
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kinazei receptoare (RTK) intr-un grup de IgG bispecifici produsi si purificati. Fragmentele Fab
specifice pentru EGFR si HER3 selectate blocheaza activarea receptorului in teste pe baza de celule si
nu afecteazd functionalitatea altor fragmente Fab cind se combina in format bispecific. S-au folosit
patru fragmente Fab EGFR MF3755, MF4280, MF3370 si MF4289, precum si patru fragmente Fab
HER3 MF3178, MF3176, MF3125 si MF4863 in combinatie cu fragmentele Fab care tintesc WNT
selectate (vezi Tabelul 5 pentru o subseletie a grupului produs).

Fragmentele bispecifice au fost produse prin coexpresia vectorilor 1gG in care bratul WNT a
fost exprimat pe lantul greu contindnd mutatia KK incarcata pozitiv si bratul RTK a fost exprimat pe
lantul greu continand mutatia DE incércata negativ, purificate si validate cu privire la legarea tintei,
specificitate si stabilitate. Grupurile de fragmente bispecifice care au trecut de controlul de calitate a
legarii si stabilitatii (QC) s-au folosit pentru screening functional (53 din 54 de fragmente Fab care
tintesc WNT au trecut de QC). Grupul de >500 de anticorpi bispecifici purificati si validati care
tintesc una din cele patru tinte WNT (hLGR4, hLGRS, hZNRF3 sau hRNF43) si un fragment Fab
EGFR sau HERS3 sau toxoid tetanic ca un fragment Fab de control negativ simulat s-au analizat cu
privire la activitatea fatd de organoide provenite de la pacienti in testele de screening functional
descrise mai jos.

Exemplul 4: Screeningul functional al anticorpilor bispecifici in organoide de colon

Organoidele de colon provin din celule stem (canceroase) LGR5-pozitive crescute in mediu
de amplificare continand factor de crestere care permite formarea structurilor epiteliale de colon care
formeaza un lumen functional (Sato et al. 2011 Gastroenterology 141:1762-1772). Cresterea
organoidelor, dezvoltarea si formarea lumenului depinde de fondul genetic al celulelor de cancer
colorectal si de raspunsul la factorii de crestere care stimuleazd cresterea, factorul de crestere
epidermic (EGF) sau Neuregulin-1 (NRG)/ Heregulin (HRG). Desi morfologia tumoroidelor CRC de
la pacienti diferiti se deosebesc in mare masura, profilul morfologic este consecvent intre tumoroide
de aceeasi origine si sunt genetic aproape identice cu tumoarea initiald din care provin. Analiza
cantitativa cu continut mare a imaginilor organoidelor CRC cultivate poate deosebi asadar organoide
CRC de la pacienti diferiti si se poate folosi de asemenea pentru a masura modificarile morfologice
asociate cu activarea cailor de semnalizare - de ex. activate de liganzii pentru receptori HER, de ex.
EGF si HRG. In mod similar, se poate masura inhibarea acestor raspunsuri de anticorpi de blocare sau
alte molecule terapeutice. Analiza pe baza de imagini permite masurarea modificarilor morfologice
care pot fi independente de proliferarea celulard, furnizand informatii suplimentare cu privire la
activitatea compusului fata de cele obtinute din teste de proliferare conventionale.

Modificarile fenotipice induse de compus formeaza asadar baza screeningului functional al
anticorpilor in organoide CRC.

Anticorpii bispecifici dezvoltati tintesc EGFR sau HER3 in combinatie cu tintirea proteinelor
exprimate pe suprafata celulard asociate cu semnalizarea WNT LGR4, LGRS, RNF43 sau ZNRF3.
Sistemul de screening este prevazut sa monitorizeze inhibarea excrescentelor tumoroide datoritd
activitatii anticorpilor bispecifici. Aceasta se poate folosi atat pentru selectia organoidelor (si
profilului molecular asociat) care sunt sensibile la inhibarea tintita a céilor specifice, precum si pentru
selectia moleculelor noi active in organoide.

Selectia modelelor de tumoroid de colon

Modelele de tumoroid de colon folosite pentru teste s-au selectat pe baza demonstrarii
modificarilor morfologice in raspuns la EGF, HRG sau WNT3A. Réspunsurile morfologice la acesti
factori s-au investigat intr-un grup de 20 de tumoroide de la pacienti diferiti (Van de Wetering et al.
2015 Cell 161:933-45). Mai intai, tumoroidele au fost amplificate, impartite si reinsamantate in placi
cu 384 de godeuri pentru a analiza si documenta morfologia de baza dupa 1 saptaméana de crestere.
Apoi, aceleasi 20 de tumoroide s-au testat cu privire la raspunsul la factorii de crestere, EGF sau
HRG, sau fara factor de crestere prezent in mediul de amplificare. In acest scop, toate cele 500 de
caracteristici morfologice au fost analizate si s-au masurat modificarile induse de factorii solubili. S-a
selectat un set de caracteristici pentru fiecare organoid care a permis masurarea raspunsului la factor
de crestere si distingerea intre culturi de tumoroid dependente de factori de crestere si culturi de
tumoroid independente de factori de crestere (vezi Tabelul 4). Aceasta a demonstrat ca nu a fost
suficientd o singura caracteristicd pentru cuantificarea optima a raspunsurilor in organoide CRC
diferite. Pe baza acestor date s-au selectat urmatoarele linii tumoroide: P18T (APC™"), care este foarte
dependenta de semnalizarea EGFR pentru crestere si formarea structurilor de lumen ramificate in
tumoroide; P14T (APC™! SMAD4™Y) care prezintd efecte clare de modificare morfologicd la
semnalizare si inhibare EGFR si HER3; P19Tb (APC", dar mutant PIK3CA, TP53, BRAF, ARID1A,
ARID2, ERBB3, POLE si RNF43) ca un model tumoroid fara mutatii APC si asadar dependent de
WNT3A pentru amplificare; in sfarsit, P26T (APC™!, KRAS™!, TP53™! si CTNNB1™") ca un model
care nu prezinti dependenta de prezenta factorilor de crestere pentru amplificare. in screeningul initial
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al anticorpilor bispecifici, P26T nu a prezentat dependenta de factori de crestere si nici sensibilitate la
anticorpi care tintesc receptori ai factorilor de crestere si a fost eliminat din screening.
Identificarea fragmentelor Fab funcfionale in anticorpi bispecifici

Pentru identificarea anticorpilor bispecifici functionali capabili sa modifice caracteristicile
morfologice ale tumoroidelor de colon, s-au comparat cu conditiile de crestere fara stimulare EGF si
cu efectul compusilor de inhibare a semnalizarii EGFR/MAPK (de ex. Cetuximab si Trametinib) in
conditii de crestere EGF. Anticorpii bispecifici functionali au fost definiti prin capacitatea lor de a
limita amplificarea tumoroida in conditii EGF in directia profilului morfologic obtinut de inhibitorii
semnalizarii EGFR/MAPK si/sau omitind EGF din mediul de culturd. Fragmentele Fab care tintesc
WNT care au permis efectul bratului de tintire EGFR sunt cele care au prezentat capacitate de inhibare
a cresterii marita semnificativ fatd de fragmentul Fab monovalent echivalent de tintire (EGFRXTT
bispecific).

Anticorpii bispecifici care au tintit doar LGR4, LGR5, ZNRF3 sau RNF43 (in combinatie cu
fragmentul Fab de toxoid tetanic (TT)) s-au comparat cu morfologia controlului negativ in mediu fara
factor de crestere (P19Tb) sau mediu continand EGF sau HRG (P18T si P14T) pentru a cauta efectele
posibile ale tintirii doar a receptorilor semnalizarii WNT.

Anticorpii bispecifici prezentand fragmente Fab care tintesc HER3 s-au comparat functional
cu conditii de crestere fara stimulare HRG sau efectul anticorpilor care tintesc HER3 si inhibitorul
PI3K in conditii HRG; anticorpii bispecifici functionali care inhiba HER3 au fost definiti ca cei care
au inhibat raspunsul de crestere stimulat de HRG in aceeasi directie in spatiul euclidian precum
inhibitorul kinazic MEK, Trametinib, fara conditii de crestere HRG si/sau anticorpi de referinta care
tintesc HER3. Fragmentele Fab care tintesc WNT care au permis efectul bratului de tintire HER3 cu
privire la efectul de inhibare a cresterii comparativ cu bispecificul monovalent echivalent HER3 au
fost considerate fragmente Fab de tintire candidat.

Selectia primard a candidatilor de anticorp bispecific

Anticorpii bispecifici care, in prezenta EGF, au indus o modificare a morfologiei
tumoroidelor de colon P14T si P18T care se apropie de, corespunde sau depéseste fenotipul in absenta
factorilor de crestere sau prezenta inhibitorilor EGFR/MAPK de referinta, au fost identificati ca
posibili candidati. in mod similar cu conditii EGF, anticorpii testati in conditii de culturda HRG au fost
marcati pentru monitorizare daca efectul s-a apropiat, a corespuns sau a depasit distanta controlului
negativ a conditiilor fara factor de crestere si/sau inhibitorilor HER3/PI3K de referinta. Pentru P19Tb,
relativ insensibil la tratamentul cu factor de crestere, selectia anticorpilor functionali s-a bazat pe
calculul distantei de la controlul negativ marcat de profilul morfologic indus de Trametinib si
inhibitorul PI3K CH5132799.

Grupurile bispecifice au fost analizate in 3 tumoroide de colon diferite (P18T, P14T si
P19Th). Grupul de anticorpi a testat combintiile a patru fragmente Fab de tintire EGFR diferite, patru
fragmente Fab de tintire HER3 diferite si un fragment Fab anti-toxoid tetanic (control negativ) cu 53
de fragmente Fab care tintesc WNT diferite si un fragment fab de tintire TT. Fiecare anticorp
bispecific a fost evaluat cu privire la capacitatea de a inhiba excrescenta tumoroida. Nici una din
combinatiile de fragmente TT/WNT nu a inhibat excrescenta tumoroida (0/53). In grupul fragmentelor
Fab care tintesc EGFR, fragmentul Fab MF3755 a fost cel mai potent: 22/53 combinatii de fragmente
Fab MF3755/WNT bispecifice au inhibat dezvoltarea tumoroida. Fragmentul de tintire EGFR clasat al
doilea a fost MF4280 cu 4/53 combinatii de fragmente Fab EGFR/WNT inhibitorii active. O
combinatie (1/53) de fragmente Fab bispecifice de tintire EGFR MF3370/WNT a prezentat activitate
de inhibare si nici una (0/53) din combinatiile de fragmente Fab bispecifice de tintire EGFR
MF4289/WNT nu a limitat semnificativ excrescenta tumoroida. in grupul anticorpilor bispecific
continand fragmente Fab de tintire HER3, fragmentul Fab MF3178 in combinatie cu fragmentele Fab
care tintesc WNT a fost cel mai potent: 19/52 combinatii MF3178/WNT au inhibat excrescenta
tumoroidd. Al doilea fragment Fab de tintire HER3 a fost MF4863 cu 6/53 anticorpi bispecifici
MF4863/WNT activi. Anticorpii bispecifici continand fragmentele Fab de tintire HER3 MF3125
(0/53) si MF3176 (0/52) nu au prezentat inhibare semnificativa a excrescentei tumoroide.

In clasificare, fragmentele Fab de tintire RTK care s-au combinat cel mai potent in format
IgG bispecific cu fragmente Fab de tintire WNT au fost MF3755 ca fragment Fab de tintire EGFR si
MF3178 ca fragment Fab de tintire HER3. Fragmentele Fab de tintire LGR4 MF5777 si MF5781,
fragmentele Fab de tintire LGRS MF5790, MF5803, MF5814, MF5816, MF5817 si MF5818,
fragmentele Fab de tintire RNF43 MF5832 si MF5836 si fragmentele Fab de tintire ZNRF3 MF5850,
MF5853, MF5855, MF5884 si MF5888 au fost identificate ca posibili candidati pentru testul de
validare pe baza efectului lor functional asupra morfologiei tumoroidelor P18T, P14T si P19Tb in
combinatie cu fragmente Fab de tintire RTK in format IgG bispecific. Fragmentele Fab de tintire
LGR4, LGR5, RNF43 si ZNRF3 s-au combinat cu fragmentele Fab de tintire EGFR MF3755,
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fragmentele Fab de tintire HER3 MF3178 sau fragmentele Fab de non-tintire TT MF1337 si s-au
produs in loturi noi pentru confirmarea activitatii in testul de validare.
Testul de validare a anticorpilor RTK/WNT bispecifici

Dat fiind cd anticorpii bispecifici RTK/WNT candidat au prezentat activitate posibil
relevanta din punct de vedere terapeutic iIn EGF si in conditii de culturd HRG, testul de validare a
anticorpilor bispecifici candidat s-a efectuat in doud conditii de factor de crestere: Sng/ml EGF sau
Sng/ml HRG. Controlul a inclus godeuri care au primit mediu de culturd faira EGF sau HRG. Un alt
control folosit in conditii de factor de crestere: Cetuximab (EGFR), PG3755 (EGFR/EGFR),
Trametinib (MEK), CH5132799 (PI13K), PG3178 (HER3/HER3), PG2863 (HER3/HER3), PG3794
(HER3/EGFR) si PB4522 (HER3/EGFR). PG1337 (TT/TT) a avut rol de anticorp de control negativ
si a fost denumit control negativ, impreund cu godeuri care au primit volume egale de DMSO sau PBS
ca godeuri tratate cu compus, respectiv anticorp. Testul de validare a 46 de anticorpi bispecifici s-a
efectuat in 24 de tumoroid de colon de la pacienti diferiti, in duplicat sau cvadruplicat. Setul liniilor de
tumoroid de colon testate a constat din 3 probe dependente de factor de crestere descrise in Van de
Wetering et al. (2015 Cell 161:933-45): P18T, P14T si P8T si 2 probe independente de factor de
crestere, P19Tb si P28N. S-a analizat un set nou de 19 tumoroide de colon: 10 linii primare de
tumoroid de colon dependente de factor de crestere, 5 linii primare de tumoroid de colon independente
de factor de crestere si 4 linii de tumoroid de colon metastatice (dependente de factor de crestere).
Analiza candidatilor de anticorpi bispecifici din grupul de 24 de linii de tumoroid de colon de la
pacienti diferiti a ardtat cad dependenta de factor de crestere pentru excrescenta tumoroida poate
identifica inhibarea tumorald mediata de fragmentul Fab de tintire RTK. Pragul de identificare a
anticorpilor functionali de inhibare a tumorii de colon in testul de validare a anticorpilor bispecifici a
fost calculat prin normalizarea profilului morfological pe o scara de 0 (fenotip egal cu un un profil de
crestere complet inhibat) si 1 (fenotip similar cu controlul negativ). De fiecare datd cand un anticorp
individual, la o anumita doza, intr-o anumita linie de tumoroid a avut un punctaj mai mic de 0.5, acest
tratament cu anticorp a fost marcat ca prezentand inhibare a dezvoltarii tumorii. S-au punctat datile in
care un anticorp, la o anumitd doza in EGF sau in conditii HRG, a prezentat inhibare si s-au exprimat
ca un procentaj al bumarului de godeuri tratate pentru acea conditie. Acest procentaj s-a calculat in
toate cele 24 de linii de tumoroid de colon testate.

Testul de validare in 24 de tumoroide de colon a indentificat patru fragmente Fab de tintire
LGRS si 2 fragmente Fab de tintire RNF43 care au permis inhibarea dezvoltarii tumorale mediata de
fragmentele Fab RTK: MF5816, MF5814, MF5818 si MF5790 ca fragmente Fab de tintire LGRS si
MF5832 si MF5836 fragmente Fab de tintire RNF43. Primul anticorp clasificat a fost anticorpul
bispecific EGFR/LGRS PB10651 alcatuit din fragmentele Fab de tintire MF3755 si MF5816: Figura
10. In conditii HRG, primul anticorp clasificat a fost anticorpul bispecific HER3/LGR5 PB10748
alcatuit din fragmentele Fab de tintire MF3178 si MF5816. Aceasta a aratat ca, in doua conditii de
factor de crestere independente si in combinatie cu doud fragmente Fab de tintire RTK diferite,
fragmentele Fab de tintire LGRS MF5816 sunt cele mai potente fragmente Fab care tintesc WNT care
maresc tintirea RTK. MF5816 combinat cu MF3755 in PB10651 adaugd un alt nivel de inhibare
tumorala prin reducerea potenta a cresterii si dezvoltarii tumoroide, care poate fi observat prin
pierdere suplimentara de formare a lumenului, dimuniare celulara si rotunjirea nucleilor. Aceste
observatii morfologice aratd ca anticorpul EGFR/LGR5 PB10651 blocheaza activ semnalizarea
factorului de crestere epidermic si induce un raspuns de moarte celulard in celule tumoroide cu
crestere perturbata: Figura 11. Acest fenotip morfologic nu a fost observat cu anticorpul de tintire
EGFR Cetuximab, nici cand MF3755 a fost format ca un 1gG conventional.

Selectia anticorpului candidat principal

PB10651 (anticorp bispecific EGFR/LGRS (alcatuit din fragmente Fab MF3755 si MF5816))
a fost selectat ca anticorp candidat principal in conditii de Sng/ml EGF pentru urmaétoarele
caracteristici: PB10651 a prezentat efecte inhibitorii potente la doza de testare de 10pg/ml in 75% din
24 de modele de tumoroid de colon diferite; 2) 67% dintre godeurile tratate cu PB10651 1a 10ug/ml
(40/60) au prezentat peste 50% reducere a cresterii; 3) 52% (31 de godeuri din 59) au prezentat peste
50% reducere a cresterii la tratament cu PB10651 la 2pg/ml; 4) PB10651 a depasit Cetuximab (47%
(56/119) 1a 10ug/ml si 29% (35/119) la 2pg/ml) si anticorpul de referinta EGFR/TT PB9919 (27%
(16/60) la 10pg/ml si 5% (3/60) la 2pg/ml).

PB10647 (EGFR/LGR5 MF3755xMF5814) este al doilea anticorp candidat care a inhibat
54% din cele 24 de modele de tumoroid diferite (13/24) la 10pug/ml si s-a observat peste 50% reducere
a cresterii In 52% din godeurile expuse (31/60) la 10ug/ml si in 37% (22/60) la 2pg/ml.

Alti anticorpi EGFR/LGR5 sunt PB10659 (MF3755xMF5818), eficienti in 50% din cele 24
de modele de tumoroid (12/24), 50% din godeurile expuse cu PB10659 la 10ug/ml au prezentat
inhibare (30/60) si 32% (19/60) la 2pg/ml. PB10627 (MF3755xMF5790) a fost activ in 42% din
tumoroide (10/24) si a prezentat reducere la 10pg/ml in 39% dintre godeuri (23/59) si la 2pug/ml in
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33% dintre godeuri (20/60). PB10631 (MF3755xMF5803) a fost activ in 33% dintre tumoroide (8/24)
si inhibitor la 10pg/ml in 34% dintre godeuri (20/59) si In 12% (7/59) la 2pg/ml. PB10655
(MF3755xMF5817) a fost activ in 20% (5) din cele 24 de modele de tumoroid si a prezentat inhibare
in 25% dintre godeuri (15/60) la 10pug/ml si 6/60 (10%) la 2pug/ml.

Anticorpul EGFR/LGR4 PB10619 (MF3755xMF5777) a fost activ in 29% (7/24) dintre
modelele de tumoroid si a dus la inhibarea tumoroidului in 28% (17/60) godeuri la 10pg/ml si 15%
(9/60) la 2pg/ml. Anticorpul EGFR/LGR4 PB10623 (MF3755xMF5781) a fost activ in 8 din cele 24
de modele de tumoroid (33%) si a inhibat la 10pug/ml in 30% dintre godeuri (18/60) si 10% dintre
godeuri la 2pg/ml (6/60).

Anticorpul EGFR/RNF43 PB10661 (MF3755xMF5832) a fost activ in 13 din cele 24 de
modele de tumoroid (54%) si a prezentat inhibare in 42% dintre godeuri (25/60) la 10pg/ml si 22%
(13/60) la 2pug/ml doza de testare. Anticorpul EGFR/RNF43 PB10667 (MF3755xMF5836) a fost activ
in 13/24 modele de tumoroid (54%) si a prezentat inhibare la 10pug/ml in 35% dintre godeuri (21/60)
si la 2pg/ml in 20% dintre godeuri (12/60).

Anticorpii EGFR/ZNRF3 sunt: PB10675 (MF3755xMF5850), activ in 8/24 modele de
tumoroid (33%) cu 35% dintre godeurile testate (21/60) prezentand peste 50% inhibare la 10pg/ml si
15% (9/60) la 2pug/ml; PB10695 (MF3755xMF5884) a fost activ in 37% dintre modelele de tumoroid
(9/24) si a prezentat inhibare in 34% (20/59) la 10ug/ml si 12% (7/59) la 2pg/ml; PB10679
(MF3755xMF5853) a inhibat dezvoltarea tumoroida in 21% dintre modelele de tumoroid (5/24), 20%
dintre godeuri la 10pg/ml (12/60); PB10703 (MF3755xMF5888) a fost activ in 5 din cele 24 de
modele de tumoroid (21%) si a inhibat la 10pug/ml in 22% dintre godeuri (13/60) si la 2pg/ml in 12%
dintre godeuri (7/59).

PB10748, anticorpul HER3/LGRS alcatuit din fragmente Fab MF3178 si MF5816, este activ
ca un anticorp de inhibare a tumoroidului stimulat de HRG in 62% dintre modele de tumoroid de
colon testate (15/24), prezentand inhibare In 56% dintre godeurile expuse (67/120). PB10748 a depasit
anticorpul de referinta HER3/TT PB9215 (MF3178xMF1337) care a inhibat peste 50% din
dezvoltarea tumoroida stimulatd de HRG in 34% (41/120) dintre godeurile expuse.

Alti anticorpi HER3/LGRS5 sunt: PB10735 (MF3178xMF5814), activ in 11/24 modele de
tumoroid (46%) si inhibitor in 43% dintre godeurile expuse (51/118); PB10756 (MF3178xMF5818) a
fost activ in 8/24 (33%) dintre modelele de tumoroid si inhibitor in 37% dintre godeurile expuse
(44/119); PB10715 (MF3178xMF5790) a fost activ in 12/24 (50%) dintre modelele de tumoroid si
inhibitor in 42% dintre godeuri (49/117); PB10719 (MF3178xMF5803) a fost activ in 7/24 (29%)
dintre modelele de tumoroid si inhibitor in 34% dintre godeurile expuse (40/119); PB10752
(MF3178xMF5817) a fost activ in 12/24 (50%) dintre modelele de tumoroid si inhibitor in 28% dintre
godeuri (33/120).

Doi anticorpi HER3/RNF43 sunt: PB10764 (MF3178xMF5836), activ in 17/24 modele de
tumoroid (71%) si inhibitor in 38% dintre godeurile expuse (46/120) si PB12336 (MF3178xMF5832),
activ in 11/24 modele de tumoroid (46%) si inhibitor in 41% dintre godeurile expuse (49/120).

Doi anticorpi HER3/LGR4 sunt: PB10711 (MF3178xMF5781, activ in 62% dintre modelele
de tumoroid (15/24) si inhibitor in 50% dintre godeurile expuse (59/119) si PB10707
(MF3178xMF5777), activ in 13 din cele 24 de modele de tumoroid testate (54%) si inhibitor in 41 din
cele 120 de godeuri expuse (34%).

Anticorpii bispecifici care tintesc HER3 si ZNRF3 sunt: PB10776 (MF3178xMF5853), activ
in 11/24 (46%) dintre modelele de tumoroid expuse la HRG si inhibitor in 40% dintre godeurile
expuse (48/120); PB10772 (MF3178xMF5850), activ in 12/24 modele (50%) si inhibitor in 39%
dintre godeurile expuse (46/119); PB10780 (MF3178xMF5855), activ in 8/24 (33%) dintre modele de
tumoroid de colon si 31% dintre godeurile expuse (37/119); PB10800 (MF3178xMF5888) a fost activ
in 12/24 modele de tumoroid (50%) si inhibitor in 29% (34/119) dintre godeurile expuse.

Exemplul 5: Caracterizarea anticorpului candidat principal
Mdsurarea afinitatii de legare a anticorpului bispecific folosind un test pe baza de celule.

Dupa optimizarea protocolului de iodurare, s-a obtinut o proteind PB10651 marcatd cu o
radioactivitate specifici de 40 GBg/pmol. Puritatea radiochimica a fost >99%, analizata prin
precipitarea proteinei. In testul Lindmo, s-a observat numai o scddere minora a imunoreactivitatii.
Imunoreactivitatea 2°1-PB10651 fatd de EGFR si LGRS s-a estimat >89% folosind celule CHO care
exprimd EGFR sau LRGS. Rezultatele testului Lindmo sunt indicate in figura 12. Folosind masuratori
de afinitate in stare constantd, Kp a 12°I-PB10651 fatd de celule CHO-LGRS5 s-a masurat la 0.86 + 0.13
nM si Kp a 1%1-PB10651 fatd de celule CHO-EGFR a fost determinata la 0.22 + 0.086 nM, Kp a *#I-
PB10651 fatd de celule DLD-1 a fost estimaté la 0.18 £ 0.024 nM. Un exemplu al datelor este indicat
in figura 13.

Reprezentarea epitopilor PB10651 prin analizi de mutagenezd shotgun
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Pentru reprezentarea epitopilor de pe EGFR si LGRS recunoscuti de ambele brate Fab
prezente in PB10651, s-a folosit metoda de mutageneza shotgun. Reziduurile relevante pentru legarea
ambelor brate Fab de antigene au putut fi determinate clar. Mutatiile care au anulat legarea PB10651
de EGFR sau LGRS si care nu au inhibat legarea anticorpilor de control (identificand reziduurile
relevante) sunt indicate in Tabelul 8. Aceste date aratd recunoasterea de citre bratul Fab anti-EGFR a
domeniului 111 pe o regiune care se suprapune partial cu situsul care intrd in mod normal in contact cu
ligandul EGF (Ogiso et al., 2002). Aceasta indica faptul ca PB10651 poate bloca direct interactiunea
ligand-EGFR. Epitopul este indicat in structura EGFR (referinta pdb 1YY9) in Figura 14. S-a aratat ca
bratul Fab care recunoaste LGRS recunoaste reziduurile situate in domeniul N-CAP si prima repetitie
bogatd in leucind (LRR). Reziduurile sunt indicate in Figura 15 in structura LGR5 in complex cu
RSPOL (referinta pdb 4BSR, Peng et al., 2013).

Referinte:

Li S, Schmitz KR, et al., (2005) Structural basis for inhibition of the epidermal growth factor receptor
by cetuximab. Cancer Cell. Apr;7(4): 301-11.

Ogiso, H. Ishitani, R. et al., (2002) Crystal structure of the complex of human epidermal growth factor
and receptor extracellular domains. Cell, Vol. 110, 775-787.

Peng, W.C. de Lau W. et al., (2013) Structure of Stem Cell Growth Factor R-spondin 1 in Complex
with the Ectodomain of Its Receptor LGR5. Cell Rep 27 ; 3(6) : 1885-1892.

Competitia pentru legare a bratului Fab anti-LGR in PB10651 cu ligandul R-spondinl folosind un
test pe bazd de celule

Pentru a putea determina capacitatea bratului Fab anti-LGR5 prezent in PB10651 de a lega
LGRS in prezenta ligandului R-spondinl, s-a efectuat un test pe baza celulara. EC50 pentru legarea
anticorpului anti-LGRS5 de legare a ligandului OMP88R20 (PG7711) de clona celulara care exprima
LGRS s-a determinat la 50ng/ml (333pM) si s-a folosit aceastd concentratie pentru determinarea
competitiei cu ligandul R-spondinl pentru legare de LGRS5. Figura 16 indica semnalul MFI
(normalizat la semnalul MFI obtinut in absenta R-spondinl) al legarii OMP88R20 de celule CHO-K1
care exprima LGRS masurat in FACS 1in functie de concentratia de R-spondinl adaugat. Anticorpii
bispecifici anti-(TTXLGR5) s-au testat apoi cu privire la capacitatea de legare a clonei celulare CHO
care exprimda LGRS in prezenta concentratiilor in crestere de R-spondinl. PG7711 a fost inclus ca un
control pozitiv la 50ng/ml. Anticorpii bispecifici au fost testati mai intéi cu privire la legarea de clona
celulard CHO care exprimd LGRS intr-un interval de concentratii pentru a determina EC50 pentru
legare in FACS. S-a determinat EC50 de 156ng/ml pentru PB10286 contindnd Fab MF5816 principal
si 200ng/ml pentru PB10261 continand MF5790. Ho Anticorpii bispecifici au fost testati insa la
100ng/ml pentru a compara aceleasi concentratii ale Fab antigen-specifice in test sau PG7711 si
posibil pentru a creste sensibilitatea testului. Figura 17 aratd ca Fab anti-LGR5 MF5816 nu a fost
inhibat sa lege LGRS, chiar si in prezenta unui excedent molar mare (120x) al ligandului, in timp ce in
acelasi test legarea versiunii copiate a OMP88R20 a fost complet inhibata. in plus, s-a observat legare
redusd a PB10261 (continand bratul de tintire LGRS MF5790), ceea ce demonstreaza ca testul poate
distinge intre Fab anti-LGRS5 care blocheaza ligandul si care nu blocheaza ligandul. Nu s-au observat
diferente si competitie la utilizarea anticorpului anti-LGR5 de sobolan 1D9 in testul de blocare (Figura
17), demonstrand specificitatea intercatiunii.

Referinta:

de Lau W, Barker N, et al., Lgr5 homologues associate with Whnt receptors and mediate R-
spondin signalling. Nature. 2011 Jul 4; 476 (7360): 293-7.

Capacitatea de blocare a ligandului a bratului Fab anti-EGFR al PB10651 folosind un test pe bazi
de celule.

Pentru a testa capacitatea Fab anti-EGFR al PB10651 de a bloca semnalizarea mediata de
EGF, s-a folsoit un test pe baza de celule. Figura 18 indicd potentialul PG3755 de a bloca moartea
mediatd de EGF a celulelor A431 (testate conform metodei descrise de Gulli et al.,) comparat cu cel al
cetuximab. Anticorpul blocheazd semnalizarea mediatd de EGFcu un potential is cel putin egal cu
cetuximab.

Referinta:

Gulli, L.F., et al., Epidermal growth factor-induced apoptosis in A431 cells can be reversed
by reducing the tyrosine kinase activity. Cell Growth Differ, 1996. 7(2): p. 173-178.

Reactivitatea incrucisatd a PB10651.

PB10651 a fost testat cu privire la reactivitatea incrucisata cortologii de sobolan si macac ai
ambelor tinte: EGFR si LGRS. Secventa cADN a LGRS de macac obtinutd prin RT-PCR din cADN
de macac a corespuns secventei estimate din GenBank (referintdi XM_005571542). S-au folosit
constructe care codifica structuri umane, precum si de sobolan si macac pentru o transfectie temporara
a celulelor CHO-K1. Legarea anticorpului de celule care exprima temporar ortologul uman, sobolan
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sau macac s-a testat in FACS. Figura 19 indica graficele de intensitate medie a fluorescentei (MFI)
obtinute in FACS dupa colorare in functie de concentratia de anticorp folositd pentru colorare. S-a
determinat ca atat bratul Fab care recunoaste EGFR, cat si bratul Fab care recunoaste LGRS
reactioneaza incrucisat cu ortologul de macac al tintei: valorile EC50 pentru legare nu au fost
semnificativ diferite pentru legare de ortologul uman sau de macac. Intr-un experiment similar, s-a
evaluat reactivitatea incrucisatd a ambelor brate cu ortologul de sobolan. S-a constatat cd PB10651 se
leagd bine de ortologul de sobolan al LGRS, desi EC50 s-a deplasat cu aproximativ un log comparativ
cu valoarea determinatd pentru legarea LGRS uman. Totusi, bratul Fab anti-EGFR a prezentat
reactivitate incrucisata slaba (diferentd 2 log in EC50) cu ortologul de sobolan al EGFR, anticorpul
fiind astfel necorespunzator pentru modele in vivo de sobolan sau studii de toxicitate pe sobolani. Ca
un control pozitiv pentru reactivitatea incrucisata a LGR5 de macac, s-a folosit versiunea copiatd a
hu8E11v2 (PG7543). Cetuximab s-a utilizat ca un control pentru reactivitatea incrucisatda a EGFR de
macac.

Directionarea LGRS5 specifica la un organoid provenit de la pacienti

Pentru a demonstrate ca fragmentele Fab MF5816 si MF5814 se leagd de LGRS exprimat pe
suprafata organoidelor provenite de la pacienti, PG5816 si PG5814 (IgG monoclonal, bivalent)
continand fragmente Fab MF5816 sau MF5814 s-au folosit pentru a colora celulele individuale
provenite din organoid P18T. Folosirea PG5816 a dus la colorarea a 53,6% dintre celulele provenite
din tumoroid P18T si PG5814 a dus la colorarea a 52,5% dintre celulele provenite din tumoroid P18T,
in comparatie cu colorarea folosind anticorpul
de control negativ directionat catre TT (Figura 20).

Sortarea LGRS imbogéteste celule care exprima LGRS si celule de initiere a tumorii

In plus, pentru a arita ca fragmentele Fab de tintire LGRS intr-un format bispecific leaga
LGRS5 pe celule de tumoroid P18T, celulele au fost colorate cu anticorpi bispecifici PB10284 si
PB10286 continand fragmente Fab MF5814 sau MF5816 combinate cu fragmentul Fab anti-TT. Dupa
colorare, celulele au fost sortate folosind FACS si populatiile celulare colorate si necolorate au fost
analizate prin Q-PCR privind nivelurile mARN LGRS5. Colorarea celulelor derivate din tumoroid
P18T folosind anticorpi bispecifici contindnd bratul Fab LGRS MF5816 sau MF5814 a dus la
imbogdtire de 6-14 ori a nivelurilor de expresie MARN LGRS in fractiunea celulara LGR5-pozitiva
sortatd comparativ cu fractiunea celulara LGR5-negativa: Figura 21.

In plus, aceste populatii celulare din tumoroid PI18T care exprimda LGRS imbogitite au
permis o crestere de 4 ori a capacitétilor de formare a coloniilor: P18T s-a folosit pentru colorarea
FACS si sortarea primelor (pozitive) si ultimelor (negative) 15% dintre celulele colorate identificate
de anticorpii anti-LGR5: MF5814-TT, MF5816-TT si MF5790-TT. 2000 de celule s-au asezat in placi
in 25pL de BME 1in duplicat (reproduceri tehnice). Dupd doud sdptamani de crestere, organoidele au
fost numarate manual folosind un microscop optic inversat. Rezultatele demonstreaza ca , in medie,
anticorpii MF5814-TT, MF5790-TT si MF5816-TT imbogatesc cresterea organoidelor, fractiunile
pozitive formand de 4.5, 3.7 si 7.1 ori mai multe organoide decat fractiunile negative: Figura 22.
Aceste date demonstreaza o imbogatire clara pentru celulele de initiere a tumorilor dupd sortarea
celulelor LGR5-pozitive dintr-un organoid provenit de la un pacient.

Anticorpii bispecifici LGR5XEGFR inhibi excrescenta organoidelor provenite de la pacienti

Ca o modalitate independentd de masurare a eficientei terapeutice a anticorpilor bispecifici
anti-LGR5XEGFR, identificati in screeningul 3-D, organoidele au fost tratate cu diferiti anticorpi
bispecifici si cresterea organoidelor s-a evaluat intr-un test standard de formare a coloniilor dupa 7
zile: Figura 23. Imaginile indicate n dreapta figurii reprezinta un exemplu de imagini produse prin
analiza macro si indica o picéturd continand organoide (cercuri negre). Experimentul s-a repetat de
trei ori si s-a facut media numarului si dimensiunii organoidelor intre experimente. Aceste date se
coroboreazda cu datele obtinute folosind testul de validare a anticorpilor si aratd ca anticorpii
bispecifici LGR5XEGFR sunt inhibitori potenti ai cresterii organoidelor obtinute de la pacienti.
Tratarea organoidelor provenite de la pacienti cu anticorpi bispecifici LGR5XEGFR reduce
puternic populatia de celule nediferentiate.

Dupa tratarea tumoroidelor sapte zile cu anticorp bispecific LGR5/EGFR, s-a folosit analiza
PCR cantitativa in timp real pentru evaluarea efectelor anticorpilor asupra expresiei LGRS si CK20
(un marker al diferentierii) (Figura 24). Rezultatele demonstreaza ca tratamentul cu anticorp
EGFRXTT (MF3755xMF1337; PB9919) determina o crestere de 0.5 ori a nivelurilor mARN LGRS,
reducand nivelurile de CK20 de 4 ori fatda de TTxTT. Anticorpii LGRS MF5814xTT
(MF5814xMF1337; PB10284) si MF5816-TT (MF5816xMF1337; PB10286) prezinta efecte reduse.
Totusi, cand bratul EGFR inlocuieste bratul TT, nivelurile LGR5 sunt reduse de 5.9 si 7.2 ori dupa
tratament cu anticorpi MF5814XEGFR (MF5814xMF3755; LGR5XEGFR; PB10647) si MF5816-
EGFR (MF5816xMF3755; LGR5XxEGFR; PB10651). Expresia CK20 este de asemenea redusa de
anticorpii PB10647 (EGFR/LGR5, MF5814xMF3755) si PB10651 (EGFR/LGRS, MF5816xMF3755)
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de 10.4 si 13.7 ori. Aceste date sugereaza cd, in aceasta linie tumoroida, adaugand un brat de tintire
LGRS, cresterea relativa a nivelurilor mARN LGRS determinata de inhibarea EGFR poate fi anulata,
marind efectele initiale ale inhibarii EGFR (scaderea mARN CK20).

Tratarea organoidelor din tumori (tumoroide) si organoidelor din tesut normal cu PB10651.

Pentru a demonstra cd PB10651 tinteste selectiv tumoroide derivate din cancer de colon si nu
organoide provenite din tesut de colon normal, culturile de organoide s-au incubat cu PB10651
afucozilat sau Cetuximab. Figura 26 indicd dimensiunea organoidului (tumoroid) la dozajul
anticorpului indicat. C51N este un organoid din tesut de colon normal. C1M este un organoid
(tumoroid) din tesut canceros (Figura 26B). Figura 26A indicad rezultatele unui organoid din tesut
normal (C55N) si tesut canceros (C55T) de la acelasi pacient. Figura 26C indica tabelul 1Csq pentru
Cetuximab si PB10651 in 5 organoide din tesut normal, 3 tumoroide de cancer de colon primar si 3
tumoroide de cancer de colon metastatic. Raportul 1Cso Cetuximab: 1Cso PB10651 este indicat in
ultima coloana din Figura 26C. Aceasta aratd ca PB10651 este de 20-200x mai potent decat
Cetuximab in tumoroide, in timp ce efectul PB10651 in organoide normale este mai slab decat
Cetuximab. Alte teste au demonstrat ca prezenta WNT sau R-Spondin in mediul de culturd nu a
influentat eficienta Cetuximab sau PB10651 1n inhibarea excrescentei tumoroidelor (nereprezentat).
Anticorpii care tintesc LGRS nu inhibi excrescenta tumoroida de colon

Pentru a verifica dacé este necesar aspectul bispecific al PB10651 pentru a obtine capacitatea
de inhibare a tumorii, PB10651 s-a comparat cu alti anticorpi care tintesc WNT produsi de Genentech,
Bionomics sau OncoMed (Tabel 7). in Figura 27, efectele anticorpilor care tintesc LGRS (PG7709,
PG7711, PG7712 si PG7543) asupra cresterii organoidelor se compara cu cele mediate de PB10651 si
Cetuximab in modelele de tumoroid P18T si C1M. Rezultatele aratd cé nici unul dintre anticorpii
comparativi nu inhiba excrescenta tumoroidé de colon.

Anticorpul bispecific PB10651 este mai potent decat amestecul de anticorpi monospecifici,
bivalenti, in inhibarea crestereii tumoroide

Anticorpul bispecific PB10651 este alcatuit dintr-un brat de tintire EGFR (MF3755) si un
brat de tintire LGRS (MF5816). Pentru a arata ca este necesara interactiunea fizica intre ambele brate
Fab pentru a obtine efect potent de inhibare asupra tumoroidelor de colon, acestea s-au incubat cu
doze in crestere de PB10651 (MF3755xMF5816; EGFRxXLGRS), Cetuximab, PG3755
(MF3755xMF3755; EGFRXEGFR), PG5816 (MF5816xMF5816; LGR5XLGR5), PG1337
(MF1337xMF1337; TTXTT) si un amestec 1:1 de PG3755 cu PG5816. Figura 28A aratd cd
tratamentul cu un amestec de anticorpi anti-LGR5 si anti-EGFR duce la inhibare a cresterii mai putin
potentd a tumoroidelor comparativ cu tratamentul cu anticorp bispecific PB10651. in mod interesant,
cresterea organoidelor normale a fost inhibatd mai potent de amestecul de anticorpi anti-EGFR si anti-
LGRS decat de anticorpul bispecific. Aceste efecte sunt prezentate in tabelul 1Cso pentru alte modele
de tumoroide si organoide normale in Figura 28B.

Studiile de localizare a PB10651 in tumoroide de colon indica un tipar de colorare intracelular
specific

Pentru a arata cd anticorpii ajung la tumoroide cénd sunt inca insamantati in hidrogel BME2
RGF, tumoroidele P18T de 7 zile au fost tratate 24 de ore cu anticorpii indicati (2ug/ml), dupa care
sunt fixati (15 minute, 4% paraformaldehida) si permeabilizati (0.1% Triton-X100 si 0.5% BSA in
PBS). Organoidele au fost apoi contracolorate cu FITC de capra anti-uman (Thermo Scientific,
1:3000). Nucleii si actina s-au colorat asa cum se descrie in (Di et al PlosOne 2014, PMID 25289886).
Figura 29 arata ca toti anticorpii pot patrunde in gel si leaga toate celulele intr-un tumoroid. Anticorpii
care tintesc EGFR Cetuximab si PG3755 se localizeaza in membrana plasmatica, in timp ce PB10651
prezinta un tipar de colorare patat intracelular, care nu se observa pentru nici unul dintre anticorpii
LGRS5 comparativi (PG7709, PG7711 sau PG7712).

Studiile de localizare a PB10651 in tumoroide de colon indicd un tipar de colorare puctat
intracelular juxtanuclear care se corelrazi cu sensibilitatea tumoroidului

Au fost incluse mai multe modele de tumoroide de colon si organoide in testul de
contracolorare PB10651 si imagisticd (vezi mai sus). Figura 30 arata ca tiparul de colorare intracelular
al PB10651 se observa in P18T, COM, C55T (foarte sensibil la PB10651, ICso <lug/ml), in unele
tumoroide C31M (moderat sensibile la PB10651), dar nu in tumoroidele insensibile la PB10651
(ICs0 >10pg/ml) C28T, P8T sau P19Tb sau organoidele de colon normal C5IN. Se observa in mod
constant aparitia petelor intracelulare juxtanucleare cu PB10651, independent de timpul de incubare a
anticorpului (24 ore sau 7 zile), la concentratii mici ale anticorpului (50ng/ml PB10651) si in forma
conjugata cu Alexa-488.

Exemplul 6: Producerea si caracterizarea biochimica a PB10651
Generarea plasmidelor

Plasmidele pentru transfectie au fost generate din plasmide MV 1453 si MV 1626, vezi Figura

31. Aceste plasmide au fost digerate cu enzime de restrictie Sfil si BstEIl (MV1453) si enzime de
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restrictie Sfil si Xhol (MV1626), dupa care VH MF3755 (digerate Sfil si BstEIl) si MF5816 (digerate
Sfil si Xhol) au fost ligate pentru a forma constructe MG3755C453 si MG5816C626. MV1622
codificd enzima RMD cu motiv Flag (Figura 32).

Producerea anticorpilor

Producerea proteinelor s-a efectuat prin transfectia temporara a celulelor Freestyle 293-F in
suspensie (Invitrogen nr. cat. R79007) cultivate in mediu de expresie FreeStyle 293 (Gibco, nr. cat.
12338-018) suplimentat cu 2 mM L-Glutamind (Gibco, nr. cat. 25030-024) care s-au inhibat in
reziduuri de fucozd de atasare de partea terminald a anticorpilor [Henning von Horsten et. al.,
Glycobiology, vol. 20, nr. 12, pp. 1607-1618, 2010]. Cu o zi inaintea transfectiei, celulele au fost
insdmantate la o densitate de 5.0 x 10° celule/ml si incubate la 37°C, 8% CO», la o vitezd de agitare de
155 rpm. Pentru transfectie, s-a preparat un amestec de ADN plasmidic si polietilenimina (PEI, MW
25,000 Da, Polysciences Inc., nr. cat. 23966) in mediu de culturd. Pentru un volum de transfectie de
25 mL, s-au amestecat 25 pg de ADN plasmidic fara endotoxina cu 62.5 pg PEI si 2.5 mL mediu de
culturd. Amestecul a fost agitat, incubat 20 de minute la TC si addugat in celule. Celulele au fost
incubated la 37°C, 8% CO,, la o vitezd de agitare de 155 rpm 6 zile. Suspensia celulard a fost
colectata, centrifugata la 1000g 10 min si supernatantul a fost colectat si centrifugat la 4000g 10 min.
Purificarea anticorpilor

Purificarea anticorpilor se efectueaza legand anticorpii pe loturi de MabSelectSure LX (GE
Healthcare) cateva ore la temperatura camerei. Anticorpul legat continind MabSelectSure LX
sepharose s-a transferat intr-o coloanda de curgere gravitationald. Coloana a fost spalata cu PBS,
anticorpii au fost eluati folosind 100 mM tampon citrat pH 3.0 si pH-ul a fost neutralizat la 7.0
folosind 1M Tris pH 8.0. Probele au fost concentrate folosind filtre Vivaspin20 (Sartorius) 10 kDa si
purificate prin filtrare in gel folosind o coloand Superdex200 26/600 (GE Healthcare) pre-echilibrata
cu tampon PBS.

HPL C cu schimb de cationi

S-a folosit cromatografia cu schimb de cationi (CEX-HPLC) pentru a testa eterogeneitatea
sarcinilor probelor de anticorp, precum si pentru a determina prezenta si cantitatea de impuritati
asociate cu produsul (homodimeri si semicorpi). Experimentele s-au efectuat la temperatura ambianta
intr-un sistem Dionex HPLC prevazut cu o coloana SP STAT 7 um (Tosoh Biosciences) si un detector
UV-vis. S-au injectat 10 pug de proba in fiecare test. S-a aplicat un gradient de 25 mM tampon fosfat
pH 6.0 cu concentratii NaCl in crestere de la 0 la 1 M pentru separarea anticorpilor. Datele au fost
analizate folosind software Chromeleon.

Testul reporter ADCC

Activitatea anticorpului afucozilat PB10651 (MV1622) s-a testat pe celule reporter ADCC
continand varianta de receptor FcyRIIla V158 (afinitate mare) sau varianta de receptor FcyRIIla F158
(afinitate micd) (Promega). S-a adaugat o titrare in serie de anticorp, i.e. PB10651 afucozilat
(PB10651-MV1622), PB10651 non-afucozilat si un IgG1 nedirectionat (PG1337) in combinatie cu
celule reporter ADCC incluzand variante FcyRIlla cu afinitate mare si micéd [Cartron et. al., Blood,
vol. 99, nr. 3, pp. 754 -758, 2002; ] Musolino et. al., Journal of Clinical Oncology, vol. 26, nr. 11, pp.
1789-1796] la celule A431, A549 si BxPC3. Activitatea ADCC s-a detectat masurand activitatea
luciferazei.

Parte experimentald

Celulele Freestyle 293-F au fost transfectate cu MG3755C453, MG5816C626 si MV1622,
avand ca rezultat IgG PB10651p10. Dupa purificare, s-a determinat productia de PB10651 (MV1622)
la 29 mg per litru de volum de productie prin masurarea OD280. S-a efectuat analiza CEX-HPLC pe
proteina purificata (Figura 33), indicand un varf principal cu variante de sarcind acida la un timp de
retentie de 15 minute reprezentand molecula bispecifica PB10651(MV1622). Un véarf mic (< 5%)
reprezentand homodimeri MF3755xMF3755 DEDE este vizibil la cca 11 minute.

In plus, s-a efectuat un test reporter ADCC. Datele arata ca PB10651afucozilat (MV1622)
prezintd activitate ADCC crescuta semnificativ pentru toate liniile celulare in combinatie cu varianta
de receptor FcyRIlla mare (V158) si mic (F158). PB10651 non-afucozilat, de control, a prezentat o
oarecare activitate ADCC in celule A431 combinate cu celule efectoare ale variantei de receptor
FcyRIlla cu afinitate mare, dar semnalul a fost semnificativ. mai mic decat semnalul
PB10651(MV1622). Pentru celelate combinatii de linii celulare/celule efectoare, PB10651 a fost
negativ, in timp ce PB10651(MV1622) a prezentat activitate ADCC puternica. PG1337 (anti-toxoid
tetanic) este un IgG de control, fira legare, care a fost negativ in toate experimentele (Figura 34).
Exemplul 7 Eficienta in vivo a anticorpului
Selectarea modelului animal

Eficienta terapeutica a PB10651(MV1622) afucozilat a fost evaluatd in soareci
imunocompromisi purtdtori de tumori de la pacienti colorectali - cunoscute ca modele de xenogrefe
provenite de la pacienti (PDX). Modelele PDX CR2519, CR2161, CR2501, CR0150 si CR0193 (baza




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3365373 T2 2021.07.31
71

de date Crown Bioscience, (http://hubase2.crownbio.com) au fost selectate pe baza expresiei genelor
LGRS si EGFR, analizate prin secventiere ARN (RNAseq). Modelele au prezentat diferite stari ale
genei KRAS, si anume CR2519 si CR2161 au fost de tip salbatic pentru KRAS, iar CR2501, CR0150
au fost KRAS G12V si CR0193 au fost KRAS au fost mutanti G13D. CR0231 si CR2501 au fost
sensibile la Cetuximab, iar CR0150 a prezentat raspuns scazut la Cetuximab.
Analiza expresiei genice

Pentru a verifica dacd modelele PDX au retinut nivelurile de expresie mARN LGRS si EGFR
indicate in animalele folosite in studiul de eficienta, expresia in tumorile vii s-a comparat cu cea din
tumorile PDX. ARN s-a extras din rezerva tumorala (material congelat) si tumori vii (animale din
studiu), s-a omogenizat cu TRIzol (Ambiom 15596-018) si Tissue Lyser II (Qiagen 85300). ARN a
fost apoi purificat cu RNeasy Mini Kit (Qiagen 74106) si RNase-Free DNase Set (Qiagen 76254).
Calitatea ARN a fost confirmatd prin spectrofotometru NanoDropTM. cADN s-a preparat prin
transcriere inversa (ABI 4374966). Expresia LGR5 si EGFR s-a masurat prin reactie RT-PCR in timp
real folosind sonde TagMan Hs00969422 _ml si Hs01076090 ml si s-a normalizat la expresia
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) folosind sonda TagMan Hs02758991 gl1. Datele au
fost analizate prin calculul diferentei valorii Ct intre gena de interes si GAPDH si conversia acesteia la
puterea 2. Figura 35 aratd ca toate cele sase modele PDX folosite in studiul de eficientd au prezentat o
expresie a EGFR si LGRS comparabila cu cea a tumorilor PDX congelate initiale. Expresia LGRS in
aceste sase modele a fost de peste o mie de ori mai mare decét in modelul PDX prezentand cea mai
mica expresie LGRS (CR01560) din colectia disponibila de 137 de modele PDX de cancer colorectal.
Expresia mMARN EGFR in cele sase modele selectate a fost mai mica decat CR1197, care a prezentat
cea mai mare expresie EGFR din intreaga colectie CRC PDX.
Studiul eficientei in PDX

Soarecii BALB/c fara par au fost inoculati subcutanat in partea dreapta cu un fragment
tumoral PDX (diametru de 2-3 mm) provenit din unul din cele cinci modele tumorale PDX de cancer
colorectal (CR2519, CR2161, CR2501, CR0150 si CR0193).

Tumorile au fost ldsate sd creasci la un volum de 100-200mm?. Soarecii au fost tratati apoi
Cu patru doze intraperitoneale (i.p.) saptamanale de PBS (200 ul) sau PB10651 afucozilat (0.5 mg per
animal in PBS). Tumorile s-au masurat de doud ori pe saptdmana cu un subler si volumul tumoral
(TV) s-a calculat folosind formula TV = 0.5 x a x b?, unde a si b au fost diametrele lungi si scurte ale
tumorii. PB10651 afucozilat a prezentat activitate tumoristatica puternicd in modele PDX CR2519 si
CRO0193 si aceasta activitate a fost similara cu Cetuximab (Figura 36). PB10651 afucozilat a prezentat
activitate anti-tumorala limitatd, dar semnificativa in model PDX CR2501, in timp ce Cetuximab nu a
reusit sa reducd semnificativ cresterea tumorald. Modelele PDX CR2161 si CR0150 nu au raspuns
puternic la Cetuximab sau PB10651 afucozilat si au prezentat doar o tendintad de activitate anti-
tumoralad pentru PB10651 afucozilat (Figura 36).
Exemplul 8 Studii de xenogrefa P18T si C31M
Materiale si metode
Imunohistochimia tumoroidelor P18

Dupa 48 de ore de la adaugarea anticorpilor, mediul de culturd s-a indepértat si s-au fixat
picaturi de BME pe o placad cu 48 de godeuri in 300uL de formalinad 2 ore la temperatura camerei.
Picaturile BME s-au spart apoi manual cu ajutorul unei pipete, s-au peletizat si s-au introdus in
formalind proaspatd fard a distruge peletul. Peletele s-au ldsat la temperatura camerei peste noapte
inaintea spaldrii in PBS de treo=I ori. Peletul a fost resuspendat cu grija in PBS si introdus intr-0
microcaseta pentru procesare de catre IRB (Institute for Research in Biomedicine) pentru generarea
sectiunilor incorporate in parafina.

Colorarea cu Ki67 si caspaza-3 clivatd s-a realizat de catre IRB folosind Autostainer Plus
(Dako - Agilent). Inaintea colorarii, sectiunile au fost deparafinizate ca parte din procesul de
recuperare a antigenului folosind solutii de recuperare EnVision™ FLEX cu pH mic (Dako,
Burlington) 20 min la 97°C folosind PT Link (Dako - Agilent). Peroxidaza endogena a fost stinsa 10
min folosind solutie de blocare a peroxidazei (Dako REAL S2023). Anti-Ki67 policlonal de iepure
(ab15580, Abcam) si anti-caspaza 3 policlonal de iepure (Cell signaling, 9661S) s-au diluat la 1:1000
si 1:500 si s-au incubat 60 si 120 min la temperatura camerei. S-a folosit 1IgG BrightVision poli-HRP-
anti iepure fard biotina pentru anticorpul secundar (Immunologic, DPVR-110HRP) si s-a incubat 30
min la temperatura camerei. Colorarea a fost indicata folosind 3-3'-diaminobenzidina (K3468, Dako)
5 min. Sectiunile au fost contracolorate cu hematoxilind (Dako, S202084) si montate cu mediu de
montare fard toluen (CS705, Dako) folosind Dako CoverStainer. Specificitatea colordrii a fost
confirmatd prin omiterea anticorpului primar. Imaginile au fost captate folosind Nikon Eclipse E600
atasat de o camera Nikon DS-Ril.
Tratarea xenogrefelor de organoid P18T si C31M
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Toate experimentele pe soareci au fost aprobate de Comitetul de ingrijire si utilizare a
animalelor, Barcelona Science Park (CEEA-PCB), si de guvernul catalan sub numaérul de protocol
DAAMT7329. Tumoroidele au fost crescute sapte zile inaintea descompunerii intr-0 suspensie de
celule individuale pentru injectie. Conditiile de cultura si metoda de creare a celulelor individuale sunt
descrise in sectiunea "Colorarea FACS a celulelor obtinute din organoid P18T folosind 5 anticorpi
cLC anti-LGRS5 selectati". Pentru toate studiile cu soareci s-au folosit femele NOD.CB17/AlhnRj-
Prkdcscid/Rj (Janvier Labs) cu varsta intre 6-8 saptamani. Xenogrefele au fost initiate prin injectarea
subcutanatd a 100 pL de solutie BME:PBS (50:50) contindand 200.000 celule P18T sau 1.000.000
celule C31M. Cand volumul tumoral a atins 300 mm3, soarecii au fost sacrificati si tumorile recoltate.
O tumoare a fost tdiatd manual in bucéti mici de aproximativ 0.5 mm x 0.5 mm x 0.5 mm (latime x
lungime x inaltime). Acestea s-au introdus apoi in patru parti ale soarecilor NOD-SCID primitori,
folosind o bucatéd/parte. S-a folosit un trocar pentru implant, un dispozitiv care impinge tumoarea sub
piele. Pentru grefare s-au folosit in total 30 de soareci. Cand volumul tumoral a atins o medie de 50
mma3, soarecii au fost alocati aleatoriu intr-un grup de tratament. Soarecii au fost injectati o data pe
saptamand, timp de patru saptamani, cu 200 uL de PBS (pH 7.4 Gibco Ref 10010-015), Cetuximab
(lot clinic, 5mag/ml) sau PB10651 afucozilat (2,5 mg/ml). Cetuximab si PB10651 afucozilat s-au
injectat la o doza de 0.5 mg/soarece, indiferent de greutatea soarecelui. Volumul tumoral a fost
calculat folosind sublere manuale cu masuratori efectuate de trei ori pe saptdmana si folosind formula:
(lungime x latime x inaltime)/2. Soarecii au fost sacrificati cand volumul tumoral a depasit 300 mm3,
tumoarea a ulcerat sau s-a atins punctul final al studiului; la 28 de zile de la prima injectie cu anticorp.
Daca numai o singurd tumoare pe un soarece a necesitat prelevare din cauza dimensiunii/ulceratiei,
acesta s-a rezecat, lasdndu-le pe celelalte pentru studiu ulterior. Daca au fost necesare rezectii
suplimentare sau colectarea tumorilor multiple, soarecele a fost sacrificat si toate probele s-au prelevat
simultan. Datele sunt exprimate in raport cu ziua 0 (prima zi a tratamentului) si s-a efectuat un t-test
cu probe imperecheate intre fiecare grup de tratament folosind GraphPad Prism.

Rezultate

Colorarea Ki67 este un indicator al proliferarii celulare si s-a folosit pentru a determina daca
efectele asupra cresterii cauzate de tratamentele cu anticorp s-au datorat unei reduceri a proliferarii.
Tumoroidele au fost tratate in vitro 48 de ore (2 pg/mL) inaintea fixarii. Tratarea tumoroidelor cu
PB10651 afucozilat a determinat o scadere a numarului de celule pozitive si a intensitatii colorarii,
comparativ cu celelalte grupuri de tratament (Figura 37). Cetuximab si anticorpii EGFR-TTau
determinat o scadere modestd a numarului de celule pozitive fatd de tratamentul de control TT-TT. S-a
efectuat si colorarea cu caspaza-3 clivata pentru a evalua daca anticorpii au favorizat apoptoza. S-au
observat niveluri mici de apoptoza in grupurile de control TT, tratament EGFR-TT si cetuximab, cu
colorare comparabild observata intre cele trei grupuri. Numarul celulelor pozitive a crescut in grupul
tratat cu PB10651 afucozilat. Aceste rezultate sugereaza ca anticorpul bispecific PB10651 afucozilat
este superior in reducerea proliferarii si inducerea apoptozei fata de cetuximab si bratul anti-EGFR
individual.

Xenogrefele s-au realizat in soareci NOD-SICD si s-au tratat o datd pe sdptdmana timp de
patru saptamani cu PB10651 afucozilat (0.5 mg/soarece/saptimana), Cetuximab (0.5
mg/soarece/saptamand) sau PBS. Pentru evaluarea raspunsurilor la anticorpi, volumele tumorale au
fost monitorizate si comparate intre grupuri. Tratamentul cu PB10651 afucozilat a determinat o
reducere semnificativd a cresterii medii a volumului tumoral In comparatie cu PBS si cetuximab
pentru modelele de xenogrefd P18T si C31M incepand cu ziua 2 (P=<0.01 pentru toate intervalele,
Figura 38). In modelul de xenogrefa P18T, soarecii tratati cu Cetuximab au prezentat cinetici de
crestere similard la soarecii tratati cu PBS si, din cauza volumelor tumorale mari, cei mai multi dintre
soarecii din grupul PBS si cetuximab au necesitat indepartare din studiu in ziua 16. In ziua 20
modificarea medie a volumului tumoral a fost 15.2 (£5.3) si 14.2 (£9.9) pentru PBS, respectiv
cetuximab, in timp ce pentru grupul PB10651 afucozilat, valoarea a fost 4.5 (x0.59). Timpii de
dublare a tumorii, determinati prin ajustarea curbei neliniare a unei ecuatii de crestere exponentiala, s-
au calculat ca fiind 9 zile pentru grupurile PBS si cetuximab si 6 zile pentru grupul de tratament cu
PB10651 afucozilat, o scddere de 30% a timpului de dublare a tumorii. In mod similar, in modelul de
xenogrefa C31M, PB1065 a redus semnificativ cresterea tumorald comparativ cu grupurile PBS si
cetuximab (Figura 38).

Exemplul 8: Studiul de toxicitate non-GLP la macac folosind doze repetate de PB10651.

Pentru evaluarea toxicitatii posibile a PB10651, s-a efectuat un studiu de toxicitate cu doze
repetate non-GLP pe maimute macac. Pentru bratul Fab EGFR prezent in PB10651, se poate astepta
toxicitate in piele si tractul gastro-intestinal (Gl). In cazul anticorpului anti-EGFR Cetuximab
(Erbitux), s-au observat decese la maimute la o doza sdptamanala de 75 mg/kg din cauza toxicitatii
severe la nivelul pielii, o dozad de 24 mg/kg/saptimana fiind cea mai mare doza tolerata in studiile de
toxicitate cronica la maimute. in cazul Panitumumab (Vectibix), s-a observat mortalitate la maimute la
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o doza de 30 mg/kg/saptamana dupa numai trei saptamani de tratament intr-un studiu de 4 saptamani,
cu decese ocazionale la dozaje mai mici (7.5 si 15 mg/kg/saptdmana) intr-un studiu de toxicitate 1V de
13 saptdmani. Pe baza acestor informatii, s-a selectat un nivel al dozei de 25 mg/kg pentru PB10651
ca cea mai mare dozd in acest studiu. S-au folosit un mascul si o femela per grup si s-au prevazut
patru grupuri: control (doar wvehicul), 2.5 mg/kg/siptamana, 7.5 mg/kg/saptamand si 25
mg/kg/saptamand si s-au administrat patru doze saptamanale in fiecare grup. Anticorpul s-a
administrat la animale prin perfuzie intravenoasa o ora.
Rezultate

Studiile de toxicitate la maimute macac cu Cetuximab si Panitumumab au indicat toxicitate
dermica (eritem, uscaciune/exfoliere/pierderea parului) si efecte in tractul gastro-intestinal (GI) (scaun
moale/diaree, deshidratare) ca toxicitati de limitare a dozei (EMA-EPAR 2004 cetuximab, EMA.-
EPAR 2007 panitumumab), in conformitate cu activitaea anti-EGFR a compusilor testati. insa, pentru
PB10651, chiar si la cea mai mare doza administrata in acest studiu, nu s-a observat toxicitate de piele
sau de tract GI dupa administrare repetata. S-au observat semne clinice, cum ar fi subtierea bléanii,
véanatai si incidenta de scaun moale, in mod egal in grupurile active si de control si aceste semne
clinice nu au fost considerate asadar asociate cu medicamentul. Nu au existat modificari ale greutatii
organelor si/sau ale raporturile de greutate ale organelor considerate asociate cu administrarea
PB10651. In plus, nu au existat observatii macroscopice sau microscopice considerate asociate cu
administrarea PB10651. In concluzie, administrarea intravenoasa (perfuzie) o datd pe siptimani a
PB10651 la maimute macac timp de 4 sdptamani nu a dus la modificéri ale greutatii organelor sau ale
raporturile de greutate ale organelor, observatii macroscopice sau microscopice considerate asociate
cu administrarea PB10651.

Activitatea care a condus la prezenta inventie a primit finantare de [Uniunea European]
[Comunitatea Europeand a Energiei Atomice] Al saptelea program-cadru ([FP7/2007-2013]
[FP7/2007-2011]) sub n°® 14

Tabel 1: Titre ale soarecilor MeMo® imunizati cu Succes.

Soarece |Antigen imunizat Titru seric | Biblioteca | Dimensiune
# FACS biblioteca
pVaxl hLGR4-2xFLAG- hLGR4 100
2xHA
L1 ML1246 2.8 x 107
2)\(/321 hLGR5-2xFLAG- hLGR5 0
H1 rhLGR5-Fc hLGR5<100 ML1247 |2.5x 1077
H2 rhLGR5-Fc hLGR5<100 ML1248 2.2 x 1077
H3 rhLGR5-Fc hLGR5 100 ML1249 2.6 x 10”6
H4 rhLGR5-Fc hLGR5 100
H5 rhLGR5-Fc hLGR5 100 MLLZS0 77 2076
H6 rhLGR5-Fc hLGR5 100 ML1251 1.6 x 10"7
L19 rhZNRF3-Fc hZNRF3 100 ML1223 1.0 x 10"7
L20 rhZNRF3-Fc hZNRF3 100 ML1224 7.8 x 10”6
L21 rhZNRF3-Fc hZNRF3 100 ML1225 1.2 x 1077
L22 rhZNRF3-Fc hZNRF3 100 ML1226 |8.1x 10"6
L23 rhZNRF3-Fc hZNRF3 100 ML1227 6.1 x 10”6
L24 rhZNRF3-Fc hZNRF3 100 ML1228 5.0 x 10”6
K14 rhRNF43-Fc hRNF43 100 ML1229 |9.1x10"6
K15 rhRNF43-Fc hRNF43 100 ML1230 2.0 x 10"6
K17 rhRNF43-Fc hRNF43 100 ML1231 5.4 x 10”6
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Tabel 2: Prezentarea grupurilor de anticorp generate din repertorii de anticorpi fagici fatd

de diferite tinte WNT.

Blocare |ODasso 4°C |ODaso 40°C |% (ODaso 40°C/ | Stabil

ODus0 4°C)
55
65
87
101
99
61
71
88
92
75
98
75
97
76
64
104
76
88
79
99
100
93

la 40°C
Da
NA
Da

Da

Da

Da

Da

Da

Da

Da

Da
Partial
Da
Partial
Da

Da

Da

Da

Da

Da

Da

Da

Tinta Dimensiunea finali a grupului de anticorpi
(numirul clonelor diferite caracterizate)

LGR4 66

LGR5 84

ZNRF3 105

RNF43 33

Tabel 3: Caracteristicile 1gG bispecifici continand un grup selectat de fragmente Fab de tintire Wnt

impotriva LGR4, LGR5, ZNRF3 si

RNF43 combinate cu fragmentul Fab de toxoid tetanic.
PB# Fragment | Titrare |Blocare R- | Stabilitate 140C

Fab tinta FACS spondin
AUC %
legare
PB10251 LGR4 28154 102 Nu 0.452 0.248
PB10252 | LGR4 12888 103 Nu 0.099 0.064
PB10261 | LGR5 43103 59 Partial |1.005 0.876
PB10273 [LGR5 27178 92 Nu 1.793 1.819
PB10275 |LGR5 24879 94 Nu 1.677 1.664
PB10278 LGR5 22197 80 Partial |0.655 0.401
PB10279 LGR5 24974 82 Nu 0.839 0.597
PB10284 | LGR5 40187 59 Partial |0.985 0.867
PB10286 | LGR5 41872 95 Nu 1.050 0.964
PB10287 LGR5 19378 107 Nu 0.810 0.609
PB10290 LGR5 44272 67 Partial |1.059 1.043
PB10300 | ZNRF3 32012 90 Nu 1.693 1.264
PB10302 | ZNRF3 29235 102 Nu 1.783 1.722
PB10304 | ZNRF3 38321 75 Partial |1.747 1.336
PB10309 | ZNRF3 19446 93 Nu 1.688 1.087
PB10328 | ZNRF3 26933 86 Nu 1.714 1.776
PB10330 | ZNRF3 46341 50 Da 1.793 1.357
PB10332 |ZNRF3 24318 93 Nu 1.602 1.415
PB10333 |ZNRF3 36923 82 Nu 1.434 1.137
PB10346 | RNF43 82605 29 Da 1.397 1.377
PB10349 RNF43 92972 71 Partial |1.523 1.529
PB10350 |[RNF43 93258 33 Da 1.430 1.325
Se indica titrarea de afinitate FACS, ELISA de blocare R-Spondin3 si ELISA de stabilitate la
40°C. Pentru titrarea afinitatii FACS, se indica valorile zonei de sub curba (AUC). Pentru ELISA de

blocare R-Spondin, s-a indicat legarea procentuala ramasa per IgG compaativ cu valoarea de legare
maxima (setata la legare 100%), precum si concluzia finald din 2 experimente independente. Se indica
ELISA de stabilitate la 40°C. Se indica valorile ODassonm dupd o saptamana la 4°C si la 40°C in tabel.
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Sunt indicate in tabel raporturile (procentuale) ale ODasonm pentru 4°C versus 40°C. Concluzia finala
este introdusd in coloana din dreapta, dacd un IgG este considerat stabile, partial stabil sau NA cand
semnalele OD au fost sub 0.1.

Tabel 4: Punctajele factorului Z’ pentru diferite caracteristici si un punctaj de parametri multipli in
diferite organoide, comparand cresterea cu si fara EGF in tumoroide dependente de EGF.

Punctajul factorului Z> cu parametri multipli a fost similar sau mai mare decdt punctajele
caracteristicilor individuale, demonstrand ca utilizarea unui astfel de punctaj este sensibil si se poate
aplica in organoide diferite multiple care sufera diferite raspunsuri fenotipice dupa tratament cu factor
de crestere.

Z’ - factor P18T P14T P8T
Numar nuclei 0.58 -0.34 -0.68
Dimensiune tumoroid -0.01 0.18 0.05
Numar lumene -0.56 0.56 0.27
Rotunjire lumene 0.22 0.13 0.30
Parametri multipli 0.80 0.53 0.50

Tabel 5: Combinatii preferate de lanturi grele pentru anticorpi bispecifici care leagi LGR4/EGFR;
LGR4/HERS; LGR5/EGFR; LGR5/HER3; RNF43/EGFR; RNF43/HER3; si
ZNRF3/EGFR; ZNRF3/HER3. TT este un lant greu pentru toxoid tetanic, de referintad

T EGFR

MF1337 MF3755 MF4280 MF3370 MF4289

T MF1337 | PB4248 | PB9919 | PBY9647 | PB9920 | PB10104
MF5777 | PB10251 | PB10619 | PB10620 | PB10621 | PB10622
LGR4 MFS781 | PB10252 | PB10623 | PB10624 | PB10625 | PB10626
MF5790 | PB10261 | PB10627 | PB10628 | PB10629 | PE10630
MFS803 | PB10273 | PB10631 | PB10632 | PB10633 | PE10634
MF5805 | PB10275 | PB10635 | PB10636 | PB10637 | PB10638
MFS808 | PB10278 | PB10639 | PB10640 | PB10641 | PB10642
MFS809 | PB10279 | PB10643 | PB10644 | PB10645 | PB10646
MFS814 | PB10284 | PB10647 | PB10648 | PB10649 | PB10650
MF5816 | PB10286 | PB10651 | PB10652 | PB10653 | PE10654
MF5817 | PB10287 | PB10655 | PB10656 | PB10657 | PB10658
LGRS MF5818 | PB10290 | PB10659 | PB10660 | PB10663 | PB10664
MF5832 | PB10346 | PB10661 | PB10662 | PB10665 | PB10666
MF5836 | PB10349 | PB10667 | PB10668 | PB10669 | PB10670
RNF43 MFS839 | PB10350 | PB10671 | PB10672 | PB10673 | PB10674
MF5850 | PB10300 | PB10675 | PB10676 | PB10677 | PB10678
MF5853 | PB10302 | PB10679 | PB10680 | PB10681 | PE10682
MF5855 | PB10304 | PB10683 | PB10684 | PB10685 | PB10686
MF5862 | PB10309 | PB10687 | PB10688 | PB10689 | PE10690
MFS5882 | PB10328 | PB106S1 | PB10692 | PB10693 | PB10694
MF5884 | PB10330 | PB106S5 | PB10696 | PB10697 | PB10698
MF5887 | PB10332 | PB10699 | PB10700 | PB10701 | PB10702
ZNRF3 MF5888 | PB10333 | PB10703 | PB10704 | PB10705 | PB10706
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“Tabel 5 continuare

T HER3

MFL3I3T MF3178 MF3ILTE MF3125 MF4863
L MF1337 | PB4248 | PE9215 PBOS21 PBESS18 PBI1O111
MF5777 | PB10251 | PB10707 PB1O708 | PB10O709 PB10710
LGR4 MFs781 | PB10252 | PE10711 PB10712 | PE10O713 PB10714
MF5790 | PB10261 | PB10715 PB10O716 | PB1O717Y PB10718
MF5803 | PB10273 | PE107159 PB10O720 | PE10721 PB10722
MF5805 | PB10275 | PE10723 PB10724 | PB10725 PB10726
MFSROR | PBLOZ27E | PB10727 PB10O728 PBE10729 PB10O730
MF5803 | PB10279 | PE10731 PRIO732 PR10733 PEI10734
MFs814 | PB10284 | PE10735 PB10736 | PB10O737 PB10738
MFS816 | PB10Z286 | PE10748 PB10749 PE1O750 PB10O751
MF5817 | PB10287 | PE107S2 PB10753 PE10754 PB10755
LGRS MF5218 | PB10290 | PE10756 PB10757 | Notmade | Not made
MF5537 | PB10346 | Mot made | Mot made | PE10758 PB10759
MF5836 | PB10349 | PE10764 PB1O765 | PELO76E6 FB10767
RNFa3 | mrsa3g | PBL0O3S0 | PE1OVEE PB1O76S | PR1O770 | PBID7T1
MFs850 | PB10300 | PB10772 PB10O773 | PB10O774 PB10775
MFSE53 | PBLO302 | PE10776 PB1O777 PE1O778 PB1O779
MF5855 | PR10304 | PB107R0 PRIOYE]L PBR10O7E2 FRI10O783
MFsE62 | PBE1030S | PE10784 PB1O78S | PB10O786 PB10787
MF5882 | FB10328 | PE1OVEE PB1O7ES PE10790 PBE10791
MF5EE4 | PBE10330 | PE10792 PB10O793 PBE1O794 PB10O795
MFS887 | PB10332 | PE10796 PB10O797 | PB10798 PB10799
ZNRF3 | mFsgsg | PBL0333 | PE10OBOOD PB1OB01 | PB108O2 PB10803

Tabel 6: Combinatii preferate de lanturi grele pentru anticorpi bispecifici care leagd LGR4/EGFR;
5  LGR4/HERS3; LGR5/EGFR; LGR5/HER3; RNF43/EGFR; RNF43/HERS;
si ZNRF3/EGFR; ZNRF3/HER3. TT este un lant greu pentru toxoid tetanic, de referinta.

TT EGFR HER3
MF1337 MF3755 MF3178
TT MF1337 PB4248 PB9919 PB9215
MF5777 PB10251 PB10619 PB10707
LGR4 MF5781 PB10252 PB10623 PB10711
MF5790 PB10261 PB10627 PB10715
MF5803 PB10273 PB10631 PB10719
MF5814 PB10284 PB10647 PB10735
MF5816 PB10286 PB10651 PB10748
MF5817 PB10287 PB10655 PB10752
LGR5 MF5818 PB10290 PB10659 PB10756
MF5832 PB10346 PB10661 PB12336

RNF43 MF5836 PB10349 PB10667 PB10764
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TT EGFR HER3
MF1337 MF3755 MF3178
MF5850 PB10300 PB10675 PB10772
MF5853 PB10302 PB10679 PB10776
MF5855 PB10304 Neefectuat PB10780
MF5884 PB10330 PB10695 Neefectuat
ZNRF3 MF5888 PB10333 PB10703 PB10800

Tabel 7: Lista anticorpilor comparativi copiati din literatura cu numarul intern. Secventele VH si VL
ale anticorpilor au fost copiate din brevete, preparate ca CADN-uri sintetice si clonate intr-un vector de
expresie pentru expresia 1gGl uman. Anticorpii au fost exprimati si purificati prin proceduri
standardizate.

Anticorp Tinta Companie Specie Numair intern
hu8E11v2 LGR5 Genentech Umanizat PG7543
BNC101 LGR5 Bionomics Umanizat PG7709
OMP18R5 FzD7 OncoMed Uman PG7710
OMP88R20 LGR5 OncoMed Uman PG7711
OMP88R21 LGR5 OncoMed Uman PG7712
OMP131RO RSPO3 OncoMed Umanizat PG7713

Tabel 8: Reziduuri in EGFR si LGRS relevante pentru legarea PB10651 de tintd in analiza de
mutageneza shotgun.

Reziduuri LGR5 relevante Reziduuri EGFR relevante
D43A 1462A
G44A G465A
M46A K489A
F67A 1491A
G90A N493A
FI91A C499A

Tabel 9 Nivelurile de expresie MARN EGFR si LGRS in tumori PDX
folosite pentru colorarea FACS ex vivo .

Denumire celuld | Tip de cancer EGFR log2(FPKM) LGR5 log2(FPKM)
EX-CR2394 Cancer colorectal Neefectuat inca Neefectuat inca
EX-OV3077 Cancer ovarian 2.178 6.1989

EX-GA6239 Cancer gastric 2.4679 5.3676

EX-HN2195 Cancer la cap si gat  |8.9258 5.3171

EX-L10574 Cancer hepatic 3.6252 5.0135

EX-GA6210 Cancer gastric 1.0841 4.6505

EX-OV1286 Cancer ovarian 2.3905 4.6434

EX-CC6638 Colangiocarcinom 3.3147 3.5631

EX-LU2529 Cancer pulmonar 4.0328 3.2662
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Denumire celuli | Tip de cancer EGFR log2(FPKM) LGRS log2(FPKM)
EX-OV0273 Cancer ovarian -2 3.0802
EX-LU6429 Cancer pulmonar 4.0896 2.897
EX-ES0201 Cancer esofagian 5.6923 1.8035

Tabel 10: Valorile de intensitate medie a fluorescentei (MFI) obtinute
dupa colorarea ex vivo a xenogrefelor provenite de la pacienti cu diferite boli.

Model Valoarea intensitatii medii a fluorescentei (MFI)
oae

Tip de cancer Crown PG5816  (anti- PG3755  (anti- PG1337  (anti-TT
LGR5) EGFR) control)
Cancer ovarian 0OV1286 7482 2120 1575
Cancer ovarian 0oVv0273 5960 2152 1728
Cancer esofagian |ES0201 5772 5967 1642
Cancer colorectal |CR2394 3661 2602 1879
Cancer gastric GA6210 3240 1003 1105
Cancer hepatic L10574 2543 6110 1070
Cancer gastric GA6239 2265 2104 1731
gC:tncer 12 cap si 2195 1846 11814 1134
Cancer pulmonar | LU2529 1705 6863 1685
Cancer pulmonar | LU6429 1532 6081 1006
Colangiocarcinom |CC6638 1370 9366 1104
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(57) Revendiciri:

1. Un anticorp bispecific cuprinzand un domeniu variabil care leagd o parte extracelulard a
unui membru asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF)
si un domeniu variabil care leaga o parte extracelulara a unui membru asociat cu membrana al unei cai
de semnalizare WNT, unde anticorpul bispecific cuprinde domenii variabile care leagd EGFR si
receptorul cuplat cu proteina G continand repetitii bogate in leucind 5 (LGR5).

2. Anticorpul bispecific conform revendicarii 1, cuprinzand un domeniu variabil care leaga
EGFR si un domeniu variabil care leagd LGRS

- unde lantul VH al domeniului variabil care leagd EGFR cuprinde secventa aminoacidica a
lantului VH MF3755 indicatd in figura 1; sau secventa aminoacidicd a lantului VH MF3755 indicatd
in figura 1 avand cel mult 15, de preferintd nu mai mult de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 si de preferintd
avand nu mai mult de 5, 4, 3, 2 sau 1 insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau 0 combinatie a
acestora fata de VH; si

- unde lantul VH al domeniului variabil care leagd LGRS cuprinde secventa aminoacidica a
lantului VH MF5816 indicata in figura 1; sau secventa aminoacidicd a lantului VH MF5816 indicata
in figura 1 avand cel mult 15, de preferintd nu mai mult de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 si de preferintd
avand nu mai mult de 5, 4, 3, 2 sau 1 insertii, deletii, substitutii aminoacidice sau o combinatic a
acestora fata de VH.

3. Anticorpul bispecific conform revendicarii 1 sau 2, pentru utilizare in tratarea unui individ
avand cancer.

4. Anticorpul bispecific conform revendicarilor 1 sau 2, pentru utilizare conform revendicarii
3, unde cancerul este un adenocarcinom.

5. Anticorpul bispecific conform revendicarilor 1 sau 2, pentru utilizare conform revendicarii 3
sau 4, unde cancerul este cancer colorectal; cancer pancreatic; cancer pulmonar; cancer mamar, cancer
hepatic; cancer de prostatd; cancer ovarian; cancer de col uterin; cancer endometrial; cancer la cap si
gat; melanom,; cancer testicular; cancer urotelial; cancer renal; cancer stomacal; sau cancer carcinoid.

6. Anticorpul bispecific conform revendicarii 1 sau 2, pentru utilizare conform oricéreia dintre
revendicarile de la 3 la 5, unde cancerul este cancer colorectal.

7. Un sistem celular cuprinzand anticorpul bispecific conform revendicarii 1 sau 2 si o celula
care exprima un membru asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere
epidermic (EGF) si care exprimd un membru asociat cu membrana al céaii WNT,

unde membrul asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru factorul de crestere
epidermic (EGF) este EGFR si unde membrul asociat cu membrana al cdii WNT este LGRS.

8. Utilizarea anticorpului bispecific conform revendicarii 1 sau 2 intr-o metoda in vitro de
inhibare a proliferarii unei celule care exprimd un membru asociat cu membrana al familiei
receptorilor pentru factorul de crestere epidermic (EGF) si care exprimd un membru asociat cu
membrana al caii WNT intr-un sistem care permite proliferarea celulei, metoda cuprinzand furnizarea
anticorpului bispecific in sistem, unde membrul asociat cu membrana al familiei receptorilor pentru
factorul de crestere epidermic (EGF) este EGFR si unde membrul asociat cu membrana al caii WNT
este LGRS.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinidu, Republica Moldova
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Figura 2

MF1337:
gaggtgcagctggtggagactggggctgaggtgaagaagccgggggcctcagtgaaggtctcecctgcaagg
cttctgactacatcttcaccaaatatgacatcaactgggtgcgccaggcccecctggacaagggcttgaatyg
gatgggatggatgagcgctaacactggaaacacgggctatgcacagaagttccagggcagagtcaccatg
accagggacacgtccataaacacagcctacatggagctgagcagcctgacatctggtgacacggcecgttt
atttctgtgcgaggagtagtcttttcaagacagagacggcgccctactatcacttecgetctggacgtectyg
gggccaagggaccacggtcaccgtctccagt

MF3755:
caggtgcagctggtgcagtctgggtctgagttgaagaagcctggggectcagtgaagatttecctgcaagg
cttctggatacgacttcactaactatgctatgaattgggtgcgacaggccecctggacacgggcttgagtg
gatgggatggatcaacgccaacactggggacccaacgtatgcccagggcttcacaggacggtttgtcectte
tccttggacacctctgtcagcacggcatatctgcagatcagcagtttaaaggctgaggactctgecegtgt
attactgtacgagagagcgatttttggagtggttacactttgactactggggccagggaaccctggtcac
cgtctccagt

MF3178:
caggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctggggectcagtgaaggtctectgcaagg
cttctggatacaccttcaccggctactatatgcactgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtyg
gatgggatggatcaaccctaacagtggtggcacaaactatgcacagaagtttcagggcagggtcacgatg
accagggacacgtccatcagcacagcctacatggagctgagcaggctgagatctgacgacacggctgtgt
attactgtgcaagagatcatggttctcgtcatttctggtcttactggggctttgattattggggccaagg
taccctggtcaccgtctccagt

MF5790:
caggtgcagctgcaggagtcgggcccaggactggtgaageccttcggagaccctgteccctcacctgcecactyg
tctctggtggctceccttcagcagtagtagttcctactggggctggateccgeccagececccagggaaggggcet
ggagtggattgggagtttctattatagtgggaacacctactacaacccgtccctcaagagtcgagtcacce
atatccgaagacacgtccaagaaccagttctccctgaagctgagectctgtgaccgccgcagacacggcectyg
tgtattactgtgcgagacagacgtatagcagcagctgggacggggtcctgtactactttgactactgggg
ccagggaaccctggtcaccgtctccagt

MF5816:

gaggtgcagctggtgcagtctgggtctaaattgaagaagcctggggecctcagtgaaggtttecctgcaagg
cttctggatacaccttcactagctatactatgaattgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtyg
gatgggatggatcaacaccgacactggggacccaacgtatgcccagggcttcacaggacggtttgtettce
tccttggacacctctgtcagcacggcatttctacagatcaacagecctaaaggctgaggacactgececgtat
attactgtgcgagaggagattgtgatagtaccagctgctatagatacagttatggttacgaggactactg
gggccagggaaccctggtcaccgtctccagt

MF3125:
caggtgcagctggtggagtctgggggaggcgtggtccagectgggaggtccctgagactctectgtgcecag
cctctggattcaccttcagtagctatggcatgcactgggtccgccaggectccaggcaaggggctggagtyg
ggtggcagttatatcatatgatggaagtaataaatactatgcagactccgtgaagggccgattcaccatce
tccagagacaattccaagaacacgctgtatctgcaaatgaacagcctgagagctgaggacacggccgtgt
attactgtgcaaaaggttcttctggttggccgtcttactctaactggggctttgattattggggccaagg
taccctggtcaccgtctccagt
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MF3176:
gaggtgcagctgttggagtctgggggaggcttggtacagecctggggggtccctgagactctectgtgecag
cctctggattcacctttagcagctatgccatgagctgggtccgccaggectccagggaaggggctggagtyg
ggtctcagctattagtggtagtggtggtagcacatactacgcagactccgtgaagggccggttcaccatce
tccagagacaattccaagaacacgctgtatctgcaaatgaacagcctgagagccgaggacacggctgtgt
attactgtgcaagagattggtggtacccgccgtactactggggctttgattattggggccaaggtaccecct
ggtcaccgtctccagt

MF4863:
gaggtgcagctggtgcagtctgggtctgagttgaagaagcctggggcectcagtgaaggtttecctgcaagg
cttctggatacacctccattagatatgctttgaactgggtgcgacaggcccctggacaaggecttgagtg
gctgggatggatcaacaccaacactgggaacccaacgtatgcccggggcttcacaggacggtttgtette
tccttggacacctctgtcagcacggcatatctgcagatcagcagecctaaaggctgaggacactgcecegtgt
attactgtgcgagagatacttatgatagtactggttatctttggtttgactactggggccagggaaccct
ggtcaccgtctccagt

MF3370:
caggttcagctggtgcagtctggagctgaggtgaagaagcctggggectcagtgaaggtctectgcaagg
cttctggttacacctttaccagctatggtatcagctgggtgcgacaggecccctggacaagggcttgagtyg
gatgggatggatcagcgcttacaatggtaacacaaactatgcacagaagctccagggcagagtcaccatg
accacagacacatccacgagcacagcctacatggagctgaggagcctgagatctgacgacacggctgtgt
attactgtgcaaaagatcgtcattggcattggtggctggacgecctttgattattggggccaaggtaccct
ggtcaccgtctccagt

MF4280:
caggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctggggcctcagtgaaggtctcecctgcaagg
tttccggatacaccctcactgaattatccatgcactgggtgcgacaggctecctggtaaagggcttgaatg
gatgggaggctttgatcctgagtatggtaaaacattcttcgcacagaacttccagggcagagtcaccatyg
accgaggacacatctgcagacacagcctacatggagctaagcagecctgagatctgaggacacggccgtgt
attactgtgcaacagaggggtattatgagactactacttattactacaacctttttgactcctggggcca
gggaaccctggtcaccgtctccagt

MF4289:

caggtgcagctggtgcaatctgggtctgaattgaagaagcctggggectcagtgaaggtttectgcaaga
cttctggatacaccttcactgactatgctatgacttgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgaatg
gatgggatggatcaccaccaacactggggacccaacgtatgccccgggcttcacaggacggtttgtecttce
tccttggacacctctgtcagcacggcatatctgcagatcagcagecctaaaggccgaggacactgecegtat
attactgtgcgagagtgtatcattggatacggggatttgagttttggggccagggaaccctggtcacecgt
ctccagt

MF5777:
caggtgcagctggtgcaatctgggtctgagttgaagaagcctggggcctcagtgaaggtttcctgcaagg
cttctggatacaccttcactaactatgttatgaattgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtg
gatgggatggatcaacaccaacactgggaacccaacgtatgcccagggcttcacaggacggtttgtecttce
tccttggacacctctgtcagcacggcatatctgcagatcagcagecctaaaggctgaggacactgcecegtgt
attactgtgcgaggtgggagctactagactactggggccagggaaccctggtcaccgtctccagt

MF5781:

gaggtgcagctggtggagtctgggggaggcttggtacagecctggggggtccctgagactctecctgtgcag
cctctggattcacctttagcagctatgccatgagctgggtccgeccaggectccagggaaggggctggagtyg
ggtctcagttattagtggtagtggtgggaccacatactacgcagactccgtgaagggccggttcaccatce
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tccagagacaattccaagaacacgctgtatctgcaaatgaacagcctgagagccgaggacacggccgtat
attactgtgcgaaaggggctggggagcttgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctccagt

MF5803:

caggtgcagctgcaggagtcggggccaggactggtgaagccttcggagaccctgtcecctcacctgecactg
tctctaatggctccatcagtacttactactggagctggatccggcageccecccagggaaggggctggagtyg
gattggatatgtctattacactgggcgcaccaagtacaacccctccectcaagagtcgagtcaccatatceca
gtagacacgtccaagaaccagttctccctgaacctgagttctgtgaccgctgcggacacggcecgtgtatt
actgtgcgagagggggtattgtagtagtcccagctgcgcgggactattactactacatggacgtctgggg
caaagggaccacggtcaccgtctccagt

MF5805:
gaggtgcaactggtgcagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctctgaagatcgectgtaagg
gttctggattcagttttaccagccactggatcggctgggtgcgccagaagcccgggagaggectggagtyg
gatgggggtcatctatcctggtgactctgataccagatacagcccgtccttccaaggeccaggtcaccgte
tcagccgacaagtccatcaataccgcecctacctgcagtggaacagcctgaaggcctecggacaccgcecatat
attactgtgcgagaccgaacagtgggagtccccggtacttcgagttectggggccgtggcaccctggtecac
cgtctccagt

MF5808:
caggtgcagctgcaggagtcgggcccaggactggtgaageccttcggagaccctgteecctcacctgecactg
tctctggtggctccatcagcagtagtagttactactggggctggatccgccagecccccagggaaggggcet
ggagtggattgggagtttctattatagtgggaacacctactacaacccgtccctcaagagtcgagtcacce
atatccgtagacacgtccaagaaccagttctccctgaagctgagectectgtgaccgeccgcagacacggcetg
tgtattactgtgcgagacaggagtattactatggttcggggagtccttcgtactactttgactactgggg
ccagggaaccctggtcaccgtctccagt

MF58009:
gaggtgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctectgaagatctectgtaagg
gttctggagacagttttatcagccactggatcgecctgggtgcgccagatgecccgggaaaggcectggagtyg
gatggggatcgtctatcctggtgactctgataccagatacagcccgtcecttccaaggccaggtcaccatce
tcagccgacaagtccatcaccaccgcectacttgcagtggagcagecctgaaggecctecggacaccgecatgt
attactgtgcgagacacgagtgggaactacttggcccctttgactactggggccagggaaccctggtcac
cgtctccagt

MF5814:
gaggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctgggtectcggtgaaggtctecctgcaagg
cttctggaggcacctccactaacgatgctatcagttgggtgcgacagacccctggacaagggcttgagtyg
gatgggaagtatcatccctatccttgatacaacagaccacgcacagaagttccagggcagagtcacgatt
accgcggacaaatccacgaacacagcctacatggagctgaacagcctgagatctgatgacacggcececgtgt
attactgtgcgagagagcatatagcagctcgtcaggactactttgactattggggccagggaaccctggt
caccgtctccagt

MF5817:

caggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctgggtectcggtgaaggtctectgcaagg
tttctggaggcaccttcaggagctatgctatcagctgggtgcgacaggecccctggacaagggcttgagtyg
gatgggagggatcatccctatctttgatacaagaaactacgcacagattcttcagggcagagtcacgatt
accgcggacttatccacgagcacagcctacatggagctgaacagtctgagatctgaggacacggccattt
attactgtgcgagagggagcgacgagggggactggttcgacccctggggccaaggaaccctggtcacegt
ctccagt
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MF5818:
gaggtgcagctggtgcagtctgggactgaggtgaggaagcctgggtcctcggtgaaggtctecctgcaagg
cttctggaggcaccttcagcaactatgctatcagctgggtgcgacaggcccctggacaggggcttgagtyg
gatgggaagtatcatccctatccttggaacaacagaccacgcacagaagttccaggacagagtcacgatt
accgcggacaaatcctcgaacacaacctacatggagctgagcagcctgagatctgatgacacggceccecgtat
attactgtgcgagagagtatatagcagctcgtctggactactttgactcttggggccagggaaccctggt
caccgtctccagt

MF5832:
gaggtgcagctggtggagtctgggggaggcttggtacagcctggggggtcecctgagactectecctgtgtag
tctctggattcaccttcagttactacgacatgcactgggtccgccaagtcacaggaaaaggtctggagtg
ggtctcagctattggcactgctggtgccacatactatccaggctccgtgaagggccgattcaccatectcece
agagaaaatgccaagaactccttgtatcttcaaatgaatagcctgagagccggggacacggctgtgtatt
actgtgcaagagatcgtggatatagtggctacgatgcgtactactttgacttctggggccagggaaccct
ggtcaccgtctccagt

MF5836:
caggtgcagctgcaggagtcgggcccaggactggtgaageccttcggagaccctgtceecctcacctgecactg
tctctggtggctccatcagcagtagtaattactactggggctggatccgeccageccecccagggaaggggcet
ggagtggattgggaatatctattatagagggtacacctattataacccgtccctcaagagtcgagtcacc
atatccgtagacacgtccaagaagcagttctccctgacgectgagectectgtgaccgeccgcagacacggcta
tgtattactgtgcgagagaggggagtgactacggtgactacgtaggagcttttgatatctgggaccaagg
gacaatggtcaccgtctccagt

MF58309:
gaggtgcagctggtgcagtctgggggaggcttggtacagcctggggggtcecctgagactctecctgtgecag
cctctggattcaccttcagttactacgacatgcactgggtccgccaagttacaggaaaaggtctggagtyg
ggtctcaactattggtgctactggtgacacatactattcagactccgtgaagggccgatttaccatctcece
agacaaaatgccaagaactccttgtatcttcaaataaacagcctgagagccggggacacggctgtatatt
actgtgtaagagatcgtggatatattggctacgattcgtactactttgacaactggggccagggaaccct
ggtcaccgtctccagt

MF5850:
caggtgcagctggtgcagtctgggtctgagttgaagaagcctggggectcagtgaaggtttectgcaagg
cttctggatacaccttcactaggtatcctatgaattgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtyg
gatgggatggatcaacaccaacactgggaacccaacatatgcccagggcttcacaggacggtttgtectte
tccttggacacctctgtcagcacggcatttctgcagatcagcagecctaaaggctgaggacactgecegtgt
attactgtgcgagagagaggactaacttttatgatgcttttgatatctggggccaagggacaatggtcac
cgtctccagt

MF5853:
caggtgcagctggtgcaatctgggtctgagttgaagaagcctggggcctcagtgaaggtttcctgcaagg
cttctggatataccttcaatagctatgctatggattgggtgcgacaggccecctggacaagggcttgagtg
gatgggatggatcaacaccaatactgggaacccaacgtatgcccaggccttcacaggacggtttgtectte
tccttggacacctctgtcagcacggcatatctggagatcagcagecctaaaggctgaggacactgeecgtgt
attactgtgcgagagagaggcatggatattttgaagcttttgatatctggggccaagggaccacggtcac
cgtctccagt

MF5855:

caggtgcagctggtgcaatctgggtctgagttgaagaagcctggggectcagtgaaggtttectgcaagg
cttctggatacaccttcactaagtatgttatgaattgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtg
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gatgggatggatcaacaccaacactgggaacccaacgtatgcccagggcttcacaggacggtttgtettce
tccttggacacctctgtcagcacggcatatctgcaggtcagcagtctaagggctgaggacactgecectgt
attactgtgcgagagagtctaactggaactacgactactttgactactggggccagggcaccctggtcac
cgtctccagt

MF5862:
caggtgcagctggtgcagtctggaacagaggtgaaaaagcccggggagtctctgaagatctectgtaagg
gttctggatacagctttaccacctactggatcggctgggtgcgccagatgecccgggaaaggecctggagtyg
gatgggaatcatctatcctggtgactctgataccagatacagcccgtcecttccaaggccaggtcaccatce
tcagccgacaagtccatcagcaccgcecctacctgcagttgagcagecctgaaggecctecggacaccgeccatgt
attactgtgcgagacggggtcttagtatggttcggttgagcgecttttgatgtctggggccaaggaaccct
ggtcaccgtctccagt

MF5882:
caggtgcagctggtgcaatctgggtctgagttgaagaagcctggggectcagtgaaggtttecctgcaagg
cttctggatacaccttcactagatatgctatgaattgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtyg
gatgggatggatcaacaccaaaactgggaacccaacgtatgcccagggcttcacaggacggtttgtecttce
tccttggacacctctgtcagcacggcatatctgcagatcagcagecctaaaggctgaggacactgecegtgt
attactgtgcgagagatcgtgggagctactatgatgcttttgatatctggggccaagggacaatggtcac
cgtctccagt

MF5884:
gaggtgcagctggtgcagtctgggtctgaattgaagaagcctggggcecctcagtgaaggtttecctgcaagyg
cttctggatacaccttcactaagtatgctatgaattgggtgcgacaggtccctggacaagggcttgagtg
gatgggatggatcaacaccaacactgggaacccaacgtatgcccagggcttcacaggacggtttgtectte
tccttggacacctctgtccgcacggcatatctgcagatcagcagectaaaggctgaggacactgecegtgt
attactgtgcgagaaaaggggggagctactacgactggttcgacccctggggccagggaaccctggtcac
cgtctccagt

MF5887:
caggtgcagctggtgcagtctgggtctgagttgaagaagcctggggectcagtgaaggtttectgcaagg
cttctggatacaccttcactcgctatgctatgaattgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtyg
gatgggatggatcaacaccaacactgggaaaccaacgtatgcccagggcttcacaggacggtttgtcttce
tccttggacacctctgtcagcacggcatatctgcagatcagcagecctgaaggctgaggacactgecegtgt
attactgtgcgagagataagggctataactggaactacatgggtgcttttgatatctggggccaagggac
cacggtcaccgtctccagt

MF5888:
caggtgcagctggtgcagtctgggtctgagttgaagaagcccgggggctcaatgaaggtttectgcaagg
cttctggatacaccttcactagatatgctatgaattggttgcgacaggcccctggacaagggcttgagtyg
gatgggatggatcaacaccaacactgggaacccaacgtatgcccagggcttcacaggacggtttgtette
tccttggacacctctgtcagcacggcatatctgcagatcagcagecctaaaggctgaggacactgeccecgtet
attattgtgcgagacggagtgggagctactacgactactttgactactggggccagggaaccctggtcac
cgtctccagt
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Figura 3

Secventa de aminoacizi (A.A.) a lantului usor comun
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQ
PEDFATYYCQQSYSTPPTFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secventa adnotata: VL:
gacatccagatgacccagtctccatcctccctgtctgcatctgtaggagacagagtcacc
b 1 oM T o s p S s LS A S V G D R V T
atcacttgccgggcaagtcagagcattagcagctacttaaattggtatcagcagaaacca
I T ¢ R A S Q S I s SY L N W Y Q Q K P
gggaaagcccctaagctcctgatctatgectgecatccagtttgcaaagtggggtceccatcea
G K A P K L L I ¥ A AS S L ©Q S G V P S
aggttcagtggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagcagtctgcaacct
R ¥ §$S G s G s 6T D FT L T I S S L Q P
gaagattttgcaacttactactgtcaacagagttacagtacccctccaacgttcggcecaa
E D F A T Y Y C Q Q sSY s T p P T F G Q
gggaccaaggtggagatcaaa
G T K VvV E I K

CL:
cgaactgtggctgcaccatctgtcttcatcttccecgeccatctgatgagcagttgaaatcet
R T v A A P S V F I FP P S D E Q L K S
ggaactgcctctgttgtgtgecctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacag
G T A S Vv v C L L N NF Y P R E A K V Q
tggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggac
w K v D N AL Q S G NS Q E S V T E Q D
agcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgag
s K b s T Y s L s s TL T L S K A D Y E
aaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgeccgtcacaaag
K H K vy A C E V T HQ G L S S P V T K
agcttcaacaggggagagtgttag
s F N R G E C -
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Figura 4

VH: dependent de MF (tinta): Figuri 1 si 2. CH1:
gctagcaccaagggcccatcggtcttecccecctggcaccctecteccaagagcacctectggg
A S T K G P S V F P LA P S S K S T s G
ggcacagcggccctgggctgecctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgteg
G T A A L G C L V K DY F P E P V T V S
tggaactcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttcecececggetgtectacagtectea
W N S G A L T S G V HT F P A V L Q S S
ggactctactccctcagcagecgtcecgtgaccgtgecctceccagcagecttgggcacccagacce
G LYy s L s s v v T VP S S S L G T Q T
tacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagtt
Yy I ¢ N V N H K P S NT K V D K R V

Legatura:
gagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgceccca
E P K S ¢C D K T H T CP P C P

CH2:
gcacctgaactcctggggggaccgtcagtcttectcecttcceccccaaaacccaaggacacce
A P E L L G G P S V FL F P P K P K D T
ctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgecgtggtggtggacgtgagccacgaagac
L M I s R T P E V T CV vV V D V S H E D
cctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaag
P E V K F N W Y V D GV E V H N A K T K
ccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagecgtectcaccgtectgceac
P R E E Q ¥ N S T Y RV V S VvV L T V L H
caggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcecccagec
Q b w L N G K E Y K CK V S N K A L P A
cccatcgagaaaaccatctccaaagccaaa
P I E K T I S K A K

CH3: KK al DEKK
gggcagccccgagaaccacaggtgtacaccaagecccccatcccgggaggagatgaccaag
G Q P R E P Q VY T KP P S R E E M T K
aaccaggtcagcctgaagtgcecctggtcaaaggcttctatcccagecgacatcgeecgtggag
N Q V S L K ¢C L V K GF Y P s D I A V E
tgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctceccecgtgetggactec
w E S N G Q P E N N YK T T P P V L D S
gacggctccttcttectctatagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggg
b G S F F L Y S K L TV D K S R W Q QO G
aacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagce
NV F S C S VvV M H E AL H N H Y T Q K S
ctctcccectgtcteccgggttga
L s L s P G -
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CH3: DE al DEKK
gggcagccccgagaaccacaggtgtacaccgaccceccccatccecgggaggagatgaccaag
G Q P R E P Q V Y T DP P S R E E M T K
aaccaggtcagcctgacctgcgaggtcaaaggcttctatcccagecgacatcgeecgtggag
N Q V S L T CE V K GF Y P S D I A V E
tgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctceccecgtgetggactec
w E S N G Q P E N N YK T T P P V L D S
gacggctccttcttectctatagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggyg
b G S F F L Y S K L TV D K S R W Q QO G
aacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagce
NV F S ¢C S VvV M HE AL H N H Y T Q K S
ctctcccectgtcteccgggttga
L s L s P G -
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Figura 5

P181 + EGF P18T + HRG

P14T + E( ;! P14T + HRG

Organoid size = dimensiune organoid
Lumen count = numar lumene

Lumen size = dimensiune lumen
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Figura 6
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Figura 9
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 14

Figura 15
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Figura 16
Competitie RSPO-1
100
——PG7711p02
o \
°
E 80
S 1 AN
o
Q \
T 60
T \
& 50 \
o 40
5 \
@ 3 \
% ™ =
10
0 . . )
0.2 2 20 200
[RSPO-1] (nM)
Figura 17
Competitie RSPO-1 Competitie anticorp 1D9
120 120
100 | M 100 = ——  —* ;—
° .—%\ °
- -
S 80 S 80
§ \ 8
Q U
o 60 o 60
& h
Q [
;,an 40 5 40
2 g
ES 20 R 20
0 : : ) 0 . : :
0.2 2 20 200 0.1 1 10 100
[RSPO-1] (nM) [1D9] (nM)

—@— PB10261p04 (MF5790) —M—PG7711p02 —a— PB10286p05 (MF5816) @ PB10261p04 (MF5790) —E—PG7711p02 —a—PB10286p05 (MF5816)




MD/EP 3365373 T2 2021.07.31

100

Figura 18
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Figura 20
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Figura 24

mE LGRS

2.5+

I T T T
o e} (=} e}
o - - o

11 |o11u0d 9p ejeq




MD/EP 3365373 T2 2021.07.31

0‘0050000

——pMI————

----€¥@d----

CIRSTcc
B R
CIENEC -

CINStct
SRRt

s S |
M

DERPFRFYNTOOONOOINANNHAAddddddddddddddddddddddaddddddddd dadddd™ oo doddd

S ¥T8S4IN)

¥ ‘H ‘¥ :ZAILISOd

TOH_STAWEY_€%T150ZT
109_STAREY 8515021
0TJ_STAWEY_g%T1502T
L03_STWEY_€%TS0ZT
703_STdWEY_€v1S0ZT
ZT2_STAWEY_E5TS0ZT
903_STAREY_E5150Z1
503_STAREY_g9T1S0ZT
203_STAHEY_g5T1S02T
TOZ_STAHEY_g5T1S0ZT
600_STAWEY_€5T502T
210 §TAHEY_§¥T1$02T
€02_STAHEY_@5TS0ZT
0TS_STAREY_g5T502T
£08_STAWEY_g¥1502T
60Y_STAHEY_gs1502T
20Y_STAKEY 515021
SOV_STAWEY_E#150ZT
TOY_STdHEY_g¥1S0ZT
80H_80dHEY_Y5T15080
LOH_804HEY_¥¥TS080

0T9_80dHEY_¥¥15080

909_80dHEY_Y#15080

07T3_304HEY_¥#15080
803_80dHEY_Y515080
0T3_G0dHEY_Y5T5080
603_80dREY_¥5TS080
£03_80dKEY_¥$15080

TOZ_80dHEY_YHT1S080

0TQ_80dWEY_YHT1S080

monlnom:nmntﬂmono
200_80dKEY_¥¥T5080
900_504REY_¥#15080
Z10_80dREY_¥$T5080
600_80dREY_¥515080
802_80dHEY_¥3T15080
$02_80dHEY_¥¥15080
L08_804HEY_¥5T5080
908_804HEY_¥515080
Z1Y_80dHEY_Y#15080
60Y_80dHEY_Y#1S080
LOY_80dHEY_¥$T1S080
90Y_80aREY_¥515080
$0¥_8S0dWEY_¥#1S080
€0Y_80dHEY_¥515080
LO3_STAWEY_E#T1S0ZT
80€_STAHEY_E¥1S02T
S0D_80dREY_¥515080
$03_80dWEY_Y#15080
Z0Z_80dHEY_¥5TS080
£0Q_80dREY_¥515080
Z08_80dREY_¥¥TS080
SOY_80dHEY_¥515080
Z0d_80dWEY_Y#1S080
ZT1Y_STAWEVY_E€%T1S02T
€02_804REY_¥515080
LOZ_80dHEY_¥¥15080
S0Z_804REY_¥$15080
50€_80dHEY_¥5TS080
TT¥_80dHEY_¥5T5080
20€_804HEY_¥#15080
218_804HEY_¥F1S080
018 504REY ¥515080
ZOHIY-95Z000 | 69-THA
SFUDTEEIDOW

=== T00 ===

(8T8S4IN

T 491snjaJ4adng

VvGz eanbiq

GZ eanbi4



MD/EP 3365373 T2 2021.07.31

I ‘s :DITIXOYAAH

W ‘D :¥n310S

X ‘M ‘3 :DIIVWOWY

A ‘d ‘I ‘7T ‘9D ‘Y DIIVHAITY
0 ‘N :JIQINY

¥ ‘H ‘¥ SEAIIISOA

| SSAIALISOON |
e —pMI———-

| | ¥¥ORRAYIEVYIASS THTSIONAS

1EASTIAY| | SHTSANRRISOSRRIS| |9DIMETONOJ4DEIM| |OMAXSSS| |SISDOSAIOLTISTIESA¥NATOIE9SEOTOTO!

DI

2¥ad>

--T¥@o-

T 900_E£TAHEY_Z5TS060
T ¥00_ETAHEY_E¥ 15060
9z OT¥ 904HSY ¥5TSOLO

90HIY-957000 | 66-FHA

171.E¢

2ZTTIS SUOTESIDOR

=== 800 ===

(06£S4IN) 8 4@3snjduadns

g6z eanbi4



MD/EP 3365373 T2 2021.07.31

108

P F
I

I
|-
'S
jriasey
B g
g1
e
I3 K
"

IEEERRT TR

EERREEREY " eRR R R B ER

RO CRCRCRCRCRCRCRC

N
‘N ceEe
B B e B EE LR R T R

S frereeeseraenns I
el T L

v
SN S RN ] - R -
ISASIETSEARNE| _wg_wh_nzﬂ_ | SHMETO09aYOEAN | _zzﬂ-m_

Z8ad--—---  ----—- ZMI--———- -TH0D

CRCRCHCRCRCRCRCRE

fomeefgreeen)
| SSAIAIIO0ON |
S —

L ‘s :DTTIXONGAH

W ‘D i¥n310s

A ‘M ‘3 :DIIWHOWY

A ‘d ‘I ‘1 ‘D 'Y IDIIVHAITY
0 ‘N :JIGINY

T ' :3ATIVOIN

¥ ‘H ‘N :3AIIISOd

»0H mdmzndHn:moNa

603_STAWEY_EFTSOZT

Jeoes 203_STWEY_E€5T502T
jasue S0Z_STAWEY_€5TS0ZT
Jeeee €0Q_STAWEY_EFTSOZT
IEER LOD_STAWEY EFTSOZT

T $03_STAWEY_E5TS0ZT

20J_STAWEY_EF1S0ZT
608_STdWEY_EFTSOZT

90Y_STAWEY_85TS02T
$09_20dNEY_¥5T5080
11Z_80dWEY_¥51080
S0Q_BOWEY_Y¥5TS080
TTE_S0dHEY_¥515080
T0€_S0dNEY_¥5TS080

20%_S04NEY_¥515080
20Q_STAWEY_E¥1502T
S0E_804WEY_Y¥¥15080
Z0Y_804NEY_¥515080
703 SOJNEY ¥#15080
9LHIY-952000 | T-b-LHA
SUOTSE300®

=== 0T0 ===

(9T8S4IAl) 0T 491snjaJadng

062 eanbi4

R v 11

D I I S I I I I B B I B B P B I R R A I

| IE1K9S DS ANASYOIRNTESOSOATOAD |
M

L
N
ol
w



MD/EP 3365373 T2 2021.07.31

109

Figura 26
Figura 26A
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Figura 26B
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Figura 26C
IC50 (ug/ml)

Tip
organoid Nume  Cetuximab  PB10651 Raport
Normal C7N 13.43 19.05 0.7
Normal C51N 52 67.45 0.8
Normal C71N 1.37 3.09 0.4
Normal C57N 1.08 4.52 0.2
Normal C55N 11.17 14.86 0.8
Tumoroid C55T 19.63 0.08 245
Tumoroid C57T 22.75 1.25 18.2
Tumoroid COM 10.12 0.39 25.9
Tumoroid C1M 24.21 0.25 96.8
Tumoroid C65M 18.92 0.99 19.1

Tumoroid P18T 5.17 0.25 20.7
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Figura 28
Figura 28A
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Figura 29
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Figura 31
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Forward primer = primer sens
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Early promoter = promotor timpuriu



MD/EP 3365373 T2 2021.07.31

116

Figura 33
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Figura 34
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Figura 35
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Figura 38
Figura 38A
Volum tumoral mediu in ziua 0
Ziua 0
PBS 46.9
PB10651 47.3
CET 443
P18 T
251
E -= PBS
o ‘@ PB10651
E 20 .
= -¥— Cetuximab
~N—
S o
= s
£ E’ 15
= 2 * P<0.01 comparativ cu PBS
” x # P<0.01 comparativ cu Cetuximab
SE o
S
=
(2]
h= "
; 511 .®
0 -1 T T T T T T T T 1
0 2 4 8 10 12 14 16 18 20
N xenogrefe
Ziua
Ziua 0 2 7 9 13 15 | 17 20
PBS 29 29 | 29 |28 | 25 25 | 6 3
PB10651 | 33 33 | 33 [ 33 ]33 33 | 22 22
CET 29 29 | 29 |29 | 26 26 | 6 4




MD/EP 3365373 T2 2021.07.31

121
Figura 38B
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Figura 39
SEQID NoO:1

MDTSRLGVLLSLPVLLQLATGGSSPRSGVLLRGCPTHCHCEPDGRMLLRVDCSDLGLSELPSNLSVFTSYLDL
SMNNISQLLPNPLPSLRFLEELRLAGNALTYIPKGAFTGLYSLKVLMLQNNQLRHVPTEALQNLRSLQSLRLD
ANHISYVPPSCFSGLHSLRHLWLDDNALTEIPVQAFRSLSALQAMTLALNKIHHIPDYAFGNLSSLVVLHLHN
NRIHSLGKKCFDGLHSLETLDLNYNNLDEFPTAIRTLSNLKELGFHSNNIRSIPEKAFVGNPSLITIHFYDNPIQ
FVGRSAFQHLPELRTLTLNGASQITEFPDLTGTANLESLTLTGAQISSLPQTVCNQLPNLQVLDLSYNLLEDLP
SFSVCQKLQKIDLRHNEIYEIKVDTFQQLLSLRSLNLAWNKIAITHPNAFSTLPSLIKLDLSSNLLSSFPITGLHG
LTHLKLTGNHALQSLISSENFPELKVIEMPYAYQCCAFGVCENAYKISNQWNKGDNSSMDDLHKKDAGMFQ
AQDERDLEDFLLDFEEDLKALHSVQCSPSPGPFKPCEHLLDGWLIRIGVWTIAVLALTCNALVTSTVFRSPLYI
SPIKLLIGVIAAVNMLTGVSSAVLAGVDAFTFGSFARHGAWWENGVGCHVIGFLSIFASESSVFLLTLAALERG
FSVKYSAKFETKAPFSSLKVIILLCALLALTMAAVPLLGGSKYGASPLCLPLPFGEPSTMGYMVALILLNSLCFL
MMTIAYTKLYCNLDKGDLENIWDCSMVKHIALLLFTNCILNCPVAFLSFSSLINLTFISPEVIKFILLVVVPLPA
CLNPLLYILFNPHFKEDLVSLRKQTYVWTRSKHPSLMSINSDDVEKQSCDSTQALVTFTSSSITYDLPPSSVPSP
AYPVTESCHLSSVAFVPCL

Secventa adnotata Nol:

Mdtsrlgvllslpvllglat peptida semnal

Ggssprsgvllrgcpthchcepdgrmllrvdesdlglselpsnlsvitsy regiune N

Ldlsmnnisgllpnplpslrflee LRR1
Lrlagnaltyipkgaftglyslkv LRR2
ILmlgnnglrhvptealgnlrslgs LRR3
Lrldanhisyvppscfsglhslrh LRR4
Lwlddnalteipvgafrslsalqga LRR5
mtlalnkihhipdyafgnlsslvv LRR6
Lhlhnnrihslgkkcfdglhsletl LRR7
Dlnynnldefptairtlsn LRRS8
Lkelgfhsnnirsipekafvgnpslit LRRY
Ihfydnpigfvgrsafghlpelrt LRR10
Ltlngasgitefpdltgtanles LRR11
Ltltgagisslpgtvcnglpnlgv LRR12
Ldlsynlledlpsfsvcgklgk LRR13
Idlrhneiyeikvdtfggllslr LRR14
Slnlawnkiaiihpnafstlpslik LRR15
Ldlssnllssfpitglhglthlk LRR16
Ltgnhalgslissenfpelkviem LRR17

pyvayqgccafgvcenaykisngwnkgdnssmddlhkkdagmfgagderd
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Ledflldfeedlkalhsvqgcspspgpfkpcehlldgwlir regiune CRL
igvwtiavlaltcnalvtstvf TMlestimat
rsplyispi
klligviaavnmltgvssavlagvda TM2estimat
ftfgsfarhgawwengvgchv
igflsifasessvflltlaaler TM3estimat
gfsvkysakfetkapfss
lkviillcallaltmaavpllggsk TM4estimat
ygasplclplpfgepstm
gymvalillnslcflmmtiaytkly TM5estimat
cnldkgdleniwdcsmvk
hialllftncilncpvaflsfssl TM6estimat
inltfispevi
kfillvvvplpaclnpllyilfnp TM7estimat

hfkedlvslrkqtyvwtrskhpslmsinsddvekgscdstgalvtft
sssitydlppssvpspaypvteschlssvafvpcl parte C-terminala
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Figura 40

SEQ ID NoO: 2
MRPSGTAGAALLALLAALCPASRALEEKKVCQGTSNKLTQLGTFEDHFLS
LORMFNNCEVVLGNLEITYVQRNYDLSFLKTIQEVAGYVLIALNTVERIP
LENLQITIRGNMYYENSYALAVLSNYDANKTGLKELPMRNLQEILHGAVRF
SNNPALCNVESIQWRDIVSSDFLSNMSMDFQNHLGSCQKCDPSCPNGSCW
GAGEENCQKLTKIICAQQCSGRCRGKSPSDCCHNQCAAGCTGPRESDCLV
CRKFRDEATCKDTCPPLMLYNPTTYQMDVNPEGKYSFGATCVKKCPRNYV
VTDHGSCVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCEGPCRKVCNGIGIGEFKDSLS
INATNIKHFKNCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKE
ITGFLLIQAWPENRTDLHAFENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVSLNITSLGL
RSLKEISDGDVIISGNKNLCYANTINWKKLEFGTSGQKTKIISNRGENSCK
ATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRNVSRGRECVDKCNLLEGEPREFV
ENSECIQCHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGPHCVKTCPAGVM
GENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCPTNGPKIPSIATGM
VGALLLLLVVALGIGLFMRRRHIVRKRTLRRLLQERELVEPLTPSGEAPN
QALLRILKETEFKKIKVLGSGAFGTVYKGLWIPEGEKVKIPVAIKELREA
TSPKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQLITQLMPFGCLLD
YVREHKDNIGSQYLLNWCVQIAKGMNYLEDRRLVHRDLAARNVLVKTPQH
VKITDFGLAKLLGAEEKEYHAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSY
GVTVWELMTFGSKPYDGIPASEISSILEKGERLPQPPICTIDVYMIMVKC
WMIDADSRPKFRELIIEFSKMARDPQRYLVIQGDERMHLPSPTDSNEFYRA
LMDEEDMDDVVDADEYLIPQQGFFSSPSTSRTPLLSSLSATSNNSTVACT
DRNGLQSCPIKEDSFLQRYSSDPTGALTEDSIDDTFLPVPEYINQSVPKR
PAGSVQONPVYHNQPLNPAPSRDPHYQDPHSTAVGNPEYLNTVQPTCVNST
FDSPAHWAQKGSHQISLDNPDYQQODFFPKEAKPNGIFKGSTAENAEYLRV
APQSSEFIGA

Secventa adnotata nr: 2

MRPSGTAGAALLALLAALCPASRA peptida semnal

LEEKKVCQGTSNKLTQLGTFEDHFLS
LORMENNCEVVLGNLEITYVORNYDLSFLKTIQEVAGYVLIALNTVERIP
LENLOITRGNMYYENSYALAVLSNYDANKTGLKELPMRNLQETILHGAVRE
SNNPALCNVESIQWRDIVSSDEFLSNMSMDEFQONHLGSCQKCDPSCPNGSCW
GAGEENCQKLTKIICAQQCSGRCRGKSPSDCCHNQCAAGCTGPRESDCLV
CRKFRDEATCKDTCPPLMLYNPTTYQMDVNPEGKYSFGATCVKKCPRNYV
VTDHGSCVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCEGPCRKVCNGIGIGEFKDSLS
INATNIKHFKNCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKE
ITGFLLIQAWPENRTDLHAFENLEITRGRTKOHGOFSLAVVSLNITSLGL
RSLKEISDGDVIISGNKNLCYANTINWKKLEGTSGQKTKIISNRGENSCK
ATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRNVSRGRECVDKCNLLEGEPREFV
ENSECIQCHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGPHCVKTCPAGVM
GENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCPTNGPKIPSIAT

domeniul extracelular

GMVGALLLLLVVALGI domeniul transmembranar estimat

GLFMRRRHIVRKRTLRRLLOERELVEPLTPSGEAPN
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QALLRILKETEFKKIKVLGSGAFGTVYKGLWIPEGEKVKIPVAIKELREA
TSPKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQLITQLMPEFGCLLD
YVREHKDNIGSQYLLNWCVQIAKGMNYLEDRRLVHRDLAARNVLVKTPQH
VKITDFGLAKLLGAEEKEYHAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSY
GVIVWELMTFGSKPYDGIPASEISSILEKGERLPQPPICTIDVYMIMVKC
WMIDADSRPKFRELIIEFSKMARDPOQRYLVIQGDERMHLPSPTDSNEFYRA
LMDEEDMDDVVDADEYLIPQQGFFSSPSTSRTPLLSSLSATSNNSTVACI
DRNGLQSCPIKEDSFLORYSSDPTGALTEDSIDDTFLPVPEYINQSVPKR
PAGSVONPVYHNQPLNPAPSRDPHYQDPHSTAVGNPEYLNTVQPTCVNST
FDSPAHWAQKGSHQISLDNPDYQODFFPKEAKPNGIFKGSTAENAEY LRV
APQSSEFIGA

Tirozin kinaza intracelulara si parte C-terminala
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