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ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA BCMA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a nuevos anticuerpos contra

BCMA, su manufactura y uso.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El antigeno de maduracidén de células B humanas, también
conocido como BCMA; TR17 HUMAN, TNFRSF17 (UniProt 002223), es un
miembro de la superfamilia de receptores de necrosis de tumor que se
expresa preferentemente en células de plasma diferenciadas (Laabi et
al., 1992; Madry et al., 1998). BCMA es una proteina de transmembrana
tipo III no glucosilada, dque estd implicada en la maduracién,
crecimiento y supervivencia de las células B. BCMA es un receptor
para dos ligandos de 1la superfamilia de TNF: APRIL (un ligando
inductor de proliferacidén), el ligando de alta afinidad para BCMA vy
el factor de activacién de células B BAFF, el 1ligando de baja
afinidad para BCMA (THANK, BlyS, estimulador de linfocitos B, TALL-1
y zTNF4). APRIL y BAFF muestran similitud estructural y especificidad
de unidén al receptor solapante aun distinta. El regulador negativo
TACI también se une tanto a BAFF como APRIL. La unidén coordinada de
APRIL y BAFF a BCMA y/o TACI activa el factor de transcripcién NF-xB
y aumenta la expresidén de los miembros de la familia de Bcl-2 pro-
supervivencia (por ejemplo, Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, Al) vy la
bajorregulacién de factores pro-apoptdédticos (por ejemplo, Bid, Bad,
Bik, Bim, etc.), inhibiendo asi la apoptosis y promoviendo 1la
supervivencia. La accién combinada promueve la diferencicién de
células B, proliferacidén, supervivencia y produccién de anticuerpo
(como se revisa en Rickert RC et al., Immunol Rev (2011) 244(1): 115-
133) .

Los anticuerpos contra BCMA se describen, por ejemplo, en

Gras M-P. et al. Int Immunol. 7 (1995) 1093-1106, WO200124811,
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W0200124812, W02010104949 y W02012163805. Los anticuerpos contra BCMA

y uso para el tratamiento de linfomas vy mieloma multiple se
mencionan, por ejemplo, en WO02002066516 y W02010104949. W02013154760
y W02015052538 se refieren a receptores de antigenos quiméricos (CAR)
que comprenden una porcidén de reconocimiento de BCMA y una porcidén de
activacién de células T. Ryan, MC et al., Mol. Cacer Ther. 6 (2007)
3009-3018 se relacionan con anticuerpos anti-BCMA con actividad
bloqueadora de 1ligandos que podrian promover la citotoxicidad de
lineas celulares de mieloma multiple (MM) como anticuerpos desnudos o
como conjugados de anticuerpo-farmaco. Ryan mostrd que SGl, un
anticuerpo de BCMA inhibidor, blogquea la activacidén dependiente de
APRIL del factor nuclear kB de una manera dependiente de la dosis in
vitro. Ryan también menciondé el anticuerpo SG2 qgue inhibia la unidn
de APRIL a BCMA de manera no significativa.

Se ha desarrollado una amplia variedad de formatos de
anticuerpos biespecificos recombinantes en el pasado reciente, por
ejemplo por fusidén de, por ejemplo, un formato de anticuerpo de IgG y
dominios de cadena Unica (ver, por ejemplo, Kontermann RE, mAbs 4: 2,
(2012) 1-16). Los anticuerpos biespecificos en donde los dominios
variables de VL y VH o los dominios constantes de CL y CHl1 se
reemplazan entre si se describen en W02009080251 y W02009080252.

Un procedimiento para eludir el problema de subproductos
errbneos, que se conoce como “perillas en agujeros”, tiene como
objetivo forzar el emparejamiento de dos cadenas pesadas de
anticuerpos diferentes introduciendo mutaciones en los dominios de
CH3 para modificar 1la interfaz de contacto. En una cadena, 1los
aminoadcidos voluminosos fueron reemplazados por aminoacidos con
cadenas laterales cortas para crear un ‘agujero’. Por el contrario,
los aminocdcidos con cadenas laterales grandes se introdujeron en el
otro dominio de CH3, para crear una ‘perilla’. Al coexpresar estas
dos cadenas pesadas (y dos cadenas ligeras idénticas, que deben ser

apropiadas para ambas cadenas pesadas), se observaron altos
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rendimientos de formacidén de heterodimeros (‘perilla-agujero’) versus

formacién de homodimeros (‘agujero-agujero’ o ‘perilla-perilla’)
(Ridgway JB, Presta LG, Carter P. Protein Eng. 9, 617-621 (1996); vy
WO01996027011) . El porcentaje de heterodimero podria aumentarse
adicionalmente por remodelacidén de las superficies de interaccidén de
los dos dominios de CH3 utilizando un procedimiento de expresidédn en
fagos y la introduccién de un puente de disulfuro para estabilizar
los heterodimeros (Merchant A.M., et al, Nature Biotech 16 (1998)
677-681; Atwell S, Ridgway JB, Wells JA, Carter P., J Mol. Biol 270
(1997) 26-35). Nuevos procedimientos para la tecnologia de perillas
en agujeros se describen, por ejemplo, en EP 1870459A1. Aunque este
formato parece muy atractivo, actualmente no hay datos que describan
la progresidén hacia la clinica. Una limitacién importante de esta
estrategia es que las cadenas ligeras de los dos anticuerpos
originales deben ser idénticas para evitar el mal emparejamiento y la
formacién de moléculas inactivas. Por lo tanto, esta técnica no es
apropiada para desarrollar facilmente anticuerpos biespecificos
recombinantes contra dos objetivos a partir de dos anticuerpos contra
el primero y el segundo objetivo, ya que las cadenas pesadas de estos
anticuerpos y/o las cadenas ligeras idénticas deben optimizarse. Xie,
Z., et al., J Immunol. Methods 286 (2005) 95-101 se refiere a un
formato de anticuerpo biespecifico que usa scFv en combinacién con la
tecnologia de perillas en agujeros para la parte de Fc.

El complejo TCR/CD3 de los células T consiste ya sea de un
heteterodimero TCR (a)/beta (B) o TCR gamma (y)/delta (d) coexpresado
en la superficie <celular con las subunidades invariables de CD3
marcadas con gamma (y), delta (d), épsilon (¢), zeta () y eta (n).
El CD3e humano se describe bajo UniProt P07766 (CD3E HUMAN) .

Un anticuerpo anti-CD3e descrito en el estado de la técnica
es SP34 (Yang SJ, The Journal of Immunology (1986) 137; 1097-1100).
SP34 reacciona con CD3 tanto primate como humano. SP34 esta

disponible de Pharmingen. Un anticuerpo anti-CD3 adicional descrito
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en el estado de 1la técnica es UCHT-1 (ver W02000041474). Un
anticuerpo anti-CD3 adicional descrito en el estado de la técnica es
BC-3 (Fred Hutchinson Cancer Research Institute; usado en los ensayos
de Fase I/II de GvHD, Anasetti et al., Transplantation b54: 844
(1992)). SP34 difiere de UCHT-1 y BC-3 porque SP-34 reconoce un
epitope presente Unicamente en la cadena ¢ de CD3 (ver Salmeron et
al., (1991) J. Immunol. 147: 3047) mientras que UCHT-1 vy BC-3
reconocen un epitope aportado por las cadenas ¢ y Y. Se describen
anticuerpos anti-CD3 adicionales en W02008119565, WO02008119566,
W02008119567, WO2010037836, WO02010037837, WO02010037838 vy US8236308
(WO2007042261) . Las secuencias de CDR, VH y VL de un anticuerpo anti-
CD3 adicional se muestran en SEQ ID NO: 7 y 8.

Los anticuerpos biespecificos contra CD3 y BCMA se mencionan
en W02007117600, WO02009132058, W02012066058 y W02012143498. Los
compuestos CAR de anticuerpos contra BCMA se mencionan en
WO2013154760, W0O2013154760 y W02014140248.

Las funciones efectoras mediadas por células de anticuerpos
monoclonales (como la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC)) se pueden mejorar disefiando su composicidén de
oligosacéaridos en Asn297 como se describe en Umafia, P., et al.,
Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-180; vy US6602684. WO01999054342,
W02004065540, WO2007031875 y W02007039818, Hristodorov D, Fischer R,
Linden L., Mol Biotechnol. 2012 Oct 25. (Epub) también se refieren a
la ingenieria de glucosilacién de anticuerpos para mejorar la
citotoxicidad celular mediada por Fc.

También varios residuos de aminodcidos en 1la regidén de
bisagra y el dominio de CH2 influyen en las funciones efectoras
mediadas por células de anticuerpos monoclonales (Eur. J. Immunol.,
23, 1098 (1993), Immunology, 86, 319 (1995), Chemical Immunology, 65,
88 (1997)] Chemical Immunology, 65, 88 (1997)]. Por 1lo tanto, 1la
modificacién de tales aminocdcidos puede mejorar las funciones

efectoras mediadas por células. Tales modificaciones de anticuerpos
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para aumentar las funciones efectoras mediadas por células se

mencionan en EP1931709, wW0200042072 y comprenden en la parte de Fc
sustituciones en las posiciones de aminoacidos 234, 235, 236, 239,
267, 268, 293, 295, 324, 327, 328, 330 y 332. Las modificaciones de
anticuerpo adicionales para aumentar las funciones efectoras mediadas
por células se mencionan en EP1697415 y comprenden el remplazo de
aminodcidos de posiciones de aminoadcidos de EU 277, 289, 306, 344 o

378 con un aminoacido cargado, un aminodcido polar, o un aminoéacido

no polar.

Formatos de anticuerpos y formatos de anticuerpos
biespecificos y multiespecificos son también pepcuerpos
(WO0200244215), Nuevo Receptor de Antigeno (“NAR”) (WO02003014161),
dimeros de diacuerpo-diacuerpo “TandAbs” (WO020030482009), scFv

modificado por oéxido de polialguileno (US7150872), anticuerpos de
conejo humanizados (WO2005016950), dominios de inmunoglobulina
sintéticos (WO2006072620), diacuerpos covalentes (WO2006113665),
flexicuerpos (WO 2003025018), anticuerpos de dominio, dAb
(WO2004058822), vaccicuerpo (WO2004076489), anticuerpos con nuevo
armazdn de primate mundial (WO02007019620), un conjugado de
anticuerpo-farmaco con enlazantes escindibles (WO2009117531),
anticuerpos de IgG4 con regidén de bisagra removida (W02010063785),
anticuerpos biespecificos con dominios de CH3 similares a IgG4
(WO2008119353), anticuerpos camélidos (US6838254), nanocuerpos
(US7655759), diacuerpos de CAT (UsS5837242), (scFv), Dbiespecifico
dirigido contra el antigeno objetivo % CD3 (US7235641) ,)
plAnticuerpos de sIgA (US6303341), minicuerpos (US5837821), IgNAR
(US2009148438), anticuerpos con regiones Fc vy bisagra modificadas
(US2008227958, US20080181890), anticuerpos trifunctional (US5273743),
triomabs (US6551592), troycuerpos (US6294654).

W02014122143 describe anticuerpos anti-BCMA humanos
caracterizados porque la unidén del anticuerpo no se reduce en 100

ng/ml de APRIL por més de 20% medido en un ensayo ELISA como OD a 405
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nm en comparacién con la unién del anticuerpo a BCMA humano sin

APRIL, el anticuerpo no altera la activacidén de NF-xB dependiente de
APRIL por méds de 20%, en comparacidén con APRIL solo, y el anticuerpo
no altera 1la activacién de NF-kB sin APRIL por més de 20%, en
comparacién con el anticuerpo. W02014122144 describe anticuerpos
biespecificos que se unen especificamente a los dos objetivos
humanos CD3e vy BCMA humano, gque comprenden anticuerpos anti-BCMA
humanos de W02014122143. Un anticuerpo anti-BCMA  humano con
propiedades tUnicas, especialmente con respecto a uso terapéutico como
enlazante de células T Dbiespecifico, es el anticuerpo 83A10,
caracterizado porque comprende como regiones CDR CDRIH de la SEQ 1ID
NO: 15, CDR2H de la SEQ ID NO: 16, CDR3H de la SEQ ID NO: 17, CDRIL
de la SEQ ID NO: 18, CDR3L de la SEQ ID NO: 19, y CDR3L de la SEQ ID
NO: 20, descrito también en W02014122143 y W02014122144.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencidén comprende anticuerpos monoclonales gque se unen
especificamente al antigeno de maduracidén de células B humano (BCMA).
Los anticuerpos de acuerdo con la invencidén comprenden como regiones
CDR3H y CDR3L las mismas regiones CDR que el anticuerpo 83A10.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencidén comprenden en
una modalidad como Regiones CDR3H y CDR3L las mismas regiones CDR que
el anticuerpo 83Al10, pero muestran ventajas especialmente potentes vy
eficientes en comparacién con el anticuerpo 83A10 para matar células
de MM en aspirados de médula 6sea del paciente.

La invencién comprende un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a BCMA, caracterizado porque comprende una regidn
CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y una regién CDR3L de la SEQ ID NO: 20 vy
una combinacién de regién CDR1H, CDR2H, CDR1L y CDR2L seleccionada
del grupo de

a) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 22, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 23, y regidén CDR2L de la SEQ
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ID NO: 24,

b) regién CDR1H de la SEQ ID NO: 21 y regién CDR2H de la SEQ
ID NO: 22, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 25, y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 26,

c) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 22, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 27, y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 28,

d) regidén CDRIH de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 30, regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 32,

e) regidén CDRIH de la SEQ ID NO: 34 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 35, regidén CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 32, y

f) regidédn CDR1H de la SEQ ID NO: 36 y regidédn CDR2H de la SEQ
ID NO: 37, regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 32,

La invencidén comprende un anticuerpo monoclonal gque se une
especificamente a BCMA, caracterizado porque comprende una regidn de
VH que comprende una regidén CDRIH de la SEQ ID NO: 21, una regidn
CDR2H de la SEQ ID NO: 22 y una regidén CDR3H de la SEQ ID NO: 17 vy
una Regidén de VL que comprende una regién CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y
una combinacién de regidén CDRIL y CDR2L seleccionada del grupo de

a) regién CDRIL de la SEQ ID NO: 23 y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 24,

b) regién CDR1L de la SEQ ID NO: 25 y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 26, o

c) regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 2 7 y regidédn CDR2L de 1la
SEQ ID NO: 28.

La invencidén proporciona un anticuerpo de acuerdo con la
invencién, caracterizado porque comprende una regién de VL
seleccionada del grupo que consiste de regiones de VL de la SEQ 1ID

NO: 12, 13 y 14 en donde el aminocdcido 49 se selecciona del grupo de
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aminodcidos tirosina (Y), acido glutémico (E), serina (S), e

histidina (H). En una modalidad, el aminodcido 49 es E dentro de 1la
SEQ ID NO: 12, S dentro de la SEQ ID NO: 13 o H dentro de la SEQ 1ID
NO: 14.

La invencidén proporciona un anticuerpo de acuerdo con la
invencién, caracterizado porque comprende una regioén de VL
seleccionada del grupo que consiste de regiones de VL de la SEQ 1ID
NO: 12, 13 y 14 en donde el aminoadcido 74 es treonina (T) o alanina
(A) . En una modalidad, el aminodcido 74 es A dentro de la SEQ ID NO:
14.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencidén comprenden en
una modalidad como regiones CDR3H, CDR1L, CDR2L y CDR3L las mismas
regiones CDR que el anticuerpo 83A10. La invencidén comprende un
anticuerpo monoclonal que se une especificamente a BCMA,
caracterizado porque comprende una regidén de VH qgque comprende una
regién CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y una regidén de VL gque comprende una
regién CDR1L de la SEQ ID NO: 31, una regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32 y una regidén CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y una combinacidén de regidn
CDR1L y CDR2L seleccionada del grupo de

a) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 30,

b) regién CDR1H de la SEQ ID NO: 34 y regién CDRZ2H de la SEQ
ID NO: 35, o

c) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 36 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 37.

La invencidén proporciona, en una modalidad, un anticuerpo de
acuerdo con la invencidén, caracterizado porque comprende una regidn
de VL de la SEQ ID NO: 12 y una regidén de VH seleccionada del grupo
que comprende las regiones de VH de la SEQ ID NO: 38, 39, vy 40. La
invencidén proporciona un anticuerpo de acuerdo con la invencidn,
caracterizado porque comprende una regién de VL de la SEQ ID NO: 12,

en donde el aminodcido 49 se selecciona del grupo de aminoacidos
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tirosina (YY), é&cido glutémico (E), serina (S), e histidina (H). En

una modalidad, el aminoadcido 49 es E.

La invencidén proporciona, en una modalidad, un anticuerpo de
acuerdo con la invencidén, caracterizado porque comprende como regidn
de VH una regidén de VH de la SEQ ID NO: 10. La invencién proporciona,
en una modalidad, wun anticuerpo de acuerdo con la invencién,
caracterizado porque comprende como regién de VL una regidédn de VL
seleccionado del grupo que consiste de las regiones de VL de la SEQ
ID NO: 12, 13, vy 14. La invencidédn proporciona, en una modalidad, un
anticuerpo de acuerdo con la invenciédn, caracterizado porque
comprende como regidén de VH una regidédn de VH de la SEQ ID NO: 10 vy
como regidén de VL una regidn de VL de la SEQ ID NO: 12. La invencidn
proporciona, en una modalidad, un anticuerpo de acuerdo con la
invencién, caracterizado porque comprende como regidén de VH una
regidén de VH de la SEQ ID NO: 10 y como regidén de VL una regidédn de VL
de la SEQ ID NO: 13. La invencidédn proporciona, en una modalidad, un
anticuerpo de acuerdo con la invenciédn, caracterizado porque
comprende como regidén de VH una regidédn de VH de la SEQ ID NO: 10 vy
como regidén de VL una regidn de VL de la SEQ ID NO: 14.

La invencidén proporciona, en una modalidad, un anticuerpo de
acuerdo con la invencidén, caracterizado porque comprende como regidn
de VH una regidén de VH seleccionada del grupo que consiste de la SEQ
ID NO: 38, 39, y 40. La invencidén proporciona, en una modalidad, un
anticuerpo de acuerdo con la invencidn, caracterizado porque
comprende como regién de VH una regidén de VH de la SEQ ID NO: 38 vy
como regién de VL una regidén de VL de la SEQ ID NO: 12. La invencidn
proporciona, en una modalidad, un anticuerpo de acuerdo con la
invencién, caracterizado porque comprende como regién de VH una
regién de VH de la SEQ ID NO: 39 y como regidén de VL una regidédn de VL
de la SEQ ID NO: 12. La invencidédn proporciona, en una modalidad, un
anticuerpo de acuerdo con la invencidn, caracterizado porque

comprende como regién de VH una regidén de VH de la SEQ ID NO: 40 vy
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como regién de VL una regidén de VL de la SEQ ID NO: 12.

En una modalidad, el anticuerpo de acuerdo con la invencidn
se caracteriza ademds porque también se une especificamente a BCMA
cynomolgus. En una modalidad, un anticuerpo de la invencidén muestra
con respecto a la unidén a BCMA una abertura de afinidad cyno/humana
entre 1.5y 50 1.5y 10 o 1.5 y 16 (tabla 5).

El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencidn, por
lo tanto, en una modalidad se caracteriza porque también se une
especificamente a CD3 cynomolgus. En una modalidad, el anticuerpo
anti-BCMA/anti-CD3 biespecifico de la invencidén muestra una abertura
cyno/humana de Mab CD3 entre 1.25 y 5 o entre 0.8 y 1.0.

En una modalidad adicional de la invencidn, el anticuerpo de
acuerdo con la invencidédn es un anticuerpo con una parte de Fc o sin
una parte de Fc que incluye un anticuerpo multiespecifico, un
anticuerpo biespecifico, un fragmento variable de cadena uUnica (scFv)
tal como un acoplador de células T biespecifico, diacuerpo, o scFv en
tédndem, un mimético de anticuerpo tal como DARPin, un anticuerpo
monoespecifico desnudo, o un conjugado de anticuerpo-fadrmaco. En una
modalidad, un anticuerpo multiespecifico, anticuerpo biespecifico, un
acoplador de células T biespecifico, diacuerpo, o scFv en tandem se
une especificamente a BCMA y CD3.

Con base un anticuerpo de acuerdo con la invencidén es
posible generar conjugados de anticuerpo-farmaco contra BCMA vy
anticuerpos multiespecificos o biespecificos contra BCMA y uno o mas
objetivos adicionales en diferentes formatos con o sin una parte de
Fc conocida en el estado de la técnica (ver, por ejemplo
anteriormente en “antecedentes de la invencién”), fragmentos
variables de cadena Unica (scFv), tales como acopladores de células T
biespecificos, diacuerpos, scFv en téndem, y miméticos de anticuerpos
tales como DARPins, todos también son modalidades de la invenciédn.
Los formatos de anticuerpos biespecificos son bien conocidos en el

estado de la técnica vy, por ejemplo también se describen en
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Kontermann RE, mAbs 4:2 1-16 (2012); Holliger P., Hudson PJ, Nature

Biotech. 23 (2005) 1126-1136 y Chan AC, Carter PJ Nature Reviews
Immunology 10, 301-316 (2010) y Cuesta AM et al., Trends Biotech 28
(2011) 355-362.

Una modalidad adicional de la invencidén es un anticuerpo
biespecifico contra los dos objetivos CD3e  humano (nombrado
adicionalmente también como “CD3”) y el dominio extracelular de BCMA
humano (nombrado adicionalmente también como “BCMA”), caracterizado
porque comprende como porcidén de unidn a BCMA un anticuerpo anti-BCMA
de acuerdo con la invenciédn.

La invencidén se refiere, en una modalidad, a un anticuerpo
biespecifico contra BCMA y CD3, caracterizado porque comprende dentro
de la porcidén de unidn a BCMA una regidén CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y
una regidédn CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y una combinacidédn de regidn
CDR1H, CDR2H, CDR1L, y CDR2L seleccionada del grupo de

a) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 22, regidén CDR1L de la SEQ ID NO: 23, y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 24,

b) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 22, regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 25, y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 26,

c) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 22, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 27, y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 28,

d) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 30, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 32,

e) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 34 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 35, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 32, y

f) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 36 y regidédn CDR2H de la SEQ
ID NO: 37, regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ
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ID NO: 32,

La invencién se refiere, en una modalidad, a un anticuerpo
biespecifico contra BCMA vy CD3, caracterizado porque comprende una
regién de VH de un anticuerpo de acuerdo con la invencidén (llamada
adicionalmente “WH de BCMA”) gque comprende una regidén CDR1IH de la SEQ
ID NO: 21, una regidén CDR2H de la SEQ ID NO: 22 y una regidén CDR3H de
la SEQ ID NO: 17 y una regién de VL (llamada adicionalmente “WL de
BCMA”) que comprende una regidén CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y una
combinacidén de regidn CDRIL y CDR2L seleccionada del grupo de

a) regién CDRIL de la SEQ ID NO: 23 y regidédn CDR2L de la SEQ
ID NO: 24,

b) regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 25 y regidén CDR2L de la SEQ
ID NO: 26, o

c) regidédn CDR1IL de la SEQ ID NO: 27 y regidn CDR2L de la SEQ
ID NO: 28.

La invencidén proporciona, en una modalidad, un anticuerpo
biespecifico de acuerdo <con la invencidn, caracterizado porque
comprende como VH de BCMA una regién de VH de la SEQ ID NO: 10.

La invencidén se refiere, en una modalidad, a un anticuerpo
biespecifico contra BCMA y CD3, caracterizado porque la VL de BCMA se
selecciona del grupo que consiste de regiones de VL de la SEQ ID NO:
12, 13 vy 14. ©La invencién proporciona, en una modalidad, un
anticuerpo de acuerdo con la invencidn, caracterizado porque
comprende como regién de VH de BCMA una regién de VH de la SEQ ID NO:
10 y como regién de VL una regién de VL de la SEQ ID NO: 12. La
invencién proporciona, en una modalidad, un anticuerpo de acuerdo con
la invencidén, caracterizado porque comprende como VH de BCMA una
regién de VH de la SEQ ID NO: 10 y como regidén de VL una regidédn de VL
de la SEQ ID NO: 13. La invencidédn proporciona, en una modalidad, un
anticuerpo de acuerdo con la invencidn, caracterizado porque
comprende como VH de BCMA una regién de VH de la SEQ ID NO: 10 y como
regién de VL una regidén de VL de la SEQ ID NO: 14.
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La 1invencién proporciona un anticuerpo biespecifico de

acuerdo con la invencidén, caracterizado porque comprende una regidn
de VL seleccionada del grupo gque consiste de regiones de VL de la SEQ
ID NO: 12, 13 y 14 en donde el aminodcido 49 se selecciona del grupo
de aminoadcidos tirosina (YY), é&cido glutédmico (E), serina (S), e
histidina (H). En una modalidad, el aminodcido 49 es E (SEQ ID NO:
12), S (SEQ ID NO: 13) o H (SEQ ID NO: 14). La invencidén proporciona
un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencidn, caracterizado
porque comprende una regidén de VL seleccionada del grupo gque consiste
de regiones de VL de la SEQ ID NO: 12, 13 y 14 en donde el aminoacido
74 es treonina (T) o alanina (A). En una modalidad, el aminoacido 74
es A dentro de la SEQ ID NO: 14.

La invencidén se refiere a un anticuerpo biespecifico contra
BCMA vy CD3, caracterizado porque comprende una VH de BCMA gue
comprende una regidén CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y una VL de BCMA que
comprende una regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 31, una regidén CDR2L de
la SEQ ID NO: 32 y una regién CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y una
combinacidén de regidén CDRIL y CDR2L seleccionada del grupo de

a) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 30,

b) regién CDR1H de la SEQ ID NO: 34 y regién CDRZ2H de la SEQ
ID NO: 35, o

c) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 36 y regidén CDR2H de la SEQ
ID NO: 37.

El anticuerpo biespecifico contra BCMA y CD3 se caracteriza
porque, en una modalidad, comprende un anticuerpo anti-BCMA de
acuerdo con la invencidén y un anticuerpo anti-CD3, en donde

a) la cadena 1ligera y cadena pesada de un anticuerpo que

se une especificamente a uno de los objetivos CD3 vy
BCMA; vy
b) la cadena ligera y cadena pesada de un anticuerpo que

se une especificamente al otro de 1los objetivos, en
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donde los dominios variables de VL y VH o los dominios

constantes de CL y CHl se reemplazan entre si.

En una modalidad, un dominio de VH de 1la porcidén de
anticuerpo anti-CD3 se enlaza a un dominio de CH1 o CL de la porcidn
de anticuerpo anti-BCMA. En una modalidad, un dominio de VL de 1la
porcién de anticuerpo anti-CD3 se enlaza a un dominio de CH1 o CL de
la porcidén de anticuerpo anti-BCMA.

En una modalidad, el anticuerpo biespecifico comprende no
més de un fragmento Fab de una porcidén de anticuerpo anti-CD3, no més
de dos fragmentos Fab de una porcidén de anticuerpo anti-BCMA y no mas
de una parte de Fc, en una modalidad una parte de Fc humana. En una
modalidad, no mas de un fragmento Fab de la porcidén de anticuerpo
anti-CD3 y no mas de un fragmento Fab de la porcidén de anticuerpo
anti-BCMA se enlazan a la parte de Fc y el enlace se realiza por
unién al extremo C terminal de los fragmentos Fab a la regidén de
bisagra. En una modalidad el segundo fragmento Fab de la porcidén de
anticuerpo anti-BCMA se enlaza a través de su extremo C terminal ya
sea al extremo N terminal del fragmento Fab de la porcidn de
anticuerpo anti-CD3 o a la regidén de bisagra de la parte de Fc y por
lo tanto entre la parte de Fc y la porcidén de anticuerpo anti-CD3.
Los anticuerpos biespecificos preferidos se muestran en las Figuras 1
a 3.

Especialmente preferidos son los anticuerpos biespecificos
que comprenden solamente los fragmentos Fab y la parte de Fc como se
especifica, con o sin “sustitucidén aa”:

Fab BCMA-Fc-Fab CD3 (formato biespecifico, fig. 1A o 1B),
Fab BCMA-Fc-Fab CD3-Fab BCMA (formato biespecifico, fig. 2A o 2B),
Fab BCMA-Fc-Fab BCMA-Fab CD3 (formato biespecifico, fig. 2C o 2D),
Fc-Fab CD3-Fab BCMA (formato biespecifico, fig. 3A o 3B),
Fc-Fab BCMA-Fab CD3 (formato biespecifico, fig. 3C o 3D).
Como se muestra en las figuras 1 a 3 “Fab BCMA-Fc”, “Fab

BCMA-Fc-Fab CD3” y “Fab BCMA-Fc-Fab CD3” significa que los fragmentos
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Fab estéd wunidos a través de su extremo C terminal al extremo N

terminal del fragmento Fc. “Fab CD3-Fab BCMA” significa que el
fragmento Fab CD3 estd unido con su extremo N terminal al extremo C
terminal del fragmento Fab BCMA. “Fab BCMA-Fab CD3” significa que el
fragmento Fab BCMA estd unido con su extremo N terminal al extremo C
terminal del fragmento Fab CD3.

En una modalidad, el anticuerpo biespecifico comprende un
segundo fragmento Fab de anticuerpo anti-BCMA enlazado con su extremo
C terminal al extremo N terminal de la porcidén de anticuerpo CD3 del
anticuerpo biespecifico. En una modalidad, un dominio de VL de la
primera porcidén de anticuerpo anti-CD3 se enlaza a un dominio de CHI1
o CL del segundo anticuerpo anti-BCMA.

En una modalidad, el anticuerpo biespecifico comprende un
segundo fragmento Fab de anticuerpo anti-BCMA enlazado con su extremo
C terminal a la parte de Fc (como el primer fragmento Fab de
anticuerpo anti-BCMA) y enlazado con su extremo N terminal al extremo
C terminal de la porcidén de anticuerpo CD3. En una modalidad, un
dominio de CH1 de la porcidén de anticuerpo anti-CD3 se enlaza al
dominio de VH de la segunda porcidén de anticuerpo anti-BCMA.

En una modalidad, el anticuerpo biespecifico comprende una
parte de Fc enlazada con su extremo N terminal al extremo C terminal
del fragmento Fab de anticuerpo CD3. En una modalidad, el anticuerpo
biespecifico comprende una parte de Fc enlazada con su primer extremo
N terminal al extremo C terminal del fragmento Fab de anticuerpo CD3
y un segundo fragmento Fab de anticuerpo anti-BCMA enlazado con su
extremo C terminal al segundo extremo N terminal de la parte de Fc.
En una modalidad, el dominio de CL del fragmento Fab de anticuerpo
CD3 se enlaza a la regién de bisagra de la parte de Fc. En una
modalidad, el dominio de CH1 del fragmento Fab de anticuerpo de BCMA
se enlaza a la regidén de bisagra de la parte de Fc.

Los fragmentos Fab se enlazan gquimicamente entre si por el

uso de un enlazante apropiado de acuerdo con el estado de la técnica.
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En una modalidad, se usa un enlazante (Gly4-Serl)3 (Desplancg DK et

al., Protein Eng. 1994 Aug; 7 (8): 1027-33 y Mack M. et al., PNAS,
July 18, 1995, wvol. 92). no. 15 7021-7025). “Enlazado qguimicamente”
(o “enlazado”) significa de acuerdo con la invencién que 1los
fragmentos se enlazan por unidén covalente. Como el enlazante es un
enlazante de péptido, tal unidén covalente se realiza normalmente por
medios bioquimicos recombinantes, usando un acido nucleico que
codifica los dominios de VL y/o VH de los respectivos fragmentos Fab,
el enlazante y, si es apropiado, la cadena de parte de Fc.

La invencidén se refiere, en una modalidad, a un anticuerpo
biespecifico contra BCMA vy CD3 de acuerdo con la invencidn,
caracterizado porque el dominio wvariable de VH de 1la porcidén de
anticuerpo anti-CD3 (nombrado ademds como “VH de CD3”) comprende las
CDR de cadena pesada de la SEQ ID NO: 1, 2 y 3 como respectivamente
CDR1H, CDR2H y CDR3H de cadena pesada y el dominio variable de VL de
la porcidén de anticuerpo anti-CD3 (nombrado ademas como “VL de CD3”)
comprende las CDR de cadena ligera de la SEQ ID NO: 4, 5 y 6 como
respectivamente CDR1L, CDR2L y CDR3L de cadena ligera.

En una modalidad, tal anticuerpo biespecifico de acuerdo con
la invencidén se caracteriza porgque los dominios variables de 1la
porcidén de anticuerpo anti-CD3e son de la SEQ ID NO: 7 y 8.

La invencién se refiere a un anticuerpo biespecifico de
acuerdo con la invenciédn, caracterizado porque la porcidén de
anticuerpo anti-CD3 se enlaza en su extremo N terminal al extremo C
terminal de wuna porcidédn de anticuerpo anti-BCMA vy los dominios
variables de VL y VH de la porcién de anticuerpo anti-CD3 o 1los
dominios constantes de CL y CHl se reemplazan entre si.

En una modalidad, el dominio de VH de 1la porcidén de
anticuerpo anti-CD3 se enlaza a un dominio de CH1 o CL de la porcidn
de anticuerpo anti-BCMA. En una modalidad, un dominio de VL de 1la
porcién de anticuerpo anti-CD3 se enlaza a un dominio de CH1 o CL de

la porcidén de anticuerpo anti-BCMA.
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Una porcién de anticuerpo de acuerdo con la invencidén, en

una modalidad, es un fragmento Fab del anticuerpo respectivo.

En una modalidad adicional de la invencidén, el anticuerpo
biespecifico en donde los dominios variables de VL y VH en la cadena
ligera y la cadena pesada respectiva de 1la porcidén de anticuerpo
anti-CD3 o la porcidén de anticuerpo anti-BCMA se reemplazan entre si,
se caracteriza porque comprende un dominio constante de CL de la
porcidédn de anticuerpo anti-CD3 o la porcidén de anticuerpo anti-BCMA
en donde el aminocédcido en la ©posicidén 124 estd sustituido
independientemente por 1lisina (K), arginina (R) o histidina (H)
(numeracidén de acuerdo con Kabat), y en el dominio constante
respectivo CH1l, el aminodcido en la posicién 147 y el aminodcido en
la posicidédn 213 estdn sustituidos independientemente por A&cido
glutédmico (E) o &cido aspartico (D). En una modalidad, el anticuerpo
es monovalente para la unidén a CD3. En una modalidad ademés del
remplazo de aminoacidos en la posicidén 124 en el dominio constante de
CL, el aminoacido en la posicidn 123 esté sustituido
independientemente por 1lisina (K), arginina (R) o histidina (H)
(llamado ademas ‘“intercambio de variante de carga”). En una
modalidad, el anticuerpo es monovalente para la unién a CD3 y el
aminoadcido 124 es K, el aminoadcido 147 es E, el aminodcido 213 es E y
el aminodcido 123 es R. En una modalidad, el anticuerpo biespecifico
comprende ademas la misma porcidén de unidén de anti-BCMA una vez méas
(en una modalidad un fragmento Fab). Esto significa también, que si
la primera porcidén de unidén de anti-BCMA comprende el intercambio de
variante de carga, entonces la segunda porcidén de unidén de anti-BCMA
comprende el mismo intercambio de variante de <carga. (Toda la
numeracidén de aminodcidos es de acuerdo con Kabat).

La invencién se refiere a un anticuerpo biespecifico de
acuerdo con la invencidén, caracterizado porque comprende

a) la primera cadena ligera y la primera cadena pesada de un

primer anticuerpo que se une especificamente a BCMA; y
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b) la segunda cadena ligera y la segunda cadena pesada de un

segundo anticuerpo que se une especificamente a CD3, y en donde los
dominios variables de VL y VH en la segunda cadena ligera y segunda
cadena pesada del segundo anticuerpo se reemplazan entre si; y

c) en donde en el dominio constante de CL de la primera

cadena ligera bajo a) el aminocdcido en la posicidén 124 esta
sustituido independientemente por lisina (K), arginina (R) o
histidina (H) (numeracidén de acuerdo con Kabat), vy en donde el

dominio constante de CHl1 de la primera cadena pesada bajo a) el
aminocacido en la posicidén 147 y el aminodcido en la posicidén 213
estdn sustituidos independientemente por &cido glutéamico (E), o acido
aspartico (D) (numeracidén de acuerdo con Kabat) (ver, por ejemplo,
Figuras 1A, 2A, 2C, 3A, 3C).

En una modalidad, el anticuerpo biespecifico descrito en el
ultimo parrafo precedente se caracteriza ademds porque el anticuerpo
biespecifico comprende ademds un fragmento Fab del primer anticuerpo
(nombrado adicionalmente también como “BCMA-Fab”) vy en el dominio
constante de CL del BCMA-Fab, el aminodcido en la posicidédn 124 esté
sustituido independientemente por lisina (K), arginina (R) 0
histidina (H) (numeracidén de acuerdo con Kabat), y en donde en el
dominio constante de CH1 del BCMA-Fab, el aminocdcido en la posicidn
147 y el aminodcido en la posicién 213 estdn sustituidos
independientemente por &cido glutédmico (E), o &cido aspartico (D)
(numeracidén de acuerdo con Kabat) (ver, por ejemplo, Figuras 2A, 2C).

La invencién se refiere ademds a un anticuerpo biespecifico
de acuerdo con la invencidn, caracterizado porque comprende

a) la primera cadena ligera y la primera cadena pesada de un
primer anticuerpo que se une especificamente a BCMA; y

b) la segunda cadena ligera y la segunda cadena pesada de un
segundo anticuerpo que se une especificamente a CD3, y en donde 1los
dominios variables de VL y VH en 1la segunda cadena 1ligera y la

segunda cadena pesada del segundo anticuerpo se reemplazan entre si;
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y en donde

c) en el dominio constante de CL de la segunda cadena ligera
bajo Db) el aminoadcido en la ©posiciédn 124 estd sustituido
independientemente por 1lisina (K), arginina (R) o histidina (H)
(numeracidén de acuerdo con Kabat), y en donde en el dominio constante
de CH1 de 1la segunda cadena pesada bajo b) el aminodcido en 1la
posicidén 147 y el aminocdcido en la posicidén 213 estédn sustituidos
independientemente por 4acido glutédmico (E) o &cido aspartico (D)
(numeracidén de acuerdo con Kabat).

En una modalidad ademas del reemplazo de aminoacidos en la
posicidén 124 en el dominio constante de CL de la primera o segunda
cadena ligera, el aminodcido en la posicidén 123 estd sustituido
independientemente por lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

En wuna modalidad en el dominio constante de CL, el
aminoadcido en la posicidén 124 estd sustituido por lisina (K), en el
dominio constante de CH1l, el aminoacido en la posicidén 147 y el
aminocacido en la posicidén 213 estédn sustituidos por acido glutamico
(E) . En una modalidad ademds en el dominio constante de CL, el
aminoacido en la posicidén 123 estd sustituido con arginina (R).

En una modalidad preferida de la invencidén, el anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la invencidédn consiste de un fragmento Fab
de un anticuerpo que se une especificamente a CD3 (también 1llamado
ademés “CD3-Fab”), y un fragmento Fab de un anticuerpo anti-BCMA de
acuerdo con la invencidédn (también llamado ademés “BCMA-Fab(s)”) y una
parte de Fc, en donde el CD3-Fab y el BCMA-Fab se enlazan a través de
sus extremos C terminales a la regidén de bisagra de la parte de Fc.
Ya sea el CD3-Fab o el BCMA-Fab comprende una sustitucién y el CD3-
Fab comprende el cruce (Figuras 1A y 1B).

En una modalidad preferida de la invencidén, el anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la invencién consiste de un CD3-Fab, y un
BCMA-Fab vy una parte de Fc, en donde el CD3-Fab y el BCMA-Fab se

enlazan a través de sus extremos C terminales al regidén de bisagra de
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la parte de Fc y un segundo BCMA-Fab, que se enlaza con su extremo C

terminal al extremo N terminal de CD3-Fab. El1 CD3-Fab comprende el
cruce y yva sea el CD3-Fab o ambos BCMA-Fab comprenden una sustitucidn
(Figuras 2A 'y 2B). Es especialmente preferido un anticuerpo
biespecifico que comprende BCMA-Fab-Fc-CD3-Fab-BCMA-Fab, en donde
ambos BCMA-Fabs comprenden una sustitucién aa y el CD3-Fab comprende
el cruce de VL/VH (Figuras 2A). Especialmente preferido es un
anticuerpo biespecifico que consiste de BCMA-Fab-Fc-CD3-Fab-BCMA-Fab,
en donde ambos BCMA-Fab comprenden una sustitucidén QI124K, EI123R,
K147E y K213E y el CD3-Fab comprende el cruce de VL/VH. Especialmente
preferido es que ambos BCMA-Fab comprendan como CDR las CDR del
anticuerpo 21, 22 o 42, o como VH/VL la VH/VL del anticuerpo 21, 22 o
42,

En una modalidad preferida de la invencidén, el anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la invencidén consiste de dos BCMA-Fab vy
una parte de Fc, en donde un BCMA-Fab y el CD3 Fab se enlazan a
través de su extremo C terminal a la regidn de bisagra de la parte de
Fc y el segundo BCMA-Fab se enlaza con su extremo C terminal al
extremo N terminal del CD3-Fab. El1l CD3-Fab comprende el cruce y el
CD3-Fab o ambos BCMA-Fab comprenden una sustitucidén (Figuras 2A vy
2B) .

En una modalidad preferida de la invencidén, el anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la invencidén consiste de dos BCMA-Fab vy
una parte de Fc, en donde los BCMA-Fab se enlazan a través de sus
extremos C terminales a la regidén de bisagra de la parte de Fc y un
CD3-Fab, que se enlaza con su extremo C terminal al extremo N
terminal de un BCMA-Fab. El1 CD3-Fab comprende el cruce y ya sea el
CD3-Fab o ambos BCMA-Fab comprenden una sustitucién aa (Figuras 2C vy
2D) .

En una modalidad preferida de la invencidén, el anticuerpo de
acuerdo con la invencidén consiste de un CD3-Fab, que se enlazaa

través de sus extremos C terminales a la regidén de bisagra de 1la
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parte de Fc y un BCMA-Fab, que se enlaza con su extremo C terminal al

extremo N terminal del CD3-Fab. El CD3-Fab comprende el cruce y va
sea el CD3-Fab o el BCMA-Fab comprenden una sustitucién aa (Figuras
1A y 1B).

En una modalidad preferida de la invencidén, el anticuerpo de
acuerdo con la invencidén consiste de un CD3-Fab, que se enlaza a
través de su extremo C terminal a la regidén de bisagra de la parte de
Fc y un BCMA-Fab, que se enlaza con su extremo C terminal al extremo
N terminal del CD3- Fab. El1 CD3-Fab comprende el cruce y ya sea el
CD3-Fab o el BCMA-Fab comprenden una sustitucidén aa (Figuras 3A vy
3B) .

En una modalidad preferida de la invencidn, el anticuerpo de
acuerdo con la invencidén consiste de un BCMA-Fab, que se enlaza a
través de su extremo C terminal a la regidén de bisagra de la parte de
Fc y un CD3-Fab, que se enlaza con su extremo C terminal al extremo
N-terminal del BCMA-Fab. El1 CD3-Fab comprende el cruce y ya sea el
CD3-Fab o el BCMA-Fab comprenden una sustitucidén aa (Figuras 3C vy
3D) .

Los fragmentos Fab se enlazan qgquimicamente entre si por el
uso de un enlazante apropiado de acuerdo con el estado de la técnica.
En una modalidad, se usa un enlazante (Gly4-Serl)3 (Desplancg DK et
al., Protein Eng. 1994 Aug; 7(8): 1027-33 y Mack M. et al., PNAS,
July 18, 1995, wvol. 92, no. 15 7021-7025). El1 enlace entre dos
fragmentos Fab se realiza entre las cadenas pesadas. Por lo tanto, el
extremo C terminal de CHI1 de un primer fragmento Fab se enlaza al
extremo N terminal de VH del segundo fragmento Fab (sin cruce) o a VL
(cruce). El enlace entre un fragmento Fab y la parte de Fc se realiza
de acuerdo con la invencidén como enlace entre CH1l y CH2.

El primero y segundo fragmento Fab de un anticuerpo que se
une especificamente a BCMA son, en una modalidad, derivados del mismo
anticuerpo y en una modalidad idéntica en las secuencias de CDR, las

secuencias de dominio wvariable de VH y VL vy/o la secuencias de
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dominio constante de CH1 y CL. En una modalidad, las secuencias de

aminodcidos del primero y segundo fragmento Fab de un anticuerpo que
se une especificamente a BCMA son idénticas. En una modalidad, el
anticuerpo de BCMA es un anticuerpo que comprende las secuencias de
CDR del anticuerpo 21, 22 o 42, un anticuerpo qgque comprende las
secuencias de VH y VL del anticuerpo 21, 22 o 42, o un anticuerpo que
comprende las secuencias de VH, VL, CHl1 y CL del anticuerpo 21, 22 o
42

En una modalidad, el anticuerpo biespecifico comprende como
fragmentos Fab y parte de Fc, no mds de un fragmento Fab de un
anticuerpo anti-CD3, no mas de dos fragmentos Fab de un anticuerpo
anti-BCMA y no méas de una parte de Fc, en una modalidad una parte de
Fc humana. En una modalidad, el segundo fragmento Fab de un
anticuerpo anti-BCMA se enlaza a través de su extremo C terminal al
extremo N terminal del fragmento Fab de un anticuerpo anti-CD3 o a la
regidén de bisagra de la parte de Fc. En una modalidad, el enlace se
realiza entre CH1 de BCMA-Fab y VL de CD3-Fab (cruce de VL/VH).

En una modalidad la porcién de anticuerpo qgue se une
especificamente a CD3 humano, en una modalidad del fragmento Fab, se
caracteriza porque comprende un dominio variable de VH que comprende
las CDR de cadena pesada de la SEQ ID NO: 1, 2 vy 3 como
respectivamente CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y un dominio
variable de VL qgue comprende las CDR de cadena ligera de la SEQ ID
NO: 4, 5 y 6 como respectivamente CDR1l, CDR2 y CDR3 de cadena ligera
del anticuerpo anti-CD3e (CDR MAB CD3). En una modalidad, la porcidn
de anticuerpo que se une especificamente a CD3 humano se caracteriza
porque los dominios variables son de la SEQ ID NO: 7 y 8 (VHVL MAB
CD3) .

La invencidén se refiere a un anticuerpo biespecifico que se
une especificamente al dominio extracelular de BCMA humano y a CD3e
humano, caracterizado porque comprende un conjunto de cadena pesada y

ligera seleccionado del grupo que consiste de polipéptidos.
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i) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO:

51 (2x); (conjunto 1 TCB de anticuerpo 21),

ii) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, y SEQ ID
NO: 54 (2x) (conjunto 2 TCB de anticuerpo 22), y

iii) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56, y SEQ ID
NO: 57 (2x) (conjunto 3 TCB de anticuerpo 42).

En una modalidad, el anticuerpo biespecifico de acuerdo con
la invencidn se caracteriza porque el dominio de CH3 de una cadena
pesada y el dominio de CH3 de la otra cadena pesada se encuentran
cada uno en una interfaz que comprende una interfaz original entre
los dominios de CH3 de anticuerpo; en donde la interfaz estd alterada
para promover la formacidén del anticuerpo biespecifico, en donde la
alteracidn se caracteriza porque:

a) el dominio de CH3 de una cadena pesada estd alterado,
de modo que dentro de la interfaz original, el dominio
de CH3 de una cadena pesada que se encuentra con la
interfaz original del dominio de CH3 de la otra cadena
pesada dentro del anticuerpo biespecifico, se reemplaza
un residuo de aminoacido con un residuo de aminoacido
que tiene un volumen de cadena lateral mayor, generando
asi una protuberancia dentro de la interfaz del dominio
de CH3 de una cadena pesada que se puede posicionar en
una cavidad dentro de la interfaz del dominio de CH3 de
la otra cadena pesada y

b) el dominio de CH3 de 1la otra cadena pesada estéa
alterado, de modo que dentro de la interfaz original
del segundo dominio de CH3 gque se encuentra con la
interfaz original del primer dominio de CH3 dentro del
anticuerpo biespecifico se reemplaza un residuo de
aminodcido con un residuo de aminocdcido que tiene un
volumen de cadena lateral menor, generando asi una

cavidad dentro de la interfaz del segundo dominio de
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CH3 dentro de la cual se puede posicionar una

protuberancia dentro de la interfaz del primer dominio
de CH3.

En una modalidad, tal anticuerpo biespecifico se caracteriza
porque el residuo de aminocadcido gque tiene un volumen de cadena
lateral mayor se selecciona del grupo que consiste de arginina (R),
fenilalanina (F), tirosina (YY), triptéfano (W).

En una modalidad, tal anticuerpo biespecifico se caracteriza
porque el residuo de aminocacido que tiene un volumen de cadena
lateral menor se selecciona del grupo que consiste de alanina (A4),
serina (S), treonina (T), wvalina (V).

En una modalidad, tal anticuerpo biespecifico se caracteriza
porque ambos dominios de CH3 se alteran adicionalmente por la
introduccién de cisteina (C) como aminocacido en las ©posiciones
correspondientes de cada dominio de CH3.

En una modalidad, tal anticuerpo biespecifico se caracteriza
porque uno de los dominios de cadena pesada constante de CH3 de ambas
cadenas pesadas se reemplaza por un dominio de cadena pesada
constante de CHl; y el otro dominio de cadena pesada constante de CH3
se reemplaza por un dominio de cadena ligera constante de CL.

La invencién se refiere ademds a un anticuerpo de acuerdo
con la invencidén, que comprende una parte de Fc modificada que induce
la muerte celular de 20% o mas células de una preparacidédn de células
que expresan BCMA después de 24 horas a una concentracién del
anticuerpo de 100 nM por ADCC con respecto a un control bajo
condiciones idénticas usando el mismo anticuerpo con la parte de Fc
de origen como control. Tal anticuerpo, en una modalidad, es un
anticuerpo desnudo.

En una modalidad, el anticuerpo de acuerdo con la invencidn
es un anticuerpo con una cantidad de fucosa de 60% o menos de la
cantidad total de oligosacaridos (azucares) en Asn297 (ver, por

ejemplo, US20120315268).
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En una modalidad, la parte de Fc comprende las sustituciones

de aminodcidos que se introducen en una parte de Fc humana y se
describen en la SEQ ID NO: 55 y 56.

Una modalidad adicional de la invencidén es un receptor de
antigeno quimérico (CAR) de un anticuerpo anti-BCMA de acuerdo con la
invencién. En tal modalidad, el anticuerpo anti-BCMA consiste de un
dominio de VH y VL de cadena unica de un anticuerpo de acuerdo con la
invencidn y una transmembrana de CD3-zeta y endodominio.
Preferiblemente, el dominio de CD3 zeta se enlaza a través de un
espaciador con el extremo C terminal del dominio de VL y el extremo N
terminal del dominio de VL se enlaza a través de un espaciador al
extremo C terminal del dominio de VH. Los receptores de antigenos
quiméricos de anticuerpos de BCMA, endodominios y dominios de
transmembrana utiles, y métodos para la produccidédn se describen, por
ejemplo, en Ramadoss NS. et al., J. Am. Chem. Soc. J., DOI:
10.1021/jacs.5b01876 (2015), Carpenter RO et al., Clin. Cancer. Res.
DOT: 10.1158/1078-0432.CCR-12-2422 (2013), W02015052538 y
W02013154760.

Las modalidades adicionales de la invencidén son los
anticuerpos Mab2l, Mab22, Mab42, Mab27, Mab33 vy Mab39 como se
describe en la presente por sus secuencias de CDR, y/o secuencias de
VH/VL junto con las secuencias de CL y CH1 descritas, como fragmentos
de unidén al antigeno, especialmente Fragmentos Fab, como anticuerpos
biespecificos que se unen a BCMA y CD3, con y sin parte de Fc, como
anticuerpos biespecificos en los formatos descritos, especialmente el
formato 2+1, y los anticuerpos biespecificos con las cadenas pesada y
ligera como se describe en la presente, especialmente como se
describe en la tabla 1A.

Una modalidad adicional de 1la invencidén es un método de
generacién de un anticuerpo anti-BCMA que agota, en el formato
biespecifico de acuerdo con la invenciédén, células de plasma malignas

humanas en aspirados de médula désea de mieloma mUltiple MM a al menos
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80% después de un tratamiento de 48 horas en una concentracidén de

entre 10 nM y 1 fM inclusivamente, caracterizado por la seleccidén de
una biblioteca de expresidén en fagos de cadena pesada variable (VH) vy
cadena ligera variable (VL) del anticuerpo 83A10 (biblioteca de VH,
biblioteca de VL) con cyno BCMA 1-50 nM en 1-3 rondas y seleccionando
una cadena ligera variable y una cadena pesada variable que tienen
tales propiedades como tal enlazante de células T Dbiespecifico.
Preferiblemente, la seleccidn se realiza en 3 rondas, usando cynoBCMA
50 nM para la ronda 1, cyBCMA 25 nM para la ronda 2 y cyBCMA 10 nM
para la ronda 3. Preferiblemente, las bibliotecas se aleatorizan ya
sea en la CDR1 y CDR2 de cadena ligera o la CDR1 y CDR2 de cadena
pesada. Preferiblemente, se identifican una cadena ligera y pesada
gque se unen como fragmento Fab, que comprenden ademds la VH o VL
correspondiente del anticuerpo 83A10, a huBCMA con una Kd de 50 pM a
5 nM y cyno BCMA con una Kd de 0.1 nM a 20 nM. Preferiblemente, el
formato biespecifico es el formato de la fig. 2A, que comprende los
respectivos dominios constantes de VL y VH del reemplazo de CD3 Fab
entre si y dentro de los intercambios de aminodcidos de BCMA Fab
K213E y K147E en el dominio de CH1 y los intercambios de aminoacidos
E123R y Q124K en el dominio de CL.

Una modalidad adicional de la invencidén es un método para la
preparacién de un anticuerpo de acuerdo con la invencidén que
comprende las etapas de

a) transformar una célula huésped con

b) vectores que comprenden moléculas de &cidos nucleicos

que codifican la cadena ligera y cadena pesada de un
anticuerpo de acuerdo con la invenciédn,

c) cultivar la «célula huésped bajo condiciones que

permiten la sintesis de la molécula de anticuerpo; vy

d) recuperar la molécula de anticuerpo del cultivo.

Una modalidad adicional de la invencidén es un método para la

preparacién de un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencidn
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que comprende las etapas de

e) transformar una célula huésped con

f) vectores que comprenden moléculas de &cidos nucleicos
que codifican la cadena ligera y cadena pesada de un
anticuerpo que se une especificamente al primer
objetivo

g) vectores que comprenden moléculas de &cidos nucleicos

que codifican la cadena ligera y cadena pesada de un
anticuerpo que se une especificamente al segundo
objetivo, en donde los dominios variables de VL y VH o
los dominios constantes de CL y CH1 se reemplazan entre
si;

h) cultivar la célula huésped bajo condiciones que

permiten la sintesis de la molécula de anticuerpo; vy

i) recuperar la molécula de anticuerpo del cultivo.

Una modalidad adicional de 1la invencidén es una célula
huésped que comprende vectores que comprenden moléculas de &acidos
nucleicos que codifican un anticuerpo de acuerdo con la invencidn.
Una modalidad adicional de 1la invencidén es una célula huésped que
comprende vectores que comprenden moléculas de acidos nucleicos que
codifican la cadena ligera y cadena pesada de un anticuerpo que se
une especificamente al primer objetivo y vectores gue comprenden
moléculas de acidos nucleicos que codifican la cadena ligera y cadena
pesada de un anticuerpo que se une especificamente al segundo
objetivo, en donde los dominios variables de VL y VH o los dominios
constantes de CL y CHl se reemplazan entre si.

Una modalidad adicional de la invencidén es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invenciédn
y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Una modalidad adicional de la invencidén es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invenciédn

para uso como un medicamento.
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Una modalidad adicional de la invencidén es una composicidn

farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invenciédn
para uso como un medicamento en el tratamiento de trastornos de
células de plasma.

Una modalidad adicional de la invencidén es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invenciédn
para uso como un medicamento en el tratamiento de mieloma multiple.

Una modalidad adicional de la invencidédn es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invencidn
para uso como un medicamento en el tratamiento de lupus eritematoso
sistémico.

Una modalidad adicional de la invencidédn es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invenciédn,
incluyendo un anticuerpo monoespecifico vy, un anticuerpo desnudo
mejorado de ADCC vy, un conjugado de anticuerpo-farmaco, un anticuerpo
multiespecifico o un anticuerpo biespecifico para uso como un
medicamento en el tratamiento del rechazo mediado por anticuerpos.

En una modalidad, un anticuerpo de acuerdo con la invencidn
se puede usar para el tratamiento de trastornos de células de plasma
como mieloma multiple MM u otros trastornos de células de plasma que
expresan BCMA como se describe a continuacién. MM es una malignidad
de células de plasma caracterizada por una expansidédn monoclonal vy
acumulacién de células de plasma anormales en el compartimento de la
médula ésea. E1 MM también involucra células de plasma clonales
circulantes con el misma rearreglo del gen de IgG e hipermutacidn
somdtica. MM surge de una afeccidén premaligna asintomdtica llamada
gammopatia monoclonal de significado desconocido (MGUS), que se
caracteriza por niveles bajos de células de plasma de médula odsea vy
una proteina monoclonal. Las células de MM proliferan a baja
velocidad. E1 MM resulta de una aparicidédn progresiva de multiples
cambios cromosémicos estructurales (por ejemplo, translocaciones

desequilibradas). E1 MM implica la interaccidén mutua de células de



10

15

20

25

30

29
plasma malignas y microambiente de médula d6sea (por ejemplo, células

estromales de médula o6sea normales). Los signos clinicos del MM
activo incluyen pico de anticuerpo monoclonal, células de plasma que
superpueblan la médula oésea, lesiones oéseas liticas y destruccidn
6sea como resultado de la sobreestimulacién de los osteoclastos
(Dimopulos & Terpos, Ann Oncol 2010; 21 suppl 7: wviild3-150). Otro
trastorno de células de plasma que involucra células de plasma, es
decir, que expresa BCMA, es el lupus eritematoso sistémico (SLE),
también conocido como lupus. El1 SLE es una enfermedad sistémica vy
autoinmune que puede afectar cualquier parte del cuerpo y se
representa con el sistema inmune atacando las propias células vy
tejidos del cuerpo, lo que resulta en inflamacidén crdénica y dafio del
tejido. Es una reaccidén de hipersensibilidad de Tipo III en la cual
los complejos inmunes de anticuerpos precipitan y causan una
respuesta inmune adicional (Inaki & Lee, Nat Rev Rheumatol 2010; 6:
326-337). Los trastornos de células de plasma adicionales son
leucemia de células de plasma y AL-amiloidosis (ver también 1los
Ejemplos 19 y 20). En todos estos trastornos de células de plasma se
espera que la deplecidédn de células de plasma/células de plasma
malignas por anticuerpos de acuerdo con esta invencidén sea
beneficiosa para los pacientes que sufren de tal enfermedad.

Una modalidad adicional de esta invencién es un anticuerpo
de acuerdo con la invencidén para el tratamiento del rechazo de
aloinjerto mediado por anticuerpos que implica células de plasma y
aloanticuerpos que incluyen rechazo mediado por anticuerpos (AMR)
agudo y crénico. E1 AMR agudo se caracteriza por una disfuncidén del
injerto que se produce a lo largo de los dias y es el resultado de
anticuerpos especificos de donantes preformados 0 de novo
desarrollados después del trasplante. Ocurre en aproximadamente 5-7%
de todos los trasplantes renales y causa 20-48% de los episodios de
rechazo agudo entre los pacientes con compatibilidad cruzada positiva

pre-sensibilizados (Colvin and Smith, Nature Rev Immunol 2005; 5
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(10): 807-817). La histopatologia en pacientes con AMR agudo a menudo

revela hinchazén de células endoteliales, infiltracidén neutrofilica
de capilares peritubulares y glomérulos, trombos de fibrina, edema
intersticial y hemorragia (Trpkov et al., Transplantation 1996; 61
(11): 1586-1592). E1 AMR se puede identificar con tincidén de C4d u
otros métodos mejorados de deteccidén de anticuerpos en biopsias de
aloinjerto. Otra forma de AMR también se conoce como lesidén de
aloinjerto crdénica, qgque también involucra anticuerpos especificos del
donante pero se manifiesta en meses e 1incluso afios después del
trasplante. Se ve como la glomerulopatia de trasplante (también
conocida como glomerulopatia de aloinjerto crdnica) en biopsias de
rifibn y se caracteriza por expansidén mesangial glomerular y duplicado
de membrana basal capilar (Regele et al., J Am Soc Nephrol 2002; 13
(9): 2371-2380). Las manifestaciones clinicas varian desde pacientes
gue son asintomdticos en las etapas tempranas hasta tener proteinuria
de rango nefrético, hipertensidén y disfuncidén de aloinjerto en las
etapas avanzadas. La progresién de la enfermedad puede ser bastante
rapida, especialmente con el AMR agudo en curso, que da como
resultado una falla del injerto en unos meses (Fotheringham et al.
Nephron-Clin Pract 2009; 113 (1): <cl-c7). La prevalencia de 1la
glomerulopatia de trasplante en biopsias de pacientes varia entre 5%
en 1 afio a 20% en 5 afios (Cosio et al. Am J Transplant 2008; 8: 292-
296) .

Una modalidad adicional de la invencidén es un anticuerpo de
acuerdo con la invencidén para uso como un medicamento.

Una modalidad adicional de la invencidén es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invenciédn
para uso como un medicamento.

Una modalidad adicional de la invencidén es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo desnudo o un anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la invencién para uso como un

medicamento.
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Una modalidad adicional de la invencidén es una composicidn

farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invenciédn
con una funcidén efectora aumentada para uso como un medicamento.

Una modalidad adicional de la invencidén es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invenciédn
con una funcidén efectora disminuida para uso como un medicamento.

Una modalidad adicional de la invencidén es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invencidn
como anticuerpo biespecifico para uso como un medicamento.

Una modalidad adicional de la invencidédn es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invencidn
como anticuerpo multiespecifico para uso como un medicamento.

Una modalidad adicional de la invencidédn es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invencidn
como conjugado con un agente terapéutico (conjugado de farmaco), por
ejemplo, con un agente citotdéxico o marca radioactiva para uso como
un medicamento.

Una modalidad adicional de la invencidédn es una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invencidn
como un diacuerpo para uso como un medicamento.

En una modalidad el anticuerpo de acuerdo con la invencidn,
en especial al tratarse de un anticuerpo biespecifico contra CD3 vy
BCMA, se administra una vez o dos veces a la semana en una modalidad
a través de la administracién subcutédnea (por ejemplo, en una
modalidad en el rango de dosis de 0.1 a 2.5, preferiblemente a 25
mg/m?/semana, preferiblemente a 25 0 mg/m’/semana). Debido a las
actividades de citotoxicidad superiores del anticuerpo de acuerdo con
la invencién, puede administrarse al menos a la misma magnitud del
rango de dosis clinica (o0 incluso menor) en comparacién con
anticuerpos monoespecificos convencionales 0 anticuerpos
biespecificos convencionales que no son biespecificos de células T

(es decir, no se unen a CD3 en un grupo). Se prevé gue para un
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anticuerpo de acuerdo con la invencién, es preferida la

administracién subcutédnea en entornos clinicos (por ejemplo, en el
rango de dosis de 0.1 - 250 mghﬁ/semana). Ademas, en pacientes con
niveles elevados de APRIL y BAFF en suero (por ejemplo, pacientes con
mieloma multiple) puede no ser necesario aumentar la dosis de un
anticuerpo de acuerdo con esta invencién ya gque puede no verse
afectada por la competicién de ligandos. Por el contrario, las dosis
de otros anticuerpos anti-BCMA bloqueadores/competidores de ligandos
pueden necesitar aumentarse en esos pacientes. Otra ventaja del
anticuerpo de acuerdo <con la invencidén es una vida media de
eliminacién de aproximadamente 4 a 12 dias qgue ©permite la
administracidén al menos una o dos veces POr semana.

En una modalidad, el anticuerpo de acuerdo con la invenciédn,
en el caso de anticuerpos monoespecificos mejorados de ADCC
desnudos/no conjugados es un anticuerpo con propiedades que permiten
el tratamiento una vez/dos veces por semana por ruta intravenosa pero
preferiblemente a través de la administracidén subcuténea (por
ejemplo, una dosificacidén en el rango de 200-2000 mg/m/semana durante
4 semanas). Se prevé gque para un anticuerpo de acuerdo con la
invencién, la administracidén subcutdnea es posible y preferida en los
entornos clinicos (por ejemplo, en el rango de dosis de 200-2000
mg/mz/semana, dependiendo de las indicaciones de la enfermedad).
Ademas, en pacientes con niveles elevados de APRIL y BAFF en suero
(por ejemplo, pacientes con mieloma multiple) puede no ser necesario
aumentar la dosis de un anticuerpo de acuerdo con esta invencidén (por
ejemplo anticuerpo bloqueador/competidor no de ligandos) ya que puede
no ser afectada por la competicién de ligandos. Por el contrario, las
dosis de otros anticuerpos anti-BCMA bloqueadores/competidores de
ligandos pueden necesitar aumentarse en esos pacientes, haciendo a la
administracién subcutédnea técnicamente més desafiante (por ejemplo,
farmacéutica). Otra ventaja del anticuerpo de acuerdo con la

invencién se basa en la inclusidén de una porcién de Fc, qgque esté
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asociada con una vida media de eliminacidén de 4 a 12 dias y permite

la administracién al menos una o dos veces por semana.
Una modalidad preferida adicional de la invencidén es una
composicién de diagndéstico que comprende un anticuerpo de acuerdo con

la invencidn.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Anticuerpos bivalentes biespecificos que
comprenden solamente los fragmentos Fab (especificos para CD3 y BCMA)
y la parte de Fc como se especifica: (A) Fab BCMA (RK/EE)-Fc-Fab CD3;
(B) Fab BCMA-Fc-Fab CD3 (RK/EE) . sustituciones aa de RK/EE
introducidas en CL-CH1 ©para reducir el mal emparejamiento de
LC/productos secundarios en la produccidédn. E1 Fab CD3 incluye un
cruce de VL-VH para reducir el mal emparejamiento de LC y productos
secundarios.

Figura 2. Anticuerpos trivalentes biespecificos preferidos
que comprenden solamente los fragmentos Fab (especificos para CD3 vy
BCMA) y la parte de Fc como se especifica: (A) Fab BCMA (RK/EE)-Fc-Fab
CD3-Fab BCMA (RK/EE); (B) Fab BCMA-Fc-Fab CD3 (RK/EE)-Fab BCMA; (C)
Fab BCMA (RK/EE)-Fc-Fab BCMA (RK/EE)-Fab CD3; (D) Fab BCMA-Fc-Fab BCMA-
Fab CD3(RK/EE). sustituciones aa de RK/EE introducidas en CL-CHl para
reducir el mal emparejamiento de LC/productos secundarios en la
produccién. Preferiblemente, el Fab CD3 incluye un cruce de VL-VH
para reducir el mal emparejamiento de LC y productos secundarios.
Preferiblemente, Fab CD3 y Fab BCMA se enlazan entre si con
enlazantes flexibles.

Figura 3. Anticuerpos bivalentes biespecificos que
comprenden solamente los fragmentos Fab (especificos para CD3 y BCMA)
y la parte de Fc como se especifica: (A) Fc-Fab CD3-Fab BCMA (RK/EE);
(B) Fc-Fab CD3(RK/EE)-Fab BCMA; (C) Fc-Fab BCMA (RK/EE)-Fab CD3; (D)
Fc-Fab BCMA-Fab CD3(RK/EE). Preferiblemente, el Fab CD3 incluye un

cruce de VL-VH para reducir el mal emparejamiento de LC y productos
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secundarios. Fab CD3 y Fab BCMA se enlazan entre si con enlaces

flexibles.

Figura 4. Lisis de células T redirigidas de células H929 de
MM inducida ©por anticuerpos Dbiespecificos de células T anti-
BCMA/anti-CD3 medida por liberacidén de LDH. Curvas de respuesta de
concentracién de lisis de células H929 de MM inducida por 21-TCBcv
(circulo cerrado), 22-TCBcv (tridngulo cerrado), 42-TCBcv (cuadrado
cerrado) en comparacidédn con 83A10-TCBcv (circulo abierto, linea de
puntos) . Hubo una matanza dependiente de la concentracidén de células
H929 para todos 1los anticuerpos biespecificos de células T anti-
BCMA/anti-CD3 mientras que no se observé matanza con TCB de control.
Los experimentos se realizaron con donante 1 (A), donante 3 (B),
donante 4 (C), donante 5 (D) de PBMC utilizando una relacidén de
célula efectora a célula objetivo de tumor (E:T) de 10 PBMC a 1
célula de MM (ver el ejemplo 8).

Figura 5. Lisis de células T redirigidas de células L363 de
MM inducidas por anticuerpos biespecificos de células T anti-
BCMA/anti-CD3, medida por liberacién de LDH. Curvas de respuesta de
concentracién de lisis de células L363 de MM inducida por 21-TCBcv
(circulo cerrado), 22-TCBcv (tridngulo cerrado), 42-TCBcv (cuadrado
cerrado) en comparacién con 83A10-TCBcv (circulo abierto, linea de
puntos). Se observdé una matanza dependiente de la concentracién de
células L363 de todos los anticuerpos Dbiespecificos de células T
anti-BCMA/anti-CD3 mientras gque no se observdé matanza con TCB de
control. Los experimentos se realizaron con Donante 1 (A), donante 2
(B), donante 3 (C), donante 4 (D), donante 5 (E) de PMBC utilizando
una relacién E:T de 10 PBMC a 1 célula de MM (ver ejemplo 9).

Figura 6. Lisis de células T redirigidas de células RPMI-
8226 de MM inducida por anticuerpos biespecificos de células T anti-
BCMA/anti-CD3 de acuerdo medida por liberacién de LDH. Curvas de
respuesta de concentracién de 1lisis de células RPMI-8226 de MM

inducida por 21-TCBcv (circulo cerrado), 22-TCBcv (triédngulo
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cerrado), 42-TCBcv (cuadrado cerrado) en comparacidén con 83A10-TCBcv

(circulo abierto, linea de puntos) . Se observd una matanza
dependiente de la concentracidén de células RPMI-8226 de todos 1los
anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 mientras
que no se observdé matanza con TCB de control. Los experimentos se
realizaron con donante 2 (A), donante 3 (B), donante 4 (C), donante 5
(D) de PBMC usando una relacidén E:T de 10 PBMC a 1 célula de MM (ver
ejemplo 10).
Figura 7. Lisis de células T redirigidas de células JJIN-3 de
MM inducida por anticuerpos biespecificos de células T anti-
BCMA/anti-CD3, medida por citometria de flujo. Matanza
dependiente de la concentracidén de células JIN-3 de MM por 22-
TCBcv (tridngulo cerrado), 42-TCBcv (cuadrado cerrado) en
comparaciédn con 83A10-TCBcv (circulo abierto, linea de puntos).
Se determinaron vy graficaron el porcentaje de células JJIN-3
positivas a anexina-V (A, C) y lisis de células de tumor (B, D).
El porcentaje de 1lisis de células JJIN-3 inducida por una
concentracidén especifica de anticuerpos biespecificos de células
T anti-BCMA/anti-CD3 se determindé de la siguiente manera: el
recuento absoluto de células JJN-3 negativas a anexina-V a una
concentracién de TCB dada y restdndolo del recuento absoluto de
células JJN-3 anexina-V sin TCB; dividido por el recuento
absoluto de células JJIN-3 negativas a anexina-V sin TCB. Se
desarrollaron experimentos con donantes 2PBMC; donante 1 (A,B) vy
donante 2 (C,D) usando un radio E:T de 10 PBMC a una célula de 1
MM (ver ejemplo 11).

Figura 8. Lisis de células T redirigidas de células de
plasma de mieloma de médula 6sea de pacientes con mieloma mUltiple en
la presencia de células T infiltrantes de médula o6sea autdlogas
(aspirados de médula o6sea entera del paciente) inducidas por
anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3, medida por

citometria de flujo de multiparametros. El porcentaje de células de



10

15

20

25

30

36
plasma de mieloma positivas a anexina-V se determindé y graficd contra

las concentraciones de TCB. Se observd lisis especifica y dependiente
de la concentracidédn de células de plasma de mieloma de pacientes,
mientras que la lisis de células T, células B y células NK no se
observé con base en un panel de multipardmetros de 8 colores. No hay
induccién de muerte celular de células de plasma de mieloma con TCB
de control a la concentracidédn més alta de anticuerpos TCB probados.
En comparacidén con 83A10-TCBcv (A), 42-TCBcv (B) vy 22-TCBcv (C)
fueron mds potentes para inducir la matanza de células de plasma de
mieloma de médula ésea de pacientes (ver ejemplo 13).

Figura 9. Lisis de células T redirigidas de células de
plasma de mieloma de médula &ésea de pacientes con mieloma multiple en
la presencia de células T infiltrantes de médula dbsea autdlogas
(aspirados de médula oésea completa del paciente) inducida por
anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 medida por
citometria de flujo. El1l porcentaje de células de plasma de mieloma
negativas anexina-Vv se determind y se graficd contra las
concentraciones de TCB. Se observd lisis especifica y dependiente de
la concentraciédn de células de plasma de mieloma de pacientes,
mientras que no se observé 1lisis de células de médula 6sea no
malignas (datos no mostrados). No se observé induccidén de muerte
celular de células de plasma de mieloma con TCB de control a la
concentracién mads alta de anticuerpos TCB ©probados (datos no
mostrados). En comparaciédn con 83A10-TCBcv, 42-TCBcv y 22-TCBcv
fueron mads potentes para inducir la muerte de células de plasma de
mieloma de médula 6sea de pacientes como se refleja por la reduccidn
dependiente de la concentracién de células de plasma de mieloma
viables (negativas a anexina-V). Experimentos representativos en el
paciente 001 (A) y paciente 007 (B) (ver ejemplo 13).

Figura 10. Lisis de células T redirigidas de células de
plasma de mieloma de médula 6sea de pacientes con mieloma mUltiple en

la presencia de células T infiltrantes de médula o6sea autdlogas
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inducidas por anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-

CD3, medida por citometria de flujo. El porcentaje de células de
plasma de mieloma negativas a yoduro de propidio se determind y el
porcentaje de células de plasma de médula o6sea viables en relaciédn
con respecto al control de medio (MC) se graficdé contra las
concentraciones de TCB. Se observd lisis especifica y dependiente de
la concentracién de células de plasma de mieloma de pacientes (A-G),
mientras que no se observd lisis del microambiente de médula Osea
(BMME) (H). No se observdé induccidn de la muerte celular de células
de plasma de mieloma con TCB de control a la concentracidén més alta
de anticuerpos TCB probados. En comparacidén con 83A10-TCBcv, 42-TCBcv
y 22-TCBcv fueron mas potentes para inducir la matanza de células de
plasma de mieloma de médula 6sea de pacientes como se refleja por la
reduccidén dependiente de la concentracidén de células de plasma de
mieloma viables (negativas a vyoduro de propidio). Un efecto se
considerd estadisticamente significativo si el wvalor P de su prueba
estadistica correspondiente fue < 5% (*), < 1% (**) o < 0.1% (***),
Experimentos realizados usando muestras de aspirado de médula &sea
recolectadas del paciente 1 (A), paciente 2 (B), paciente 3 (C),
paciente 4 (D), paciente 5 (E), paciente 6 (F) y paciente 7 (G, H)
(ver ejemplo 13).

Figura 11. Activacién de células T de médula odsea de
pacientes con mieloma en la presencia de células de plasma de médula
6sea (aspirados de médula o6sea completa de pacientes) inducida por
anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3, medida por
citometria de flujo de multiparédmetros (panel de tincidén de 8
colores). La magnitud de la activacién de células T se compard entre
83A10-TCBcv (A), 42-TCBcv (B) y 22-TCBcv (C) (ver ejemplo 14).

Figura 12. Concentraciones de 83A10-TCBcv medidas de
muestras de suero (simbolos cerrados con lineas completas) y muestras
de médula 6sea (simbolos abiertos con lineas de puntos) después de

inyeccidén intravenosa unica (IV) en monos cynomolgus con 0.003, 0.03
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y 0.1 mg/kg de 83A10-TCBcv. La recoleccién de muestras de suero se

realizé antes de la dosis y 30, 90, 180 min, 7, 24, 48, 96, 168, 3306,
504 h después de la dosificacién. Las muestras de médula &ésea se
recolectaron antes de 1la dosis, y 96 y 336 h después de 1la
dosificacién (ver ejemplo 16).

Figura 13. Redistribucién de células T periféricas observada
en monos cynomolgus después de una inyeccidén IV Gnica de 83A10-TCBcv
(0.003, 0.03 y 0.3 mg/kg). Los animales A y B, C y D, yv E y F
respectivamente recibieron una inyeccidén IV de 0.003, 0.03 y 0.3
mg/kg de 83A10-TCBcv. Los recuentos de células T de sangre absolutos
(células CD2+ por ul de sangre) se graficaron contra al tiempo
posterior al tratamiento (ver ejemplo 16).

Figura 14. Reduccidén de células de plasma de sangre
observada en monos cynomolgus después de una inyeccidén IV Unica de
83A10-TCBcv (0.3 mg/kqg), medida por citometria de flujo de
multipardmetros. Las células de plasma (PC) se identificaron con base
en un panel de tincidén de 6 colores y los porcentajes de PC sobre
linfocitos se midieron y se graficaron en graficas de contorno (A).
La cinética de deplecidén de células de plasma de sangre después del
tratamiento con 0.3 mg/kg de 83A10-TCBcv en monos cynomolgus se
graficé (B) (ver ejemplo 16).

Figura 15. Actividad antitumoral inducida por anticuerpo
biespecifico de células T anti-BCMA/anti-CD3 83A10-TCBcv en el modelo
de xenoinjerto de mieloma humano H929 usando ratones NOG humanizados
con PBMC. NOD/Shi-scid IL2rgamma (nulo) (NOG) inmunodeficientes
recibieron en el dia 0 (d0) células H929 de mieloma multiple humano
como una inyeccidén subcutdnea (SC) en el flanco dorsal derecho. E1
dia 15 (d15), los ratones NOG recibieron una inyeccién
intraperitoneal (IP) tunica de PBMC humanas. Los ratones luego se
aleatorizaron cuidadosamente en los diferentes grupos de tratamiento
y control (n = 9/grupo) y se realizd una prueba estadistica para

evaluar la homogeneidad entre los grupos. Los grupos experimentales
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fueron el grupo no tratado con control, grupo tratado con TCB de

control, grupo tratado con 2.6 nM/kg de 83A10-TCBcv y grupo tratado
con 2.6 nM/kg de BCMA50-BiTE® (BCMAxCD3 (scFv),). El tratamiento con
anticuerpo administrado por inyeccién en la vena de la cola comenzd
el dia 19 (d19), es decir, 19 dias después de la inyeccidén SC de
células de tumor H929. El1l programa de tratamiento con anticuerpo de
TCB consistidé en una administracién IV una vez a la semana por hasta
3 semanas (es decir, un total de 3 inyecciones de anticuerpo de TCB).
El volumen de tumor (TV) se midid por calibrador durante el estudio y
el progreso se evalud por comparacidn intergrupal de TV. TV (mm3) se
graficd contra el dia posterior a la inyeccidén del tumor. En dl19,
primer dia de tratamiento, el volumen de tumor medio habia alcanzado
300 £+ 161 mm3 para el grupo de control tratado con vehiculo (A), 315
+ 148 mm3 para el grupo (A) tratado con 2.6 nM/kg de TCB de control,
293 + 135 mm3 para el grupo (B) con 2.6 nM/kg de 83A10-TCBcv y 307 =
138 mm3 para el grupo (C) con 2.6 nM/kg de BCMA50-BiTE®. E1 TV de
cada ratdédn individual por grupo experimental se graficd contra el dia
después de la inyeccidédn de tumor: (A) grupos de control que incluyen
control de vehiculo (linea completa) y TCB de control (linea de
puntos), (B) grupo de 83A10-TCBcv (2.6 nM/kg) y (C) BCMAS0-BiTE® (2.6
nM/kg) . Las flechas negras muestran el tratamiento con TCB
administrado por inyeccidén IV. En el grupo de 83A10-TCBcv (2.6
nM/kg), 6 de 9 ratones (67%) experimentaron una regresidén de tumor
incluso por debajo del TV registrado en dl9, es decir, el primer
tratamiento de TCB vy la regresién de tumor se mantuvo hasta la
finalizacién del estudio. Los 3 ratones en el grupo tratado con
83A10-TCBcv (2.6 nM/kg) gue no mostraron regresidén de tumor tuvieron
su TV igual a 376, 402 y 522 mm3 respectivamente en dl9. Por el
contrario, ninguno de 1los 9 ratones (0%) tratados con wuna dosis
equimolar de BCMA50-BiTE® (2.6 nM/kg) en un programa de una vez a la
semana durante 3 semanas tuvo regresidén de tumor en cualgquier punto

de tiempo (ver ejemplo 17).
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Figura 16. Porcentaje de crecimiento de tumor (TG) calculado

para dl19 a d43 y comparado entre el grupo de 83A10-TCBcv (2.6 nM/kqg)
y BCMA5S0-BiTE® (2.6 nM/kg). El1 porcentaje de crecimiento de tumor
definido como TG (%) se determindé calculando TG (%) = 100 x (TV
mediana del grupo analizado)/(TV mediana de grupo tratado con
vehiculo de control) . Por razones éticas, los ratones fueron
sacrificados cuando el TV alcanzdé al menos 2000 mm3. E1 TG (%) se
redujo consistente y significativamente en el grupo de 83A10-TCBcv
(2.6 nM/kg) asi como el TG (%) siempre fue menor en comparacidn con
BCMAS0-BiTE® (2.6 nM/kg) (ver ejemplo 17).

Figura 17. Resonancia de plasmdén superficial (SPR) de 70
clones seleccionados de ELISA. Todos los experimentos se realizaron a
25°C utilizando PBST como amortiguador de corrida (PBS 10 mM, pH 7.4
y 0.005% (v/v) Tween®20) con un biosensor ProteOn XPR36 equipado con
chips de sensores de GLC y GLM vy reactivos de acoplamiento. Las
inmovilizaciones se realizaron a 30 pl/min en un chip de GLM. pAB
(cabra) IgG anti hu, Ab especifico de F(ab)2 (Jackson) se acopld en
direccidén vertical usando un procedimiento de acoplamiento de amina
estdndar: todos los seis canales de ligando se activaron durante 5
min con una mezcla de EDC (200  mM) y sulfo-NHS (50 mM) .
Inmediatamente después de que se activaron las superficies, se
inyectd pAb (cabra) IgG anti hu, anticuerpo especifico de F(ab)2 (50
ug/ml, acetato de sodio 10 mM, pH 5) a través de todos los seis
canales durante 5 minutos. Finalmente, los canales se bloquearon con
una inyeccién de 5 min de etanolamina-HC1 1 M (pH 8.5). Los niveles
de inmovilizacidén finales fueron similares en todos 1los canales,
variando desde 11000 a 11500 RU. Las variantes de Fab se capturaron
de sobrenadantes de e. coli por inyeccidén simultédnea a lo largo de
cinco de 1los canales horizontales completos separados (30 ul/min)
durante 5 min y dieron como resultado niveles, que variaron desde 200
a 900 RU, dependiendo de la concentracién de Fab en el sobrenadante;

se 1inyectdé medio acondicionado a lo largo del sexto canal para
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proporcionar un blanco ‘en linea’ para propobdsitos de doble

referencia. Las mediciones cinéticas de un solamente disparo se
realizaron por inyeccién de una serie de diluciones de BCMA humanos y
cyno (50, 10, 2, 0.4, 0.08, 0 nM, 50 ul/min) durante 3 minutos a 1lo
largo de los canales verticales. La disociacidén se monitored durante
5 min. Los datos cinéticos se analizaron en ProteOn Manager v. 2.1.
El procesamiento de los datos de punto de reaccidén implicd 1la
aplicacidén de una referencia de interpuntos vy una etapa de doble
referencia wutilizando una solucidén testigo amortiguadora en linea
(Myszka, 1999). Los datos procesados de las inyecciones de un disparo
repetidas se ajustaron a un modelo de unidén Langmuir 1:1 simple sin
transporte de masas (0O’ Shannessy et al., 1993).

Figura 18. Afinidad de unidén de los anticuerpos de BCMA en
células HEK-huBCMA como se mide por citometria de flujo. Los
anticuerpos anti-BCMA se wusaron como primer anticuerpo y luego se
utilizdé un Fc anti-humano marcado con PE secundario como anticuerpo
de deteccidn. Se descubridé que la unidbn de anticuerpos Mab 21, Mab
22, Mab 27, Mab 39 vy Mab 42 a huBCMA en células HEK no fue
significativamente mejor que la unidén de Mab 83A10 a células huBCMA-
HEK.

Figura 19. Concentraciones de 42-TCBcv medidas en suero y
médula o6sea después de una inyeccién IV o SC UGnica en monos
cynomolgus. Los animales recibieron una inyeccién IV o SC unica de
42-TCBcvV) y las muestras de sangre por punto de tiempo @se
recolectaron a través de la vena periférica para evaluaciones PK
antes de la dosis, 30, 90, 180 min, 7, 24, 48, 96, 168, 336, 504 h
después de la dosificacién. Las muestras de sangre se dejaron
coagular en tubos para la separacidén de suero durante 60 minutos a
temperatura ambiente. El codgulo se centrifugd. E1 suero resultante
se almacend directamente a -80°C hasta un andlisis posterior. Las
muestras de médula o6sea para evaluaciones PK también se recolectaron

en el fémur bajo anestesia/tratamiento analgésico antes de la dosis,
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96 y 336 h después de la dosificacidén. Las muestras de médula obsea se

dejaron coagular en tubos para separacién de suero durante 60 minutos
a temperatura ambiente. El1 codgulo se centrifugdéd. La médula obsea
resultante se almacend directamente a -80°C hasta un anélisis
posterior. El anédlisis y evaluacidén de los datos PK se realizaron. El
andlisis estdndar no compartimental se realizdé utilizando el paquete
Watson (v 7.4, Thermo Fisher Scientific Waltman, MA, EUA) o el
sistema Phoenix WinNonlin (v. 6.3, Certara Company, EUA). Rango de
concentracidén efectiva de 42-TCBcv en aspirados de médula &ésea de
pacientes con mieloma multiple correspondiente de 10 pm a 10 nM (area
gris) . Las concentraciones entre paréntesis estdn en nM.

Figura 20. Lisis de células T redirigidas de células de
leucemia de médula &ésea de pacientes con leucemia de células de
plasma en la ©presencia de células T autdlogas o células T
infiltrantes de médula 6sea inducidas por anticuerpos biespecificos
de células T anti-BCMA/anti-CD3 medida por citometria de flujo. E1
porcentaje de células de plasma de mieloma negativas a yoduro de
propidio se determindé y el porcentaje de células leucémicas de
células de plasma de médula &sea viables en relacidn con el control
de medio (MC) se graficd contra 1las concentraciones de TCB. Se
observé lisis especifica y dependiente de 1la concentracién de las
células leucémicas de células de plasma de pacientes (A, B), mientras
que no se observd 1lisis del microambiente de médula 6sea (BMME)
(datos no mostrados). No se observd induccidn de la muerte celular de
células de plasma de mieloma con TCB de control a la concentracidn
més alta de anticuerpos TCB probados. 42-TCBcv fue muy potente para
inducir la matanza de células leucémicas de células de plasma de
médula &ésea de pacientes como se refleja en la reduccidén dependiente
de la concentracién de células de plasma de mieloma viables (yoduro
de propidio). Un efecto se considerd estadisticamente significativo
si el valor P de su prueba estadistica correspondiente fue < 5% (*),

< 1% (**) o < 0.1% (***). La figura muestra los resultados obtenidos
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de las muestras de médula 6sea del paciente 1(A) y paciente 2(B) (ver

también ejemplo 20).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El término “BCMA, el BCMA objetivo, BCMA humano” como se usa
en la presente se refiere al antigeno de maduracién de células B
humanas, también conocido como BCMA; TR17 HUMAN, TNFRSF17 (UniProt
Q02223), aque es un miembro de la superfamilia del receptor de
necrosis de tumor que se expresa preferentemente en células de plasma
diferenciadas. El1 dominio extracelular de BCMA consiste de acuerdo
con UniProt de aminoacidos 1-54 (o 5-51). El1 término “anticuerpo
contra BCMA, anticuerpo anti-BCMA” como se usa en la presente se
refiere a un anticuerpo especificamente unido al dominio extracelular
de BCMA.

“Que se une especificamente a BCMA o se une a BCMA” se
refiere a un anticuerpo que es capaz de unirse al BCMA objetivo con
afinidad suficiente de manera que el anticuerpo es Util como agente
terapéutico en BCMA objetivo. En algunas modalidades, el grado de
unién de un anticuerpo anti-BCMA a una proteina no de BCMA no
relacionada es aproximadamente 10 veces preferiblemente > 100 wveces

menor que la unién del anticuerpo a BCMA medida, por ejemplo, por

resonancia de plasmédn superficial (SPR) por ejemplo, Biacore®,
inmunocabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o citometria de flujo
(FACS) . En una modalidad, el anticuerpo que se une a BCMA tiene una

constante de disociacidén (Kd) de 107 M o menos, preferiblemente desde
10 M a 1079 M, preferiblemente desde 10° M a 10 M. En una
modalidad, el anticuerpo anti-BCMA se une a un epitope de BCMA gque se
conserva entre BCMA de diferentes especies, preferiblemente entre
humano y cynomolgus, y ademas preferiblemente también a BCMA de ratdn
y rata. “Anticuerpo biespecifico que se une especificamente a CD3 vy
BCMA, anticuerpo biespecifico contra CD3 y BCMA” se refiere a una

definicidén respectiva para unirse a ambos objetivos. Un anticuerpo
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que se une especificamente a BCMA (o BCMA y CD3) no se une a otros

antigenos humanos. Por lo tanto, en un ELISA, los valores de OD para
tales objetivos no relacionados serdn iguales o menores a los del
limite de deteccidén del ensayo especifico, preferiblemente > 0.3
ng/ml, o igual o menor a los valores de OD de muestras de control sin
BCMA unido a la placa o con células HEK293 no transfectadas.

Preferiblemente, el anticuerpo anti-BCMA se une
especificamente a un grupo de BCMA, que consiste de BCMA humano vy
BCMA de origen no mamifero humano, preferiblemente BCMA de
cynomolgus, ratdén y/o rata. “Abertura cyno/humana” se refiere a la
relacién de afinidad KD de BCMA cynomolgus [M]/KD de BCMA humano [M]
(detalles ver ejemplo 3). “Abertura cyno/humana de Mab CD3” como se
usa en la presente se refiere a la relacidn de afinidad KD de CD3
cynomolgus [M]/KD de CD3 humano [M]. En una modalidad, el anticuerpo
biespecifico anti-BCMA/anti-CD3 de la invencidén muestra una abertura
cyno/humana de Mab CD3 entre 1.25 y 5 o entre 0.8 y 1.0. E1
anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencidén se caracteriza,
en una modalidad, porgque también se une especificamente a CD3
cynomolgus. En wuna modalidad, el anticuerpo Dbiespecifico anti-
BCMA/anti-CD3 de la invencidén muestra una abertura cyno/humana de Mab
CD3 entre 1.25 y 5 o entre 0.8 y 1.0. Preferiblemente, la abertura
cyno/humana estd en el mismo rango para el anticuerpo anti-BCMA vy
anti-CD3.

El término “APRIL”, como se usa en la presente, se refiere a
APRIL murino recombinante truncado (aminoacidos 106-241; NP 076006) .
APRIL puede producirse como se describe en Ryan, 2007 (Mol Cancer
Ther; 6 (11): 3009-18).

El término “BAFF” como se usa en la presente se refiere a
BAFF humano truncado recombinante (UniProt Q9Y275 (TN13B HUMAN) que
se puede producir como se describe en Gordon, 2003 (Biochemistry; 42
(20): 5977-5983). Preferiblemente un BAFF marcado con His se usa de

acuerdo con la invencién. Preferiblemente, el BAFF marcado con His se
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produce clonando un fragmento de ADN que codifica residuos de BAFF

82-285 en un vector de expresidén, creando una fusidédn con una marca de
His de extremo N terminal seguido de un sitio de escisidén de
trombina, expresando el vector y escindiendo la proteina recuperada
con trombina.

Los anticuerpos anti-BCMA se analizaron por ELISA para la
unién a BCMA humano usando BCMA unido a la placa. Para este ensayo,
una cantidad de BCMA unido a la placa preferiblemente 1.5 ug/ml y se
utilizaron concentraciones que variaron desde 0.1 p M a 200 nM de
anticuerpo anti-BCMA.

El término “NF-xB” como se usa en la presente se refiere a
NEF-kB p50 recombinante (numero de acceso P19838). La actividad de NF-
kB puede medirse por un ELISA de unién a ADN de un extracto de
células NCI-H929 de MM (CRL-9068™). Las células NCI-H929 de MM, no
tratadas o tratadas con 0.1 upg/ml de TNF-a, 1000 n g/mL de BAFF
truncado con HT tratado con calor, 1000 ng/mL de BAFF truncado,
control de isotipo 0.1 pM a 200 nM, y con o sin anticuerpos anti-BCMA
0.1 pM a 200 nM se incuban durante 20 min. La actividad de NF-kxB se
puede someter a ensayo usando un ELISA funcional que detecta la sefial
guimioluminiscente de p65 unido a la secuencia de consenso de NF-kB
(US6150090) .

El término “objetivo adicional” como se usa en la presente
significa preferiblemente CD3e¢. El término “primer objetivo y segundo
objetivo” significa ya sea CD3 como primer objetivo y BCMA como
segundo objetivo o significa BCMA como primer objetivo y CD3 como
segundo objetivo.

El término “CD3s o CD3” como se usa en la presente se
refiere a CD3e humano descrito bajo UniProt P07766 (CD3E HUMAN). El
término “anticuerpo contra CD3e, anticuerpo anti-CD3e” se refiere a
un anticuerpo que se une especificamente a CD3e. En una modalidad, el
anticuerpo comprende un dominio variable de VH que comprende las CDR

de cadena pesada de la SEQ ID NO: 1, 2 y 3 como respectivamente
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CDR1H, CDR2H y CDR3H de cadena pesada y un dominio variable de VL que

comprende las CDR de cadena ligera de la SEQ ID NO: 4, 5 y 6 como
respectivamente CDR1L, CDR2L vy CDR3L de cadena 1ligera. En una
modalidad, el anticuerpo comprende los dominios variables de la SEQ
ID NO: 7 (VH) y SEQ ID NO: 8 (VL).

El término “anticuerpo” como se usa en la presente se
refiere a un anticuerpo monoclonal. Un anticuerpo consiste de dos
pares de una “cadena ligera” (LC) y una “cadena pesada” (HC) (tales
pares de cadena ligera (LC)/cadena pesada se abrevian en la presente
como LC/HC). Las cadenas ligeras vy cadenas pesadas de tales
anticuerpos son polipéptidos que consisten de varios dominios. Cada
cadena pesada comprende una regidén variable de cadena pesada
(abreviada en la presente como HCVR o VH) y una regidén constante de
cadena pesada. La regidén constante de cadena pesada comprende 1los
dominios constantes de cadena pesada CH1, CH2 vy CH3 (clases de
anticuerpos IgA, IgD e IgG) y opcionalmente el dominio constante de
cadena pesada CH4 (clases de anticuerpos IgE e IgM). Cada cadena
ligera comprende un dominio variable de cadena ligera de VL y un
dominio constante de cadena ligera de CL. Los dominios variables de
VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad, llamadas regiones determinantes de
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estdn més
conservadas, llamadas regiones de armazdédn (FR). Cada VH y VL esta
compuesto de tres CDR y cuatro FR, arregladas desde el extremo amino
terminal al extremo carboxi terminal en el siguiente orden: FRI1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Los "“dominios constantes” de 1la
cadena pesada y de la cadena ligera no estan implicados directamente
en la unién de un anticuerpo a un objetivo, pero exhiben diversas
funciones efectoras. El término “anticuerpo” como se usa en la
presente se refiere también a la porcidén de un anticuerpo que se
necesita al menos para la unidén especifica al antigeno CD3 resp. de

BCMA. Por 1lo tanto tal anticuerpo (o porcidén de anticuerpo) puede
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ser, en una modalidad, un fragmento Fab, si la porcidén de anticuerpo

estd comprendida de un anticuerpo Dbiespecifico de acuerdo con la
invencién. El1 anticuerpo de acuerdo con la invencidén también puede
ser un Fab’, F(ab’),, un scFv, un di-scFv, o un acoplador de células T
bi-especifico (BiTE).

El término “anticuerpo” incluye, por ejemplo, anticuerpos de
ratén, anticuerpos humanos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados y anticuerpos genéticamente modificados (anticuerpos
variantes o mutantes) siempre que se retengan sus propiedades
caracteristicas. Son especialmente preferidos los anticuerpos humanos
0 humanizados, especialmente como anticuerpos humanos o humanizados
recombinantes. Las modalidades adicionales son anticuerpos
heteroespecificos (biespecificos, triespecificos, etc.) y otros
conjugados, por ejemplo, con moléculas pequefias citotdxicas.

El término “anticuerpo Dbiespecifico” como se wusa en la
presente, se refiere, en una modalidad, a un anticuerpo en donde uno
de los dos pares de cadena pesada y cadena ligera (HC/LC) se wunen
especificamente a CD3 y el otro se une especificamente a BCMA. El
término también se refiere a otros formatos de anticuerpos
biespecificos de acuerdo con el estado de la técnica, en una
modalidad a anticuerpos de cadena Unica biespecificos.

El término “TCB”, como se usa en la presente, se refiere a
un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a BCMA y CD3.
El término “83A1l0-TCBcv” como se usa en la presente se refiere a un
anticuerpo biespecifico que se une especificamente a BCMA y CD3 como
se especifica por su combinacién de cadena pesada y ligera de la SEQ
ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47 (2x), y SEQ ID NO: 48, y como
se muestra en la figura 2A y se describe en EP14179705. Los términos
“21-TCBcv, 22-TCBcv, 42-TCBcv” como se usan en la presente se
refieren a los anticuerpos biespecificos respectivos de Mab2l, como
se especifica por su combinacién de cadena pesada y ligera de la SEQ

ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51 (2x), Mab 22
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como se especifica por sus combinaciones de cadena pesada y ligera de

la SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, y SEQ ID NO: 54 (2x),
y Mab42 como se especifica por su combinacidédn de cadena pesada vy
ligera de la SEQ ID NO: 48 de la SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56, y SEQ
ID NO: 57-(2x).

El término “anticuerpo desnudo”, como se usa en la presente,
se refiere a un anticuerpo gque se une especificamente a BCMA, que
comprende una parte de Fc y no estd conjugado con un agente
terapéutico, por ejemplo con un agente citotdxico o marca
radicactiva. El término “anticuerpo conjugado, conjugado de farmaco”,
como se usa en la presente se refiere a un anticuerpo que se une
especificamente a BCMA, y estd conjugado con un agente terapéutico,
por ejemplo, con un agente citotdéxico o marca radiocactiva.

El término “anticuerpo de cadena uUnica biespecifico” como se
usa en la presente se refiere a una cadena de polipéptido tnica que
comprende, en una modalidad, dos dominios de unidn, uno gque se une
especificamente a BCMA vy el otra, en una modalidad, gque se une
especificamente a CD3. Cada dominio de unidén comprende una regidn
variable de una cadena pesada de anticuerpo (“regidédn de VH”), donde
la regidén de VH del primer dominio de unidédn se une especificamente a
la molécula de CD3, y la regién de VH del segundo dominio de unidn se
une especificamente a BCMA. Los dos dominios de unidén se enlazan
opcionalmente entre si por un espaciador de polipéptido corto. Un
ejemplo no limitante de un espaciador de polipéptido es Gly-Gly-Gly-
Gly-Ser (G-G-G-G-S) y repeticiones del mismo. Cada dominio de unidn
puede comprender adicionalmente una regién variable de una cadena
ligera de anticuerpo (“regidén de VL”), la regidén de VH y la regidn de
VL dentro de cada uno de los primero y segundo dominios de unidén se
enlazan entre si a través de un enlazante de polipéptido,
suficientemente largo para permitir que la regidén de VH y regidn de
VL del primer dominio de unién y la regidén de VH y regidn de VL del

segundo dominio de unidén se emparejan entre si de manera que, juntas,
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son capaces de unirse especificamente a los primero vy segundo

dominios de unidén respectivos (ver, por ejemplo, EP0623679). Los
anticuerpos de cadena uUnica biespecificos también se mencionan, por
ejemplo, en Choi BD et al., Expert Opin Biol Ther. 2011 Jul; 11 (7):
843-53 y Wolf E. et al., Drug Discov Today. 2005 Sep 15; 10 (18):
1237-44.

El término “diacuerpo” como se usa en la presente se refiere
a un pequefio fragmento de anticuerpo bivalente y biespecifico que
comprende un dominio wvariable de cadena pesada (VH) conectado a un
dominio wvariable de cadena 1ligera (VL) en la misma cadena de
polipéptido (VH-VL) conectada por un enlazante de péptido gque es
demasiado corto para permitir el emparejamiento entre dos dominios en
la misma cadena (Kipriyanov, Int. J. Cancer 77 (1998), 763-772). Esto
forza el emparejamiento con los dominios complementarios de otra
cadena y promueve el montaje de una molécula dimérica con dos sitios
de unioén al antigeno funcionales. Para construir diacuerpos
biespecificos de la invencidn, los dominios V de un anticuerpo anti-
CD3 y un anticuerpo anti-BCMA se fusionan para crear las dos cadenas
VH (CD3)-VL (BCMA), VH(BCMA)-VL(CD3). Cada cadena por si sola no puede
unirse al antigeno respectivo, pero recrea los sitios de unidén al
antigeno funcionales del anticuerpo anti-CD3 y el anticuerpo anti-
BCMA en el emparejamiento con la otra cadena. Las dos moléculas de
scFv, con un enlazante entre el dominio variable de cadena pesada y
dominio variable de cadena 1ligera dque es demasiado corto para la
dimerizacidén intramolecular, se co-expresan Yy autoensamblan para
formar moléculas biespecificas con los dos sitios de unidén en 1los
extremos opuestos. A modo de ejemplo, las regiones variables que
codifican los dominios de unién para BCMA y CD3, respectivamente,
pueden amplificarse por PCR de constructos de ADN obtenidos como se
describe, de manera que pueden clonarse en un vector como pHOG, como
se describe en Kipiriyanov et al., J. Immunol, Methods, 200, 69-77

(1997a) . Los dos constructos de scFV luego se combinan en un vector
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de expresidén en la orientacidén deseada, por lo que el enlazante de

VH-VL se acorta para evitar el retroplegamiento de las cadenas sobre
si mismas. Los segmentos de ADN estdn separados por un coddn de
DETENCION y un sitio de unién al ribosoma (RBS). El1l RBS permite la
transcripcidén del ARNm como un mensaje bicistrdédnico, que se traduce
por ribosomas en dos proteinas que interactlan de forma no covalente
para formar la molécula de diacuerpo. Los diacuerpos, como otros
fragmentos de anticuerpo, tienen la ventaja gque se pueden expresar en
bacterias (E. coli) y levadura (Pichia pastoris) en forma funcional y
con altos rendimientos (hasta Ig/1).

El término “scFV en tandem” como se usa en la presente, se
refiere a una molécula de Fv de cadena uUnica (es decir, una molécula
formada por asociacidén de los dominios variables de cadena pesada vy
ligera de inmunoglobulina, VH vy VI, respectivamente) como  se
describe, por ejemplo, en WO 03/025018 y WO 03/048209. Tales
moléculas de Fv, que se conocen como TandAbs® comprenden cuatro
dominios wvariables de anticuerpo, en donde (i) cualgquiera de los dos
primeros o los dos ultimos dominios variables se unen
intramolecularmente entre si dentro de la misma cadena formando un a
scFv de unidén al antigeno en la orientaciédn VH/VL o VL/VH (ii), 1los
otros dos dominios se unen intermolecularmente con los
correspondientes dominios de VH o VL de otra cadena para formar pares
de VH/VL de unidén al antigeno. En una modalidad preferida, como se
menciona en WO 03/025018, los mondémeros de tal molécula de Fv
comprenden al menos cuatro dominios variables de 1los cuales dos
dominios cercanos de un mondémero forman una unidad de scFv de VH-VL o
VL-VH de unidén al antigeno.

El término “DARPins” como se usa en la presente, se refiere
a una molécula de repeticidén de anquirina Dbiespecifica como se
describe, por ejemplo, en US 2009082274. Estas moléculas se derivan
de proteinas anquirina naturales, gque se pueden encontrar en el

genoma humano y son uno de los tipos més abundantes de proteinas de
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unién. Un médulo de biblioteca DARPin se define por las secuencias de

proteina de repeticién de anquirina naturales, usando 229
repeticiones de anquirina para el disefio inicial y otras 2200 para el
refinamiento posterior. Los médulos sirven como bloques de
construccién para las bibliotecas DARPin. Los méddulos de biblioteca
se parecen a las secuencias del genoma humano. Una DARPin se compone
de 4 a 6 mébdulos. Porque cada médulo es de aproximadamente 3.5 kDa,
el tamafio de una DARPin promedio es 16-21 kDa. La seleccidén de 1los
enlazantes se realiza por expresidn en ribosoma, que esté
completamente libre de células y se describe en He M and Taussig MJ.,
Biochem Soc Trans. 2007, Nov; 35 (Pt 5): 962-5.

El término ‘“acoplador Dbiespecifico de células T” son
proteinas de fusidén que consisten de dos fragmentos variables de
cadena Unica (scFv) de diferentes anticuerpos, o secuencias de
aminocacidos de cuatro genes diferentes, en una cadena de péptido
Uunica de aproximadamente 55 kilodaltons. Uno de los scFv se une a las
células T a través del receptor CD3 y el otro a un BCMA.

Hay <cinco tipos de cadenas pesadas de anticuerpos de
mamiferos indicadas por las letras griegas: o, O, &, v vy u (Janeway
CA, Jr et al. (2001). Immunobiology, 5th ed., Garland Publishing). El
tipo de cadena pesada presente define la clase de anticuerpo; estas
cadenas se encuentran en anticuerpos de IgA, IgD, IgE, IgG e 1IgM,
respectivamente (Rhoades RA, Pflanzer RG (2002). Human Physiology,
4th ed., Thomson Learning). Distintas cadenas pesadas difieren en
tamafio % composicidn; o AR contienen aproximadamente 450
aminoacidos, mientras que u y & tienen aproximadamente 550
aminoacidos.

Cada cadena pesada tiene dos regiones, la regidn constante y
la regidén variable. La regidén constante es idéntica en todos 1los
anticuerpos del mismo isotipo, ©pero difiere en anticuerpos de
diferente isotipo. Las cadenas pesadas vy, o y & tienen una regidn

constante compuesta de tres dominios constantes CH1, CH2 y CH3 (en
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una linea), y una regidén de bisagra para mayor flexibilidad (Woof J,

Burton D Nat Rev Immunol 4 (2004) 89-99); las cadenas pesadas p y €
tienen una regidén constante compuesta por cuatro dominios constantes
CH1, CH2, CH3 y CH4 (Janeway CA, Jr et al. (2001). Immunobiology, 5th
ed., Garland Publishing). La regidén variable de 1la cadena pesada
difiere en anticuerpos producidos por diferentes células B, pero es
la misma para todos los anticuerpos producidos por una célula B uUnica
o clon de células B. La regidn variable de cada cadena pesada es
aproximadamente 110 aminodcidos de largo vy estd compuesta de un
dominio de anticuerpo Unico.

En los mamiferos solamente hay dos tipos de cadena ligera,
que se llaman lambda (A) y kappa (x). Una cadena ligera tiene dos
dominios sucesivos: un dominio constante de CL y un dominio variable
de VL. La longitud aproximada de una cadena ligera es 211 a 217
aminocacidos. En una modalidad, la cadena ligera es una cadena ligera
kappa (x), y el dominio constante de CL es en una modalidad derivada
de una cadena ligera kappa (K) (el dominio constante CK).

“Sustitucidn aa” como se usa en la presente se refiere a la
sustitucidén de aminodcidos independientes en el dominio constante de
CHl1 en el aminodcido en las posiciones 147 y 213 por &cido glutamico
(E), o é&cido aspartico (D) y en el dominio constante de CL el
aminodcido en la posicién 124 estd sustituido por 1lisina (K),

arginina (R) o histidina (H). En una modalidad ademéds del dominio

constante de CL, el aminoacido en la posicidn 123 esta
independientemente sustituido con lisina (K), arginina (R) o
histidina (H). En una modalidad, el aminodcido 124 es K, el

aminoacido 147 es E, el aminodcido 213 es E, y el aminodcido 123 es
R. Las sustituciones aa estdn ya sea en el Fab CD3 o en uno o dos
BCMA Fab. Los anticuerpos biespecificos contra BCMA y CD3 como
variantes de carga se describen en EP14179705, descrito por
referencia (llamado ademés “variantes de carga resp. de intercambio

de variante de carga”).
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Toda 1la numeracidédn de aminodcidos en la presente es de

acuerdo con Kabat (Kabat, E.A. et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), NIH Publication 91-3242).

Los términos “anticuerpo monoclonal” o “composicidén de
anticuerpo monoclonal” como se usan en la presente se refieren a una
preparacién de moléculas de anticuerpo de una composicién de
aminoacidos Unica.

Los “anticuerpos” de acuerdo con la invencidén pueden ser de
cualquier clase (por ejemplo, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM,
preferiblemente IgG o IgE) o subclase (por ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3,
IgG4, IgAl e IgA2, preferiblemente IgGl), donde ambos anticuerpos, de
los cuales se deriva el anticuerpo biespecifico bivalente de acuerdo
con la invencidén, tienen una parte de Fc de la misma subclase (por
ejemplo, IgG1, IgG4 y similares, preferiblemente IgGl),
preferiblemente del mismo alotipo (por ejemplo, caucasico).

Una “parte de Fc de un anticuerpo” es un término bien
conocido por los expertos en la técnica y se define con base en la
escisidén de papaina de anticuerpos. Los anticuerpos de acuerdo con la
invencidén contienen como parte de Fc, en una modalidad, una parte de
Fc derivada de origen humano y preferiblemente todas las otras partes
de las regiones constantes humanas. La parte de Fc de un anticuerpo
estd directamente implicada en la activacién del complemento, unidén a
Clg, activacién de C3 y unidén al receptor de Fc. Mientras que la
influencia de un anticuerpo en el sistema de complemento depende de
ciertas condiciones, la unién a Clg es causada por sitios de uniédn
definidos en la parte de Fc. Tales sitios de unidén son conocidos en
el estado de la técnica y se describen, por ejemplo, por Lukas, TJ.,
Et al., J. Immunol. 127 (1981) 2555-2560; Brunhouse, R., y Cebra,
J.J., MoI. Immunol. 16 (1979) 907-917; Burton, D.R., et al., Nature
288 (1980) 338-344; Thommesen, J.E., et al., MoI. Immunol. 37 (2000)
995-1004; Idusogie, E.E., et al., J. Immunol. 164 (2000) 4178-4184;
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Hezareh, M., et al., J. Virol. 75 (2001) 12161-12168; Morgan, A., et

al., Immunology 86 (1995) 319-324; y EP 0 307 434.

Tales sitios de unién son, por ejemplo, L234, L235, D270,
N297, E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracién de acuerdo con el
indice EU de Kabat). Los anticuerpos de la subclase IgGl, IgG2 e IgG3
generalmente muestran activacién del complemento, unién a Clg vy
activacién de C3, mientras que IgG4 no activa el sistema del
complemento, no se une a Clg y no activa a C3. En una modalidad, la
parte de Fc es una parte de Fc humana.

En una modalidad, un anticuerpo de acuerdo con la invencidn
comprende una variante Fc de una regidén de Fc de IgG humana de tipo
salvaje, la variante de Fc comprende una sustitucidén de aminodcido en
la posicidén Pro329 y al una sustitucidén de aminocdcido adicional, en
donde los residuos estan numerados de acuerdo con el indice EU de
Kabat, y en donde el anticuerpo exhibe una afinidad reducida para el
FcyRIITA humano vy/o FcyRIIA vy/o FcyRI en comparaciédn con un
anticuerpo que comprende la regidén de Fc de IgG tipo salvaje, y en
donde la ADCC inducida por el anticuerpo se reduce a al menos 20% de
la ADCC inducida por el anticuerpo gque comprende una regidén de Fc de
IgG humana tipo salvaje. En una modalidad especifica, Pro329 de una
regién de Fc humana tipo salvaje en el anticuerpo de acuerdo con la
invencién se sustituye con glicina o arginina o un residuo de
aminodcido lo suficientemente grande para destruir la intercalacidén
de prolina dentro de la interfaz del receptor de Fc/Fcy, que se forma
entre la prolina329 de Fc y los residuos de triptdéfano Trp 87 y Tip
110 de FcyRIII (Sondermann et al.; Nature 406, 267-273 (20 July
2000)). En un aspecto adicional de 1la invencién, al menos una
sustitucién de aminodcidos adicional en la variante de Fc es S228P,
E233P, L234A, ©L235A, L235E, N297A, N297D o P331S y aun en otra
modalidad al menos una sustitucidén de aminocdcidos adicional es L234A
y L235A de la regién de Fc de IgGl humana o S228P y L235E de 1la

regién de Fc de IgG4 humana. Tales variantes de Fc se describen en
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detalle en W02012130831.

Por “funcidén efectora” como se usa en la presente se
entiende un evento bioquimico que resulta de la interaccidén de una
regién de Fc del anticuerpo con un receptor o ligando de Fc. Las
funciones efectoras incluyen, pero no se limitan a, ADCC, ADCP y CDC.
Por “célula efectora”, como se usa en la presente, se entiende una
célula del sistema inmune que expresa uno o mas receptores de Fc vy
media una o mas funciones efectoras. Las células efectoras incluyen,
pero no se limitan a, monocitos, macrdéfagos, neutrdfilos, células
dendriticas, eosindéfilos, mastocitos, plaquetas, células B,
linfocitos granulares grandes, células de Langerhans, células
asesinas naturales (NK) y células T vy0, y pueden ser de cualqguier
organismo, incluyendo, pero no limitado a, humanos, ratones, ratas,
conejos, y monos. Por “biblioteca” en la presente se entiende un
conjunto de variantes de Fc en cualquier forma, incluyendo, pero no
limitado a, una lista de secuencias de acidos nucleicos o
aminodcidos, una lista de sustituciones de 4cidos nucleicos o
aminocacidos en ©posiciones variables, una biblioteca fisica que
comprende acidos nucleicos que codifican las secuencias de 1la
biblioteca, o una biblioteca fisica que comprende las proteinas
variantes de Fc, ya sea en forma purificada o no purificada.

Por “receptor Fc gamma” o “FcyR” como se usa en la presente
significa cualquier miembro de la familia de proteinas que se unen a
la regiétn de Fc del anticuerpo de IgG y estdn sustancialmente
codificadas por los genes de FcyR. En los humanos esta familia
incluye pero no se limita a FcyRI (CD64), incluyendo isoformas
FcyRIa, FcyRIb, vy FcyRIc; FcyRII (CD32), incluyendo 1las isoformas
FcyRIIa (incluyendo los alotipos H131 y R131), FcyRIIb (incluyendo
FcyRIIb-1 y FcyRIIb-2) y FcyRIIc; y FcyRIII (CD16), incluyendo 1las
isoformas FcyRIIIa (incluyendo los alotipos V158 y F158) y FcyRIIIb
(incluyeno los alotipos FcyRIIIb-NAl vy FcyRIIIb-NAZ) (Jefferis et

al., 2002, Immunol Lett 82: 57-65), asi como cualquier isoforma o
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alotipo de FcyRs o FcyR humana no descubierta. Un FcyR puede ser de

cualquier organismo, incluyendo pero no limitado a humanos, ratones,
ratas, conejos y monos. Los FcyR de ratén incluyen, pero no se
limitan a, FcyRI (CD64), FcyRII (CD32), FcyRIII (CDl6) vy FcyRIII-2
(CD16-2), asi como también cualquier isoforma o alotipo de FcyRs o
FcyR de ratdén no descubierta.

“Wariante de Fc con funcidén efectora aumentada” como se usa
en la presente significa una secuencia de Fc que difiere de la de una
secuencia de Fc de origen en virtud de al menos una modificacidén de
aminoacido o se relaciona con otras modificaciones como enmienda de
la glucosilacidén en, por ejemplo, Asn279 que aumenta las funciones
efectoras. Tales modificaciones se mencionan, por ejemplo, en Duncan
et al., 1988, Nature 332: 563-564; Lund et al., 1991, J Immunol 147:
2657-2662; Lund et al., 1992, Mol Immunol 29: 53-59; Alegre et al.,
1994, Transplantation 57: 1537-1543; Hutchins et al., 1995, Proc Natl
Acad Sci USA 92: 11980-11984; Jefferis et al., 1995, //77muno/ Lett
44: 111-117; Lund et al., 1995, Faseb J 9: 115-119; Jefferis et al.,
1996, Immunol Lett 54: 101-104; Lund et al, 1996, J Immunol 157:
4963-4969; Armor et al., 1999, Eur J Immunol 29: 2613-2624; Idusogie
et al., 2000, J Immunol 164: 4178-4184; Reddy et al., 2000, J Immunol
164: 1925-1933; Xu et al., 2000, Cell Immunol 200: 16-26; Idusogie et
al., 2001, J Immunol 166: 2571-2575; Shields et al., 2001, J Biol
Chem 276: 6591-60604; Jefferis et al., 2002, Immunol Lett 82: 57-65;
Presta et al., 2002, Biochem Soc Trans 30: 487-490; US5624821;
Us5885573; US6194551; WO200042072; WO199958572. Tales modificaciones
de Fc también incluyen, de acuerdo con la invencién, glicoformas
disefladas de la parte de Fc. Por “glicoforma disefiada”, como se usa
en la presente, se entiende una composicién de carbohidratos que esta
unida covalentemente a un polipéptido de Fc, en donde la composicidn
de carbohidrato difiere quimicamente de la de un polipéptido de Fc de
origen. Las glicoformas disefladas se pueden generar por cualquier

método, por ejemplo, usando cepas de expresidén disefladas o variantes,
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por coexpresién con una o mas enzimas, por ejemplo, D1-4-N-

acetilglucosaminiltransferasa III (GnTIII), expresando un polipéptido
de Fc en diversos organismos o lineas celulares de diversos
organismos, o modificando carbohidratos después que se haya expresado
el polipéptido de Fc. Los métodos para generar glicoformas disefiadas
se conocen en la técnica y se mencionan en Umana et al., 1999, Nat
Biotechnol 17:176-180; Davies et al., 2001 , Biotechnol Bioeng
74:288-294; Shields et al., 2002, J Biol Chem 277:26733-26740;
Shinkawa et al., 2003, J Biol Chem 278:3466-3473) US6602684;
W0200061739; W0200129246; WO0200231140; W0200230954; tecnologia
Potelligent™ (Biowa, Inc., Princeton, N.J.); tecnologia de ingenieria
de glucosilacidén  GlycoMAb™ (GLYCART Dbiotechnology AG, Zurich,
Suiza)) . La glicoforma disefiada tipicamente se refiere a la
composicidn diferente de carbohidratos u oligosacaridos del
polipéptido de Fc de origen.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencidén gque comprende
una variante de Fc con una funcidén efectora aumentada muestran alta
afinidad de unién al receptor III de Fc gamma (FcyRIII, CD 16a). La
alta afinidad de unién a FcyRIII denota que la unidén se mejora para
CDl6a/F158 al menos 10 veces en relacidn con el anticuerpo de origen
(95% de fucosilacidén) como referencia expresada en células huésped de
CHO, tales como células CHO DG44 o CHO K1, o/y se mejora la unidn
para CDl6a/V158 al menos 20 veces en relacidén con el anticuerpo de
origen medida por Resonancia de Plasmédn Superficial (SPR) usando CD
16a inmovilizado a una concentracién de anticuerpo de 100 nM. La
unién de FcyRIII puede aumentarse por métodos de acuerdo con el
estado de 1la técnica, por ejemplo, modificando 1la secuencia de
aminoadcidos de la parte de Fc o la glucosilacién de la parte de Fc
del anticuerpo (ver, por ejemplo, EP2235061). Mori, K et al.,
Cytotechnology 55 (2007) 109 y Satoh M, et al., Expert Opin Biol
Ther. 6 (2006) 1161-1173 se refieren a una linea CHO con genes

inactivados de FUT8 (oa-1,6-fucosiltransferasa) para la generacidén de
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anticuerpos afucosilados.

El término “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo
que comprende una regidédn variable, es decir, regidén de unidn, de una
fuente o especie y al menos una porciédn de una regidn constante
derivada de una fuente o especie diferente, habitualmente preparada
por técnicas de ADN recombinante. Se prefieren los anticuerpos
quiméricos que comprenden una regidén variable murina y una regidn
constante humana. Otras formas preferidas de “anticuerpos gquiméricos”
abarcadas por la presente invencidn son aquellas en las que la regidn
constante ha sido modificada o cambiada de la del anticuerpo original
para generar las propiedades de acuerdo con la invenciédn,
especialmente con respecto a la unidén a Clg y/o unidn al receptor de
Fc (FcR) . Tales anticuerpos quiméricos también son referidos
“anticuerpos de clase cambiada”. Los anticuerpos quiméricos son el
producto de genes de inmunoglobulina expresados que comprenden
segmentos de ADN que codifican regiones variables de inmunoglobulina
y segmentos de ADN que codifican regiones constantes de
inmunoglobulina. Los métodos para producir anticuerpos qguiméricos
implican ADN recombinante convencional y las técnicas de transfeccidn
de genes son bien conocidas en la técnica. Ver, por ejemplo,
Morrison, S.L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-
6855; Patentes de Estados Unidos N° 5,202,238 y 5,204,244.

El término “anticuerpo humanizado” se refiere a anticuerpos
en los que el armazdédn o “regiones determinantes de complementariedad”
(CDR) se han modificado para comprender la CDR de una inmunoglobulina
de diferente especificidad en comparacidén con la de la
inmunoglobulina de origen. En una modalidad preferida, se injerta una
CDR murina en la regidén de armazdédn de un anticuerpo humano para
preparar el “anticuerpo humanizado”. Ver, por ejemplo, Riechmann, L.,
et al., Nature 332 (1988) 323-327; y Neuberger, M.S., et al., Nature
314 (1985) 268-270. Otras formas de “anticuerpos humanizados”

abarcados por la presente invencidén son aquellos en los que la regidn
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constante ha sido modificada o cambiada adicionalmente de 1la del

anticuerpo original para generar las propiedades de acuerdo con la
invencidén, especialmente con respecto a la unidén a Clg y/o unidén al
receptor de Fc (FcR).

El término “anticuerpo humano”, como se usa en la presente,
pretende incluir anticuerpos que tienen regiones variables vy
constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea
germinal humana. Los anticuerpos humanos son bien conocidos en el
estado de la técnica (van Dijk, M.A., y van de Winkel, J.G., Curr.
Opin. Chem. Biol. 5 (2001) 368-374). Los anticuerpos humanos también
se pueden producir en animales transgénicos (por ejemplo, ratones)
gque son capaces, después de la inmunizacidén, de producir un
repertorio completo o una seleccidédn de anticuerpos humanos en la
ausencia de produccidédn de inmunoglobulina enddgena. La transferencia
de la matriz de genes de inmunoglobulina de linea germinal humana en
tales ratones mutantes de 1linea germinal dard como resultado la
produccidédn de anticuerpos humanos (ver, por ejemplo, Jakobovits, A.,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 2551-2555; Jakobovits,
A., et al., Nature 362 (1993) 255-258; Bruggemann, M., et al., Year
Immunol.7 (1993) 33-40). Los anticuerpos humanos también pueden
producirse en bibliotecas de expresidédn en fagos (Hoogenboom, H.R., y
Winter, G., J. Mo. Biol. 227 (1992) 381-388; Marks, J.D., et al., J.
Mol. Biol. 222. (1991) 581-597). Las técnicas de Cole et al. vy
Boerner et al. también estédn disponibles para la preparacién de
anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies
and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pagina 77 (1985), y Boerner, P., et
al., J. Immunol. 147 (1991) 86-95). Como ya se mencioné para los
anticuerpos quiméricos y humanizados de acuerdo con la invenciédén, el
término “anticuerpo humano” como se usa en la presente también
comprende anticuerpos que estidn modificados en la regidén constante
para generar las propiedades de acuerdo con la invencién,

especialmente con respecto a la unidén a Clg y/o unidén a FcR, por
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ejemplo, por “cambio de clase”, es decir cambio o mutacidén de partes

de Fc (por ejemplo, de IgGl a IgG4 y/o mutacidén de IgGl/IgG4).

El término “anticuerpo humano recombinante”, como se usa en
la presente, pretende incluir todos los anticuerpos humanos que se
preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales
como anticuerpos aislados de una célula huésped tal como una célula
NSO o CHO o de un animal (por ejemplo, un ratdn) que es transgénico
para genes de inmunoglobulina humana o anticuerpos expresados usando
un vector de expresidén recombinante transfectado en una célula
huésped. Tales anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones
variables vy constantes en una forma rearreglada. Los anticuerpos
humanos recombinantes de acuerdo con la invencidén se han sometido a
hipermutacidédn somética 1in wvivo. Por 1lo tanto, las secuencias de
aminocadcidos de las regiones de VH vy VL de los anticuerpos
recombinantes son secuencias que, si bien derivan de y estéan
relacionadas con secuencias de VH y VL de la linea germinal humana,
no pueden existir naturalmente dentro del repertorio de 1lineas
germinales de anticuerpo humanas in vivo.

El “dominio variable” (dominio variable de una cadena ligera
(VL) , regidén variable de una cadena pesada (VH)) como se usa en la
presente denota cada uno de los pares de cadenas ligeras y pesadas
que participan directamente en la unidén del anticuerpo de acuerdo con
el invencidén. Los dominios de cadenas ligeras vy pesadas humanas
variables tienen la misma estructura general y cada dominio comprende
cuatro regiones de armazdédn (FR) cuyas secuencias estdn ampliamente
conservadas, conectadas por tres “regiones hipervariables” (o
regiones determinantes de complementariedad, CDR). Las regiones de
armazén adoptan una conformacién de hoja p y las CDR pueden formar
bucles que conectan la estructura de hoja . Las CDR en cada cadena
se mantienen en su estructura tridimensional por las regiones de
armazén y forman junto con las CDR de la otra cadena el sitio de

unién. Las regiones CDR3 de cadena pesada y 1ligera del anticuerpo
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desemperian un papel particularmente importante en la

especificidad/afinidad de unidén de los anticuerpos de acuerdo con la
invencién vy, por lo tanto, proporcionan un objeto adicional de 1la
invencién.

Los términos “regidén hipervariable” o “porcién de unidén al
objetivo de un anticuerpo” cuando se usan en la presente se refieren
a los residuos de aminodcidos de un anticuerpo que son responsables
de la unidén al objetivo. La regidn hipervariable comprende residuos
de aminoacidos de las “regiones determinantes de complementariedad” o
“CDR”. Las regiones de “armazdédn” o “FR” son aquellas regiones de
dominio variable distintas de 1los residuos de regidédn hipervariable
como se define en la presente. Por lo tanto, las cadenas ligera vy
pesada de un anticuerpo comprenden desde el extremo N a C terminal
los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las CDR en cada
cadena estén separadas por tales aminoacidos de armazdn.
Especialmente, CDR3 de 1la cadena pesada es la regidén que més
contribuye a 1la wunidén al objetivo. Las regiones CDR y FR son
determinadas de acuerdo con la definicidén estédndar de Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public
Health Service. National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991).
Los términos “CDR1H, CDR2H y CDR3H”, como se usan en la presente, se
refieren a las respectivas CDR de la cadena pesada localizadas en el
dominio variable de VH. Los términos “CDR1L, CDR2L y CDR3L”, como se
usan en la presente, se refieren a las respectivas CDR de la cadena
ligera localizadas en el dominio variable de VL.

El dominio de cadena pesada constante de CH1 por el cual se
reemplaza el dominio de cadena pesada de CH3 puede ser de cualquier
clase de Ig (por ejemplo, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM) o subclase (por
ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl e IgA2). El1 dominio de cadena
ligera constante de CL por el cual se reemplaza el dominio de cadena
pesada de CH3 puede ser del tipo lambda (A) o kappa (x),
preferiblemente del tipo kappa (k).
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El término “objetivo” o “molécula objetivo” como se usa en

la presente se usan intercambiables y se refieren a BCMA humano. Con
respecto a los anticuerpos biespecificos, el término se refiere a
BCMA vy al segundo objetivo. Preferiblemente con respecto a 1los
anticuerpos biespecificos, el término se refiere a BCMA y CD3.

El término ‘“epitope” incluye cualquier determinante de
polipéptido capaz de unirse especificamente a un anticuerpo. En
ciertas modalidades, el determinante del epitope incluye
agrupamientos superficiales quimicamente activos de moléculas tales
como aminodcidos, cadenas laterales de azuUcar, fosforilo o sulfonilo,
y, en ciertas modalidades, pueden tener caracteristicas estructurales
tridimensionales especificas y/0 caracteristicas de carga
especificas. Un epitope es una regidén de un objetivo que estd unido
por un anticuerpo.

En general, hay dos vectores que codifican la cadena ligera
y cadena pesada de un anticuerpo de acuerdo con la invencidén. Con
respecto a un anticuerpo biespecifico, hay dos vectores que codifican
la cadena 1ligera vy la cadena pesada del anticuerpo gque se unen
especificamente al ©primer objetivo, y otros dos vectores que
codifican la cadena ligera y la cadena pesada del anticuerpo gque se
unen especificamente al segundo objetivo. Uno de los dos vectores
codifica la cadena ligera respectiva y el otro de los dos vectores
codifica la cadena pesada respectiva. Sin embargo, en un método
alternativo para la preparacién de un anticuerpo de acuerdo con la
invencién, solamente un primer vector que codifica la cadena ligera y
la cadena pesada del anticuerpo que se une especificamente al primer
objetivo y solamente un segundo vector que codifica la cadena ligera
y la cadena pesada del anticuerpo que se une especificamente al
segundo objetivo puede usarse para transformar la célula huésped.

La expresién “acido nucleico o molécula de acido nucleico”,
como se usa en la presente, pretende incluir moléculas de ADN vy

moléculas de ARN. Una molécula de &cido nucleico puede ser de cadena
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unica o doble cadena, pero preferiblemente es ADN de doble cadena.

Como se usa en la presente, las expresiones “célula”, “linea
celular” vy “cultivo celular” se usan indistintamente vy todas las
designaciones de este tipo incluyen progenie. De este modo, las
palabras “transformantes” vy “células transformadas” incluyen la
célula sujeto primaria y los cultivos derivados de la misma sin tener
en cuenta el numero de transferencias. También se entiende que toda
la progenie puede no ser exactamente idéntica en el contenido de ADN,
debido a mutaciones deliberadas o inadvertidas. Se incluye una
progenie variante que tiene la misma funcidédn o actividad bioldgica
que la que se selecciona en la célula originalmente transformada.
Cuando se proponen designaciones distintas, quedara claro a partir
del contexto.

El término “transformacidén” como se usa en la presente se
refiere al proceso de transferencia de un vector/adcido nucleico a una
célula huésped. Si se usan células sin barreras de pared celular
formidables como células huésped, 1la transfeccidn se realiza, por
ejemplo, por el método de precipitacidédn con fosfato de calcio como se
describe por Graham and Van der Eh, Virology 52 (1978) 546ff. Sin
embargo, también pueden usarse otros métodos para introducir ADN en
las células, tales como por inyeccidén nuclear o por fusidén de
protoplastos. Si se usan células procariotas o células gque contienen
construcciones de paredes celulares sustanciales, por ejemplo, un
método de transfeccidén es el tratamiento con calcio usando cloruro de
calcio como se describe por Cohen SN, et al., PNAS 1972, 69 (8):
2110-2114.

La produccidén recombinante de anticuerpos usando
transformacién es bien conocida en el estado de la técnica y se
describe, por ejemplo, en los articulos de revisidén de Makrides, S.
C, Protein Expr. Purif. 17 (1999) 183-202; Geisse, S., et al.,
Protein Expr. Purif. 8 (1996) 271-282; Kaufman, RJ., MoI. Biotechnol.
16 (2000) 151-161; Werner, RG, et al., Arzneimittelforschung 48
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(1998) 870-880, asi como en US6331415 y US4816567.

Como se usa en 1la presente, “expresién” se refiere al
proceso por el cual un A&cido nucleico se transcribe en ARNm y/o al
proceso por el <cual el ARNm transcrito (también referido como
transcrito) se traduce posteriormente en péptidos, polipéptidos o
proteinas. Los transcritos vy los ©polipéptidos codificados son
referidos colectivamente producto génico. Si el polinucledtido se
deriva de ADN gendémico, la expresidédn en una célula eucaridtica puede
incluir el corte y empalme del ARNm.

Un “vector” es una molécula de acido nucleico, en particular
auto-replicante, que transfiere una molécula de 4&cido nucleico
insertada en y/o entre células huésped. El1 término incluye vectores
qgque funcionan principalmente para la insercidén de ADN o ARN en una
célula (por ejemplo, integracidén cromosdmica), replicacién de
vectores que funcionan principalmente para la replicacidédn de ADN o
ARN y vectores de expresidén que funcionan para la transcripcidn y/o
traduccidén del ADN o ARN. También se incluyen 1los vectores que
proporcionan més de una de las funciones descritas.

Un “vector de expresidn” es un polinucledtido gque, cuando se
introduce en una célula huésped apropiada, puede transcribirse vy
traducirse en un polipéptido. Un “sistema de expresidén” normalmente
se refiere a una célula huésped adecuada que comprende un vector de
expresién que puede funcionar para producir un producto de expresidn
deseado.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencidén se producen
preferiblemente por medios recombinantes. Tales métodos son
ampliamente conocidos en el estado de la técnica y comprenden la
expresién de proteinas en células procariotas y eucariotas con
aislamiento posterior del polipéptido de anticuerpo vy usualmente
purificacién hasta una pureza farmacéuticamente aceptable. Para la
expresién de la proteina, los &cidos nucleicos que codifican cadenas

ligeras y pesadas o fragmentos de los mismos se insertan en vectores
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de expresidn por métodos estandar. La expresidén se realiza en células

huésped procariotas o eucariotas apropiadas como células CHO, células
NSO, células SP2/0, células HEK293, células COS, levadura, o células
de E. coli, y el anticuerpo se recupera de las células (sobrenadante
o células después de la 1lisis) Los anticuerpos biespecificos pueden
estar presentes en células completas, en un lisado celular, o en una
forma parcialmente purificada o sustancialmente pura. La purificacioén
se realiza con el fin de remover otros componentes celulares u otros
contaminantes, por ejemplo, otros 4cidos nucleicos o proteinas
celulares, por técnicas estéandar, que incluyen tratamiento
alcalino/SDS, cromatografia en columna y otros bien conocidos en la
técnica. Ver Ausubel, F., et al., Ed., Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New York (1987).

La expresidén en células NSO se describe, por ejemplo, por
Barnes, L.M., et al., Cytotechnology 32 (2000) 109-123; and Barnes,
L.M., et al., Biotech. Bioeng. 73 (2001) 261-270. La expresidn
temporal se describe, por ejemplo, por Durocher, Y., et al., Nucl.
Acids. Res. 30 (2002) E9. La clonacién de dominios variables se
describe por Orlandi, R., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86
(1989) 3833-3837; Carter, P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89
(1992) 4285-4289; vy Norderhaug, L., et al., J. Immunol. Methods 204
(1997) 77-87. Un sistema de expresidén temporal preferido (HEK293) se
describe por Schlaeger, E.- J., y Christensen, K., en Cytotechnology
30 (1999) 71-83 and by Schlaeger, E.-J., in J. Immunol. Methods 194
(1996) 191-199.

Las secuencias de control que son adecuadas para
procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una
secuencia operadora y un sitio de unién al ribosoma. Se sabe que las
células eucariotas utilizan promotores, mejoradores vy sefilales de
poliadenilacién.

Los anticuerpos se separan adecuadamente del medio de

cultivo ©por procedimientos de ©purificacién de inmunoglobulinas
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convencionales tales como, por ejemplo, proteina A-Sefarosa,

cromatografia con hidroxiapatita, electroforesis en gel, didlisis o
cromatografia de afinidad. E1 ADN o ARN que codifica los anticuerpos
monoclonales se aisla y secuencia féacilmente usando procedimientos
convencionales. Las células de hibridoma pueden servir como fuente
del ADN y ARN. Una vez aislado, el ADN se puede insertar en vectores
de expresidén, que luego se transfectan en células huésped como
células HEK293, células CHO o células de mieloma gque no producen
proteina de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos
monoclonales recombinantes en las células huésped.

Las variantes (o mutantes) de secuencias de aminoacidos de
un anticuerpo de acuerdo con la invencidén se preparan introduciendo
cambios de nuclebdtidos apropiados en el ADN del anticuerpo, o por
sintesis de nucledtidos. Sin embargo, tales modificaciones se pueden
realizar solamente en un rango muy limitado, por ejemplo, como se
describidé anteriormente. Por ejemplo, las modificaciones no alteran
las caracteristicas de anticuerpos mencionadas anteriormente, tales
como el isotipo de IgG y la unidén al objetivo, pero pueden mejorar el
rendimiento de la produccidédn recombinante, la estabilidad de 1la
proteina o facilitar la purificaciédn.

La invencidén proporciona, en una modalidad, una secuencia de
dcido nucleico aislada o purificada que codifica un receptor de
antigeno quimérico (CAR), en donde el CAR comprende una porcién de
reconocimiento de antigeno dirigida contra BCMA, una porcidén de
transmembrana y una porcidén de activacidén de células T, caracterizado
porgue la porcidén de reconocimiento de antigeno es un anticuerpo de
acuerdo con la invencidédn (aqui no es el anticuerpo biespecifico). E1
anticuerpo codificado puede ser también un fragmento de wunidén al
antigeno del mismo como se especifica. Las estructuras y generacidn
de tales “CAR de BCMA” se describen, por ejemplo, en W02013154760,
W02015052538, W02015090229 y W02015092024.

En una modalidad, la invencién comprende un receptor de
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antigeno quimérico (CAR) gque comprende:

(1) una porcién de reconocimiento del antigeno de maduracidén de
células B (BCMA) ;

(ii) un dominio de espaciador; vy
(ii) un dominio de transmembrana; vy
(1iii) un dominio de sefializacidén de células T intracelular,
caracterizado porque la porcién de reconocimiento de BCMA es un
anticuerpo monoclonal que se une especificamente a BCMA,
caracterizado porque comprende una regidén CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y
una regidédn CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y una combinacidédn de regidn
CDR1H, CDR2H, CDR1L y CDR2L seleccionada del grupo de
a) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 23, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
24,
b) regiédn CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regién CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 25, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
26,
c) regidén CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDRZ2H de la SEQ ID NO:
22, regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 27, y regidédn CDR2L de la SEQ ID NO:
28,
d) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
30, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32,
e) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 34 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
35, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32, y
f) regiétn CDRI1IH de la SEQ ID NO: 36 y regién CDR2H de la SEQ ID NO:
37, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32.

La porcidén de activacidén de células T puede ser cualquier
porcién adecuada derivada u obtenida de cualgquier molécula adecuada.

En una modalidad, por ejemplo, la porcidén de activacidén de células T
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comprende un dominio de transmembrana. El dominio de transmembrana

puede ser cualquier dominio de transmembrana derivado u obtenido de
cualquier molécula conocida en la técnica. Por ejemplo, el dominio de
transmembrana se puede obtener o derivar de una molécula de CD8a o
una molécula de CD28. CD8 es una glicoproteina de transmembrana que
sirve como un co-receptor para el receptor de células T (TCR) y se
expresa principalmente en la superficie de las células T citotdxicas.
La forma més comin de CD8 existe como un dimero compuesto de una
cadena de CD8 alfa y CD8 beta. CD28 se expresa en células T vy
proporciona seflales co-estimulantes requeridas para la activacidén de
células T. CD28 es el receptor para CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2). En una
modalidad preferida, CD8 alfa y CD28 son humanas. Ademds del dominio
de transmembrana, la porcidén de activacidén de células T comprende
ademas un dominio de seflalizacidén de células T intracelular (es
decir, citoplasmatico). El1 dominio de seflalizacidédn de células T
intercelular puede obtenerse o derivarse de una molécula CD28, una
molécula de CD3 zeta o versiones modificadas de la misma, una cadena
gamma del receptor de Fc humana (FcRy), una molécula de CD27, una
molécula de 0X40, wuna molécula de 4-IBB, u otras moléculas de
seflalizacidén intracelular conocidas en la técnica. Como se discutid
anteriormente, CD28 es un marcador de células T importante en la co-
estimulacién de células T. CD3 zeta, se asocia con TCR para producir
una sefial y contiene motivos de activacidén basados en tirosina de
inmunoreceptor (ITAM). 4-1BB, también conocido como CD137, transmite
una potente seflal coestimulante a las células T, promoviendo 1la
diferenciacién y mejorando 1la supervivencia a largo plazo de 1los
células T. En una modalidad, la CD28, CD3 zeta, 4-1BB, 0X40 y CD27
son humanas.

La invencidén proporciona, en una modalidad, una secuencia de
dcido nucleico aislada o purificada que codifica un receptor de
antigeno quimérico (CAR) como se especifica anteriormente.

Los enlazantes biespecificos de células T (TCB) tienen muy
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alta concentracidén/potencia dependiente de la ocupacidén del receptor

de células de tumor/concentracidén muy alta en la matanza celular (por
ejemplo, ECsp en ensayos de matanza celular in vitro en el rango sub-
o bajo picomolar; Dreier et al. Int J Cancer 2002), el enlazante
biespecifico de células T (TCB) se administra a dosis mucho méds bajas
que los anticuerpos monoespecificos convencionales. Por ejemplo,
blinatumomab (CD19xCD3) se administra a una dosis intravenosa
continua de 5 a 15 u g/m’/dia (es decir, sélo 0.35 a 0.105
mg/m?/semana) para el tratamiento de leucemia linfocitica aguda o 60
ug/m?/dia para el tratamiento del linfoma no Hodgkin, y las
concentraciones en suero en estas dosis estdn en el rango de 0.5 a 4
ng/ml (Klinger et al., Blood 2012; Topp et al., J Clin Oncol 2011;
Goebeler et al. Ann Oncol 2011). Debido a que dosis bajas de TCB
pueden ejercer una alta eficacia en pacientes, se prevé que para un
anticuerpo de acuerdo con la invencidén, la administracidn subcuténea
es posible y preferida en el entorno clinico (preferiblemente en el
rango de dosis de 0.1 a 2.5, preferiblemente 25 mg/m2/semana,
preferiblemente 250 mg/m2/semana) . Incluso en estas bajas
concentraciones/dosis/ocupaciones de receptores, el TCB puede causar
considerables eventos adversos (Klinger et al., Blood 2012). Por 1lo
tanto, es fundamental controlar la ocupacidn/cobertura de células de
tumor. En pacientes con niveles altos y variables de APRIL y BAFF en
suero (por ejemplo, pacientes con mieloma multiple, Moreaux et al.,
2004; Blood 103 (8): 3148-3157), el numero de TCB unido a las células
de tumor resp. a la ocupacidén de células de tumor puede verse
considerablemente influenciado por APRIL/BAFF. Pero al usar el
anticuerpo de esta invencidédn, la ocupacidén de células de tumor vy
respectivamente eficacia/seguridad, puede no ser necesario aumentar
la dosis de un anticuerpo de acuerdo con esta invencidén ya que el
anticuerpo puede no verse afectado por la competicién de ligando de
APRIL/BAFF. Otra ventaja del anticuerpo de acuerdo con la invencidn

se basa en la inclusidén de una parte de Fc, aproximadamente de 4 a 12
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dias vy permite al menos una o dos administraciones/semana en

comparacién con los TCB sin una parte de Fc (por ejemplo,
blinatumomab) que deben administrarse por via intravenosa y continua
con una bomba portada por los pacientes.

Las propiedades bioldégicas de los anticuerpos de acuerdo con
la invencidén, respectivamente sus anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-
CD3 se han investigado en varios estudios en comparacién con 83A10-
TCBcv. La potencia para inducir 1la citotoxicidad redirigida de
células T de, por ejemplo, anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 21-
TCBcv, 22-TCBcv, 42-TCBcv en comparacidén con 83A10-TCBcv se midid en
linea celular H929 de MM (Ejemplo 8, Tabla 12, Figura 4). Los
anticuerpos de esta invencidén se estudiaron y el anadlisis mostrd que
la matanza dependiente de la concentracidén de células H929 resp. a
los valores de EC50 resultaron ser mayores que los valores de EC50
determinados para 83A10-TCBcv; sugiriendo que los anticuerpos anti-
BCMA de acuerdo con la invencidén como TCB fuero menos potentes para
inducir la matanza de células H929 de MM que el Mab 83A10 como TCB.
Sorprendentemente se observdé un vuelto cuando la citotoxicidad
redirigida por células T fue medida en la linea celular de MM RPMI-
8226 y también la linea celular JJIN-3 (respectivamente, ejemplos 10 y
11, Tablas 13, y 14 y 15, Figuras 6 y 7): los anticuerpos de acuerdo
con la invencién como TCB mostraron una menor EC50 y, por lo tanto,
una potencia mayor que 83A10-TCBcv. Para sorpresa de los inventores,
los anticuerpos de acuerdo con la invencidén como TCB mostraron varias
ventajas en una comparacidén directa con 83A10 TCBcv en aspirados de
médula ésea recién tomados de pacientes con MM (nota: para obtener la
mejor comparacién posible, en todos los aspirados de médula Obsea
siempre se han analizado todos los anticuerpos biespecificos de
células T (TCB) a las mismas concentraciones);

- La mayor potencia de matanza de las células de mieloma, es
decir, mismo% de matanza, se logrdé a concentraciones menores gue con

83A10-TCBcv respectivamente, curvas de respuesta de concentracidn
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para la matanza desplazadas hacia la izquierda (Ejemplo 13, Tablas

18, 19 y 20, Figuras 8, 9 y 10). A una concentracién de 1 nM de
anticuerpos como TCB de acuerdo con la invencién en aspirados de
médula Osea de siete pacientes diferentes, la reduccién con relaciédn
al control de células de cancer de mieloma multiple viables negativas
a yoduro de propidio estuvo entre 77.1 y 100%. Con 83A10-TCBcv 1 nM
en los mismos siete aspirados de médula o6sea, se lograron reducciones
de solamente 37.1 a 98.3% (Tablas 20 y 21).

- La mayor matanza maxima en comparacidén con 83A10-TCBcv se
logré a la concentracidén méds alta probada (10 nM) en el mismo
experimento con los siete (7) aspirados de médula o6sea para
anticuerpos como TCB de acuerdo con la invencidén (Tablas 20 y 21).

- Los no respondedores a 83A1l0-TCBcv se pueden volver
respondedores si se utilizan 22-TCBcv/42-TCBcv: En dos (2) muestras
de pacientes con médula ésea en los que no se observd respuesta de
matanza a 83A10-TCBcv, sorprendentemente se pudo encontrar la matanza
con anticuerpos como TCB de acuerdo con la invencidn (Figuras 9A y
9B) .

El TCB de BCMAXCD3 de esta invencidén se une a BCMA humano y
de monos cynomolgus (cyno) y a BCMA de ratones y ratas, apropiados
para el examen toxicoldégico en monos cynomolgus si el enlazante de
CD3 también se une a CD3 cynomolgus o en ratdédn/rata si el enlazante
de CD3 también se une a BCMA de ratédn/rata. Sorprendentemente, la
afinidad de unidén a BCMA cyno es muy cercana a la afinidad de unidén a
BCMA humano. SPR se ha usado para medir afinidades de unién a BCMA
humano vy cyno (Ejemplo 2, Tabla 4). La abertura de Cyno/humana
(relacién de afinidad para BCMA cyno a humano, KD) se ha calculado de
datos de afinidad medidos dividiendo la afinidad a BCMA cyno a través
de la afinidad a BCMA humano (Ejemplo 3, Tabla 5). Para 83A1l0 se
encontrdé una abertura cyno/humana de 15.3 (es decir, 15.3 veces menor
afinidad de wunién al BCMA cyno gque humano). Para sorpresa de 1los

inventores, los anticuerpos de acuerdo con la invencién mostraron
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aberturas cyno/humanas entre 15.4 y 1.7, gque es similar o en una

mayoria més favorable a la abertura cyno/humana que la de 83A10
(Tabla 5). Debido a que el enlazante de CD3 utilizado en el TCB de
BCMAxXCD3 de acuerdo con la invencidén reacciona cruzado con CD3
cynomolgus, las investigaciones farmacocinéticas y farmacodinamicas
pueden ser obtenidas de monos cynomolgus (ver Ejemplo 16). También
las investigaciones toxicoldgicas en monos cynomolgus son predictivas
de los efectos farmacoldgicos vy toxicoldgicos en humanos vy la
caracteristic de reactividad cruzada a monos cynomolgus es para el
beneficio de los pacientes. Los anticuerpos de BCMA de esta invencidn
también se unen a BCMA murino (por ejemplo, Kd de los clones 22 y 42
medida por SPR como 0.9 nM y 2.5 nM) ver tabla 2D en el Ejemplo
1.1.1A.4). EI1 -enlazante de CD3 del TCB de BCMAxXCD3 no tiene
reactividad cruzada con el CD3 murino.

En resumen, las ventajas de potencia y eficacia para la
matanza de lineas celulares de MM que expresan bajo BCMA como RPMI-
8226 y JJIN-3 vy especialmente para la matanza de células de MM en
aspirados de médula &ésea de pacientes vy, ademéds, la abertura
cyno/humana muy favorable en afinidades de unién a BCMA hace a los
anticuerpos de esta invencidén vy los TCB respectivos agentes
esencialmente prometedores para el tratamiento de pacientes con MM.
Ademés, el TCBcv anti-BCMAxXCD3 de esta invencidén tiene, como 83A10-
TCBcv, propiedades favorables como vida media de eliminacidn
prolongada, eficacia a administracidén una vez a la semana (por via
intravenosa, subcutédnea), baja o nula tendencia a la agregacidén vy

puede manufacturarse con alta pureza y buen rendimiento.

Tabla 1A: Secuencias de anticuerpos

SEQ ID
Nombres secuencias aa
NO:
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1 CDR1H de CD3 TYAMN
2 CDR2H de CD3 RIRSKYNNYATYYADSVKG
3 CDR3H de CD3 HGNEFGNSYVSWFAY
4 CDR1L de CD3 GSSTGAVTTSNYAN
5 CDR2L de CD3 GTNKRAP
6 CDR3L de CD3 ALWYSNLWV
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF
STYAMNWVRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNY
7 VH de CD3 ATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQOMNS
LRAEDTAVYYCVRHGNEFGNSYVSWEAYWG
QOGTLVTVSS
QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAV
TTSNYANWVQEKPGQAFRGLIGGTNKRAP
8 VL de CD3
GTPARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAE
YYCALWYSNLWVEFGGGTKLTVL
EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETF
SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGST
9 VH de 83A10
YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKVLGWEDYWGQGTLVTVSS
VH de Mab21 EVQOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETF
SDNAMGWVRQAPGKGLEWVSAISGPGSST
10 VH de Mab22
YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
VH de Mabi4?2
AEDTAVYYCAKVLGWEDYWGQGTLVTVSS
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV
11 VL de 83A10 Q Q

SSSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYGASSRATG
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IPDREFSGSGSGTDEFTLTISRLEPEDEFAVY
YCOQYGYPPDFTFGOGTKVEIK

VL de Mab?21l

VL de Mab27

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV
SEYYLAWYQQOKPGQAPRLLIEHASTRATG

12
VL de Mab33 IPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVY
YCOQYGYPPDFTFGQGTKVEIK
VL de Mab39
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV
SSYYLAWYQQKPGQAPRLLISGAGSRATG
13 VL de Mab2?2
IPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVY
YCOQYGYPPDFTFGQGTKVEIK
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV
SDEYLSWYQQKPGQAPRLLIHSASTRATG
14 VL de Mabi4?2
IPDRFSGSGSGTDFTLAISRLEPEDFAVY
YCOQYGYPPDFTFGQOGTKVEIK
15 CDR1H de 83A10 SYAMS
16 CDR2H de 83A10 AISGSGGSTYYADSVKG
CDR3H de 83A10
CDR3H de Mab21
CDR3H de Mab22
17 CDR3H de Mab42 VLGWEDY
CDR3H de Mab27
CDR3H de Mab33
CDR3H de Mab39
18 CDR1L de 83A10 RASQSVSSSYLAW
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19 CDR2L de 83A10 YGASSRAT
CDR3L de 83A10
CDR3L de Mab21l
20 QOYGYPPDFT
CDR3L de Mab22
CDR3L de Mab42
CDRI1H de Mab21
21 CDRIH de Mab22 DNAMG
CDR1H de Mab42
CDR2H de Mab21
22 CDR2H de Mab22 ATSGPGSSTYYADSVKG
CDR2H de Mab4?2
23 CDR1L de Mab21l RASQSVSEYYLAW
24 CDR2L de Mab21l FHASTRAT
25 CDR1L de Mab22 RASQSVSSYYLAW
26 CDR2L de Mab22 SGAGSRAT
27 CDR1L de Mabi4?2 RASQSVSDEYLSW
28 CDR2L de Mab42 HSASTRAT
29 CDR1H de Mab27 SAPMG
30 CDR2H de Mab27 AISYIGHTYYADSVKG
CDRI1L de Mab27
31 CDRIL de Mab33 RASQSVSEYYLA

CDR1L de Mab39




76

CDR2L de Mab27
32 CDR2L de Mab33 HASTRAT
CDR2L de Mab39
CDR3L de Mab27
33 CDR3L de Mab33 QOQYGYPPDFET
CDR3L de Mab39
34 CDR1H de Mab33 TNAMG
35 CDR2H de Mab33 AINRFGGSTYYADSVKG
36 CDR1H de Mab39 ONAMG
37 CDR2H de Mab39 AISPTGFSTYYADSVKG
EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFEF
SSAPMGWVRQAPGKGLEWVSAISYIGHTY
38 VH de Mab27
YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRA
EDTAVYYCAKVLGWEDYWGQGTLVTVSS
EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFEF
YTNAMGWVROQAPGKGLEWVSAINRFGGST
39 VH de Mab33
YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKVLGWEFDYWGQGTLVTVSS
FEVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFEF
TONAMGWVRQAPGKGLEWVSAISPTGFEST
40 VH de Mab39
YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKVLGWEFDYWGQGTLVTVSS
CHI de BCMA de 83A10 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
41

CH1 de BCMA de Mab21

EDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
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CH1 de BCMA de Mab22

CH1 de BCMA de Mab4?2

KPSNTKVDEKVEPKSC

42

CLde BCMA de 83A10

CL de BCMA de Mab21

CL de BCMA de Mab22

CL de BCMA de Mab4?2

RTVAAPSVEFIFPPSDRKLKSGTASVVCLL
NNEYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTE
QODSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHOGLSSPVTKSENRGEC

43

CH1 de CD3

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSC

44

CL de CD3

ASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTE
QODSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHOGLSSPVTKSENRGEC

45

HC de perilla de
83A10

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFETF
SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGST
YYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKVLGWEDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
EDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDEKVEPKSCDGGGGSGGGGSQA
VVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTT
SNYANWVQEKPGOAFRGLIGGTNKRAPGT
PARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYY
CALWYSNLWVEGGGTKLTVLSSASTKGPS
VEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFEFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSL
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SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV
FLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA
LGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRD
ELTKNQVSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK

46

HC de agujero de
83A10

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFETF
SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGST
YYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKVLGWEDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
EDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDEKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
AAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVC
TLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGEYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLV
SKLTVDKSRWQOQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOQKSLSLSPGK

47

LC de 83A10

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV
SSSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYGASSRATG
IPDREFSGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVY
YCOQYGYPPDFTFGOGTKVEIKRTVAAPS
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VEIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC

48

LC de CD3

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFETF
STYAMNWVROAPGKGLEWVSRIRSKYNNY
ATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNS
LRAEDTAVYYCVRHGNEFGNSYVSWEAYWG
QOGTLVIVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

49

HC de perilla de
Mab21

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFETF
SDNAMGWVRQAPGKGLEWVSAISGPGSST
YYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKVLGWEDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
EDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDEKVEPKSCDGGGGSGGGGSQA
VVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTT
SNYANWVQEKPGOAFRGLIGGTNKRAPGT
PARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYY
CALWYSNLWVEGGGTKLTVLSSASTKGPS
VEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFEFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV
FLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
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TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA
LGAPIEKTISKAKGQOPREPQVYTLPPCRD
ELTKNQVSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK

50

HC de agujero de
Mab21

EVQOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFETF
SDNAMGWVRQAPGKGLEWVSAISGPGSST
YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKVLGWEDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
EDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDEKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
AAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVC
TLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGEYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLV
SKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

51

LC de Mab?1l

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV
SEYYLAWYQQOKPGQAPRLLIEHASTRATG
IPDRFSGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVY
YCOQOYGYPPDEFTEFGQGTKVEIKRTVAAPS
VEIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC
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52

HC de perilla de
Mab22

EVQOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFETF
SDNAMGWVRQAPGKGLEWVSAISGPGSST
YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKVLGWEDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
EDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDEKVEPKSCDGGGGSGGGGSQA
VVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTT
SNYANWVQEKPGOAFRGLIGGTNKRAPGT
PARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYY
CALWYSNLWVEFGGGTKLTVLSSASTKGPS
VEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFEFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSL
SSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA
LGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRD
ELTKNQVSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDK
SRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK

53

HC de agujero de
Mab22

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFETF
SDNAMGWVRQAPGKGLEWVSAISGPGSST
YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKVLGWEDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
EDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQ
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SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDEKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
AAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVC
TLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGEFYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLV
SKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

54

LC de Mab22

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV
SSYYLAWYQQOKPGQAPRLLISGAGSRATG
IPDREFSGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVY
YCOQOYGYPPDEFTEFGQGTKVEIKRTVAAPS
VEIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNEYPRE
AKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC

55

HC de perilla de
Mab4?2

EVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETF
SDNAMGWVRQAPGKGLEWVSAISGPGSST
YYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKVLGWEDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
EDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDEKVEPKSCDGGGGSGGGGSQA
VVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTT
SNYANWVQEKPGOAFRGLIGGTNKRAPGT
PARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYY
CALWYSNLWVEFGGGTKLTVLSSASTKGPS
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VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV
FLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA
LGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRD
ELTKNQVSLWCLVKGEFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDK
SRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK

56

HC de agujero de
Mab42

EVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETF
SDNAMGWVRQAPGKGLEWVSAISGPGSST
YYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKVLGWEDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
EDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDEKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
AAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVC
TLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGEFYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLV
SKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOQKSLSLSPGK
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57 Mab42 LC

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV
SDEYLSWYQQOKPGQAPRLLIHSASTRATG
IPDREFSGSGSGTDEFTLAISRLEPEDEFAVY
YCOQYGYPPDFTFGOGTKVEIKRTVAAPS
VEIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC

Observacidén: la SEQ ID NO:

20 y SEQ ID NO: 33 son idénticas

Tabla 1B: Secuencias de anticuerpos (lista corta)

SEQ ID NO:
anticuerpo
VH VL CDR1H | CDR2H | CDR3H | CDR1L | CDR2L | CDR3L
de CD3
7 8 1 2 3 4 5 6
anticuerpo
VH VL CDR1H | CDR2H | CDR3H | CDR1L | CDR2L | CDR3L
de BCMA
83A10 9 11 15 16 17 18 19 20
Mab21 10 12 21 22 17 23 24 20
Mab22 10 13 21 22 17 25 26 20
Mab42 10 14 21 22 17 27 28 20
Mab27 38 12 29 30 17 31 32 33
Mab33 39 12 34 35 17 31 32 33
Mab39 40 12 36 37 17 31 32 33

Tabla 2A: Constructos adicionales

SEQ ID NO:

Fragmento/Constructo

83A10 Mab21 Mab22 Mab4?2
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BCMA CH1 41 41 41 41
BCMA CL 42 42 42 42
CD3 CH1 43 43 43 43
CD3 CL 44 44 44 44
Tabla 2B: construcciones adicionales
SEQ ID NO:
Constructo 83A1 | Mab2 | Mab2 | Mab4
0 1 2 2
BCMA VH CHlcv x CD3 VL CH1 Fc
o o 45 49 52 55
perilla LALA PG (HC de perilla)
BCMAcv HC agujero LALA PG (HC de
46 50 53 56
Agujero)
BCMAcv hum IgGl LC (BCMA LC) 477 51 54 57
CD3 VH CL (CD3 LC) 48 48 48 48
Para obtener los siguientes (2 + 1) TCB anti-BCMA/anti-CD3
que contienen Fc, se usaron los constructos/ID de secuencia

respectivos como se menciona en la tabla 2B anterior:

83A10-TCBcv: 45, 46, 47 (x2), 48 (Figura 2A)
21-TCBcv: 48, 49, 50, 51 (x2) (Figura 2A)
22-TCBcv: 48, 52, 53, 54 (x2) (Figura 2A)
42-TCBcv: 48, 55, 56, 57 (x2) (Figura 2A)

A continuacién se listan las modalidades especificas de la
invencién:

1. Un anticuerpo monoclonal gque se une especificamente a
BCMA, caracterizado porque comprende una regidédn CDR3H de la SEQ 1ID

NO:

17 y una regidén CDR3L de la SEQ ID NO:

20 y una combinacién de
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regién CDR1H, CDR2H, CDR1L y CDR2L seleccionada del grupo de

a) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 23, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
24,
b) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regién CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 25, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
26,
c) regidén CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 27, y regidédn CDR2L de la SEQ ID NO:
28,
d) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
30, regidén CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32,
e) regidn CDR1H de la SEQ ID NO: 34 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
35, regidén CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32, y
f) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 36 y regidédn CDR2H de la SEQ ID NO:
37, regidén CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32.

2. Un anticuerpo monoclonal gque se une especificamente a
BCMA, caracterizado porque comprende una regidédn de VH que comprende
una regién CDR1IH de la SEQ ID NO: 21, una regidén CDR2H de la SEQ 1ID
NO: 22 y una regidén CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y una regidén de VL que
comprende una regidén CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y una combinacién de
regién CDR1L y CDR2L seleccionada del grupo de
a) regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 23 y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
24,
b) regién CDRIL de la SEQ ID NO: 25 y regién CDR2L de la SEQ ID NO:
26, O
c) regién CDRIL de la SEQ ID NO: 27 y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
28.

3. El anticuerpo de acuerdo con la modalidad 1 o 2,
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caracterizado porque comprende como regién de VL una regidédn de VL

seleccionada del grupo que consiste de regiones de VL de la SEQ 1ID
NO: 12, 13 y 14.

4. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
modalidades 1 a 3, caracterizado porque comprende como regidén de VH
una regidén de VH de la SEQ ID NO: 10 y como regidén de VL una regidn
de VL de la SEQ ID NO: 12.

5. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de 1las
modalidades 1 a 3, caracterizado porque comprende como regidn de VH
una regidén de VH de la SEQ ID NO: 10 y como regidén de VL una regidn
de VL de la SEQ ID NO: 13.

6. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de 1las
modalidades 1 a 3, caracterizado porque comprende como regidn de VH
una regidén de VH de la SEQ ID NO: 10 y como regidén de VL una regidn
de VL de la SEQ ID NO: 14.

7. E1 anticuerpo de acuerdo con la modalidad 1 o 2,
caracterizado porque el aminodcido 49 de la regién de VL se
selecciona del grupo de aminoadcidos tirosina (YY), &cido glutéamico
(E), serina (S), e histidina (H).

8. El anticuerpo de acuerdo con la modalidad 7,
caracterizado porque el aminocacido 74 de la regién de VL es treonina
(T) o alanina (A).

9. Un anticuerpo monoclonal gque se une especificamente a
BCMA, caracterizado porque comprende una regidédn de VH que comprende
una regién CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y una regidén de VL que comprende
una regién CDR1IL de la SEQ ID NO: 31, una regién CDR2L de la SEQ ID
NO: 32 y una regién CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y una combinacidén de
regién CDR1L y CDR2L seleccionada del grupo de
a) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
30,

b) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 34 y regién CDR2H de la SEQ ID NO:
35, o
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c) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 36 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:

37.

10. El anticuerpo de acuerdo con la modalidad 9,
caracterizado porque comprende una regidén de VL de la SEQ ID NO: 12 vy
una regién de VH seleccionada del grupo que comprende las regiones de
VH de la SEQ ID NO: 38, 39 vy 40.

11. El1 anticuerpo de acuerdo con la modalidad 9 o 10,
caracterizado porque el aminodcido 49 de la regién de VL se
selecciona del grupo de aminoadcidos tirosina (YY), &acido glutéamico
(E), serina (S), e histidina (H)

12. El1 anticuerpo de acuerdo con la modalidad 9 o 10,
caracterizado porque el aminodcido 74 de la regidn de VL es treonina
(T) o alanina (A).

13. El1 anticuerpo de acuerdo con cualgquiera de las
modalidades 1 a 12, caracterizado porque también se une
especificamente a BCMA cynomolgus y comprende un fragmento Fab
adicional que se une especificamente a CD3e¢.

14. E1 anticuerpo de acuerdo con cualgquiera de las
modalidades 1 a 13, caracterizado porque es un anticuerpo con un Fc o
sin una parte de Fc.

15. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a
BCMA y CD3e, caracterizado porque comprende una regidén CDR3H de 1la
SEQ ID NO: 17 y wuna regiétn CDR3L de la SEQ ID NO: 20 vy una
combinacién de regidén CDRI1H, CDR2H, CDR1L, vy CDR2L selecciona del
grupo de
a) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 23, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
24,

b) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regién CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 25, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
26,

c) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
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22, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 27, y regidétn CDR2L de la SEQ ID NO:

28,

d) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
30, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32,

e) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 34 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
35, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32, y

f) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 36 y regidédn CDR2H de la SEQ ID NO:
37, regidén CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32.

16. Un anticuerpo biespecifico gque se une especificamente a
los dos objetivos gque son el dominio extracelular de BCMA humano
(nombrado adicionalmente también como “BCMA”) y CD3e humano (nombrado
adicionalmente también como “CD3”), caracterizado porque comprende
una regidédn de VH que comprende una regidédn CDR1IH de la SEQ ID NO: 21,
una regidén CDR2H de la SEQ ID NO: 22 y una regidén CDR3H de la SEQ ID
NO: 17 y una regidén de VL gque comprende una regidédn CDR3L de la SEQ ID
NO: 20 y una combinacién de regidn CDRIL y CDR2L seleccionada del
grupo de
a) regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 23 y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
24,

b) regién CDRIL de la SEQ ID NO: 25 y regién CDR2L de la SEQ ID NO:
26, O

c) regién CDRIL de la SEQ ID NO: 27 y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
28.

17. E1 anticuerpo biespecifico de acuerdo con la modalidad
15 o 16, caracterizado porque comprende como regién de VH una regidn
de VH de la SEQ ID NO: 10.

18. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualgquiera de
las modalidades 15 a 16, caracterizado porque VL de BCMA se

selecciona del grupo que consiste de regiones de VL de la SEQ ID NO:
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12, 13 y 14.

19. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualgquiera de
las modalidades 14 a 18, caracterizado porque comprende como regidn
de VH de BCMA una regién de VH de la SEQ ID NO: 10 y como regidédn de
VL una regién de VL de la SEQ ID NO: 12, o como VH de BCMA una regidn
de VH de la SEQ ID NO: 10 y como regién de VL una regidén de VL de la
SEQ ID NO: 13, o como VH de BCMA una regién de VH de la SEQ ID NO: 10
y como regidén de VL una regidén de VL de la SEQ ID NO: 14.

20. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquiera de
las modalidades 15 o 19, caracterizado porque el aminodcido 49 de 1la
regién de VL se selecciona del grupo de aminocacidos tirosina (YY),
4dcido glutémico (E), serina (S), e histidina (H).

21. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquiera de
las modalidades 15 a 20, caracterizado porgque el aminoacido 74) de la
regidén de VL es treonina (T) o alanina (A).

22. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a
BCMA vy CD3, caracterizado porque comprende una regidédn de VH qgue
comprende una regidédn CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y una regidén de VL que
comprende una regién CDR1IL de la SEQ ID NO: 31, una regidén CDR2L de
la SEQ ID NO: 32 y una regién CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y una
combinacién de regidén CDRIL y CDR2L seleccionada del grupo de
a) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
30,

b) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 34 y regién CDR2H de la SEQ ID NO:
35, o

c) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 36 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
37.

23. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con la modalidad
22, caracterizado porque comprende una regién de VL de la SEQ ID NO:
12 y una regidén de VH seleccionada del grupo que comprende las
regiones de VH de la SEQ ID NO: 38, 39 y 40.

24. E1 anticuerpo biespecifico de acuerdo con la modalidad
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22 o 23, caracterizado porque el aminodcido 49 de la regidén de VL se

selecciona del grupo de aminodcidos tirosina (YY), é&cido glutamico
(E), serina (S), e histidina (H).
25. E1 anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquiera de
las modalidades 22 a 24, caracterizado porque el aminodcido 74 de la
regién de VL es treonina (T) o alanina (A).
26. El1 anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquiera de
las modalidades 15 a 25, caracterizado porgque comprende un anticuerpo
anti-BCMA de acuerdo con la invencidén y un anticuerpo anti-CD3, en
donde
a) la cadena ligera y cadena pesada de un anticuerpo de acuerdo con
cualquiera de las modalidades 1 a 7; y

b) la cadena ligera y cadena pesada de un anticuerpo que se une
especificamente a CD3, en donde los dominios variables de VL y VH
o los dominios constantes de CL y CHl1 se reemplazan entre si.

27. El1 anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquiera de
las modalidades 15 a 26, caracterizado comprende no méas de un
fragmento Fab de una porcidén de anticuerpo anti-CD3, no mas de dos
fragmentos Fab de una porcidén de anticuerpo anti-BCMA y no mas de una
parte de Fc.

28. E1 anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquiera de
las modalidades 15 a 27, caracterizado porque comprende una parte de
Fc enlazada con su extremo N terminal al extremo C terminal del
fragmento Fab de anticuerpo CD3 y al extremo C terminal de uno de los
fragmentos Fab de BCMA de anticuerpo

29. E1 anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquiera de
las modalidades 15 a 28, caracterizado porque comprende un segundo
fragmento Fab de anticuerpo anti-BCMA (porcidén de anticuerpo de BCMA)
enlazado con su extremo C terminal al extremo N terminal del
fragmento Fab del anticuerpo anti-CD3 (porcidén de anticuerpo de CD3)
del anticuerpo biespecifico.

30. El1 anticuerpo biespecifico de acuerdo con la modalidad
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29, caracterizado porque el dominio de VL del fragmento Fab de

anticuerpo anti-CD3 se enlaza al dominio de CH1 del segundo fragmento
Fab de anticuerpo anti-BCMA.

31. El1 anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquiera de
las modalidades 15 a 30, caracterizado porque el dominio variable de
VH de la porcidén de anticuerpo anti-CD3 (nombrado adicionalmente como
“WH de CD3”) comprende las CDR de cadena pesada de la SEQ ID NO: 1, 2
y 3 como respectivamente CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y el
dominio variable de VL de la porcidén de anticuerpo anti-CD3 (nombrado
adicionalmente como “VWL de CD3”) comprende las CDR de cadena ligera
de la SEQ ID NO: 4, 5 y 6 como respectivamente CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena ligera.

32. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquiera de
las modalidades 15 a 31, caracterizado porque los dominios variables
de la porcidédn de anticuerpo anti-CD3e son de la SEQ ID NO: 7 y 8.

33. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a
los dos objetivos que son el dominio extracelular de BCMA humano vy
CD3e humano, caracterizado porgue comprende
a) la primera cadena ligera y la primera cadena pesada de un primer
anticuerpo de conformidad con cualgquiera de las reivindicaciones 1 a
T; 0y
b) la segunda cadena ligera y la segunda cadena pesada de un segundo
anticuerpo que se une especificamente a CD3, y en donde los dominios
variables de VL y VH en la segunda cadena ligera y la segunda cadena
pesada del segundo anticuerpo se reemplazan entre si; y
c) en donde en el dominio constante de CL de la primera cadena ligera
bajo a) el aminoadcido en la ©posiciédn 124 estd sustituido
independientemente por 1lisina (K), arginina (R) o histidina (H)
(numeracidén de acuerdo con Kabat), y en donde el dominio constante de
CH1 de la primera cadena pesada bajo a) el aminodcido en la posicidn
147 y el aminoéacido en la posicidn 213 se sustituyen

independientemente por &cido glutdmico (E) o &cido aspéartico (D)
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(numeracidén de acuerdo con Kabat) (ver, por ejemplo, Figuras 1A, 2A,

2C, 3A, 3C).

34. Un anticuerpo biespecifico especificamente de
conformidad con la reivindicacién 33, caracterizado porque comprende
ademéds un fragmento Fab del primer anticuerpo (llamado adicionalmente
también como “BCMA-Fab”) y en el dominio constante de CL del BCMA-
Fab, el aminoéacido en la posicidn 124 esta sustituido
independientemente por 1lisina (K), arginina (R) o histidina (H)
(numeracidédn de acuerdo con Kabat), y en el dominio constante de CHI1
del BCMA-Fab, el aminocacido en las posiciones 147 y el aminodcido en
la posicidén 213 estd sustituido independientemente por Acido
glutamico (E), o &cido aspartico (D) (numeracidén de acuerdo con
Kabat) (ver, por ejemplo, Figuras 2A, 2C).

35. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a
los dos objetivos que son el dominio extracelular de BCMA humano vy
CD3e humano, caracterizado porgue comprende
a) la primera cadena ligera y la primera cadena pesada de un primer
anticuerpo de conformidad con cualguiera de las reivindicaciones 1 a
T; 0y
b) la segunda cadena ligera y la segunda cadena pesada de un segundo
anticuerpo que se une especificamente a CD3, y en donde los dominios
variables de VL y VH en la segunda cadena ligera y la segunda cadena
pesada del segundo anticuerpo se reemplazan entre si; y en donde
c) en el dominio constante de CL de la segunda cadena ligera bajo b)
el aminodcido en la posicidén 124 estd sustituido independientemente
por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracién de acuerdo
con Kabat), y en donde en el dominio constante de CHl1 de la segunda
cadena pesada bajo Db) el aminocdcido en la posicién 147 y el
aminodcido en la posicidén 213 estdn sustituidos independientemente
por acido glutédmico (E) o &acido aspéartico (D) (numeracidén de acuerdo
con Kabat).

36. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a
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los dos objetivos que son el dominio extracelular de BCMA humano vy

CD3e humano, caracterizado porque comprende un conjunto de cadena
pesada y ligera seleccionado del grupo que consiste de polipéptidos

i) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51 (2x);
(conjunto 1 de TCB de anticuerpo 21),

ii) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54 (2x)
(conjunto 2 de TCB de anticuerpo 22), vy

iii) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 (2x)
(conjunto 3 de TCB de anticuerpo 42).

37. Un método para la preparacidén de un anticuerpo de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36,
caracterizado porque comprende las etapas de
a) transformar una célula huésped con
b) vectores que comprenden moléculas de 4cidos nucleicos que
codifican la cadena ligera vy cadena pesada de un anticuerpo de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36,

c) cultivar 1la célula huésped Dbajo condiciones que permitan la
sintesis de la molécula de anticuerpo; y
d) recuperar la molécula de anticuerpo del cultivo.

38. Una célula huésped, que comprende vectores Jque
comprenden moléculas de &acidos nucleicos que codifican un anticuerpo
de conformidad con cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 36.

39. Una composicidén farmacéutica, que comprende un
anticuerpo de conformidad con cualguiera de las reivindicaciones 1 a
36 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

40. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para
uso como medicamento.

41. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para
uso como un medicamento en el tratamiento de trastornos de células de

plasma.
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42 . Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo

de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para
uso como medicamento en el tratamiento de mieloma multiple, leucemia
de células de plasma y AL-amiloidosis.

43. Una composiciédn farmacéutica que comprende un
anticuerpo de conformidad con cualguiera de las reivindicaciones 1 a
36, @para uso como un medicamento en el tratamiento de lupus
eritematoso sistémico.

44 . Una composicidén farmacéutica que comprende un anticuerpo
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, que
incluye un anticuerpo monoespecifico, un anticuerpo desnudo mejorado
con ADCC, un conjugado de anticuerpo-farmaco o un anticuerpo
biespecifico para uso como medicamento en el tratamiento de rechazo
mediado por anticuerpos.

45. Un receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende:
una porcidén de reconocimiento de antigeno dirigida contra BCMA y una
porcidén de activacidn de célula T, caracterizado porque la porcidn de
reconocimiento de antigeno es un anticuerpo monoclonal o fragmento de
anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1 a 14.

46. Un receptor de antigeno quimérico (CAR) de acuerdo con
la modalidad 45, caracterizado porque comprende:

(1) una porcién de reconocimiento de antigeno de maduracidén de
células B (BCMA) ;

(ii) un dominio de espaciador; vy

(ii) un dominio de transmembrana; vy

(1ii) un dominio de sefializacidédn de células T intracelular.

47. Un receptor de antigeno quimérico (CAR) de acuerdo con
la modalidad 45 o 46, caracterizado porque la porciédn de
reconocimiento de antigeno es un anticuerpo monoclonal o fragmento de
anticuerpo que se une especificamente a BCMA, caracterizado porque
comprende una regién CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y una regidén CDR3L de
la SEQ ID NO: 20 y una combinacién de regidédn CDR1H, CDR2H, CDR1L vy
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CDR2L seleccionada del grupo de

a) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regiétn CDR1L de la SEQ ID NO: 23, y la regién CDR2L de la SEQ ID
NO: 24,

b) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regién CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 25, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
26,

c) regidén CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 27, y regidédn CDR2L de la SEQ ID NO:
28,

d) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
30, regidén CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32,

e) regidn CDR1H de la SEQ ID NO: 34 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
35, regidén CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32, y

f) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 36 y regidédn CDR2H de la SEQ ID NO:
37, regidén CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32.

48. Una secuencia de 4cido nucleico aislada o purificada que
codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR), de acuerdo con
cualquiera de las modalidades 45 a 47.

49. Un método de generacidén de un anticuerpo monoclonal que
se une especificamente a BCMA, que agota como anticuerpo biespecifico
de acuerdo con cualquiera de las modalidades 15 a 3 6 células de
plasma malignas humanas en aspirados de médula ésea de mieloma
miltiple MM de una manera a al menos 80% después de 48 horas de
tratamiento en una concentracién de entre 10 nM y 1 fM de anticuerpo
anti-BCMA, caracterizado por
a) cribar una biblioteca de expresidén en fagos de cadena pesada (VH)
variable de la SEQ ID NO: 9 con BCMA cynomolgus 1-50 nM en 1-3 rondas

y seleccionar una cadena pesada variable, que cuando se combina con
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la cadena ligera variable de la SEQ ID NO: 11 a un anticuerpo

biespecifico de acuerdo con cualquiera de las modalidades 15 a 36
agota tales células de plasma malignas humanas de tal manera,

c) cribar una Dbiblioteca de expresiédn en fagos de cadena ligera
variable (VL) de la SEQ ID NO: 11 con BCMA cynomolgus 1-50 nM en 1-3
rondas y b) seleccionar una cadena ligera variable, que cuando se
combina con la cadena pesada variable de la SEQ ID NO: 9 a un
anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquiera de las modalidades
15 a 36 agota tales células de plasma malignas humanas de tal manera,
y

combinar la cadena pesada variable seleccionada y la cadena ligera
variable seleccionada con un anticuerpo biespecifico de acuerdo con
cualquiera de las modalidades 4 a 16 agota tales células de plasma
malignas humanas de tal manera.

50. Una composicidén farmacéutica que comprende un anticuerpo
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36 y 45 a
47, mpara uso como un medicamento en el tratamiento de mieloma
miltiple o lupus eritematoso sistémico o leucemia de células de
plasma o AL-amiloidosis.

En una modalidad, la unidén del anticuerpo de acuerdo con la
invencidén no se reduce en 100 ng/ml de APRIL por mas de 20% medido en
un ensayo ELISA como OD a 405 nm en comparaciédn con la unidén del
anticuerpo a BCMA humano sin APRIL, no altera la activacién de NF-kB
dependiente de APRIL por mas de 20%, en comparacién con APRIL, y no
altera la activacién de NF-kB sin APRIL por mas de 20%, en
comparacién con el anticuerpo.

En una modalidad, la unidén del anticuerpo en una
concentracién de 6.25 nM no se reduce en 140 ng/ml de APRIL murino
por més de 10%, preferiblemente no se reduce en mds de 1% medido en
un ensayo ELISA como OD a 450 nm en comparaciédn con la unidén del
anticuerpo a BCMA humano sin APRIL. La unidén del anticuerpo en una

concentracién de 50 nM no se reduce en 140 ng/ml de APRIL murino por
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més de 10%, medido en un ensayo ELISA como OD a 450 nm, en

comparacién con la unidén del anticuerpo a BCMA humano sin APRIL.

En una modalidad, la unidén del anticuerpo no se reduce en
100 ng/ml de APRIL y no se reduce en 100 ng/ml de BAFF por més de 20%
medido en un ensayo ELISA como DO a 405 nm en comparacién con la
unién del anticuerpo a BCMA humano sin APRIL o BAFF respectivamente,
el anticuerpo no altera la activacidén de NF-kB dependiente de APRIL
por mas de 20%, en comparacién con APRIL solo, no altera la
activacidén de NF-kB dependiente de BAFF en mas de 20%, en comparacidn
con BAFF solo, y no altera la activacidédn de NF-xB sin BAFF y APRIL
por mds de 20%, en comparacidédn con el anticuerpo.

En una modalidad, la unién del anticuerpo a BCMA humano no
se reduce en 100 ng/ml de APRIL por mas de 15%, medido en el ELISA,
no se reduce en 1000 ng/ml de APRIL, por méas de 20%, medido en el
ELISA, y no se reduce en 1000 ng/ml de APRIL por méds de 15%, medido
en el ELISA.

En una modalidad, la unién del anticuerpo a BCMA humano no
se reduce en 100 ng/ml de APRIL y no se reduce en 100 ng/ml de BAFF
durante més de 15%, medido en el ELISA, no se reduce en 1000 ng/ml de
APRIL y no se reduce en 1000 ng/ml de BAFF, por mas de 20%, medido en
el ELISA, no se reduce en 1000 ng/ml de APRIL y no se reduce en 1000
ng/ml de BAFF por més de 15%, medido en el ELISA.

En una modalidad, el anticuerpo de acuerdo con la invencidn
no altera la activacién de NF-kB dependiente de APRIL por mas de 15%,
no altera la activacién de NF-kB dependiente de BAFF por mas de 15%,
y no altera la activacién de NF-xB sin APRIL y BAFF por méas de 15%.

En una modalidad, la unién del anticuerpo a BCMA no se
reduce por APRIL, no se reduce por BAFF por méds de 25%, no méas de
20%, y no més de 10%, medida como unién del anticuerpo en una
concentracién de 5 nM, preferiblemente 50 nM y 140 nM a células NCI-
H929 (ATCC® CRL-9068™) en la presencia o ausencia de APRIL o

respectivamente BAFF en una concentracién de 2.5 ug/ml en comparacidn
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con la unién del anticuerpo a células NCI-H929 sin APRIL o BAFF

respectivamente.

En una modalidad, se proporcionan los siguientes ejemplos,
listado de secuencias y figuras para ayudar a la comprensién de la
presente invenciédn, cuyo verdadero alcance se expone en las
reivindicaciones adjuntas. Se entiende que pueden realizarse
modificaciones en los procedimientos expuestos sin apartarse del

espiritu de la invenciédn.

Materiales y métodos generales

Técnicas de ADN recombinante

Se usaron métodos estandar para manipular ADN como se
describe en Sambrook, J. et al., Molecular cloning: A laboratory
manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
York, 1989. Los reactivos bioldgicos moleculares se usaron de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La informacidédn general con
respecto a las secuencias de nuclebdtidos de 1las cadenas ligeras vy
pesadas de inmunoglobulinas humanas se dan en: Kabat, EA et al.,
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5% ed., NIH
Publication No. 91-3242. Los aminoacidos de las cadenas de
anticuerpos se numeraron y se mencionaron de acuerdo con Kabat, E.A.,
et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed.,
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD,
(1991) .

Sintesis de genes

a) Los segmentos de genes deseados se prepararon a partir de
oligonucledétidos preparados por sintesis quimica. Los segmentos de
genes de 600-1800 pb de largo, los cuales se flanquearon por sitios
de escisién de endonucleasa de restriccidédn singular, se ensamblaron
por  hibridacién y ligamiento de oligonucledtidos que incluyen

amplificacién por PCR y se clonaron posteriormente por los sitios
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de restriccidén indicados, por ejemplo, Kpnl/Sad o Ascl/Pacl en

pPCRScript (Stratagene) basado en el vector de clonacidén pGA4.
Las secuencias de ADN de los fragmentos de genes subclonados se
confirmaron por secuenciacién de  ADN. Los fragmentos de
sintesis génica se ordenaron de acuerdo con las
especificaciones dadas en Geneart (Regensburg, Alemania).

b) Se generaron segmentos de genes deseados cuando se
requirieron por PCR utilizando ©plantillas apropiadas o fueron
sintetizados por Geneart AG (Regensburg, Alemania) a partir de
oligonucledétidos sintéticos y productos de PCR por sintesis genética
automatizada. Los segmentos de genes flanqueados por sitios de
escisiébn de endonucleasa de restriccidén singular se clonaron en
vectores de expresidén estandar o en vectores de secuenciacidn para
analisis adicional. E1 ADN del plésmido se purificdé a partir de
bacterias transformadas usando kits de purificacidén de plésmidos
comercialmente disponibles. La concentracidédn de pléasmido se determind
por espectroscopia UV. La secuencia de ADN de los fragmentos de genes
subclonados se confirmdé por secuenciacidédn de ADN. Los segmentos de
genes se disefiaron con sitios de restriccidén adecuados para permitir
la subclonacidén en los respectivos vectores de expresidédn. Si es
requerido, los genes de codificacién de proteina se disefiaron con una
secuencia de ADN de extremo 5’ que codifica un péptido lider que se

dirige a las proteinas para la secrecidén en células eucariotas.

Determinacién de la secuencia de ADN
Las secuencias de ADN se determinaron por secuenciacién de

doble cadena.

Analisis de secuencia de ADN y proteina y manejo de datos de
secuencia
El paquete de software Clone Manager (Scientific &

Educational Software) versidén 9.2 se utilizdé para el mapeo de
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secuencias, el anadlisis, anotacidén e ilustracidn.

Vectores de expresién

a) Los genes de fusidén que comprenden las cadenas de
anticuerpos descritas como se describe a continuacidén se generaron
por PCR y/o sintesis génica y se ensamblaron con métodos y técnicas
recombinantes conocidos ©por conexidén de los segmentos de acido
nucleico correspondientes, por ejemplo usando sitios de restriccidn
Gtnicos en los respectivos vectores. Las secuencias de acidos
nucleicos subclonados se verificaron por secuenciacidén de ADN. Para
las transfecciones transitorias, se prepararon cantidades mayores de
los plésmidos por preparacidén de plasmido a partir de cultivos de E.
coli transformados (Nucleobond AX, Macherey-Nagel) .

b) Para la generacidédn de vectores de expresidn de anticuerpo
anti-BCMA, las regiones variables de las secuencias de ADN de cadena
pesada y ligera se subclonaron en armazdn ya sea con la cadena pesada
constante de IgGl humana o la cadena ligera constante de IgGl humana
previamente insertadas en el vector de expresidén de receptor genérico
respectivo optimizado para la expresién en lineas celulares de
mamiferos. La expresidn del anticuerpo es dirigida por un promotor de
MPSV quimérico que comprende un mejorador de CMV y un promotor de
MPSV seguido por un 5’ UTR, un intrén y un elemento de MAR de Ig
kappa. La transcripcién se termind por una secuencia de sefial de
poliA sintética en el extremo 3’ de CDS. Todos los vectores llevan
una secuencia de ADN del extremo 5’ que codifica un péptido lider que
se dirige a proteinas para la secrecidén en células eucaridticas.
Ademas, cada vector contiene wuna secuencia de EBV OriP para la
replicacién del plésmido episomal en células que expresan EBV EBNA.

c) Para la generacidn de vectores de anticuerpos
biespecificos BCMAxCD3, las moléculas biespecificas derivadas de IgGl
consisten al menos de dos porciones de unidén a antigeno capaces de

unirse especificamente a dos determinantes antigénicos distintos CD3
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y BCMA. Las porciones de wunién a antigeno son fragmentos Fab

compuestos de una cadena pesada y una cadena ligera, comprendiendo
cada una una regidén variable y una constante. Al menos uno de 1los
fragmentos Fab fue un fragmento “Crossfab”, en donde se
intercambiaban VH vy VL. El intercambio de VH vy VL dentro del
fragmento Fab asegura que los fragmentos Fab de especificidad
diferente no tienen arreglos de dominio idénticps. El1 disefio de 1la
molécula biespecifica fue monovalente para CD3 y bivalente para BCMA
en donde un fragmento Fab se fusiond con el extremo N terminal del
CrossFab interno (2 + 1). La molécula biespecifica contenia una parte
de Fc para gque la molécula tuviera wuna vida media larga. Una
representacién esquemdtica de los constructos se da en la Figura 2;
las secuencias preferidas de los constructos se muestran en las SEQ
ID NOs 39 a 52. Las moléculas se produjeron por cotransfeccidédn de
células HEK293 EBNA gque crecian en suspensidén con los vectores de
expresidén de mamiferos usando una solucidén basada en polimeros. Para
la preparaciédn de constructos 2 + 1 CrossFab-IgG, las células se

transfectaron con los vectores de expresidn correspondientes en una

relacién 1:2:1:1 (“vector Fc (perilla)”: “cadena ligera de vector”:
“cadena ligera de vector CrossFab”: “cadena pesada de vector-
CrossFab”) .

Técnicas de cultivo celular

Las técnicas de cultivo celular estédndar se usan como se
describe en Current Protocols in Cell Biology (2000), Bonifacino, J.
S., Dasso, M., Harford, J.B., Lippincott-Schwartz, J. y Yamada, KM

(eds.), John Wiley & Sons., Inc.

Expresién transitoria en células HEK293 (sistema HEK293-EBNA)
Los anticuerpos biespecificos se expresaron por
cotransfeccidén transitoria de los vectores de expresidén de mamifero

respectivos en células HEK293-EBNA, que se cultivaron en suspensioén,
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usando una solucidén Dbasada en polimero. Un dia antes de 1la

transfeccidn, las células HEK293-EBNA se sembraron a 1.5 células
viables Mio/ml en medio Ex-Cell, suplementado con L-Glutamina 6 mM.
Por cada ml de volumen de produccién final se centrifugaron 2.0
células viables Mio (5 minutos a 210 xg). El sobrenadante se aspird vy
las células se resuspendieron en 100 pl de medio CD CHO. El1 ADN para
cada ml de volumen de produccidén final se prepard mezclando 1 ug de
ADN (relacidn cadena pesada: cadena pesada modificada: cadena ligera:
cadena ligera modificada = 1:1:2:1) en 100 ul de medio CD CHO.
Después de la adicidén de 0.27 ulL de solucidn basada en polimeros (1
mg/mL) la mezcla se sometid a vértice durante 15 segundos y se dejdé a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de 10 minutos, las
células resuspendidas y la mezcla de solucidédn basada en ADN/polimero
se juntaron y luego se transfirieron a un recipiente apropiado gque se
colocd en un dispositivo de agitacién (37°C, 5% de CO,). Después de un
tiempo de incubacidén de 3 horas, se afiadieron 800 ul de medio Ex-
Cell, suplementado con L-Glutamina 6 mM, &acido wvalproico 1.25 mM vy
12.5% Pepsoy (50 g/l) por cada ml de volumen de produccidn final.
Después de 24 horas, se afiadieron 70 uL de solucidén de alimentacidn
para cada mL de volumen de produccidén final. Después de 7 dias o
cuando la viabilidad celular fue igual o menor de 70%, las células se
separaron del sobrenadante por centrifugacién y filtracidédn estéril.
Los anticuerpos se purificaron por una etapa de afinidad y una o dos
etapas de pulido, siendo la cromatografia de intercambio catidénico vy
la cromatografia de exclusidén por tamafio. Cuando sea necesario, se
utilizé una etapa de pulido adicional. El anticuerpo humano
recombinante anti-BCMA y los anticuerpos biespecificos se produjeron
en suspensién co-transfectando las células HEK293-EBNA con 1los
vectores de expresidédn de mamifero utilizando una solucidédn basada en
polimeros. Para la IgGl humana, un plésmido codificdé la cadena pesada
y el otro ©plasmido la cadena ligera. Para los anticuerpos

biespecificos se cotransfectaron cuatro pléasmidos. Dos de ellos



10

15

20

25

30

104
codificaron las dos cadenas pesadas diferentes vy las otras dos

codificaron las dos cadenas ligeras diferentes. Un dia antes de 1la
transfeccidn, las células HEK293-EBNA se sembraron a 1.5 células

viables Mio/ml en medio F17, suplementado con L-Glutamina 6 mM.

Determinacién de la proteina

La determinacién de la concentracién de anticuerpo se
realiz6é midiendo la absorbancia a 280 nm, usando el valor tedrico de
la absorbancia de una solucidén al 0.1% del anticuerpo. Este valor se
basé en la secuencia de aminodcidos y se calculd por el software

GPMAW (datos de Lighthouse).

SDS-PAGE

El sistema de gel NuPAGE® Pre-Cast (Invitrogen) se utilizd
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En particular, se
utilizé 10% o 4-12% de geles NuPAGE® Novex® Bis-TRIS Pre-Cast (pH
6.4) y un amortiguador de corrida NuPAGE® MES (geles reducidos, con
aditivo de amortiguador de corrida NuPAGE® Antioxidant) o MOPS (geles

no reducidos) .

Purificacién de proteinas
Por cromatografia de afinidad de proteina A

Para la etapa de afinidad, el sobrenadante se cargd en una
columna de proteina A (HiTrap Protein A FF, 5 ml, GE Healthcare)
equilibrada con 6 CV de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20
mM, pH 7.5. Después de una etapa de lavado con el mismo amortiguador,
el anticuerpo se eluydé de la columna por elucidn por etapas con
fosfato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 100 mM, glicina 100 mM, pH
3.0. Las fracciones con el anticuerpo deseado se neutralizaron
inmediatamente con fosfato de sodio 0.5 M, ©pH 8.0 (1:10), se
reunieron y se concentraron por centrifugacidén. E1 concentrado se

filtré bajo condiciones estériles y se procesd adicionalmente por
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cromatografia de intercambio catidénico y/o cromatografia de exclusidn

por tamafio.

Por cromatografia de intercambio catidnico

Para la etapa de cromatografia de intercambio catidénico, 1la
proteina concentrada se diluyé 1:10 con el amortiguador de elucidn
utilizado para la etapa de afinidad y se cargd en una columna de
intercambio catidénico (Poros 50 HS, Applied Biosystems). Después de
dos etapas de lavado con el amortiguador de equilibrio y un
amortiguador de lavado resp. de fosfato de sodio 20 mM, citrato de
sodio 20 mM, TRIS 20 mM, pH 5.0 y fosfato de sodio 20 mM, citrato de
sodio 20 mM, TRIS 20 mM, cloruro de sodio 100 mM pH 5.0, la proteina
se eluyd con un gradiente usando fosfato de sodio 20 mM, citrato de
sodio 20 mM, TRIS 20 mM, cloruro de sodio 100 mM, pH 8.5. Las
fracciones que contenian el anticuerpo deseado se agruparon, se
concentraron ©por centrifugacidn, se filtraron estériles y se

procesaron adicionalmente por una etapa de exclusidn por tamafio.

Por cromatografia de exclusidn por tamarfio analitica

Para la etapa de exclusidn por tamafio, la proteina
concentrada se inyectd en una columna XK16/60 HiLoad Superdex 200 (GE
Healthcare), e histidina 20 mM, cloruro de sodio 140 mM, pH 6.0 con o
sin Tween20 como amortiguador de formulacidén. Las fracciones que
contienen los monémeros se agruparon, se concentraron por centrifugacién y se

esterilizaron en un vial estéril.

Medicién de pureza y contenido de mondémeros

La pureza y el contenido de mondémeros de la preparacidédn de
proteina final se determinaron por CE-SDS (sistema Caliper LabChip
GXII (Caliper Life Sciences)) resp. de HPLC (columna de exclusidén por
tamafio analitica TSKgel G3000 SW XL (Tosoh)) en un fosfato de potasio

25 mM, cloruro de sodio 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina 200 mM,
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0.02% (p/v) azida de sodio, amortiguador de pH 6.7.

Confirmacién del peso molecular por analisis de LC-MS
Desglicosilacion

Para confirmar la preparacidén homogénea de las moléculas, se
analizé la solucién de proteina final por anédlisis de LC-MS. Para
remover la heterogeneidad introducida por los carbohidratos, 1los
constructos se trataron con PNGaseF (ProZyme). Por lo tanto, el pH de
la solucidén de proteina se ajustd a pH 7.0 por la adicidén de 2 ul de
Tris 2 M a 20 ug de proteina con una concentracidén de 0.5 mg/ml. Se

afladieron 0.8 ug de PNGaseF y se incubaron durante 12 h a 37°C.

Andlisis LC-MS - Deteccidén en linea

El método LC-MS se realizd en un Agilent HPLC 1200 acoplado
a un espectrédmetro de masas TOF 6441 (Agilent). La separacidn
cromatografica se realizdé en una columna Macherey Nagel Polysterene;
RP1000-8 (tamafio de particula 8 um, 4.6 x 250 mm; No. de catalogo
719510) . E1 eluyente A fue 5% de acetonitrilo y 0.05% (v/v) de &acido
férmico en agua, el eluyente B fue 95% de acetonitrilo, 5% de agua vy
0.05% de 4cido férmico. La velocidad de flujo fue 1 ml/min, la
separacién se realizdé a 40°C y 6 nug (15 ul) de una muestra de

proteina obtenida con un tratamiento como se describid anteriormente.

Tiempo (min) 3B
0.5 15

10 60

12.5 100
14.5 100
14.6 15

16 15

lo.1 100
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Durante los primeros 4 minutos, el eluido se dirigidé a los
desechos para proteger el espectrbédmetro de masas de la contaminacidn
por sal. La fuente de ESI funciondé con un flujo de gas de secado de
12 1/min, una temperatura de 350°C y una presién del nebulizador de
60 psi. Los espectros de MS se adguirieron wusando un voltaje
fragmentador de 380 V y se utilizdé un rango de masa de 700 a 3200 m/z
en modo de idén positivo. Los datos de MS fueron adquiridos por el

software del instrumento desde 4 a 17 minutos.

Aislamiento de PBMC humanas de la sangre

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se
prepararon por centrifugacidédn de densidad Histopaque a partir de
preparaciones de linfocitos enriquecidas (capas leucociticas)
obtenidas de bancos de sangre locales o de sangre fresca de donantes
humanos sanos. Brevemente, la sangre se diluyd con PBS estéril y se
superpusdé cuidadosamente sobre un gradiente Histopaque (Sigma,
H8889) . Después de la centrifugacidén durante 30 minutos a 450 xg a
temperatura ambiente (freno desconectado), se descartd parte del
plasma por encima de la interfase gque contenia PBMC. Las PBMC se
transfirieron a nuevos tubos Falcon de 50 ml vy los tubos se
rellenaron con PBS a un volumen total de 50 ml. La mezcla se
centrifugd a temperatura ambiente durante 10 minutos a 400 xg (freno
encendido). El sobrenadante se descartdé y el sedimento de PBMC se
lavé dos veces con PBS estéril (etapas de centrifugacién a 4°C
durante 10 minutos a 350 xg). La poblacién de PBMC resultante se
contdé automdticamente (ViCell) y se almacend en medio RPMI1640 que
contenia 10% de FCS y 1% de L-alanil-L-glutamina (Biochrom, KO0302) a

37°C, 5% de CO; en la incubadora hasta el inicio del ensayo.

Aislamiento de PBMC de cynomolgus primarias de sangre heparinizada
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Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se

prepararon por centrifugacién de densidad de sangre fresca de
donantes cynomolgus sanos, como sigue: la sangre heparinizada se
diluydé 1:3 con PBS estéril y el medio Lymphoprep (Axon Lab # 1114545)
se diluyé a 90% con PBS estéril. Dos volUmenes de la sangre diluida
se colocaron en capas sobre un volumen del gradiente de densidad
diluido y la fraccidén de PBMC se separd por centrifugacidén durante 30
minutos a 520 xg, sin freno, a temperatura ambiente. La banda de PBMC
se transfirié a un tubo Falcon de 50 ml nuevo y se lavd con PBS
estéril por centrifugacién durante 10 minutos a 400 xg a 4°C. Se
realizé6 una centrifugacién a baja velocidad para remover las
plagquetas (15 min a 150 x g, 4°C), y se contd automdticamente la
poblacidén de PBMC resultante (ViCell) vy se utilizd inmediatamente

para ensayos adicionales.

Ejemplos

Ejemplo 1: Generacién de anticuerpos anti-BCMA
Ejemplo 1.1: produccién de antigenos y reactivos de herramientas
Ejemplo 1.1.1: Dominio extracelular de BCMA recombinante, soluble vy
humano

Los dominios extracelulares de BCMA humano, cynomolgus vy
murino que se usaron como antigenos para las selecciones de expresién
en fagos se expresaron transitoriamente como fusién de Fc monomérica
N terminal en células HEK EBNA vy sitio in wvivo Dbiotinilado
especificamente a través de la coexpresidédn de BirA biotina ligasa en
la secuencia de reconocimiento de la marca de avi localizada en el
extremo C terminal de la parte de Fc que lleva la cadena del receptor
(cadena de perilla de Fc). Los dominios extracelulares de BCMA humano
y cynomolgus comprendian metionina 4 a asparagina 53 y metionina 4 a
asparagina 52, respectivamente. Estos se fusionaron en el extremo N
terminal a la bisagra de una IgGl humana que ©permite la

heterodimerizacién con una parte de Fc de IgGl humana no fusionada
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(cadena de agujero) por tecnologia de perillas en agujeros.

Ejemplo 1.1.1A: Generacién de anticuerpos anti-BCMA por maduracién
1.1.1A.1 Bibliotecas y selecciones

Se construyeron dos bibliotecas con base en el anticuerpo
83A10. Estas bibliotecas se aleatorizaron en CDR1 y CDR2 de la cadena
ligera (L1/L2 de 83A10) o CDR1 y CDR2 de la cadena pesada (H1/H2 de
83A10), respectivamente. Cada una de estas bibliotecas se construyd
por 2 etapas posteriores de amplificacidén y montaje. Los productos de
montaje final se han digerido por Ncol/BsiWI para la biblioteca L1/L2
de 83A10, MunI y Nhel para la biblioteca H1/H2 de 83A10, junto con
vectores aceptores tratados similarmente basados en las preparaciones
de plésmido del clon 83A10. Las siguientes cantidades de dominios V
(parciales) aleatorizados digeridos y vectores aceptores digeridos se
ligaron para las bibliotecas respectivas (ug de dominio V/ug de
vector): Dbiblioteca L1/L2 de 83A10 (3/10), biblioteca H1/H2 de
a.m.83A10 (3/10), Ligaciones purificadas de L1/L2 de 83A10 vy
bibliotecas H1/H2 de 83A10 se agruparon, respectivamente, vy se
utilizaron para 15 transformaciones de células TGl de E. coli para
cada una de las 2 bibliotecas, para obtener tamafios finales de
biblioteca de 2.44 x 10%° para la biblioteca L1/L2 de 83A10, y 1.4 x
10%° para la biblioteca H1/H2 de a.m.83A10. Las particulas de
fagémidos que muestran estas Dbibliotecas de Fab se rescataron vy
purificaron.
1.1.1A.2 Selecciones de clones

Las selecciones se realizaron contra el ectodominio del
antigeno de maduracién de células B humano o cyno (BCMA) al que se
clonaron cadena arriba una Fc y una marca de avi. Antes de las
selecciones, el agotador de Fc se revistidé sobre placas de
neutravidina a una concentracidén de 500 nM. Las selecciones se
realizaron de acuerdo con el siguiente patrén:

1) unién de ~ 10'? particulas de fagémido de biblioteca L1/L2
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de library.83A10 o Dbiblioteca H1/H2 de 83A10 a agotador de Fc

inmovilizado durante 1 h, 2) transferencia de particulas de fagémidos
no unidas de la biblioteca L1/L2 de library.83A10 o biblioteca HI1/H2
de 83A10 a BCMA humano o cyno 50 nM, 25 nM, 10 nM o 2 nM (dependiendo
de la ronda de seleccidén y biblioteca) durante 20 min, 3) adicidén de
perlas de estreptavidina magnéticas durante 10 min, 4) lavado de
perlas de estreptavidina magnéticas usando 10 x 1 ml de PBS/Tween® 20
y 10 x 1 ml de PBS, 5) elucidédn de particulas de fago por la adicidn
de 1 ml de TEA (trietilamina) 100 mM durante 10 min y neutralizacidn
por la adicidén de 500 pl de Tris ® IM/HC1 pH 7.4 y 6) re-infeccidn de
células TGl de E. coli en fase logaritmica, infeccidén con VCSM13 de
fago auxiliar y posterior precipitacidén de PEG/NaCl de particulas de
fagémidos para uso en rondas de seleccidn posteriores.

Las selecciones se realizaron durante 3 rondas vy las
condiciones se ajustaron en 5 lineas de corriente para cada una de
las 2 bibliotecas individualmente. En detalle, los parametros de
seleccidén fueron:

Linea de corriente 1 (huBCMA 50 nM para la ronda 1, cynoBCMA
25 nM para la ronda 2, huBCMA 10 nM para la ronda 3), Linea de
corriente 2 (huBCMA 50 nM para la ronda 1, huBCMA 10 nM para la ronda
2, huBCMA 2 nM para la ronda 3), Linea de corriente 3 (huBCMA 50 nM
para la ronda 1, huBCMA 25 nM para la ronda 2, cynoBCMA 10 nM para la
ronda 3), Linea de corriente 4 (huBCMA 50 nM para la ronda 1,
cynoBCMA 25 nM para la ronda 2, cynoBCMA 10 nM para la ronda 3),
Linea de corriente 5 (cynoBCMA 50 nM para la ronda 1, cynoBCMA 25 nM
para la ronda 2, cynoBCMA 10 nM para la ronda 3).

Las cadenas pesadas de los anticuerpos de BCMA Mab 21, Mab
22, Mab 33 y Mab 42 se derivaron de la Linea de corriente 5 que

utilizdé solamente cynoBCMA.

1.1.1A.3 Método de deteccidn

Los clones individuales se expresaron bacterianamente como
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cultivos de 1 ml en un formato de 96 cavidades y los sobrenadantes se

sometieron a una deteccidén por ELISA. Los enlazantes especificos se
definieron como seflales mayores de b5x de fondo para BCMA humano vy
cyno y seflales menores de 3x fondo para el agotador de Fc. Se
revistieron placas de retiro de 96 cavidades de neutravidina con
huBCMA 10 nM, 10 nM cyBCMA o agotador de Fc 50 nM seguido de 1la
adicidén de sobrenadantes bacterianos que contienen Fab y la deteccidn
de Fabs que se unen especificamente a través de sus marcas Flag
utilizando un anticuerpo secundario anti-Flag/HRP. Los clones
positivos a ELISA se expresaron bacterianamente como cultivos de 1 ml
en formato de 96 cavidades y los sobrenadantes se sometieron a un
experimento de deteccidén cinética ProteOn. Se identificaron 500

clones positivos, la mayoria de ellos con afinidad similar.

1.1.1.A.4 Andlisis de resonancia de plasmén superficial con Fab e IgG
solubles

70 clones fueron probados posteriormente por SPR. Todos los
experimentos se realizaron a 25°C utilizando PBST como amortiguador
de corrida (PBS 10 mM, pH 7.4 y 0.005% (v/v) de Tween® 20). Un
biosensor ProteOn XPR36 equipado con chips de sensor GLC y GLM vy
reactivos de acoplamiento (acetato de sodio 10 mM, pH 4.5, sulfo-N-
hidroxisuccinimida, clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida [EDC] y etanolamina) fue comprado de BioRad 1Inc.
(Hercules, CA). Las inmovilizaciones se realizaron a 30 upl/min en un
chip de GLM. IgG anti-hu de pAb (cabra), Ab especifico de F(ab)2
(Jackson) se acopld en direccidn vertical usando un procedimiento
estdndar de acoplamiento de amina: los seis canales de ligando se
activaron durante 5 min con una mezcla de EDC (200 mM) y sulfo-NHS
(50 mM). Inmediatamente después de que se activaron las superficies,
se 1inyectdé IgG anti-hu de pAb (cabra), anticuerpo especifico de
F(ab)2 (50 ug/ml, acetato de sodio 10 mM, pH 5) a través de los seis

canales durante 5 minutos. Finalmente, los canales se blogquearon con
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una inyeccién de 5 min de etanolamina-HC1 1 M (pH 8.5). Los niveles

de inmovilizacidén finales fueron similares en todos 1los canales,
variando desde 11000 a 11500 RU. Las variantes de Fab se capturaron
de sobrenadantes de e. coli por inyeccidén simultédnea a lo largo de
cinco de 1los canales horizontales completos separados (30 ul/min)
durante 5 min y dieron como resultado niveles que variaron desde 200
y 900 RU, dependiendo de la concentracién de Fab en el sobrenadante;
se 1inyectd medio acondicionado a 1lo largo del sexto canal para
proporcionar un blanco en linea con fines de doble referencia. Las
mediciones cinéticas de un disparo se realizaron por la inyeccidn de
una serie de diluciones de BCMA humano, cyno y de ratdén (50, 10, 2,
0.4, 0.08, 0 nM, 50 upl/min) durante 3 min a lo largo de los canales
verticales. La disociacidén se monitoredé durante 5 min. Los datos
cinéticos se analizaron en ProteOn Manager v. 2.1. El procesamiento
de los datos de punto de reaccidn implicd 1la aplicacidén de una
referencia de interpuntos y una etapa de doble referencia utilizando
una solucidén testigo amortiguadora en linea (Myszka, 1999). La
informacidén procesada desde inyecciones de replica de una sola toma
era adaptada a un simple modelo de unidén Langmuir sin transporte
masivo (O’ Shannessy et al., 1993).

Para las mediciones de IgG de sobrenadantes de producciones
de HEK en formato de 6 cavidades, las variantes de IgG se capturaron
de sobrenadantes de HEK293 por inyeccidén simultédnea a lo largo de
cinco de los canales horizontales completos separados (30 ul/min)
durante 5 min y dieron como resultado niveles, desde 200 a 400 RU; se
inyectdé medio acondicionado a lo largo del sexto canal para
proporcionar una solucién testigo en linea con fines de doble
referencia. Las mediciones cinéticas de un disparo se realizaron por
la inyeccién de una serie de diluciones de BCMA humano, cyno y de
ratén (25, 5, 1, 0.2, 0.04, 0 nM, 50 ul/min) durante 3 minutos a 1lo
largo de los canales verticales. La disociacidén se monitored durante

5 min. Los datos cinéticos se analizaron como se describid
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anteriormente. Las medidas de OSK se resumieron en la Tabla 2D; i/m,

medicidén no concluyente. Se encontrd que la afinidad a huBCMA estuvo
entre aproximadamente 50 pM a 5 nM. Se encontré que la afinidad a
cynoBCMA estuvo entre aproximadamente 2 nM a 20 nM (pocos clones

cayeron fuera del rango, ver Figura 17).

1.1.1A5. Seleccidén adicional de clones de HC y LC

Debido a su experiencia 1los inventores seleccionaron de
estos 70 clones adicionales 27 clones en base en sus propiedades de
unién a huBCMA, cynoBCMA, murinoBCMA, vy 1la relacidén, medidos en
diferentes ensayos. De estos clones se seleccionaron clones 4VH vy
9VL, lo que da como resultado 34 combinaciones de VH/VL. Se midid la
afinidad de unidén en células HEK-huBCMA (Figura 18 y Tabla 2E). Se
descubridé que la unidén de anticuerpos Mab 21, Mab 22, Mab 27, Mab 39
y Mab 42 a huBCMA en células HEK no fue significativamente mejor que
la unién de Mab 83A10 a células huBCMA-HEK. Sin embargo, se
seleccionaron Mab2l, Mab 22, Mab27, Mab33, Mab39% y Mab42 debido a sus
propiedades generales, como afinidad por huBCMA, c¢ynoBCMA, unidén a
lineas celulares de mieloma multiple positivas a BCMA H929, L363 vy
RPMI-8226 por citometria de flujo, potencia de matanza de células de
mieloma H929, L363 y RPMI-8226, de células de plasma de mieloma
viables de aspirados de médula ésea de pacientes, vy datos de
farmacocinética (PK) y farmacodinamia (matanza de células positivas a

BCMA) en monos cynomolgus.

Tabla 2C: Relacidén de anticuerpos con lineas de corriente

Derivado de Clon Derivado de Clon
Mab No.
biblioteca 2 (HC) HC biblioteca 1 (LC) LC
Linea de 5F04 Linea de 1D04
Mab 21
corriente 5 corriente 1
Mab 22 Linea de 5Fr04 Linea de 1C05
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corriente 5 corriente 1
Linea de 1A08 Linea de 1D04
Mab 27
corriente 1 corriente 1
Linea de 5D03 Linea de 1D04
Mab 33
corriente 5 corriente 1
Linea de 2E12 Linea de 1D04
Mab 39
corriente 2 corriente 1
Linea de 5Fr04 Linea de 5A11
Mab 42
corriente 5 corriente 5
Tabla 2D: Mediciones de afinidad cinética de wun disparo
humano, cynomolgus y de ratdn
KD KD KD
Mab No. VH VL
huBCMA cyBCMA muBCMA
83A10 pCON1532 pCON1080 1.5E-09 1.4E-08 i/m
Mab 21 pCON1531 pCON1522 2.8E-11 5.1E-11 7.3E-10
Mab 22 pCON1531 pCON1521 4,.8E-11 i/m 9.0E-10
Mab 27 pCON1520 pCON1522 3.9E-13 1,0E-10 9.7E-10
Mab 33 pCON1530 pCON1522 1.7E-11 3.4E-11 4.9E-10
Mab 39 PCON1524 PCON1522 6.2E-11 | 2.7E-10 i/m
Mab 42 pCON1531 pCON1527 2.3E-10 3.9E-10 2.5E-09
Tabla 2E: Unidén de variantes de IgG en células HEK-huBCMA
EC50 de
EC50 de
Mab No VH VL unién
unién [nM]
(ng/ml]
83A10 PCON1532 PCON1080 2. 0.34
Mab 14 PCON1530 PCON1527 1.47 0.21

a

BCMA
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Mab 21 pCON1531 PCON1522 2.46 .35
Mab 22 PCON1531 pCON1521 2.08 .30
Mab 23 PCON1531 PCON1519 4.97 .71
Mab 27 PCON1520 PCOM1522 10.57 .52
Mab 28 PCON1520 PCOM1521 11.34 .63
Mab 30 PCON1530 PCON1526 10.35 .49
Mab 31 PCON1530 PCON1525 1.34 .19
Mab 33 pCOM1530 PCON1522 1.18 .17
Mab 34 PCON1530 PCON1521 1.24 .18
Mab 35 PCON1530 PCON1519 1.63 .23
Mab 39 PCON1524 PCON1522 1.73 .25
Mab 42 PCON1531 pCON1527 2.10 .30
Mab 44 PCON1520 PCON1527 1.55 .22

Ejemplo 1.2: Células que expresan BCMA como herramientas

Ejemplo 1.2.1:

Lineas celulares de mieloma humanas que expresan BCMA

en su superficie y cuantificacién del numero de receptores de BCMA en
la superficie celular
La expresién de BCMA se evalud en cinco lineas celulares de

mieloma humanas (NCI-H929, RPMI-8226, U266Bl, L-363 vy JJN-3) por

((H929)
en 80-90% de RPMI 1640 con 10-20% de FCS inactivado por

citometria de flujo. Se cultivaron células NCI-H929 ATCC®

CRL-9068™)
calor y podrian contener L-Glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM vy

mercaptoetanol 50 uM. Se cultivaron células RPMI-8226 ((RPMI) ATCC®

CCL-155™) en un medio que contenia 90% de RPMI 1640 y 10% de FCS
inactivado por calor. Las células U266B1 ((U266) ATCC® TIB-196™) se
cultivaron en medio RPMI-1640 modificado para contener L-glutamina 2
mM, HEPES 10 mM, piruvato de sodio 1 mM, 4500 mg/L de glucosa y 1500
mg/L de bicarbonato de sodio y 15% de FCS inactivado por calor. Se
Institute DSMZ - Coleccidn

cultivd la linea celular L-363 (Leibniz
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Alemana de microorganismos y cultivos celulares, DSMZ No. ACC 49) en

85% de RPMI 1640 y 15% de FCS inactivado por calor. La linea celular
JJIN-3 (DSMZ No. ACC 541) se cultivdé en 40% de MEM de Dulbecco + 40%
MDM de 1Iscove + 20% de FBS inactivado por calor. Brevemente, 1las
células se recolectaron, se lavaron, se contaron para su viabilidad,
se resuspendieron a 50,000 células/cavidad de una placa de fondo
redondo de 96 cavidades vy se incubaron con anticuerpo anti-BCMA
humano (Abcam, # ab54834, IgGl de ratdén) a 10 pg/ml durante 30 min a
4°C (para evitar la internalizacién). Se utilizd IgGl de ratdén como
control de isotipo (BD Biosciences, # 554121). Las células se
centrifugaron luego (5 minutos a 350 xg), se lavaron dos veces y se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratdédn conjugado con FITC
durante 30 minutos a 4°C. Al final del tiempo de incubacidbn, las
células se centrifugaron (5 minutos a 350 xg), se lavaron dos veces
con amortiguador FACS, se resuspendieron en 100 ul de amortiguador
FACS y se analizaron en un dispositivo CantoIl que ejecutaba el
software FACS Diva. La cuantificacidén relativa del nuUmero de
receptores de BCMA en la membrana de superficie de H929, RPMI-8226 vy
lineas celulares de mieloma U266Bl1 se evaluaron por andlisis QIFIKIT
(Dako, n# KO0078, siguiendo las instrucciones del fabricante). Las
células H929 expresaron BCMA humano con la densidad mas alta, hasta
5-6 veces mads dque otras lineas celulares de mieloma. H929 se
considera como una linea celular de mieloma que expresa BCMA alto en
comparacién con U266 y L363 que son células de mieloma que expresan
BCMA media/baja, RPMI-8226 que son células de mieloma que expresan
BCMA baja y JJIN-3 que son células de mieloma que expresan BCMA muy
bajo. La Tabla 3 resume el numero relativo de receptores de BCMA en
la superficie celular de lineas celulares de mieloma mUltiple humanas

por cada experimento (n = 5).

Tabla 3: Cuantificacidén del numero de receptores de BCMA en 1la

superficie de membrana de las lineas celulares de mieloma humanas
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H929, L363, RPMI-8226, U266Bl y JJN-3

Lineas Capacidad especifica de unién al antigeno (SABC)
celulares
de Experime | Experime | Experime | Experime | Experime
mieloma nto 1 nto 2 nto 3 nto 4 nto 5
humanas
H929 19357 54981 44800 100353 98050
L363 16,970 / 11300 11228 /
U266 (B1) / 12852 11757 / 9030
RPMI-8226 1165 5461 / 11361 2072
JIN-3 / / / / 650

Ejemplo 2: Ensayos de unién a BCMA: resonancia de plasmén superficial
Evaluacidén de la unidén de anticuerpos anti-BCMA a BCMA
recombinante por resonancia de plasmdén superficial (SPR) de 1la
siguiente manera. Todos los experimentos de SPR se realizaron en un
Biacore T200 a 25°C con HBS-EP como amortiguador de corrida (HEPES
0.01 M, pH 7.4, NaCl 0.15 M, EDTA 3 mM, 0.005% de Tensioactivo P20,
Biacore, Freiburg/Alemania). Se determindé la avidez de la interaccidn
entre los anticuerpos anti-BCMA vy Fc(kih) de BCMA recombinante
(humano vy c¢inomolgus). El1 Fc(kih) de BCMA humano y cynomolgus
recombinante biotinilado se acopld directamente en un chip de SA
después de las instrucciones (Biacore, Freiburg/Alemania). E1 nivel
de inmovilizacidén varidé desde 200 a 700 RU. Los anticuerpos anti-BCMA
se pasaron a un rango de concentracidén de 2 veces (1.95 a 500 nM) con
un flujo de 30 uL/minuto a través de las células de flujo durante 120
segundos. La disociacidén se monitored durante 180 segundos. Las

diferencias del indice de refraccidén masivo se corrigieron restando
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la respuesta obtenida en la celda de flujo de referencia. Aqui, 1los

anticuerpos anti-BCMA se hicieron fluir sobre una superficie wvacia
previamente activada y desactivada como se describe en el kit de
acoplamiento de amina estandar. Las constantes cinéticas aparentes se
derivaron utilizando el software de evaluacidén Biacore T200 (VvAA,
Biacore AB, Uppsala/Suecia), para ajustar las ecuaciones de velocidad
para la unidén de Langmuir 1:1 por integracidédn numérica, a pesar de la
bivalencia de la interaccidén para propdsitos de comparacidn. La
afinidad de la interaccidén entre anticuerpos anti-BCMA vy Fc(kih) de
BCMA humano recombinante también se determind. El1 anticuerpo Fab
antihumano (GE Healthcare) se acopld directamente en un chip de CM5 a
pH 5.0 wusando el kit de acoplamiento de amina estédndar (Biacore,
Freiburg/Alemania). El nivel de inmovilizacién fue de aproximadamente
6500 RU. El anticuerpo anti-BCMA fue capturado durante 90 segundos a
25 nM. El1 Fc(kih) de BCMA humano recombinante se pasd a un rango de
concentracién de 4 wveces (1.95 a 500 nM) con un flujo de 30
uL/minutos a través de las células de flujo durante 120 segundos. La
disociacidédn se monitoredé durante 120 segundos. Las diferencias del
indice de refraccidén masivo se corrigieron restando la respuesta
obtenida en la celda de flujo de referencia. Aqui, se hizo fluir BCMA
recombinante sobre una superficie con anticuerpo Fab antihumano
inmovilizado pero sobre el cual se habia inyectado HBS-EP en lugar de
anticuerpo anti-BCMA. Las constantes cinéticas se derivaron
utilizando el software de evaluacidén Biacore T100 (vAA, Biacore AB,
Uppsala/Suecia), para ajustar las ecuaciones de velocidad para la

unién de Langmuir 1:1 por integracidén numérica (Tabla 4).

Tabla 4. Constantes de afinidad determinadas por las ecuaciones de

velocidad de ajuste para la unidén de Langmuir 1:1

Ligando Analito Kon [1/Ms] Koff KD [M]
[1/s]




119

Fc(kih) de 5.07E + 05 .92E-03 | 5.76E-09
IgG de huBCMA
83A10 Fc(kih) de 2.29E + 05 .03E-02 | 8.86E-08
cynoBCMA
Fc(kih) de 8.51 + 05 .39E-05 | 5.16E-11
IgG de Mab huBCMA
21 Fc (kih) de 4.91E + 05 .35E-04 | 4.78E-10
cynoBCMA
Fc (kih) de 8.14E + 05 .15E-05 | 6.33E-11
IgG de Mab huBCMA
22 Fc (kih) de 4.54E + 05 .42E-04 | 9.74E-10
cynoBCMA
Fc (kih) de 8.03E + 05 .98E-04 | 3.71E-10
IgG de Mab huBCMA
42 Fc (kih) de 7.07E + 05 .53E-04 | 6,41-10
cynoBCMA
Fc (kih) de 3.59E + 05 .93E-05 | 1.65E-10
IgG de Mab huBCMA
27 Fc (kih) de 2.16E + 05 .55E-04 | 2.11E-09
cynoBCMA
Fc (kih) de 2.00E + 05 .55E-05 | 1.78E-10
IgG de Mab huBCMA
33 Fc (kih) de 1.32E + 05 .76E-05 | 7.39E-10
cynoBCMA
Fc (kih) de 3.61E + 05 .58E-05 | 1.55E-10
IgG de Mab HUBCMA
39
Fc (kih) de 2.15E + 05 .67E-04 | 2.17E-09
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cynoBCMA

Ejemplo 3: Abertura de afinidad humana/cynomolgus (hu/cyno)

Con base en los valores de afinidad descritos en el Ejemplo
2, se compard la afinidad de 1los anticuerpos anti-BCMA con BCMA
humano vs. BCMA cynomolgus y se calcularon los valores de relacidn de
afinidad cyno/hu (abertura) (Tabla 5). La abertura de afinida cyno/hu
se calculd como la afinidad del anticuerpo a BCMA cynomolgus dividida
por la afinidad a BCMA humano y significa que el anticuerpo de BCMA
se une a BCMA humano con x veces afinidad de unidén que a BCMA
cynomolgus, donde x = valor de abertura cyno/hu. Los resultados se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Afinidad de anticuerpos anti-BCMA a BCMA humano vs. BCMA

cynomolgus y valores de abertura hu/cyno

IgG de a- Kp de BCMA KD de BCMA Abertura de

BCMA humano [M] cynomolgus [M] afinidad
cyno/hu

83A10 5.76E-09 8.86E-08 15.3

Mab 21 5.16E-11 4.78E-10 9.3

Mab 22 6.33E-11 9.74E-10 15.4

Mab 42 3.71E-10 6,41E-10 1.7

Mab 27 1.65E-10 2.11E-09 12.7

Mab 33 1.78E-10 7.39E-10 4.2

Mab 39 1.55E-10 2.17E-09 14

Ejemplo 4: Generacién de anticuerpos biespecificos de células T anti-

BCMA/anti-CD3
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Se generaron anticuerpos biespecificos de células T anti-

BCMA/anti-CD3 de acuerdo con W02014/122144, que se incorpora como

referencia.

Ejemplo 4.1: Anticuerpos anti-CD3

El término “CD3es o CD3” como se usa en la presente se
refiere a CD3e humano descrito en UniProt PO07766 (CD3E HUMAN). El
término “anticuerpo contra CD3, anticuerpo anti-CD3” se refiere a un
anticuerpo que se une a CD3e. Preferiblemente, el anticuerpo
comprende un dominio variable de VH que comprende las CDR de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 1, 2 y 3 como respectivamente CDR1, CDR2 vy
CDR3 de cadena pesada y un dominio wvariable de VL que comprende las
CDR de cadena ligera de la SEQ ID NO: 4, 5 y 6 como respectivamente
CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera. Preferiblemente, el anticuerpo
comprende los dominios variables de la SEQ ID NO: 7 (VH) y SEQ ID NO:
8 (VL). El1l anticuerpo anti-CD3 como se describid anteriormente se utilizd
para generar los anticuerpos biespecificos de células T que se usaron en 1os

siguientes ejemplos.

Ejemplo 4.2: Generacién de anticuerpos biespecificos de células T
anti-BCMA/anti-CD3 de formato 2 + 1 que contiene Fc

Los ADNc que codifican 1las cadenas pesadas vy ligeras
completas de los anticuerpos de IgGl anti-BCMA correspondientes asi
como los ADNc de VH y VL de anti-CD3 se usaron como los materiales de
partida. Para cada anticuerpo biespecifico, se involucraron cuatro
cadenas de proteinas que comprenden las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo anti-BCMA correspondiente y las cadenas pesada y ligera
del anticuerpo anti-CD3 descrito anteriormente, respectivamente. Con
el fin de minimizar la formacidén de productos secundarios con cadenas
pesadas mal emparejadas, por ejemplo con dos cadenas pesadas del
anticuerpo anti-CD3, se usa una regién de Fc heterodimérica mutada

que porta “mutaciones de perilla en agujero” y un enlace de disulfuro
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disefiado, como se describe en W02009080251 y en W02009080252. Para

minimizar la formacidédn de productos secundarios con cadenas ligeras
mal emparejadas, por ejemplo con dos cadenas ligeras del anticuerpo
anti-BCMA, se aplicdé un cruce de kappa constante de CH1 x a las
cadenas pesada y ligera del anticuerpo anti-CD3 usando el metodologia
descrita en W02009080251 y en W02009080252.

a) Un anticuerpo biespecifico de células T anti-BCMA/anti-
CD3 con un formato 2 + 1 es decir (Fab), biespecifico x anticuerpo
(Fab) que es Dbivalente para BCMA y monovalente para CD3 tendria
ventajas sobre la potencia, previsibilidad para la eficacia vy
seguridad porque se uniria preferentemente al BCMA de objetivo de
tumor y evitaria el sumidero de anticuerpo CD3, por lo tanto, una
mayor probabilidad de exposicidén al farmaco se centra en el tumor.

El anticuerpo biespecifico de células T anti-BCMA/anti-CD3
del formato 2 + 1 (es decir (Fab), biespecifico x anticuerpo (FAb)
bivalente para BCMA y monovalente para CD3 con Fc fueron producidos
para los anticuerpos BCMA humanos seleccionados previamente. ADNc que
codifican los Fab completos (dominios de VH y CHl1 de cadena pesada
més los dominios de VL y CL de cadena ligera) de los anticuerpos de
IgGl anti-BCMA correspondientes asi como los ADNc de VH y VL anti-CD3
se usaron como los materiales de partida. Para cada anticuerpo
biespecifico, las cuatro cadenas de proteina estuvieron implicadas
comprendiendo las cadenas pesada y ligera del anticuerpo anti-BCMA
correspondiente y las cadenas pesada y ligera del anticuerpo anti-CD3
descrito anteriormente, respectivamente, con regiones de Fc.

Brevemente, cada anticuerpo biespecifico se produjo por co-
transfeccidén simultédnea de cuatro vectores de expresidén de mamifero
que codifican, respectivamente: a) el ADNc de cadena ligera completa
del anticuerpo BCMA correspondiente, b) un ADNc de fusidén generado
por métodos de biologia molecular estandar, tal como PCR de empalme-

superposicidén-extensidn, que codifica una proteina de fusidn hecha de
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(en orden de extremo N a C terminal) secuencia lider secretora, Fab

(CH seguida por dominios de CH1) del anticuerpo anti-BCMA
correspondiente descrito anteriormente, un enlazante de
glicerina (Gly) -serina (Ser) flexible con la secuencia Gly-Gly-Gly-Gly-
Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, Fab (VH seguida por dominios de CH1l) del
anticuerpo anti-BCMA correspondiente descrito anteriormente, un
enlazante de glicina(Gly)-serina (Ser) flexible con la secuencia Gly-
Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, la VH del anticuerpo anti-CD3
descrito anteriormente y el dominio kappa constante de un ADNc de
cadena ligera humana, c¢) un ADNc de fusidén generado por métodos de
biologia molecular estandar, tal como PC de empalme-superposicidn-
extensidédn, que codifica una proteina de fusidén hecha de (en orden de
extremo N- a C- terminal) secuencia lider secretora, VL del
anticuerpo anti-CD3 descrito anteriormente, dominio de CHl1 constante
de un ADNc de IgGl humana. Co-transfeccidén de células de mamiferos vy
produccidén y purificacidén de anticuerpos usando los métodos descritos
anteriormente para la produccidén de anticuerpos de IgGl humanos o
humanizados, con una modificacidn: para la purificacién de
anticuerpos, 1la primera etapa de captura no se realizdé usando
Proteina A, sino que se realizd usando una columna de cromatografia
de afinidad empacada con una resina que se une a la regidén constante
de cadena ligera kappa humana, tal como KappaSelect (GE Healthcare
Life Sciences). Ademads, se puede incluir un disulfuro para aumentar
la estabilidad y los rendimientos, asi como residuos adicionales que
forman puentes idénicos % aumentar los rendimientos de
heterodimerizacidédn (EP 1870459A1) .

Para la generacidén de vectores de anticuerpos biespecificos
BCMAxCD3, las moléculas biespecificas derivadas de IgGl consisten al
menos de dos porciones de unidén al antigeno capaces de unirse
especificamente a dos determinantes antigénicos distintos CD3 y BCMA.
Las porciones de unién al antigeno fueron fragmentos Fab compuestos

de una cadena pesada y una cadena ligera, que comprendian cada una
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una regidén variable y una constante. Al menos uno de los fragmentos

Fab fue un fragmento Y“Crossfab”, en donde se intercambiaron 1los
dominios constantes de la cadena pesada vy ligera de Fab. El
intercambio de dominios constantes de cadena pesada y ligera dentro
del fragmento Fab asegura que los fragmentos Fab de especificidad
diferente no tienen arreglos de dominio idénticos Y, por
consiguiente, no intercambian cadenas ligeras. El disefio de la
molécula biespecifica fue monovalente para CD3 y bivalente para BCMA
en donde un fragmento Fab se fusiondé con el extremo N terminal del
CrossFab interno (2 + 1). La molécula biespecifica contenia una parte
de Fc para tener una vida media mas larga. Una representacidn
esquematica de los constructos se da en las Figuras 1-3; las
secuencias de las construcciones preferidas se muestran en la Tabla
2A. Las moléculas se produjeron por co-transfeccidén de células EBNA
HEK293 que crecian en suspensidén con los vectores de expresidn de
mamiferos usando solucidén basada en polimero. Para la preparacidén de
constructos 2 + 1 CrossFab-IgG, las células se transfectaron con los
vectores de expresidn correspondientes en una relacidén 1:2:1:1
(“"Fc (perilla) de wvector”: “cadena ligera de vector”: “cadena ligera

de vector CrossFab”: “cadena pesada de vector-CrossFab”).

Ejemplo 4.3: Generacién de anticuerpos biespecificos de células T
anti-BCMA/anti-CD3 para comparacién

La generacién de BCMA50-sc(Fv), (también conocido como
BCMA50-BiTE®), anticuerpo biespecifico de células T anti-BCMA/anti-
CD3 vy 1las secuencias de aminodcidos wusadas fueron de acuerdo con

W02013072406 y W02013072415.

Ejemplo 5: Produccién y purificacién de anticuerpos biespecificos de
células T que contienen Fc de anti-BCMA/anti-CD3 (2 + 1) con
variantes de carga

Los anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-
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CD3 se produjeron y purificaron de acuerdo con W02014/122144, gue se

incorpora como referencia.

Para la produccién de los anticuerpos biespecificos, se
expresaron anticuerpos Dbiespecificos por cotransfeccidén transitoria
de los respectivos vectores de expresién de mamifero en células
HEK293-EBNA, que se cultivaron en suspensidén, usando una solucidn
basada en polimero. Un dia antes de 1la transfeccidén, las células
HEK293-EBNA se sembraron a 1.5 células viables Mio/ml en medio Ex-
Cell, suplementado con L-Glutamina 6 mM. Por cada ml de volumen de
produccién final se centrifugaron 2.0 células viables Mio (5 minutos
a 210 x g). El sobrenadante se aspirdé y las células se resuspendieron
en 100 ul de medio CD CHO. E1 ADN para cada ml de wvolumen de
produccidén final se prepard mezclando 1 pg de ADN (relacidén de cadena
pesada: cadena pesada modificada: <cadena ligera: <cadena 1ligera
modificada = 1:1:2:1) en 100 upul de medio CD CHO. Después de la
adicién de 0.27 plL de solucidén Dbasada en polimeros (1 mg/mL) la
mezcla se sometid a voértice durante 15 segundos y se dejdé a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de 10 minutos, las
células resuspendidas y mezcla de ADN/solucidén a base de polimero se
pusieron Jjuntas y luego se transfirieron en un recipiente adecuado
que se colocd en un dispositivo de agitacidén (37°C, 5% de COy).
Después de un tiempo de incubacidén de 3 horas, se afiadieron 800 upl de
medio Ex-Cell, suplementado con L-Glutamina 6 mM, &cido wvalproico
1.25 mM y 12.5% de Pepsoy (50 g/l) por cada ml de volumen de
produccién final. Después de 24 horas, se afiadieron 70 upuL de soluciédn
de alimentacidén por cada mL de volumen de produccién final. Después
de 7 dias o cuando la viabilidad celular fue igual o menor de 70%,
las células se separaron del sobrenadante por centrifugacién vy
filtracidén estéril. Los anticuerpos se purificaron por una etapa de
afinidad y una o dos etapas de pulido, siendo la cromatografia de
intercambio catidénico y cromatografia de exclusidén por tamafio. Cuando

fue necesario, se utilizd una etapa de pulido adicional.
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Para la etapa de afinidad, el sobrenadante se cargd en una

columna de proteina A (HiTrap Protein A FF, 5 ml, GE Healthcare)
equilibrada con 6 CV de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20
mM, pH 7.5. Después de una etapa de lavado con el mismo amortiguador,
el anticuerpo se eluyd de la columna por elucidn por paso con fosfato
de sodio 20 mM, cloruro de sodio 100 mM, glicina 100 mM, pH 3.0. Las
fracciones con el anticuerpo deseado se neutralizaron inmediatamente
con fosfato de sodio 0.5 M, pH 8.0 (1:10), se agruparon Yy se
concentraron por centrifugaciédn. El1 concentrado se filtrd Dbajo
condiciones estériles y se procesdé adicionalmente por cromatografia
de intercambio catidnico y/o cromatografia de exclusidn por tamafio.

Para la etapa de cromatografia de intercambio catidnico, la
proteina concentrada se diluydé 1:10 con el amortiguador de elucidn
utilizado para la etapa de afinidad y se cargd en una columna de
intercambio catidénico (Poros 50 HS, Applied Biosystems). Después de
dos etapas de lavado <con el amortiguador de equilibrio vy un
amortiguador de lavado resp. de fosfato de sodio 20 mM, citrato de
sodio 20 mM, TRIS 20 mM, pH 5.0 y fosfato de sodio 20 mM, citrato de
sodio 20 mM, TRIS 20 mM, cloruro de sodio 100 mM pH 5.0, la proteina
se eluyd con un gradiente usando fosfato de sodio 20 mM, citrato de
sodio 20 mM, TRIS 20 mM, cloruro de sodio 100 mM pH 8.5. Las
fracciones que contenian el anticuerpo deseado se agruparon, se
concentraron por centrifugacién, se filtraron estériles y se
procesaron adicionalmente por una etapa de exclusidén por tamafio.

Para la etapa de exclusidén por tamafio, la proteina
concentrada se inyectd en una columna XK16/60 HiLoad Superdex 200 (GE
Healthcare), e histidina 20 mM, cloruro de sodio 140 mM, pH 6.0 con o
sin Tween20 como amortiguador de formulacidén. Las fracciones que
contenian los mondémeros se agruparon, se concentraron por
centrifugacién y se esterilizaron en un vial estéril.

La determinacién de la concentracién de anticuerpo se

realizdé midiendo la absorbancia a 280 nm, usando el valor tedrico de
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la absorbancia de una solucidén al 0.1% del anticuerpo. Este wvalor se

basé en la secuencia de aminodcidos y se calculd por el software
GPMAW (datos de Lighthouse).

La pureza y contenido de mondémero de la preparacidén final de
proteina se determiné por CE-SDS (sistema Caliper LabChip GXII
(Caliper Life Sciences)) resp. de HPLC (columna de exclusidén por
tamafio analitica TSKgel G3000 SW XL (Tosoh)) en un fosfato de potasio
25 mM, cloruro de sodio 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina 200 mM,
0.02% (p/v) de azida de sodio, amortiguador de pH 6.7.

Para verificar el peso molecular de las preparaciones de
proteina finales vy confirmar la preparacidédn homogénea de 1las
moléculas de la solucidn de proteina final, se utilizdé cromatografia
liquida-espectrometria de masas (LC-MS). Primero se realizd una etapa
de desglucosilacidén. Para remover la heterogeneidad introducida por
los carbohidratos, los constructos se trataron con PNGaseF (ProZyme).
Por lo tanto, el pH de la solucidédn de proteina se ajustd a pH 7.0
afladiendo 2 pl de Tris 2 M a 20 upg de proteina con una concentracidn
de 0.5 mg/ml. Se afiadieron 0.8 upg de PNGaseF y se incubaron durante
12 h a 37°C. La deteccidén en linea de LC-MS luego se realizdé. E1L
método de LC-MS se realizdé en un Agilent HPLC 1200 acoplado a un
espectrémetro de masas TOF 6441 (Agilent) . La separacidén
cromatografica se realizdé en una columna Macherey Nagel Polysterene;
RP1000-8 (tamafio de particula de 8 um, 4.6 x 250 mm; No. de catdlogo
719510) . E1 eluyente A fue 5% de acetonitrilo y 0.05% (v/v) de &cido
férmico en agua, el eluyente B fue 95% de acetonitrilo, 5% de agqua y
0.05% de é&cido férmico. La velocidad de flujo fue 1 ml/min, 1la
separacién se realizdé a 40°C y 6 nug (15 ul) de una muestra de
proteina obtenida con un tratamiento como se describidé anteriormente.

Durante los primeros 4 minutos, el eluido se dirigidé a los
desechos para proteger el espectrbédmetro de masas de la contaminacidn
de sal. La fuente de ESI funciondé con un flujo de gas de secado de 12

1/min, una temperatura de 350°C y una presién del nebulizador de 60
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psi. Los espectros de MS se adquirieron usando un voltaje

fragmentador de 380 V y usando un rango de masa de 700 a 3200 m/z en
modo de 16n positivo. Los datos de MS fueron adquiridos por el
software del instrumento desde 4 a 17 minutos.

La Figura 10 de EP14179705 (incorporado como referencia)
representa las graficas de CE-SDS (no reducidas) de las preparaciones
de proteinas finales después de diferentes métodos de purificacidn
para los anticuerpos 83A10-TCB y 83A10-TCBcv. La cromatografia de
afinidad de proteina A (PA) % las etapas de purificaciédn
cromatografica de exclusidn por tamafio (SEC) aplicadas al anticuerpo
83A10-TCB dieron como resultado una pureza de < 30% y 82.8% de
contenido de mondémero (A). Cuando se aplicaron etapas de purificacidn
adicionales, incluyendo 1la cromatografia de intercambio catidnico
(cIEX) vy etapas cromatograficas de exclusidn por tamafio final (re-
SEC) a las preparaciones de proteinas finales en (A), la pureza se
aumentd a 93.4% pero el contenido de mondmero permanecid igual y el
rendimiento se redujo significativamente a 0.42 mg/L. Sin embargo,
cuando se aplicaron modificaciones de carga especificas a CL-CH1 de
Fab anti-BCMA de 83A10, principalmente el anticuerpo 83A10-TCBcv, un
perfil superior de produccién/purificacién de la molécula de TCB,
demostrado por una pureza de 95.3%, contenido de mondémero de 100% vy
un rendimiento de hasta 3.3 mg/L, ya se pudo observar incluso cuando
se aplicaron etapas de purificacién de PA + cIEX + SEC (C) en
comparacién con (B) con un perfil de producciédn/purificacidédn gque
muestra un rendimiento de 7.9 veces menor y 17.2% menor contenido de
monémero a pesar de incluir una etapa de purificacién de re-SEC
adicional.

Luego se realizdé una corrida de produccidn comparativa para
comparar el perfil de produccidén/purificaciédn de los anticuerpos
83A10-TCB wvs. 83A10-TCBcv para evaluar mejor las ventajas de las
modificaciones de carga de CL-CH1 aplicadas a los anticuerpos. Las

moléculas de 83A10-TCB y 83A10-TCBcv son ambas de formato molecular
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como se describe en la Figura 2a. Como se representa en la Figura 11,

las propiedades de 1los anticuerpos 83A10-TCB vy 83A10-TCBcv se
midieron lado a lado y se compararon después de cada etapa de
purificacién 1) cromatografia de afinidad de PA solamente (A, B), 2)
cromatografia de afinidad de PA luego SEC (C, D) y 3) cromatografia
de afinidad de PA luego SEC, luego cIEX y re-SEC (E, F). Las graficas
de CE-SDS (no reducidas) de 1las soluciones de proteinas finales
después de los respectivos métodos de purificacién para los
anticuerpos 83A10-TCB y 83A10-TCBcv se demuestran en la Figura 11 de
EP14179705 (incorporado como referencia). Como se muestra en las
Figuras 11A y 11B de EP14179705 (incorporado como referencia), ya se
observaron mejoras con la aplicacidén de las variantes de carga al
anticuerpo de TCB después de la purificacidédn por cromatografia de
afinidad de PA solamente. En este estudio comparativo, la etapa de
purificacidén por cromatografia de afinidad de PA aplicada al
anticuerpo 83A10-TCB dio como resultado wuna pureza de 61.3%, un
rendimiento de 26.2 mg/l y 63.7% de contenido de mondmero (11A). En
comparacidn, cuando el anticuerpo 83A10-TCBcv se purificd por
cromatografia de afinidad de PA, todas las propiedades se mejoraron
con una mejor pureza de 81.0%, un mejor rendimiento de 51.5 mg/l vy
68.2% de contenido de mondémero (11B). Cuando se aplicd una etapa
adicional de purificacidén de SEC a las preparaciones de proteinas
finales como se ve en las Figuras 12A vy 12B de EP14179705
(incorporado como referencia), el 83A10-TCB obtuvo una pureza de
69.5%, un rendimiento de 14.1 mg/L y 74.7% de contenido de mondmero
(C) en comparacién con 83A10-TCBcv con pureza mejorada y contenido de
monémero de hasta 91.0% y 83.9% respectivamente, y un rendimiento de
10.3 mg/L (D). Aunque el rendimiento fue ligeramente menor (es decir,
27% menos) para 83A10-TCBcv que para 83A10-TCB en este experimento
particular, el porcentaje de molécula correcto fue mucho mejor para
83A10-TCBcv que para 83A10-TCB, respectivamente, 90% vs. 40-60%, de

acuerdo con lo medido por LC-MS. En la tercera comparacidén directa,
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las preparaciones de proteinas finales de 83A10-TCB y 83A10-TCBcv de

las Figuras 11C y 11D de EP14179705 (incorporado como referencia) se
agruparon con aproximadamente 1 1 (equivolumen) de preparaciones de
proteinas finales respectivas de otro lote de purificacidédn (misma
produccién) después de la etapa de purificacidén por cromatografia de
afinidad de PA solamente. Las las ©preparaciones de proteinas
agrupadas luego se purificaron adicionalmente por métodos de
purificacidén de cIEX y SEC. Como se representa en las Figuras 11E y
11F de EP14179705 (incorporado como referencia), la mejora del perfil
de produccidén/purificacidn del anticuerpo de TCB con las variantes de
carga se observd consistentemente cuando se compard con el anticuerpo
de TCB sin variante de carga. Después de varias etapas de métodos de
purificacidén (es decir, PA +/- SEC + cIEX + SEC) para purificar el
anticuerpo 83A10-TCB, se alcanzd solamente el 43.1% de pureza y 98.3%
del contenido de mondmero pero en detrimento del rendimiento que se
redujo a 0.43 mg/l. El porcentaje de molécula correcta medido por LC-
MS todavia fue ©pobre con 60-70%. Al final, 1la calidad de 1la
preparacidén de proteina final no fue aceptable para uso in vitro. En
marcado contraste, cuando se aplicaron las mismas etapas de
purificacidén multiples con la misma cronologia al anticuerpo 83A10-
TCBcv, se alcanzaron 96.2% de pureza vy 98.9% de contenido de
monémero, asi como 95% de molécula correcta, medido por LC-MS. Sin
embargo, el rendimiento también se redujo en gran medida a 0.64 mg/l
después de la etapa de purificacidén de cIEX. Los resultados muestran
que se puede lograr una mejor pureza, mayor contenido de mondmero,
mayor porcentaje de molécula correcta y mejor rendimiento con el
anticuerpo 83A10-TCBcv solamente después de dos etapas de
purificacién esténdar, es decir cromatografia de afinidad de PA y SEC
(Figura 11D de EP14179705) mientras que tales propiedades no podrian
lograrse con 83A10-TCB incluso cuando se aplicaron etapas de
purificacién adicionales (Figura 11E de EP14179705).

La Tabla 12 de EP14179705 (incorporado como referencia)
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resume las propiedades de 83A10-TCB en comparacidén con 83A10-TCVcv

después de la etapa de purificacidén de PA. La Tabla 13 de EP14179705
(incorporado como referencia) resume las propiedades de 83A10-TCB en
comparacién con 83A10-TCVcv después de las etapas de purificacidén de
PA y SEC. La Tabla 14 de EP14179705 (incorporado como referencia)
resume las propiedades de 83A10-TCBR en comparacidén con 83A10-TCVcv
después de PA y SEC mas PA solo, luego de las etapas de purificacidn
de cIEX y re-SEC. Para las Tablas 12 a 14 de EP14179705 (incorporado
como referencia), los valores en negrita resaltan la propiedad
superior en comparacidén con 83A10-TCB wvs. 83A10-TCVcv. Con una
excepcidén (es decir, el rendimiento, respectivamente, la cantidad,
ver Tabla 13 de EP14179705 (incorporado como referencia)) gque puede
no ser representativo, todos los parametros y valores de
produccidédn/purificacidédn resultantes de los 3 experimentos de
comparaciédn comparativos fueron superiores para 83A10-TCBcv en
comparacién con 83A10-TCB. Los resultados generales demuestran
claramente que las ventajas en las caracteristicas de
produccidédn/purificacidén podrian lograrse aplicando modificaciones de
carga de CL-CH1 a los anticuerpos de TCB y que solamente se requieren
dos etapas de purificacidén (es decir, cromatografia de afinidad de PA
y SEC) para lograr preparaciones de proteina ya de alta calidad con
muy buenas propiedades de revelado. Con base en las propiedades de
produccidén/purificacidén mejoradas de 83A10-TCBcv, 21-TCBcv, 22-TCBcv,
27-TCBcv, 33-TCBcv, 39-TCBcv y 42-TCBcv se generaron con variantes de

carga, de forma similar a 83A10-TCBcv.

Tabla 6: Perfil de produccidn/purificacidn de anticuerpos
biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 después de la etapa de

purificacidén por cromatografia de afinidad de proteina A.

83A10-TCB 83A10-TCBcv

Pureza (%) 61.3 81.0
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Rendimiento 51.5
26.2
(mg/L)
Cantidad (mg) 24.3 50.2
Monbémero (%) 63.7 68.2
Molécula
correcta por LC- n.d. n.d.
MS (%)
Tabla 7: Perfil de produccidén/purificacidn de anticuerpos

biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 después de las etapas

de purificacién por cromatografia de afinidad de proteina A vy
cromatografia de exclusidén por tamafio
83A10-TCB 83A10-TCBcv

Pureza (%) 69.5 91.0
Rendimiento 10.3

14.1
(mg/L)
Cantidad (mg) 13.1 10.0
Monémero (%) 74 .7 83.9
Molécula correcta

40-60 90
por LC-MS (%)
Tabla 8: Perfil de produccidén/purificacidn de anticuerpos
biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 después de 1.a)

cromatografia de afinidad de proteina A y cromatografia de exclusidn
por tamafio y 1.b) cromatografia de afinidad de proteina A agrupada

solamente luego 2) cromatografia de intercambio catidénico y 3) etapas

de purificacidén por cromatografia de exclusidédn por tamafio final

83A10-TCB 83A10-TCBcv
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Pureza (%) 43.1 96.2
Rendimiento 0.64
0.43
(mg/L)
Cantidad (mg) 0.73 1.27
Monémero (%) 98.3 98.9
Molécula correcta
60-70% > 95%
por LC-MS (%)

Ejemplo 6: Unién de anticuerpos biespecificos de células T anti-
BCMA/anti-CD3 a lineas celulares de mieloma multiple positivas a BCMA
(citometria de flujo)

Los anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 (21-TCBcv, 22-
TCBcv, 42-TCBcv, 83A10-TCBcv) se analizaron por citometria de flujo
para la unién a BCMA humano en células H929, L363 y RPMI-8226 due
expresaban BCMA. Se utilizé MKN45 (linea celular de adenocarcinoma
gastrico humano que no expresa BCMA) como control negativo.
Brevemente, las células cultivadas se recolectaron, se contaron y la
viabilidad celular se evaludé usando ViCell. Las células viables luego
se ajustaron a 2 x 10° células por ml en amortiguador de tincidédn FACS
que contiene BSA (BD Biosciences). 100 pl de esta suspensidén celular
se dividieron en alicuotas adicionalmente por cavidad en una placa de
96 cavidades de fondo redondo y se incubaron con 30 ul de los
anticuerpos anti-BCMA o el control de IgG correspondiente durante 30
min a 4°C. Todos los anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 (y
controles de TCB) se titularon y se analizaron en un rango de
concentracién final entre 1-300 nM. Las células se centrifugaron
luego (5 min, 350 xg), se lavaron con 120 ul/cavidad de amortiguador
de tincién FACS (BD Biosciences), se resuspendieron y se incubaron
durante 30 min adicionales a 4°C con fragmento F(ab’)2 AffiniPure

conjugado PE con fluorocromo, fragmento Fc especifico de IgG anti-
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humana de cabra (Jackson Immuno Research Lab; 109-116-170). Las

células luego se lavaron dos veces con amortiguador de tincidén (BD
Biosciences), se fijaron usando 100 ul de amortiguador de fijacidén BD
por cavidad (#BD Biosciences, 554655) a 4°C durante 20 min, se
resuspendieron en 120 ul de amortiguador FACS y se analizaron usando
BD FACS CantoII. Cuando correspondid, se calculd la EC50 utilizando
Prism GraphPad (LaJdolla, CA, EUA) y los valores de EC50 que indican
la concentracidén de anticuerpo necesaria para alcanzar el 50% de la
unidén méxima para la unidén de anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 a
células H929, células L363 y células RPMI-8226, se resumen en la
Tabla 8, Tabla 9 y Tabla 10, respectivamente. El asterisco denota
valores de EC50 estimados extrapolados y calculados por el software
Prism. Los valores de EC50 para la unidén de 21-TCBcv a las células
L1363 y la unidén de 22-TCBcv a las células RPMI-8226 no pudieron

estimarse.

Tabla 8: Valores de CE50 para la unidén de anticuerpos biespecificos

de células T anti-BCMA/anti-CD3 a células de mieloma multiple H929

EC50
83A10-TCBcv 21-TCBcv 22-TCBcv 42-TCBcv
estimada
nM 12.0 11.0 7.9 13.06
pg/ml 1.725 1.589 1.142 1.956

Tabla 9: Valores de EC50 para la unidén de anticuerpos biespecificos

de células T anti-BCMA/anti-CD3 a células de mieloma multiple L363

EC50
83A10-TCBcv 21-TCBcv 22-TCBcv 42-TCBcv
estimada
nM 17.4 / 30.0 3.8

pg/ml 2.507 / 4.328 0.5534
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Tabla 10: Valores de EC50 para la unidén de anticuerpos biespecificos

de células T anti-BCMA/anti-CD3 a células de mieloma multiple RPMI-
8226

EC50
83A10-TCBcv 21-TCBcv 22-TCBcv 42-TCBcv
estimada
nM ~ 188428* 6.8 / 13.2
pg/ml ~ 27151%* 0.9817 / 1.907

Ejemplo 7: Produccién de citocina de células T activadas tras 1la
unién de anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 a
células T Positivas a CD3 y lineas celulares de mieloma multiple
positivas a BCMA (andlisis de CBA de ensayo de liberacién de
citocina)

Los anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-
CD3 se analizaron por su capacidad de inducir de nuevo la produccidn
de citocina mediada por células T en la presencia o ausencia de
células de mieloma humano que expresan BCMA humano (RPMI-8226, JJN-
3). Brevemente, se aislaron PBMC humanas de capas leucocitarias y se
sembraron 0.3 millones de células por cavidad en una placa de 96
cavidades de fondo redondo. Alternativamente, 280 wunl de sangre
completa de un donante sano se colocaron en placas por cavidad de una
placa de 96 cavidades de cavidades profundas. Se afiladieron 1las
células de objetivo de tumor positivas a BCMA para obtener una
relacién E:T final de 10:1. Se agregaron anticuerpos de TCB anti-
BCMA/anti-CD3 y controles para obtener una concentracidén final de 0.1
pM - 10 nM. Después de una incubacidén de hasta 24 h a 37°C, 5% de COg,
la placa de ensayo se centrifugd durante 5 min a 350 x g y el
sobrenadante se transfirié a una nueva placa de 96 cavidades de
cavidad profunda para el analisis posterior. El anadlisis de CBA se

realizé en FACS CantoIl de acuerdo <con las 1instrucciones del
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fabricante, utilizando ya sea el Human Thl/Th2 Cytokine Kit II (BD #

551809) o la combinacién de los siguientes CBA Flex Set: granzima B
humana (BD #560304), Flex Set de IFN-y humano (BD # 558269), Flex Set
de TNF-o humano (BD # 558273), Flex Set de IL-10 humana (BD #
558274), Flex Set de IL-6 humana (BD # 558276), Flex Set de IL-4
humana (BD # 558272), Flex Set de IL-2 humana (BD # 558270). La Tabla
13 muestra que 83A10-TCBcv indujo un aumento dependiente de 1la
concentracién en la produccidén de citocinas y granzima B de serina
proteasa, un marcador de la funcidén de las células T citotdxicas. La
Tabla 11 muestra los valores de EC50 y la cantidad de
citocinas/proteasas secretadas por concentraciones de anticuerpos

biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3.

Tabla 11. Secrecidén de citocinas y proteasas inducida por anticuerpos
biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 en la presencia de

células RPMI-8226

Citocina Concentracién de 83A10-TCBcv (nM)
s EC50
0.000 | 0.00 | 0.01
/proteas | (nM) 0.08 0.4 2 10
64 32 6
as
TNF-o - - 46.7 161. 315. 371.
0.52 | -6.95
(pg/mL) 6.49 0.65 2 24 11 47
IL-10 25.1 125. 401. 602. 680.
0.30 | -9.21 1.95
(pg/mL) 7 82 42 64 05
Granzima
220.5 | 331. 889. pB855.0[15862.R1270.R7120.
B 0.34
4 55 13 2 84 43 52
(pg/mL)

Ejemplo 8: Citotoxicidad de células T redirigidas de células de
mieloma H929 que expresan alto BCMA inducidas por anticuerpos

biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 (ensayo de liberacién
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de LDH colorimétrico)

Los anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 se analizaron en
cuanto a su potencial para inducir la apoptosis mediada por células T
en células de MM que expresan alto BCMA tras la reticulacién del
constructo a través de la unidén de las porciones de unidén al antigeno
a BCMA en las células. Brevemente, se recolectaron células objetivo
de mieloma multiple H929 que expresan alto BCMA humano con
amortiguador de disociacidédn celular, se lavaron y resuspendieron en
RPMI suplementado con 10% de suero Dbovino fetal (Invitrogen) .
Aproximadamente, 30,000 células por cavidad se colocaron en placas en
una placa de 96 cavidades de fondo redondo y se afiadidé la respectiva
dilucidén del constructo para una concentracidédn final deseada (por
triplicado); concentraciones finales que variaron de 0.1 pM a 10 nM.
Para una comparacidén adecuada, todos 1los constructos de TCB vy
controles se ajustaron a la misma molaridad. Se afiadieron PBMC
humanas (células efectoras) en los cavidades para obtener una
relacién E:T final de 10:1, que corresponde a una relacién E:T de
aproximadamente 3 a 5 células T para 1 célula objetivo de tumor. Los
grupos de control negativo se representaron solamente por células
efectoras o de objetivo. Para la normalizacidn, se determind la lisis
méaxima de las células objetivo H929 de MM (= 100%) por la incubacidn

de las células objetivo con una concentracién final de 1% de Triton

o\

X-100, 1induciendo la muerte celular. La 1lisis minima (= 0%) se
representd por células objetivo co-incubadas solamente con células
efectoras, es decir, sin algin anticuerpo biespecifico de células T.
Después de 20-24h o 48h de incubacidén a 37°C, 5% de CO,, la liberacién
de LDH de 1las células objetivo de MM apoptdticas/necrdticas en el
sobrenadante se midié luego con el kit de deteccidén de LDH (Roche
Applied Science), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI1
porcentaje de liberacién de LDH se graficd contra las concentraciones

de anticuerpos Dbiespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 en

curvas de concentracidén-respuesta. Los valores de EC50 se midieron
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usando el software Prism (GraphPad) y se determind como la

concentracién de anticuerpo de TCB que da como resultado un 50% de 1la
liberacién méxima de LDH. Como se muestra en la Figura 4, todos los
anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 (21-, 22-, 42- y 83A10-TCBcv)
indujeron una muerte dependiente de 1la concentracidén de células de
mieloma H929 positivas a BCMA, medida por la liberacién de LDH. La
lisis de las células H929 fue especifica ya que el anticuerpo de TCB
de control gque no se une a las células objetivo positivas a BCMA pero
solamente a CD3 en 1las células T no indujo la 1liberacién de LDH,
incluso a la concentracidén més alta probada. La Tabla 12 resume 1los
valores de EC50 para la matanza de células T redirigidas de células
H929 que expresan alto BCMA inducida por anticuerpos de TCB anti-

BCMA/anti-CD3.

Tabla 12: Valores de EC50 para la matanza de células T redirigidas de

células H929 inducidas por anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3

Anticuerpos de EC50 (pM)
TCB anti- Donante | Donante | Donante | Donante | Donante | Donante
BCMA/anti-CD3 1 2 3 4 5 6
21-TCBcv 97.1 / 42.1 53.9 38.7 /
22-TCBcv 53.2 / 42.2 23.2 28.9 /
42-TCBcv 9.7 / 11.7 7.2 6.8 /
83A10-TCBcv 3.9 / 8.5 5.0 4.3 1.5

Ejemplo 9: Citotoxicidad de células T redirigidas de células de
mieloma L363 que expresan medio/bajo BCMA inducidas por anticuerpos
biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 (ensayo de liberacién
de LDH)

Los anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 también se
analizaron por su capacidad de inducir apoptosis mediada por células
T en células de MM que expresan medio/bajo BCMA tras la reticulacidn

del constructo a través de la unidén de las porciones de unidén al
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antigeno a BCMA en las células. Brevemente, las células objetivo de

mieloma multiple L363 que expresan medio/bajo BCMA humano se
recolectaron con amortiguador de disociacidén celular, se lavaron y se
resuspendieron en RPMI suplementado con 10% de suero bovino fetal
(Invitrogen). Aproximadamente, 30,000 células por cavidad se sembaron
en una placa de 96 cavidades de fondo redondo vy la diluciédn
respectiva de la construccidén se afiadidé para una concentracidén final
deseada (por triplicado); concentraciones finales que variaron desde
0.1 pM a 10 nM. Para una comparacién adecuada, todos los constructos
y controles de TCB se ajustaron a la misma molaridad. Se afiadieron
PBMC humanas (células efectoras) a las cavidades para obtener una
relacién E:T final de 10:1, qgque corresponde a una relacién E:T de
aproximadamente 3 a 5 células T para 1 célula objetivo de tumoral.
Los grupos de control negativos se representaron solamente por
células efectoras o de objetivo. Para la normalizacidén, la 1lisis
maxima de las células objetivo de MM (= 100%) se determindé por la
incubacidén de las células objetivo con una concentracién final de 1%
de Triton X-100, induciendo la muerte celular. La lisis minima (= 0%)
se representd por células objetivo co-incubadas solamente con células
efectoras, es decir, sin algun anticuerpo biespecifico de células T.
Después de 20-24 h de incubacidén a 37°C, 5% de CO,, la liberacidén de
LDH desde las células objetivo de MM apoptdticas/necrdticas en el
sobrenadante se midié luego con el kit de deteccidén de LDH (Roche
Applied Science), siguiendo las instrucciones del fabricante. E1
porcentaje de liberacién de LDH se graficd contra las concentraciones
de anticuerpos Dbiespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 en
curvas de concentracidén-respuesta. Los valores de EC50 se midieron
usando el software Prism (GraphPad) y se determinaron como la
concentracién de anticuerpo de TCB que da como resultado un 50% de
LDH maxima. Como se muestra en la Figura 5, todos los anticuerpos de
TCB anti-BCMA/anti-CD3 (21-, 22-, 42- vy 83A10-TCBcv) indujeron una

matanza dependiente de la concentracidén de células de mieloma L363
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positivas a BCMA, medida por la liberacién de LDH. La lisis de 1las

células L363 fue especifica ya que el anticuerpo de TCB de control
gque no se une a las células objetivo positivas a BCMA sino solamente
a CD3 en las células T no indujo la liberacidén de LDH, incluso a la
concentracién mas alta probada. La Tabla 13 resume los valores de
EC50 para la matanza de células T redirigidas de células L363 que
expresan medio/bajo BCMA inducida por anticuerpos de TCB anti-

BCMA/anti-CD3.

Tabla 13: Valores de EC50 para la matanza de células T redirigidas de
células L363 inducidas por anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3

Anticuerpos EC50 (pM)
de TCB anti-
Donante Donante Donante Donante Donante
BCMA/anti-
1 2 3 4 5
CD3

21-TCBcv 83.6 38.4 18.9 19.1 46.4

22-TCBcv 97.5 27 .7 16.5 14.6 56.0

42-TCBcv 15.5 16.7 5.2 2.2 10.6
83A10-TCBcv 16.8 47 .8 28.4 12.6 39.0

Ejemplo 10: Citotoxicidad de células T redirigidas de células de
mieloma RPMI-8226 que expresan medio/bajo BCMA inducidas por
anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 (ensayo de
liberacién de LDH)

Los anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 se analizaron en
cuanto a su capacidad para inducir la apoptosis mediada por células T
en células de MM que expresan medio/bajo BCMA tras la reticulaciédn
del constructo a través de la unidén de las porciones de unidén al
antigeno a BCMA en las células. Brevemente, las células objetivo de
mieloma multiple L363 que expresan medio/bajo BCMA humano se

recolectaron con amortiguador de disociacidén celular, se lavaron y se
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resuspendieron en RPMI suplementado con 10% de suero bovino fetal

(Invitrogen) . Aproximadamente, 30,000 células por cavidad se
colocaron en placas en una placa de 96 cavidades de fondo redondo vy
la diluciédén respectiva del constructo se afiadid para una
concentracién final deseada (por triplicado); concentraciones finales
que variaron desde 0.1 pM a 10 nM. Para una comparacién adecuada,
todos los constructos y controles de TCB se ajustaron a la misma
molaridad. Se afladieron PBMC humanas (células efectoras) a las
cavidades para obtener una relacidén E:T final de 10:1, que
corresponde a una relacidén E:T de aproximadamente 3 a 5 células T
para 1 célula objetivo de tumor. Los grupos de control negativos se
representaron solamente por células efectoras o de objetivo. Para la
normalizacidén, la lisis méxima de las células objetivo de MM (=100%)
se determindé por la incubacidédn de las células objetivo con una
concentracién final de 1% de Triton X-100, induciendo la muerte
celular. La 1lisis minima (= 0%) se representd por células objetivo
co-incubadas solamente con células efectoras, es decir, sin algun
anticuerpo biespecifico de células T. Después de 20-24 horas de
incubacién a 37°C, 5% de CO,, la liberacién de ILDH de las células
objetivo de MM apoptdticas/necrdticas en el sobrenadante se midid
luego con el kit de deteccién de LDH (Roche Applied Science),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El porcentaje de
liberacién de LDH se graficod contra las concentraciones de
anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 en curvas
de concentracién-respuesta. Los valores de EC50 se midieron usando el
software Prism (GraphPad) y se determinaron como la concentracidédn de
anticuerpo de TCB que da como resultado un 50% de 1la liberacidn
méxima de LDH. Como se muestra en la Figura 6, todos los anticuerpos
de TCB anti-BCMA/anti-CD3 (21-, 22-, 42- y 83A10-TCBcv) indujeron una
muerte dependiente de la concentracién de células de mieloma RPMI-
8226 positivas a BCMA, medida por liberacidén de LDH. La lisis de las
células RPMI-8226 fue especifica vya que el anticuerpo de TCB de
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control que no se une a células objetivo positivas a BCMA sino

solamente a CD3 en células T no indujo la liberacién de LDH, incluso
a la concentracidén més alta probada. La Tabla 13 resume los valores
de EC50 para la matanza de células T redirigidas de células RPMI-8226
que expresan medio/bajo BCMA inducidas por anticuerpos de TCB anti-

BCMA/anti-CD3.

Tabla 13: Valores de EC50 para la matanza de células T redirigidas de
células RPMI-8226 inducidas por anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3

Anticuerpos EC50 (pM)
de TCB anti-
Donante Donante Donante Donante Donante
BCMA/anti-
1 2 3 4 5
CD3

21-TCBcvVv / 41.3 8.8 4.0 8.4

22-TCBcv / 47.6 7.6 3.2 5.5

42-TCBcv / 382.8 18.7 3.5 1.5
83A10-TCBcv / 620.5 229.3 35.0 04.9

Ejemplo 11: Citotoxicidad de células T redirigidas de células de
mieloma JJN-3 que expresan bajo BCMA inducidas por anticuerpos
biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 (citometria de flujo y
liberacién de LDH)

Los anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 se analizaron en
cuanto a su capacidad para inducir la apoptosis mediada por células T
en células de MM que expresan bajo BCMA tras la reticulacién del
constructo a través de la unidén de las porciones de unidén al antigeno
a BCMA en las células. Brevemente, las células objetivo de mieloma
miltiple JJIN-3 que expresan bajo BCMA humano se recolectaron con
amortiguador de disociacidédn celular, se lavaron y se resuspendieron
en RPMI suplementado con 10% de suero bovino fetal (Invitrogen).

Aproximadamente, 30,000 células por cavidad se colocaron en placa en
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una placa de 96 cavidades de fondo redondo y se afiadidé la dilucidn

respectiva de 1la construccidén para una concentracién final deseada
(por triplicado); concentraciones finales que variaron desde 0.1 pM a
10 nM. Para una comparaciédn adecuada, todos los constructos vy
controles de TCB se ajustaron a la misma molaridad. Se afiladieron PBMC
humanas (células efectoras) a las cavidades para obtener una relacidn
E:T final de 10:1, que corresponde a una relacién E:T de
aproximadamente 3 a 5 células T para 1 célula objetivo de tumor. Los
grupos de control negativos se representaron solamente por células
efectoras o de objetivo. Para la normalizacidén, la lisis maxima de
las células objetivo de MM (= 100%) se determind por la incubacidn de
las células objetivo con una concentracidén final de 1% Triton X-100,
induciendo la muerte celular. La lisis minima (= 0%) se representd
por células objetivo co-incubadas solamente con células efectoras, es
decir, sin alguin anticuerpo biespecifico de células T. i) Después de
48 h de incubacién a 37°C, 5% de CO,, las células de mieloma
cultivadas se recolectaron, se lavaron y se tifieron con anticuerpos
conjugados con fluorocromo y Anexina-V para la determinacidén de
células de mieloma apoptdticas. E1l panel de tincidén comprendia CD138-
APCC750/CD38-FITC/CD5-BV510/CD56-PE/CD19-PerCP-Cy7/CD45-V450/Anexina-

V-PerCP-Cy5.5. Los anticuerpos marcados con fluorocromo usados se
adquirieron de BD Biosciences (San Jose, CA) vy Caltag Laboratories
(San Francisco CA). La adquisicién se realizd usando un citbdmetro de
flujo multicolor y un software instalado (por ejemplo, un dispositivo
CantoII que ejecuta el software FACS Diva o el citémetro de flujo
FACSCalibur que usa el software CellQUEST). El programa Paint-A-Gate
PRO (BD Biosciences) se utilizdé para el analisis de datos. La
anexina-V se midié en células JJIN-3 y el porcentaje de células JJIN-3
positivas a anexina se graficdé contra la concentracidén de anticuerpos
biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3. E1l porcentaje de lisis
de las células JJN-3 inducidas por una concentracién especifica de

anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 también se
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determiné midiendo el recuento absoluto de células JJIN-3 negativas a

anexina-V a una concentracién dada de TCB y restédndolo del recuento
absoluto de células JJIN-3 negativas a anexina-V sin TCB; dividido por
el recuento absoluto de células JJIN-3 negativas a anexina sin TCB. La
Figura 7 muestra que los anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 (22-,
42— y  83A10-TCBcv) indujeron una matanza dependiente de la
concentracién de células de mieloma JJIN-3 que expresan bajo BCMA,
medida por citometria de flujo. La lisis de las células JJIN-3 fue
especifica ya que el anticuerpo de TCB de control gue no se une a
células objetivo positivas a BCMA sino solamente a CD3 en células T
no indujo el aumento de células JJIN-3 positivas a anexina-V o lisis
de células JJIN-3, incluso a la concentracidédn més alta probada. La
Tabla 14 vy Tabla 15 resumen respectivamente los porcentajes de
células JJIN-3 positivas a anexina-V y porcentajes de lisis de células
JJIN-3 inducidas por anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3.

La deteccidén de LDH también se realizd después de 20-24 h o
48 h de incubacién a 37°C, 5% de CO,. La liberacién de LDH desde las
células objetivo de MM JJIN-3 apoptdéticas/necrdticas en el
sobrenadante se mididé luego con el kit de deteccidén de LDH (Roche
Applied Science), siguiendo las instrucciones del fabricante. E1
porcentaje de liberacidén de LDH se graficd contra las concentraciones
de anticuerpos Dbiespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 en
curvas de concentracién-respuesta. Los valores de EC50 se midieron
utilizando el software Prism (GraphPad) y se determinaron como la
concentracién de anticuerpo de TCB que da como resultado un 50% de

liberacidén méxima de LDH.

Tabla 14. Matanza de células T redirigidas de células JJIN-3 que
expresan bajo BCMA inducidas por anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-

CD3: porcentajes de células positivas a anexina-V

Experimento 1
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Células JJIN-3

Concentracién de TCB anti-BCMA/anti-CD3 (pM)

positivas a
. 10000 1000 100 10 1 0.1 0
anexina V (%)
83A10-TCBcv 16.78 10.21 9.12 [(11.11|11.36 | 8.14 9.6
42-TCBcv 24.83 16.84 8.62 12.3 11.9 / 9.6
22-TCBcv 22.95 26.15 [ 12.48 |13.29 9.3 12.48 9.6
TCB de control 8.84 / / / / / /

Experimento 2

Células JJIN-3

Concentracién de TCB anti-BCMA/anti-CD3 (pM)

positivas a
. 10000 1000 100 10 1 0.1 0
anexina V (%)
83A10-TCBcv 22.86 17.53 16.5 [15.94 | 14.32 | 13.07|10.74
42-TCBcv 26.88 21.68 | 14.42 | 13.6 | 13.47 |12.75]10.74
22-TCBcv 29.72 26.97 | 18.35|15.94 15 14.8 | 10.74
TCB de control 12.82 / / / / / /
Tabla 15. Matanza de células T redirigidas de células JJIN-3 que

expresan bajo BCMA inducidas por anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-

CD3: porcentajes de lisis de células JJIN-3
Experimento 1
Lisis de Concentracién de TCB anti-BCMA/anti-CD3 (pM)
células JJN-3
(%) 10000 1000 100 10 1 0.1 0
70.30 26.66 | 18.43 |41.88 | 24.42 - 0.00
83A10-TCBcv
14.45
42-TCBcv 92.92 84.02 | 41.87 |38.96| 40.29 / 0.00
22-TCBcv 88.02 90.54 | 56.26 [ 73.56| -4.29 |26.28| 0.00
TCB de control -6.55 / / / / / /
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Experimento 2
Lisis de Concentracién de TCB anti-BCMA/anti-CD3 (pM)
células JJN-3

(%) 10000 1000 100 10 1 0.1 0
83A10-TCBcv 51.18 25.30 [ 20.12|39.58| -1.88 |22.28|0.00
42-TCBcv 90.37 81.12 | 55.32 (39.44(34.94|17.62]0.00
22-TCBcv 91.21 94.12 | 53.03 [41.66| 24.36 |36.47]0.00

TCB de control 4.18 / / / / / /

Ejemplo 12: Expresién de BCMA en células de plasma de mieloma de
médula ésea de pacientes con mieloma multiple

Las lineas celulares humanas que expresan el objetivo de
tumor de interés son herramientas muy uUtiles vy préacticas para la
medicién de la potencia del anticuerpo de TCB para inducir
citotoxicidad de células de tumor en la presencia de células T vy
determinacién de valores de EC50 y para la clasificacién de moléculas
de TCB. Sin embargo, a pesar de ser facilmente accesibles vy
préacticas, las lineas celulares de mieloma humanas tienen la salvedad
de no representar la heterogeneidad del mieloma multiple, una
enfermedad muy compleja que se caracteriza por una heterogeneidad
significativa al nivel molecular. Ademéds, las lineas celulares de
mieloma no expresan el receptor de BCMA con la misma intensidad vy
densidad ya que algunas células expresan BCMA més fuertemente que
otras (por ejemplo, las células H929 wvs. las células RPMI-8226), vy
tal heterogeneidad a nivel celular también se puede observar entre
diferentes pacientes. A 1lo largo de colaboraciones académicas con
lideres de opinidn clave en el mieloma multiple, se estéan
investigando la determinacidén de la expresidén y densidad de BCMA en

muestras de pacientes y la evaluacidén de los anticuerpos de TCB anti-
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BCMA/anti-CD3 con muestras de pacientes clinicos. Los aspirados de

médula désea y de sangre se obtienen de pacientes con mieloma multiple
después de otorgar el consentimiento informado, de conformidad con

las directrices del comité ético local y la Declaracidén de Helsinki.

a) Expresién de BCMA detectada por citometria de flujo de
multiparametros (intensidad de fluorescencia media)

Para determinar la expresidn del receptor de BCMA en células
de mieloma de médula o&sea, se realizaron anédlisis inmunofenotipicos
utilizando aspirados de médula Osea entera recién aislados. Para 1los
andlisis inmunofenotipicos se usaron muestras de médula Osea entera
anticoagulada con K;3-EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) lisada con
eritrocitos. Un total de 2 x 10° células por tubo se tifieron, se
lisaron y luego se lavaron usando una técnica de inmunofluorescencia
directa % tincidn multicolor, que tenia como objetivo la
identificacidén especifica y caracterizacidén inmunofenotipica de las
células de plasma malignas identificadas como CD138" CD38" CD45" CD19~
CD56". Las células se tifieron luego usando un panel de anticuerpos
conjugados con fluorocromo que 1incluia al menos CD38-FITC/CD56-
PE/CD19-PerCP-Cy7/CD45-V450/BCMA-APC. Los anticuerpos marcados con
fluorocromo usados se adquirieron de BD Biosciences (San Jose, CA) vy
Caltag Laboratories (San Francisco CA). El anticuerpo anti-BCMA
humano conjugado con APC interno se utilizé en los anélisis
inmunofenotipicos. La adquisicidén se realizdé usando un citdmetro de
flujo multicolor vy software instalado (por ejemplo, un dispositivo
CantoII que ejecuta el software FACS Diva o citémetro de flujo
FACSCalibur usando el software CellQUEST). El programa Paint-A-Gate
PRO (BD Biosciences) se utilizdé para el anadlisis de datos. La
expresién de BCMA se mididé cerrada en la poblacidédn de células de
plasma malignas y se determinaron los valores medios de intensidad de
fluorescencia (MFI) y se compararon entre los pacientes con mieloma.

Tabla 16. Expresidén de BCMA en células de plasma de mieloma de médula
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bsea de pacientes detectada por citometria de flujo de

multipardmetros (intensidad de fluorescencia media)

N° de
IMFgcma
paciente

P1 2863
P2 3528
P3 602
P4 389
P5 955
P6 1475
P7 282
P8 1621
P9 116
P10 125
P11 1495
P12 2451
P13 398
P14 2040
P15 678
P16 945
P17 1672
P18 1491
P19 2198
P20 1058
P21 3594
P22 615
P23 159

b) Determinacién de la capacidad de unién al antigeno especifico de
5 BCMA (andlisis de citometria de flujo cuantitativo)

El método Qifikit (Dako) se wutilizd para cuantificar la
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capacidad de unién al antigeno especifico de BCMA (SABC) en la

superficie celular de 1las células de plasma del mieloma de médula
6sea de pacientes. Las células de plasma de mieloma aisladas de
aspirados de médula o6sea entera se tifieron con 50 pl de IgG de BCMA
anti-humana de ratédn (BioLegend # 357502) o un control de isotipo de
IgG2a de ratén (BioLegend # 401501) diluido en amortiguador FACS
(PBS, 0.1% de BSA) a una concentracidén final de 25 ug/ml (o a
concentraciones de saturacidén) y la tincidn se realizd durante 30
minutos a 4°C en la oscuridad. Luego, se afiadieron 100 ul de Perlas
de Configuracidén o Calibracidén en cavidades separadas y las células,
asi como las perlas se lavaron dos veces con amortiguador FACS. Las
células y perlas se resuspendieron en 25 pl de amortiguador FACS, que
contenia anticuerpo secundario anti-ratdn conjugado con fluoresceina
(a concentraciones de saturacidn), proporcionado por Qifikit. Las
células y perlas se tifieron durante 45 min a 4°C en la oscuridad. Las
células se lavaron una vez y todas las muestras se resuspendieron en
100 ul de amortiguador FACS. Las muestras se analizaron
inmediatamente en un citdmetro de flujo multicolor y un software
instalado (por ejemplo, un dispositivo CantoII que ejecuta el
software FACS Diva o un citdémetro de flujo FACSCalibur que usa el

software CellQUEST) .

Tabla 17. Capacidad de wunidén al antigeno especifico de BCMA en
células de plasma de mieloma de médula &ésea de pacientes, medida por

andlisis de citometria de flujo cuantitativo

N° de SABCgcma
paciente
Pl n/A
P2 n/A
P3 679
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P4 145
P5 957
P6 969
P7 554
P8 4479
P9 350
P10 414
P11 2756
P12 2911
P13 1267
P14 3453
P15 1006
P16 1097
P17 1622
P18 429
P19 1684
P20 383
P21 1602
P22 799
P23 204

Ejemplo 13: Citotoxicidad de células T redirigidas de células de
plasma de mieloma de pacientes de médula ésea en la presencia de
células T infiltrantes de médula oésea autdlogas inducidas por
anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 (citometria
de flujo de multiparametros)

Una de las caracterizaciones in vitro mas significativas vy

criticas durante la evaluacidén preclinica de los candidatos de
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anticuerpos TCB para mieloma multiple es si la molécula de TCB podria

activar las células T de los pacientes e inducir la matanza de
células T redirigidas de las células de plasma de mieloma primarias
de la médula oésea de los pacientes. Para evaluar el efecto de 1los
anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 para inducir la matanza de
células T redirigidas de células de plasma de mieloma de médula Oobsea,
los aspirados de médula o6sea entera se recolectaron de pacientes con
mieloma multiple en tubos revestidos con EDTA y utilizados
inmediatamente para los ensayos de cultivo celular. La relacidn de
células efectoras a células de tumor (relacidén E:T) presente en las
muestras de médula bsea entera se determind y midid por citometria de
flujo. Brevemente, se transfirieron 200 pl de muestras de médula Osea
a placas de 96 cavidades profundos. ©Se prepararon diluciones de
anticuerpo de TCB anti-BCMA/anti-CD3 y anticuerpo de control en medio
estéril vy se afiadieron 10 ul de 1la preparacidn a las cavidades
respectivas para concentraciones finales que variaron desde 0.1 pM a
30 nM. La suspensién de médula dsea-anticuerpo se mezcld por
agitacién suave y luego se incubd a 37°C, 5% de CO, durante 48 h, se
selld con pelicula de parafina. Después del periodo de incubacidn, 20
ul de una solucidén de anticuerpo FACS correspondiente preparada con
base en un panel de anticuerpo gque incluia CD138-APCC750/CD38-
FITC/CD5-BV510/CD56-PE/CD19-PerCP-Cy7/CD45-V450/BCMA-APC/Anexina-V-

PerCP-Cy5.5 se afladieron a wuna placa con fondo de 96 U. Los
anticuerpos marcados con fluorocromo se adquirieron de BD Biosciences
(San Jose, CA) y Caltag Laboratories (San Francisco, CA) y se utilizéd
anticuerpo anti-BCMA humano conjugado con APC. Las muestras se
incubaron después durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente y se adquirieron y analizaron usando un citdémetro de flujo
multicolor. La muerte celular de las células de mieloma se determind
por 1la evaluacién de la expresidédn positiva a anexina-V en las
poblaciones de células de mieloma CD138" CD38" CD45" CD19™ CD56'. Luego

se determiné el porcentaje de muerte celular del mieloma. E1
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porcentaje de 1lisis de las células de plasma de mieloma de médula

6sea de pacientes inducida por una concentracién especifica de
anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 también se
determiné midiendo el recuento absoluto de células de plasma de
mieloma negativas a anexina-V a una concentracién de TCB dada vy
restdndolo del recuento absoluto de células de plasma de mieloma
negativas a anexina-V sin TCB; dividido por el recuento absoluto de
células de plasma de mieloma negativas a anexina-V sin TCB. Para
verificar la especificidad de los anticuerpos biespecificos de
células T anti-BCMA/anti-CD3, también se mididé la expresidén de
anexina-V en otros tipos de células de médula odsea tales como células
T, células B y células NK. Como se muestra en la Figura 8, hubo una
lisis especifica y dependiente de la concentracidén de las células de
plasma de mieloma de pacientes, mientras que no se observd la lisis
de las células T, células B y células NK. Ademds, el TCB de control
gque se une solamente a CD3 pero no a BCMA no indujo la muerte celular
de las células de plasma de mieloma a las concentraciones mas altas
de anticuerpos de TCB. Como se muestra en la Tabla 18, el porcentaje
de células de mieloma de médula Oésea de pacientes positivas a
anexina-V a la concentracidén més alta (30 nM) alcanzdé hasta 52.54% y
55.72% para 42-TCBcv y 22-TCBcv respectivamente en comparacidén con
29.31% para 83A10- TCBcv, concluyendo que 42-TCBcv y 22-TCBcv son méas
potentes que 83A10-TCBcv para inducir la matanza de células de plasma

de mieloma de médula 6sea de pacientes.

Tabla 18. Porcentaje de células de plasma de mieloma positivas a
anexina-V de aspirados de médula o&ésea de pacientes inducido por

anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3.
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Células de plasma Concentracién de anticuerpos
. biespecificos de células T anti-
de mieloma
C BCMA/anti-CD3 (pM)
positivas a
anexina-V (%) 30000 | 10000 | 1000 100 10 0
83A10-TCBcv 29.31 | 30.95 | 23.14 | 15.74 | 16.76 | 13.11
42-TCBcv 52.54 1 39.87|29.96|10.51 | 19.6 | 13.11
22-TCBcv 55.72 | 51.71 | 31.01 | 14.81 | 14.19 | 13.11
TCB de control 15.18 | 10.93 / / / /

En otro estudio en aspirados de médula o6sea de 5 pacientes
con MM diferentes, se determiné el porcentaje de células de plasma de
mieloma viables por activacidén en la poblacidn de células negativas a
anexina-V 'y se contra la concentracidén de

graficd anticuerpos

biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3. Los valores de EC50 se
midieron y determinaron como la concentracidén de anticuerpo de TCB
qgque da como resultado 50% de las células de plasma de mieloma viables
maximas. Se determindé la EMAX (%) como maximo de células de plasma de
mieloma viables en la presencia de anticuerpo biespecifico de células
T anti-BCMA/anti-CD3 respectivo. 83A10-TCBcv fue mucho menos potente
para inducir la lisis de células de plasma de mieloma que 22-TCBcv y
42-TCBcv en la mayoria de las cinco muestras de aspirado de médula
6sea de pacientes con mieloma (Tabla 26; la Figura 9 muestra curvas
de respuesta de concentracidén de ejemplo para 2 de los 5 pacientes).
La reduccidén dependiente de la concentracidén de células de mieloma
viables se observdé en 5/5 muestras de pacientes tratadas con 22-TCBcv
o 42-TCBcv, en comparacidén con solamente 1/5 muestras de pacientes
para 83A10-TCBcv. La Tabla 19 muestra la comparacién de 83A10-TCBcv
con 22-TCBcv y 42-TCBcv y el efecto de los anticuerpos biespecificos
de células T anti-BCMA/anti-CD3 sobre la viabilidad de las células de

plasma de mieloma de médula o6sea. Los resultados muestran claramente
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que hubo menos células de plasma de mieloma de médula obsea viables

con 22-TCBcv y 42-TCBcv (es decir, mas lisis de las células de plasma
de mieloma de médula &ésea) en 4/5 muestras de pacientes, como se
demuestra por valores menores de EMAX (%) para 22-TCBcv y 42-TCBcv
vs. 83A10-TCBcv en las respectivas muestras de pacientes. Se observd
la lisis especifica y dependiente de la concentracién de células de
plasma de mieloma de paciente, mientras que no se observd lisis de

células de médula 6sea no malignas (datos no mostrados).

Tabla 19. Valores de EMAX (%) con respecto a las células de plasma de
mieloma viables negativas a anexina-V de aspirados de médula &ésea de
pacientes en la presencia de anticuerpos biespecificos de células T

anti-BCMA/anti-CD3.

Muestra de paciente

de aspirado de 83A10-
22-TCBcv | 42-TCBcv
médula oésea TCBcv

(Estudio 2)

EMAX (%)
Paciente 001 100 7.6 22.6
Paciente 003 54.3 38.9 44 .6
Paciente 004 100 66.6 53.9
Paciente 006 81.8 65.9 73.5
Paciente 007 81.8 48.6 72.8

En investigaciones adicionales de 1los nuevos anticuerpos
biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 de esta invencidédn en
comparacién con 83A10-TCBcv, se tifieron muestras/aspirados de médula
6sea entera de pacientes recién tomados con microperlas magnéticas de
CD138 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania), se pasd a

través de wuna columna de separacidén de células autoMACS vy las
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fracciones recolectadas con suficiente numero restante de células de

plasma de MM de habitualmente> 4% células de plasma de mieloma se
usaron para experimentos adicionales. En placas de 24 cavidades,
500,000 células/cavidad, se incubaron y se cultivaron durante 48
horas. Las diluciones de anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 vy
anticuerpos de control se afiladieron a las cavidades respectivas para
una concentracién final de TCB de 0.1 pM a 10 nM. Cada punto de dosis
se realizd por triplicado. La viabilidad de las células de plasma y
células del microambiente de médula ésea se 1investigd por doble
tincidén con yoduro de propidio/CD138-FITC usando citometria de flujo
(FACSCalibur; Becton Dickinson). El andlisis de datos se realizd con
el software FACSDiva (Becton Dickinson). Como se representa en la
Figura 10, las graficas de Dbarras muestran los valores medios
normalizados en la media sobre los triplicados del control de medio
respectivo (MC). Para el analisis estadistico, se utilizd una prueba
y unilateral. La inhibicidén maxima del crecimiento de células de
plasma de MM a una concentracidén de 10 nM (IMAX10) y la inhibiciédn
medida a 1 nM (IMAX1l), respectivamente, se dieron en porcentaje en
referencia al control de medio. También se representd la inhibicidn
maxima del anticuerpo de TCB de control (10 nM) en comparacidédn con el
control de medio. Los célculos se realizaron utilizando R 3.1.19 vy
Bioconductor 2.1310, pero para el cédlculo de 1los wvalores IMAX
(Microsoft Excel®, Microsoft Office Professional 2013). Un efecto se
considerd estadisticamente significativo si el valor P de su prueba
estadistica correspondiente fue < 5% (*), < 1% (**) o < 0.1% (***).
Como se muestra en las Figuras 10A-10G, 1los resultados muestran
claramente que hubo menos células de plasma de mieloma de médula obsea
viables con 22-TCBcv y 42-TCBcv (es decir, més lisis de las células
de plasma de mieloma de médula ésea) en 7/7 muestras de pacientes en
comparacién con 83A10-TCBcv. La Tabla 20 demuestra el porcentaje de
células de plasma de mieloma viables de aspirados de médula o&sea de

pacientes inducidos por anticuerpos biespecificos de células T anti-
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BCMA/anti-CD3 con respecto al control de medio. La Tabla 21 muestra
los valores de IMAX10 e IMAX1l. Los resultados demuestran que 22-TCBcv
y 42-TCBcv son claramente méds potentes que 83A10-TCBcv para inducir
la matanza de células de plasma de mieloma de médula odsea de
pacientes. A pesar de la 1lisis especifica de células de plasma de
médula o6sea (BMPC) inducida por los anticuerpos biespecificos de
células T anti-BCMA/anti-CD3 vy observada en todas las muestras de
pacientes con médula o6sea, el microambiente de médula dbsea (BMME) no
afectado en las muestras respectivas

se vio (Figura 10H,

representativo de 7 muestras de pacientes).

Tabla 20. Porcentaje relativo de células de plasma de mieloma viables
negativas a yoduro de propidio de aspirados de médula o&ésea de
pacientes inducido por anticuerpos biespecificos de células T anti-

BCMA/anti-CD3.

Muestra de paciente Concentracién de anticuerpos

No. 1 / Células de biespecificos de células T anti-

plasma de mieloma BCMA/anti-CD3 (nM)

viables (%) 0.01 0.1 1 10
83A10-TCBcv 181.3 106.3 31 9.4
42-TCVcv 81.3 15.6 9. 9.4
22-TCVcv 37.5 6.3 6. 9.4
TCB de Control / / / 162.5

Muestra de paciente
No. 2 / Células de

plasma de mieloma

Concentracién de anticuerpos

biespecificos de células T anti-

BCMA/anti-CD3 (nM)

viables (%) 0.01 0.1 1 10
83A10-TCBcv 89.5 31.6 5. 0
42-TCVcv 42.1 10.5 0 0
22-TCVcv 15.8 5.3 0 0
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TCB de Control

/

/

/

94.7

Muestra de paciente
No. 3 / Células de

plasma de mieloma

Concentracién de anticuerpos

biespecificos de células T anti-

BCMA/anti-CD3 (nM)

viables (%) 0.01 0.1 1 10
83A10-TCBcv 76.7 35.0 1.7 0
42-TCVcv 13.3 0 0 0
22-TCVcv 3.3 0 0 0

TCB de Control / / / 86.7

Muestra de paciente
No. 4 / Células de

plasma de mieloma

Concentracién de anticuerpos

biespecificos de células T anti-

BCMA/anti-CD3 (nM)

viables (%) 0.01 0.1 1 10
83A10-TCBcv 93.9 51.5 9.1 6.1
42-TCVcv 9.1 0 0 0
22-TCVcv 15.2 15.2 0 0
TCB de Control / / / 127.3

Muestra de paciente
No. 5 / Células de

plasma de mieloma

Concentracién de anticuerpos

biespecificos de células T anti-

BCMA/anti-CD3 (nM)

viables (%) 0.01 0.1 1 10
83A10-TCBcv 100 91.4 62.9 20.0
42-TCVcv 71.4 34.3 22.9 11.4
22-TCVcv 20.0 22.9 14.3 11.4
TCB de Control / / / 85.7

Muestra de paciente
No. 6 / Células de

plasma de mieloma

Concentracién de anticuerpos

biespecificos de células T anti-

BCMA/anti-CD3 (nM)
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viables (%) 0.01 0.1 1 10
83A10-TCBcv 55.6 22.2 6.7 4.4
42-TCVcv 35.6 6.7 4.4 4.4
22-TCVcv 24 .4 3.3 8.9 2.2
TCB de Control / / / 117.8
Muestra de paciente Concentracién de anticuerpos
No. 7 / Células de biespecificos de células T anti-
plasma de mieloma BCMA/anti-CD3 (nM)
viables (%) 0.01 0.1 1 10
83A10-TCBcv 84.4 82.6 46.8 19.3
42-TCVcv 67.0 33.9 12.8 5.5
22-TCVcv 24 .4 3.3 8.9 2.2
TCB de Control / / / 106.4

Tabla 21. Valores de IMAX10 e IMAX1 con respecto a la inhibicidn
maxima del crecimiento de células de plasma de MM a IMAX10 10 nM e
inhibicién a IMAX1 1 nM con base en las células de plasma de mieloma
viables negativas a yoduro de propidio de aspirados de médula odsea de
pacientes en la presencia de anticuerpos biespecificos de células T

anti-BCMA/anti-CD3.

No. de 83A10-TCBcv 42-TCBcv 22-TCBcv TCB de
muestra Control
del IMAX10 | IMAX1 | IMAX10 | IMAX1 | IMAX10 | IMAX1 | IMAX10
paciente (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 90.6 68.8 90.6 90.6 90.6 93.8 -62.5
3 100 94.7 100 100 100 100 5.3
4 100 98.3 100 100 100 100 13.3
5 93.9 90.9 100 100 100 100 -27.3
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6 80. 37. 88. 7.1 88. 85. 14.3
7 95. 93. 95. 95.6 97. 91. -17.8
8 80. 53. 94. 87.2 97. 97. -6.4

Ejemplo 14: Activacién de células T de células T de médula ésea del
paciente inducidas por anticuerpos biespecificos de células T anti-
BCMA/anti-CD3 (citometria de flujo de multiparametros)

Para evaluar si los anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3
inducen la activacién de células T CD4" y CD8" de pacientes con mieloma
(es decir, células T infiltradas de médula oésea (MIL)), las muestras
de los respectivos grupos tratados, no tratados y de control después
de 48 h de incubacidén también se tifieron con una solucién de
anticuerpo FACS preparada con base en un panel de anticuerpos qgue
incluia ocho marcadores: CD8/CD69/TIM-3/CD16/CD25/CD4/HLA-DR/PD-1.
Las muestras se incubaron después durante 15 minutos en la oscuridad
a temperatura ambiente vy se usando un

adquirieron vy analizaron

citémetro de flujo multicolor. La activacién de células T se
determindé por la evaluacidén de la expresidén positiva de CD25, CD69
y/o HLA-DR activada en las poblaciones de células T CD4" y CD8". Se
midieron después los porcentajes de activacién de células T. La

Figura 11 muestra una sobrerregulacidn dependiente de la
concentracién de CD69 y CD25 en células T CD4" y CD8" infiltradas en
médula &ésea de pacientes con mieloma multiple. La Tabla 22 resume el
aumento de la expresién de CD69 y CD25 en células T CD4" y cD8'
inducidas por anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3; datos de un

paciente.

Tabla 22: Activacién de células T de células T autdlogas de pacientes
con mieloma inducidas por anticuerpos biespecificos de células T
anti-BCMA/anti-CD3 en la presencia de células de plasma de mieloma de

médula 6sea de pacientes
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Células T
CD69+/CD4 (%)

Concentracién de anticuerpos biespecificos

de células T anti-BCMA/anti-CD3 (pM)

30000 10000 1000 100 10 0
83A10-TCBcv 21.8 14.93 1.80 0.93 1.02 0.85
42-TCBcv 29.6 24.8 1.90 1.57 0.94 0.85
22-TCBcv 34.99 30.72 3.62 1.69 2.31 0.85
TCB de control 0.7 0.62 / / / /

Células T
CD69+/CD8 (%)

Concentracién de anticuerpos biespecificos

de células T anti-BCMA/anti-CD3 (pM)

30000 10000 1000 100 10 0
83A10-TCBcv 25.50 22.07 8.330 5.60 5.14 5.30
42-TCBcv 23.61 24 .22 11.125 9.26 6.28 5.30
22-TCBcv 25.48 28.14 11.460 6.64 14.08 5.30
TCB de control 5.71 4.93 / / / /

Concentracién de anticuerpos biespecificos

Células T de células T anti-BCMA/anti-CD3 (pM)
CD25+/CD4 (%)
30000 10000 1000 100 10 0
83A10-TCBcv 17.47 12.86 5.18 4.58 4.07 7.5
42-TCBcv 8.65 7.42 3.51 2.71 2.81 7.5
22-TCBcv 12.34 11.52 5.23 4.89 4.90 7.5
TCB de control 6.90 6.50 / / / /

Células T
CD25+/CD8 (%)

Concentracién de anticuerpos biespecificos

de células T anti-BCMA/anti-CD3 (pM)

30000

10000

1000

100

10
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83A10-TCBcv 9.79 6.560 0.42 0.13 0.12 0.12
42-TCBcv 2.20 2.231 0.42 0.14 0.08 0.12
22-TCBcv 3.57 4.110 0.65 0.10 0.08 0.12

TCB de control 0.09 0.100 / / / /

Ejemplo 15: Funcién aumentada de células T (produccién de citocinas)
de células T de médula oésea de pacientes inducida por anticuerpos
biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 (citometria de
flujo/inmunoensayo basado en perlas multiplexadas)

Para evaluar si los anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3
(83A10-TCBcv, 22-TCBcv y 42-TCBcv) inducen la activacién de las
células T y la funcién aumentada de células T CD4" y CD8" infiltrantes
de médula ésea de pacientes con mieloma, se recolectd el sobrenadante
del cultivo de 1los respectivos grupos tratados, no tratados vy de
control después de 48 h de incubacién y se midieron el contenido de
citocinas y serina proteasas. El andlisis de matriz de perlas de
citocinas (CBA) se realizdé en un citémetro de flujo multicolor de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, utilizando ya sea el
Thl/Th2 Cytokine Kit 1II (BD #551809) o la combinacidén de 1los
siguientes CBA Flex Sets: granzima B humana (BD # 560304), Flex Set
de IFN-y humano (BD # 558269), Flex Set de TNF-a humano (BD #
558273), Flex Set de IL-10 humana (BD # 558274), Flex Set de IL-6
humana (BD # 558276), Flex Set de IL-4 humana (BD # 558272), Flex Set
de IL-2 humana (BD # 558270).

Ejemplo 16: Estudio farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD) en monos
cynomolgus

Una ventaja clara que un anticuerpo de TCBcv anti-BCMA/anti-
CD3 podria tener sobre otros anticuerpos biespecificos tales como

(scFV), (por ejemplo, acoplador BiTE® de células T Dbiespecifico
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BCMAxXCD3 como se describe en W02013072415 y W02013072406) es la vida

media de eliminacidén mucho més larga/menor depuracién in vivo que
podria permitir una administracién IV o SC dos veces 0 una vez a la
semana en comparacién con la vida media de eliminacidén muy corta de
(scFV) (por ejemplo 1 a 4 horas) que requiere tratamiento
administrado a través de una bomba portada por los pacientes durante
semanas a meses (Topp et al., J Clin Oncol 2011; 29 (18): 2493-8).
Una administracidén dos veces o una vez por semana seria mucho més
conveniente para los pacientes y también mucho menos arriesgada (por
ejemplo, falla de la bomba, problemas con el catéter, etc.).

a) Para verificar la vida media de eliminacidn/depuracidn
del anticuerpo 83A10-TCBcv anti-BCMA/anti-CD3 in vivo, se realizaron
estudios farmacocinéticos (PK)/farmacodindmicos (PD) de dosis dunica
con anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 (83A10-
TCBcv, 22-TCBcv y 42-TCBcvVv) en CRO acreditado por AAALAC
experimentado. Los monos cynomolgus adultos bioldgicamente naives de
aproximadamente dos afios de edad y gque pesaron aproximadamente 3 kg
se aclimataron durante al menos 40 dias y se seleccionaron sobre la
base del ©peso corporal, observaciones <clinicas y examenes de
patologia clinica. Los animales fueron identificados por tatuajes
individuales y tarjetas de jaulas codificadas por colores. Todos 1los
procedimientos con animales (incluyendo el alojamiento, monitoreo de
salud, restricciédn, dosificaciédn, etc.) y revisién ética se
realizaron de acuerdo con la legislacidén vigente del pais que aplica
la Directiva sobre la proteccidédn de los animales utilizados para la
investigacién biomédica. Los animales se asignaron aleatoriamente al
grupo de tratamiento con base en el peso corporal previo a la prueba
més reciente. Después de excluir a los animales con hallazgos
anteriores a la prueba inaceptables, un programa informdtico incluido
en el sistema Pristima® disefiado para lograr el equilibrio con
respecto a los pesos corporales antes de la prueba se utilizd para

excluir los animales de ambos extremos de peso corporal y aleatorizar
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los animales restantes al grupo de tratamiento. Los animales se

asignaron a tres grupos de tratamiento con 83A10-TCBcv (n = 2
animales, es decir, 1 hembra y 1 macho por grupo) a 0.003; 0.03; vy
0.3 mg/kg. Los animales recibieron una inyeccidén i.v. Unica de 83A10-
TCBcv y se recolectaron al menos 0.8 ml de muestras de sangre por
punto de tiempo a través de la vena periférica para las evaluaciones
PK de acuerdo con el siguiente programa y procedimientos de
recoleccidédn: Pre-dosis, 30, 90, 180 min, 7, 24, 48, 96, 168, 336, 504
h después de la dosificacidén. Las muestras de sangre se dejaron
coagular en tubos para la separacidén del suero durante 60 minutos a
temperatura ambiente. E1 codgulo se centrifugd (al menos 10 min.,
1200 g, +4°C). El1 suero resultante (aproximadamente 300 uL) se
almacendé directamente a -80°C hasta un andlisis posterior. Las
muestras de médula o6sea para las evaluaciones PK también se
recolectaron en el fémur bajo anestesia/tratamiento analgésico de
acuerdo con el siguiente programa de recoleccidédn: Pre-dosis, 96 y 336
h después de la dosificacidén. Se permitid que las muestras de médula
bsea coagularan en tubos para la separacidén del suero durante 60
minutos a temperatura ambiente. El codgulo se centrifugd (al menos 10
min, 1200 g, +4°C). La médula 6sea resultante (aproximadamente 1 ml)
se almacendé directamente a -80°C hasta un andlisis adicional. EI
andlisis y evaluacién de los datos PK se realizaron. El anélisis
estdndar no compartimental se realizd utilizando el paquete Watson (v
7.4, Thermo Fisher Scientific Waltman, MA, EUA) o sistema Phoenix
WinNonlin (v. 6.3, Certara Company, EUA). Como se muestra en la
Figura 12 y Tabla 23, las concentraciones en suero de 83A10-TCBcv se
midieron por ELISA de muestras de suero recolectadas en diferentes
puntos de tiempo después de la inyeccién IV. La Tabla 24 muestra las
concentraciones de 83A10-TCBcv en la médula 6sea medidas por ELISA
para cada grupo de tratamiento (BLQ significa debajo del nivel de
cuantificacidn) .

Diversa informacidén relevante para uso clinico potencial de
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de la FIGURA 12, Tabla 23 y Tabla 24:
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En aspirados de médula oésea de pacientes con MM, las
concentraciones de 1 nM o 10 nM de TCB de esta invencidén inducen
una matanza significativa o incluso total de célula de plasma de
MM; a la dosis de 0.03 mg/kg en el intervalo de inyeccidén a 168
horas (7 dias) las concentraciones de plasma entre aprox. 1 nM y
4 nM se han logrado mostrando gque una vez por semana la terapia
con dosis de aprox. 0.03 mg/kg puede ser factible (200 ng/ml
corresponde a aproximadamente 1 nM)

La Figura 12 muestra que en el rango de dosis investigada, la PK
es en gran parte lineal a 1la dosis; eso significa que las
concentraciones son proporcionales a la dosis; una propiedad util
para la terapia clinica

MM es una enfermedad que se ubica principalmente en la médula
Osea; las concentraciones de 83A10-TCBcv detectadas en la médula
6sea estan cerca de las concentraciones en suero (Tabla 24), por
ejemplo a 96 h después de la inyeccidn, las concentraciones de
médula oésea de aprox. 1 y 2 nM se han medido; estas son
concentraciones de TCB de esta invencidédn en las que se observa
una matanza significativa de células de plasma de MM en aspirados
de médula ésea recién tomados de pacientes con MM; demostrando
nuevamente la oportunidad de intervalos de dosificacién
convenientes como una vez a la semana

Entre 24 y 504 horas después de la inyecciédén, la eliminacidén es
mayormente de primer orden con una vida media de eliminacidén de
aprox. 6 a 8 dias mostrando nuevamente la oportunidad de, por

ejemplo, una dosificacidédn una vez a la semana

Tabla 23. Concentraciones en suero de 83A10-TCBcv después del

tratamiento IV en monos cynomolgus
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83A 10-TCBcv
Conc. 0.003 mg/kg IV | 0.03 mg/kg IV 0.3 mg/kg IV
L
(ng/mL) A B c D E F
Pre-dosis 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
668.6 17207.2
30 min 75.69 74.99 796.54 14943.95
6 0
951.8 12831.5
90 min 70.92 74.56 628.72 16248.97
1 4
981.4 10653.2
180 min 76.54 62.55 722.277 6824.72
2 8
700.6
7 h 53.17 77.39 972.38 8204.77 4560.36
7
358.9
24 h 33.16 50.41 532.11 4609.28 4127.41
0
279.8
48 h 26.05 37.40 0 433.30 3546.09 | 2700.43
226.0
96 h 17.28 19.52 429.80 1959.96 | 2006.92
1
168 h 17.33 15.87 55.58 365.67 1918.06 1382.57
102.9
336 h 11.21 4.43 153.54 1102.96 773.55
4
504 h 4.33 BLO 43.99 130.14 952.03 377.04

Tabla 24. Concentraciones en médula dsea de 83A10-TCBcv después del

tratamiento IV Unico en monos cynomolgus

Conc . 0.003 mg/kg 0.03 mg/kg 0.3 mg/kg

(ng/mL) A B c D E F
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Pre-dosis 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
96 h 25.07 37.15 179.87 469.08 |3432.54|2674.70
336 h 9.92 6.90 59.39 47.22 1987.48 | 850.87
Mediciones farmacodindmicas (PD): Se recolectaron muestras

de sangre (puntos de tiempo: pre-dosis, 24, 48, 96, 168, 336, 504 h
después de 1la dosificacidén) y muestras de médula obésea (puntos de
tiempo: pre-dosis, 96 y 336 h después de la dosificacidén) en tubos
que contenian 7.5% de EDTA K3 para la evaluacidén PD por citometria de
flujo para evaluar el efecto de 83A10-TCBcv administrado i.v. como
dosis Unica en células de plasma de médula dbsea y sangre, células B y
células T. Se aplicd un método de tincidén de Iinmunofluorescencia
directa “lisar y lavar” de los marcadores de superficie. Brevemente,
se 1incubaron 100 pL de sangre o médula Oésea con dos mezclas de
anticuerpos incluyendo CD45/CD2/CD16/CD20/CD27/CD38 o
CD45/CD2/CD16/CD4/CD25/CD8 en la oscuridad durante 30 min a +4°C.
Para 1lisar los gldbébulos rojos, se afladieron 2 ml de solucidn
amortiguadora de lisis a la muestra y se incubaron durante 15 minutos
a temperatura ambiente en la oscuridad. Las células se recolectaron
por centrifugacidén y se lavaron con amortiguador de tincidén (PBS 2%
Suero Bovino Fetal) . Las muestras tefiidas se mantuvieron
refrigeradas, ©protegidas de la 1luz, hasta su adgquisicidén con
citémetro el mismo dia. La adquisicién de datos FACS se realizd con
un citémetro de flujo Becton Dickinson equipado con 488 y 635 lineas
de laser, BD FACS Canto II. El1 software BD FACSDiva se utilizdbé para
la recoleccién y el andlisis de datos. La enumeracién del numero
absoluto de células se realizd con una plataforma doble, en funcidn
del recuento de leucocitos obtenido por el analizador de hematologia
(ADVIA”112O, Siemens). Como se muestra en la Figura 13, se observd la
redistribucién de las células T periféricas en todos los animales que

recibieron un tratamiento IV de dosis uUnica de 83A10-TCBcv como se
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muestra por la disminucidén en los recuentos de células T circulantes.

Como se muestra en la Figura 14A, vya a las 24 horas después del
tratamiento con 0.3 mg/kg de 83A10-TCBcv se observdé una disminucidn
en células de plasma (células positivas a BCMA) en animales tratados
mientras no hubo disminucidén en células B totales (células negativas
a BCMA). La Figura 14b muestra la cinética de reduccidén de células de
plasma de sangre después del tratamiento con 0.3 mg/kg de 83A10-TCBcv
en monos cynomolgus.

Las muestras de sangre también se procesaron para la
recoleccién de plasma para el anadlisis de citocinas (IL-1b, IL-2, IL-
6, IL-10, TNF-a e IFN-y) de acuerdo con el siguiente programa de
recoleccién: Pre-dosis, 30, 90, 180 min, 7, 24, 48, 96, 168 h después
de la dosificacidén. Las muestras de sangre se colocaron en tubos de
plédstico mantenidos en un Dbafio de agua con hielo, luego se
centrifugaron (al menos 10 min., 1200 g, +4°C). El plasma resultante
se almacené directamente a -80°C hasta el andlisis. El1 analisis de
citocinas se realizdé con inmunoensayo de citocinas basado en
microesferas Multiplex (Tecnologia Luminex). Los datos se analizaron
utilizando el software Bio-Plex Manager 4.1 (Bio-Rad): se utilizd un
modelo de regresidén logistica de cinco parédmetros (5PL).

b) En un estudio adicional, 1los monos cynomolgus fueron
tratados con 42-TCBcv o 22-TCBcv. Los animales (n = 2/grupo)
recibieron una inyeccién IV tnica (0.01; 0.1 y 1.0 mg/kg) o SC (0.01
y 0.1 mg/kg) de 42-TCBcv o una inyeccidédn IV Unica de 22-TCBCv (0.1
mg/kg) . Las muestras de sangre y médula &ésea se recolectaron en
puntos de tiempo siguiendo un cronograma de recoleccidén definido y se
procesaron en consecuencia para la medicidn de PK % PD
(inmunofenotipificacidén y produccidén de citocinas).

Los animales recibieron una inyeccidén IV o SC Unica de 42-
TCBcv o 22-TCBcv (IV solamente) y se recolectaron muestras de sangre
por punto de tiempo a través de la vena periférica para evaluaciones

PK de acuerdo con el siguiente programa de recoleccidn %
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procedimientos: Pre-dosis, 30, 90, 180 min, 7, 24, 48, 96, 168, 336,

504 h después de la dosificacién. Las muestras de sangre se dejaron
coagular en tubos para la separacién del suero durante 60 minutos a
temperatura ambiente. El1 coadgulo se centrifugdé (al menos 10 min.,
1200 g, +4°C). El1 suero resultante (aproximadamente 300 uL) se
almacendé directamente a -80°C hasta un andlisis posterior. Las
muestras de médula o6sea para las evaluaciones PK también se
recolectaron en el fémur bajo anestesia/tratamiento analgésico de
acuerdo con el siguiente programa de recoleccidédn: pre-dosis, 96 y 336
h después de la dosificacidén. Se permitid que las muestras de médula
bsea B coagularan en tubos para la separacidn del suero durante 60
minutos a temperatura ambiente. El codgulo se centrifugd (al menos 10
min, 1200 g, +4°C). La médula 6sea resultante (aproximadamente 1 ml)
se almacend directamente a -80°C hasta un andlisis posterior. Se
realizaron el analisis de datos PK y la evaluacidén. E1l anélisis
estdndar no compartimental se realizd utilizando el paquete Watson (v
7.4, Thermo Fisher Scientific Waltman, MA, EUA) O el sistema Phoenix
WinNonlin (v. 6.3, Certara Company, EUA). Como se muestra en la
Figura 19 y Tabla 24A-D, las concentraciones de 42-TCBcv se midieron
por ELISA a partir de muestras de suero y médula &ésea recolectadas en
diferentes puntos de tiempo después de la inyeccidén IV o SC. El rango
de concentracién efectiva de 42-TCBcv en aspirados de médula o6sea de
pacientes con mieloma multiple correspondié a 10 a 10 nM (&rea gris).
Las concentraciones entre paréntesis estédn en nM. BLQ, por debajo del

nivel de cuantificacién; i/m, medicidén no concluyente.

Tabla 24A. Concentraciones en suero de 42-TCBcv después del

tratamiento IV en monos cynomolgus

42-TCBcv

Conc. 0.01 mg/kg IV 0.1 mg/kg IV 1.0 mg/kg IV

(ng/mL) Macho | Hembra Macho Hembr Macho Hembra
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a
Pre- BLO BLO BLO BLO BLO
dosis i/m
468.5 4506. 41939.3 32677.2
30 min 013.44
7 4720.33 64 1 3
333.0 3214. 30889.7 103925.
90 min 427 .16 4284.66
9 61 3 73
392.3 2865. 29201.6 36157.7
180 min 422 .36
7 4336.89 36 9 38
421.9 3070. 25064.8 29962.6
7 h 356.34
6 4028.47 84 1 2
242 .6 2321. 19365.8 23656.6
24 h 305.74
4 2996.24 66 6 5
1781. 20539.5 13523.6
48 h 192.97
i/m 2595.62 91 9 8
128.5 1277. 13147.0 12755.5
96 h 148.02
0 2153.34 02 9 8
948.3
168 h
51.13 72.64 1388.24 1 6189.79 3952.05
190.8
336 h 13.03
27.68 195.51 7 5337.85 54.15
504 h 18.17 8.04 275.93 13.96 3678.69 37.88

Tabla 24 B.

tratamiento IV Unico en monos cynomolgus

Concentraciones en médula 6sea de 42-TCBcv después del

42-TCBcv

Conc.

(ng/mL)

0.01 mg/kg IV

0.1 mg/kg IV

1.0 mg/kg IV

Macho

Hembra

Macho

Hembra

Macho

Hembra
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Pre- BLO BLO BLO BLO BLO
dosis 406.99
96 h 54.39 130.03 956.56 | 1022.87 | 4089.88 4339.33
336 h 27.23 18.49 227.20 | 170.34 3705.74 62.44
Tabla 24C. Concentraciones en suero de 42-TCBcv después

tratamiento SC en monos cynomolgus

42-TCBcv
Conc. 0.01 mg/kg SC 0.1 mg/kg SC
(ng/mL) Macho | Hembra | Macho | Hembra
Pre- BLQ BLQ
dosis 4.76 12.41
30 min 8.25 12.51 25.11 14.62
90 min 16.38 22.71 140.73 145.39
180 min 23.75 48.51 334.95 269.66
7 h 37.46 63.48 836.86 565.10
24 h 68.15 115.31 | 2100.42 | 904.22
48 h 116.63 118.03 | 1956.60 [ 1111.06
96 h 150.77 120.62 1810.13 | 1817.52
168 h 106.28 98.64 1192.65 | 1653.26
336 h 67.02 46.21 482.39 571.04
504 h 25.69 31.99 4.08 83.91

Tabla 24 D.

tratamiento SC Unico en monos cynomolgus

42-TCBcv

Conc.

0.01 mg/kg SC

0.1 mg/kg SC

del

Concentraciones en médula 6sea de 42-TCBcv después del
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(ng/mL) Hembra Macho Hembra Hembra
Pre- BLO BLO
dosis 5.59 10.70
96 h 109.88 73.93 1064.66 | 1066.79
336 h 29.35 48.78 518.40 906.48

Los resultados de las Tablas 24A y 24C muestran un atractivo
perfil de concentracidén en suero adecuado para tratamiento una vez a
la semana o incluso wuna vez cada dos semanas con 42-TCBcv. Se
determindé el area bajo la curva AUC para las concentraciones en suero
después de la administracidén IV y SC, la comparacidén de los valores
AUC mostrdé una alta Dbiodisponibilidad cercana al 100% con 1la
inyeccién SC de 42-TCBcv. Ademas, los resultados muestran que la
concentracién de 42-TCBcv en la médula o6sea es muy similar a la
concentracién en suero de 42-TCBcv. Las concentraciones de 42-TCBcv
en suero podrian representar las concentraciones de 42-TCBcv
disponibles en la médula &ésea, es decir, en la ubicacidén principal
donde se enriquecen las células de tumor de mieloma.

Las mediciones farmacodinédmicas (PD) son informacidén valiosa
para corroborar con mediciones PK. Se realizaron anédlisis de PD
adicionales. Las células B CD20" de Cynomolgus de la sangre también
expresan BCMA en la superficie celular y son significativamente méas
frecuentes (recuento absoluto méds alto) que las células de plasma en
la sangre. La deplecidén de células B sanguineas se utilizd como un
efecto farmacodinamico confiable de anticuerpos de TCBcv anti-
BCMA/anti-CD3 y para comparar in vivo la eficacia entre 83A10-TCBcv,
42-TCBcv 'y 22-TCBcv. Los recuentos de células B absolutas se
calcularon con base en la doble plataforma que consiste de citometria
de flujo y recuento de gldébulos blancos obtenidos con un analizador
hematoldégico y medidos en los siguientes puntos de tiempo: pre-dosis,

24 h, 48 h, 96 h y 196 h después de 10 min de infusidén IV. EI
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porcentaje de deplecidén de células B se calculd de la siguiente

manera:

= [recuento absoluto de células B a pre-dosis]-[recuento absoluto de

células B en el punto de tiempo]

[recuento absoluto de células B a pre-dosis] * 100

Tabla 24E: efectos farmacodinadmicos de los anticuerpos de TCBcv anti-

BCMA/anti-CD3: agotamiento de células B

Deplecidén de células B en relacidén con la pre-
Tiempo después dosis (%)
de la
83A10-TCBcv 42-TCBcv 22-TCBcv
inyeccidén IV
(horas) 0.3 mg/kg (n = | 0.1 mg/kg (n = | 0.1 mg/kg (n =
2) 2) 2)

24 h 19.9 £+ 0.21 91.4 + 3.8 77.8 + 3.7

48h 11.9 £+ 17.6 88.8 £ 3.9 61.5 £ 9.8

96h 5.0 £+ 10.8 93.0 £ 7.2 89.2 £ 4.8

168h -0.23 + 61.4 96.6 £ 3.5 91.9 £ 3.9

42-TCBcv y 22-TCBcv son mas potentes que 83A10-TCBcv para
inducir el agotamiento de <células B que expresan BCMA en monos
cynomolgus después de una inyeccidén IV de dosis uUnica (ver Tabla
24E) . Dado gque las tres moléculas comparten la misma estructura
molecular y el mismo enlazante de CD3, la diferencia de eficacia en
monos cynomolgus podria atribuirse principalmente al anticuerpo de
BCMA respectivo.

Para confirmar que el agotamiento de las células B que
expresan BCMA en monos cynomolgus después de la inyeccidén IV es un
resultado de los efectos de farmacodinamica mecanicista de

anticuerpos de TCBcv anti-BCMA/anti-CD3, el aumento de las células T
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citotéxicas CD8' activadas (es decir células efectoras) se midié en la

médula ésea enriquecida con células positivas a BCMA (es decir,
células objetivo) 4 dias (96 h) y 3 semanas (336 h) después de la
inyeccidén IV. Se calcularon los recuentos de células T activadas por
CD8" CD25" con base en la plataforma doble que consiste de citometria
de flujo y recuento de leucocitos obtenidos con un analizador de

hematologia.

Tabla 24F: Efectos farmacodindmicos de los anticuerpos de TCBcy anti-

BCMA/anti-CD3: Aumento de células T activadas por CD8' CD25"

Aumento de las células T activadas por
CD8" CD25" en relacién con la dosis previa

(%)

Tiempo después

o\°

de la inyeccidn

83A10-TCBcvVv 42-TCBcv 22-TCBcv
IV (horas)
0.3 mg/kg (n | 0.1 mg/kg (n | 0.1 mg/kg (n
= 2) = 2) = 2)
96h 284 + 244% 585 + 496% 1449 £+ 1715%
336h -0.9 £ 1.3% 110 £ 187% -6.6 £ 45.3%

42-TCBcv y 22-TCBcv son mas potentes que 83A10-TCBcv para
inducir la activacidén de células T en monos cynomolgus después de una
inyeccidén IV de dosis uUnica (ver Tabla 24F). Dado que las tres
moléculas comparten la misma estructura molecular y enlazante de CD3,
la diferencia en los efectos farmacodindmicos en monos cynomolgus
podria atribuirse principalmente al anticuerpo de BCMA respectivo.
Los resultados indican que el agotamiento de las células B positivas
a BCMA en la médula ésea y en la sangre es muy probablemente el
resultado de la activacidén de las células T citotdxicas inducidas por

anticuerpos de TCBcv anti-BCMA/anti-CD3.

Ejemplo 17: Actividad antitumoral inducida por anticuerpo



10

15

20

25

30

174
biespecifico de células T anti-BCMA/anti-CD3 en el modelo de

xenoinjerto de mieloma humano H929 usando ratones NOG humanizados con
PBMC

Con una vida media de eliminacién larga, los anticuerpos de
TCBcv anti-BCMA/anti-CD3 que contienen Fc podrian ser més eficaces
que los anticuerpos biespecificos basados en (scFv),, tal como BCMA50-
BiTE® administrado a dosis equimolares, en un programa una vez a la
semana. El efecto in wvivo de 83A10-TCBcv y BCMA50-BiTE® (como se
describe en W02013072415 y W02013072406) se compard y evalud en el
modelo de xenoinjerto de mieloma humano H929 en ratones NOG
humanizados con PBMC. Los ratones NOG son apropiados para modelos de
ratédn humanizados ya que carecen completamente de células inmunes que
incluyen poblacidén de células NK residentes y, por lo tanto, son méas
permisivos para el injerto de tumor de células xenogénicas humanas
(Ito et al., Curr Top Microbiol Immunol 2008; 324: 53-76) .
Brevemente, en el dia 0 (d0) del estudio, 5%10° linea celular de
mieloma humano NCI-H929 (NCI-H929, ATCC® CRL-9068™) en 100 wul de
medio RPMI 1640 que contiene 50:50 matrigel (BD Biosciences, Francia)
se inyectaron por via subcutdnea (SC) en el flanco dorsal derecho de
ratones hembra NOD/Shi-scid IL2rgamma (nulo) (NOG) inmunodeficientes de
8-10 semanas de edad (Taconic, Ry, Dinamarca). Veinticuatro a 72
horas antes de la implantacién SC de células de tumor H929, todos 1los
ratones recibieron una irradiacién de cuerpo entero con una fuente vy
(1.44 Gy, ®0co, BioMep, Breteniéres, Francia). En el dia 15 (d15), 1los
ratones NOG recibieron una inyeccidén intraperitoneal (IP) uUnica de
2x10’ PBMC humanas (en 500 pl de PBS 1X pH 7.4). La caracterizacién de
las PBMC humanas se realizd por inmunofenotipificacién (citometria de
flujo). Los ratones luego fueron aleatorizados cuidadosamente en 1los
diferentes grupos de tratamiento y de control (n = 9/grupo) usando
software Vivo manager® (Biosystemes, Couternon, Francia) y una prueba
estadistica (andlisis de wvarianza) se realizdé para probar la

homogeneidad entre los grupos. El tratamiento con anticuerpo comenzd
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el dia 19 (dl19), es decir, 19 dias después de la inyeccidén SC de las

células de tumor H929 cuando el volumen de tumor alcanzdé al menos
100-150 mm® en todos los ratones, con un volumen de tumor medio de 300
+ 161 mm3para el grupo de control tratado con vehiculo, 315 + 148 mm’>
para el grupo tratado con 2.6 nM/kg de TCB de control, 293 + 135 mm’®
para el grupo de 2.6 nM/kg de 83A10-TCBcv y 307 + 138 mm’ para el
grupo de 2.6 nM/kg de BCMA50-(scFv), (BCMA50-BiTE®). El programa de
tratamiento con anticuerpo de TCB se basdé en los resultados
farmacocinéticos obtenidos previamente con 83A10-TCBcv y consistid de
una administraciédn IV una vez por semana por hasta 3 semanas (es
decir, un total de 3 inyecciones de anticuerpo de TCB). Cuatro dias
después de la reconstitucidén de los ratones huésped con PBMC humanas
(d19), se administrdé una primera dosis del anticuerpo de 83A10-TCBcv
anti-BCMA/anti-CD3 (2.6 nM/kg, respectivamente, 0.5 mg/kg) por
inyeccidén en la vena de la cola. Se recolectaron muestras de sangre
por puncién de la vena yugular/mandibular (bajo anestesia) 1 h antes
de cada tratamiento, 2 h antes del segundo tratamiento y en la
terminacidén en ratones de todos los grupos tratados con 83A10-TCBcv y
control-TCBcv. Las muestras de sangre se transfirieron inmediatamente
a tubos que contienen activador de coagulo (tubos T MG, parte
superior de color rojo cereza, Capiject®, Terumo®). Los tubos se
dejaron a temperatura ambiente durante 30 minutos para permitir la
coagulacidén. Luego los tubos se centrifugaron a 1,300 g durante 5 min
para la separacidén del coédgulo/suero. Se prepararon alicuotas de
suero, se congelaron réapidamente en nitrdégeno liquido y @ se
almacenaron a -80°C hasta un andlisis adicional. El volumen de tumor
(TV) se mididé por calibrador durante el estudio y el progreso se
evaludé por comparacidn intergrupal de TV. El porcentaje de

crecimiento de tumor definido como TG (%) se determind calculando TG

(%) = 100 x (TV mediano del grupo analizado)/(TV mediano del grupo
tratado con vehiculo de control). Por razones éticas, los ratones

fueron sacrificados cuando el TV alcanzé al menos 2000 mm’. La Figura
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15 muestra el TV de cada ratdén individual por grupo experimental: (A)

grupos de control que incluyen control de vehiculo (linea completa) vy
TCB de control (linea de puntos), (B) grupo 83A10-TCBcv (2.6 nM/kg) vy
(C) BCMA50-BiTE® (2.6 nM/kg). En el grupo de 83A10-TCBcv (2.6 nM/kg),
6 de 9 ratones (67%) experimentaron una regresidén de tumor incluso
por debajo del TV registrado en dl9, es decir, el primer tratamiento
con TCB y la regresién de tumor se mantuvo hasta la finalizacidén del
estudio. Los 3 ratones en el grupo tratado con 83A10-TCBcv (2.6
nM/kg) que no mostraron regresidén de tumor tenian su TV igual a 376,
402 y 522 mm’, respectivamente, a dl9. Por el contrario, ninguno de
los 9 ratones (0%) tratados con una dosis equimolar de BCMA50-BiTE®
(2.6 nM/kg) en un programa de una vez a la semana durante 3 semanas
tuvo regresidén de tumor en cualquier momento. La Tabla 25 muestra la
progresién de los volumenes de tumor con el tiempo en todos 1los
grupos experimentales. El porcentaje de crecimiento de tumor se
calculd para dl9 a d43 y se compard entre el grupo de 83A10-TCBcv
(2.6 nM/kg) y BCMA5S50-BiTE® (2.6 nM/kg) (Figura 16). Los resultados
demuestran que TG (%) se redujo constante y significativamente en el
grupo de 83A10-TCBcv (2.6 nM/kg) asi como que TG (%) siempre es menor
en comparacidén con BCMA50-BiTE® (2.6 nM/kg). La Tabla 26 muestra el
volumen de tumor (TV) mediano y el porcentaje de crecimiento de tumor
(TG (%)) en los dias 19 a 43. Los resultados generales demostraron
claramente que 83A10-TCBcv es superior a BCMAS50-BiTE® para inducir la
actividad antitumor in wvivo cuando el tratamiento se administra a

dosis equimolar en un programa una vez por semana durante 3 semanas.

Tabla 25. Progresidén de volumenes de tumor con el tiempo en ratones
del grupo de vehiculo de control vy ratones tratados con dosis
equimolares de TCB de control, 83A10-TCBcv y BCMA50- (scFv), (BCMA50-
BiTE®)

Volume Grupo A de Vehiculo de control
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n de
Medi
tumor Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 SD
a
(mm?)
Dia 5 95 58 63 71 63 68 o7 65 36 65 15
Dia 8 70 ol 71 70 56 68 74 70 49 06 8
Dia 12 00 65 53 50 57 58 60 59 56 58 5
16
Dia 15| 101 95 131 80 ol 65 89 37 91 37
1
42
Dia 19| 333 | 327 | 566 | 123 | 197 | 191 | 444 92 300 161l
7
110 58
Dia 23| 565 | 481 470 | 310 | 309 | 517 | 281 513 249
5 1
107 198 108 87
Dia 27 877 823 | 560 | 675 530 943 440
1 9 9 0
187 | 112 419 106 | 136 13
Dia 30 X 867 673 1090 | 450
0 9 .2 0 8 31
165 105 | 152 | 180 | 100 | 20
Dia 34 X 507 1370 | 535
3 6 1 5 8 42
214 204 | 130 | 201 | 239 | 126
Dia 37 X 1862 | 4064
0 3 9 7 4 7
159 134
Dia 40 X X X X 1469 | 174
2 6
154 199
Dia 43 1771 | 314
8 4
Dia 47 X X
Dia 51
Volume Grupo B de 2.6 nM/kg de TCB de Control
n de Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 | Medi | SD
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tumor a
(mm”)
Dia b5 68 65 84 83 46 63 73 74 67 69 11
Dia 8 55 64 54 73 60 103 56 55 76 66 16
Dia 12 45 92 73 76 83 78 103 69 76 77 16
Dia 15| 72 169 64 99 69 150 | 223 | 115 | 88 117 54
28 315 | 148
Dia 19| 257 | 334 71 318 | 268 | 460 | 602 | 236
5
46 520 | 227
Dia 23| 430 | 773 95 444 | 553 | 738 | 808 | 381 .
125 100 63 791 | 289
Dia 27 | 924 232 | 780 | 768 915 | 606
2 9 0
119|171 1231134 | 111 78 | 1044 | 398
Dia 30 326 | 867 817
1 4 0 9 8 3
168 146 | 166 | 195 | 176 | 118 | 57 | 1359 | 529
Dia 34 X 592
4 6 0 4 5 0 6
252 173 | 110 140 | 86 | 1370 | 691
Dia 37 597 X X
2 5 5 2 1
238 | 195 227 | 13 | 1792 | 604
Dia 40 X 978
38 2 7 65
130 18 | 1599 | 419
Dia 43 X X X
2 95
234 23 | 2359 | 19
Dia 47
6 73
Dia 51 X X
Volumen Grupo C de 2.6 nM/kg de 83A10-TCBcv
de
tumor C1l c2 C3 c4 C5 Ccé Cc7 Cc8 C9 |[Media SD
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Dia 5 78 79 55 77 53 47 39 53 60 60 15
Dia 8 69 37 67 75 62 59 59 77 75 64 12
Dia 12 58 61 60 69 48 59 46 63 87 61 12
Dia 15 136 41 61 138 48 57 76 71 217 94 58
Dia 19 376 | 151 | 238 | 522 154 133 377 287 402 293 135
Dia 23 656 | 322 | 375 | 847 311 249 642 395 681 498 210
Dia 27 [1119| 376 | 443 | 1400 | 253 253 678 371 | 1166 673 441
Dia 30 [1607]187 | 2601|1975 88 113 219 191 | 1590 692 783
Dia 34 |[2143| 68 | 100 X 34 54 63 53 2429 618 1033
Dia 37 b4 41 44 43 34 34 35 X 38 5
Dia 40 64 40 43 38 32 39 43 11
Dia 43 40 43 33 24 32 25 33 8
Dia 47 14 21 16 12 19 14 16 3
Dia 51 15 30 20 20 15 18 20 6
Volumen Grupo D de 2.6 nM/kg de BCMA50- (scFv), (BCMA50-BiTE®)
de

tumor D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 |Media | SD
()

Dia 5 75 92 78 86 57 91 74 58 62 75 13
Dia 8 51 87 61 99 70 88 90 73 71 77 15
Dia 12 70 73 63 76 84 76 85 58 113 78 16
Dia 15 142 72 61 128 87 77 121 60 188 104 44
Dia 19 232 212 81 474 303 260 360 304 539 307 138
Dia 23 560 483 | 121 | 811 665 408 654 457 | 1115 586 278
Dia 27 827 879 | 216 | 1224 1092 | 732 886 908 | 1526 921 359
Dia 30 1026|1414 | 227 {1476 | 1373|1256 | 1210 | 1228 | 2433 | 1294 567
Dia 34 | 1368 | 1855|418 [2185| 1734|1936 | 1465 | 1645 X 1576 535
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Dia 37 |1691 |2754 | 599 2542 2102 | 2062 1958 765
Dia 40 | 2764 X 706 b 4 X X 1735 | 1455
Dia 43 X 807 807 n/A
Dia 47 b

Dia 51

Tabla 26. Volumen de tumor (TV) medio y porcentaje de crecimiento de
tumor (TG (%)) en los dias 19 a 43: 83A10-TCBcv en comparaciédn con

BCMAS0-BiTE®.

2.6 nM/kg de
Inhibicidn Control 2.6 nM/kg de 2.6 nM/kg de
TCB de
del tratado con 83A10-TCBcv BCMA50-BiTE®
control
crecimiento vehiculo
de tumor
TV TG ™V TG TV TG TV TG
TGinn (%)
mediano (%) mediano (%) mediano (%) mediano (%)
Dia 19 327 100 287 87.8 303 92.7 285 87.2
Dia 23 481 100 395 82.1 560 116.4 461 95.8
Dia 27 870 100 443 50.9 886 101.8 780 89.7
Dia 30 1094.5 100 219 20.0 1256 114.8 1118 102.1
Dia 34 1521 100 65.5 4.3 1689.5 | 111.1 1563 102.8
Dia 37 2030 100 38 1.9 2082 102.6 | 1253.5 6l1.7
Dia 40 1469 100 39.5 2.7 1735 118.1 1952 132.9
Dia 43 1771 100 32.5 1.8 807 45.6 1598.5 90.3
Dia 47 / / 15 / / / 2359.5 /
Dia 51 / / 19 / / / / /
Ejemplo 18: Actividad antitumoral inducida por anticuerpos
biespecificos de <células T anti-BCMA/anti-CD3 en modelo de

xenoinjerto de

con PBMC

mieloma humano RPMI-8226 en ratones NOG humanizados
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Alternativamente a la linea celular de mieloma H929, 1la

linea celular RPMI-8226 de mieloma humano para la que el nivel de
expresién de BCMA de superficie es menor que la de H929 y méas
representativa del nivel detectado en células de mieloma primario es
utilizado como xenoinjerto de tumor. Brevemente, en el dia 0 (d0) del
estudio, 10x10° - 20x10° linea celular de mieloma humano RPMI-8226
(ATCC® CCL-155™) en 200 uL de solucidén de NaCl al 0.9% gque contiene
matrigel 50:50 (BD Biosciences, Francia) se inyectaron por via
subcutanea (SC) en el flanco dorsal derecho de ratones hembra
inmunodeficientes NOD/Shi-scid IL2rgamma (nulo) (NOG) de 8-10 semanas
de edad (Taconic, Ry, Dinamarca). Veinticuatro a 72 horas antes de la
implantacién SC de linea celular RPMI-8226, todos los ratones
recibieron una irradiacidén de cuerpo entero con una fuente vy (1.44
Gy, °°Co, BioMep, Bretenieéres, Francia). Los ratones NOG recibieron
una inyeccién intraperitoneal (IP) tnica de 2x10’ PBMC humanas (en 500
uL de PBS 1X pH7.4) una vez entre el dia 9 (d9) y dia 45 (d45) una
vez que los voltmenes del tumor alcanzaron al menos 100-150 mm’. La
caracterizacidn de las PBMC humanas se realizd por
inmunofenotipificacidn (citometria de flujo) . Los ratones se
aleatorizaron cuidadosamente en los diferentes grupos de tratamiento
y control (n = 9/grupo) usando el software Vivo manager® (Biosystemes,
Couternon, Francia) y una prueba estadistica (anadlisis de varianza)
se realizdé para analizar la homogeneidad entre 1los grupos. E1
tratamiento con anticuerpos comenzé al menos 24 h a 48 h después de
la inyeccién IP de PBMC humana y cuando el volumen de tumor alcanzd
al menos 100-150 mm® en todos los ratones. E1 programa de tratamiento
con anticuerpo de TCB se basd en resultados farmacocinéticos previos
y consistié en una administracidén IV una o dos veces por semana a
través de la vena de la cola por hasta 3 semanas (es decir, total de
3 inyecciones de anticuerpo de TCB). Las muestras de sangre se
recolectaron por puncién de la vena yugular/mandibular (bajo

anestesia) 1 h antes de cada tratamiento, 2 h antes del segundo
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tratamiento y al finalizar. Las muestras de sangre se transfirieron

inmediatamente a tubos que contienen activador de coagulo (tubos T
MG, parte superior roja cereza, Capiject®, Terumo®). Los tubos se
dejaron a temperatura ambiente durante 30 minutos para permitir la
coagulacidén. Luego los tubos se centrifugaron a 1,300 g durante 5 min
para la separacidén de coadgulo/suero. Se prepararon alicuotas de
suero, se congelaron réapidamente en nitrdégeno liquido y @ se
almacenaron a -80°C hasta un andlisis posterior. El1l volumen del tumor
(TV) se mididé con un calibrador durante el estudio y el progreso se
evalué por la comparacidén intergrupal de TV. El1 porcentaje de
crecimiento de tumor como se define como inhibicidén de TG (%) se
determindé calculando TG (%) = 100 x (TV mediano del grupo
analizado)/ (TV mediano del grupo tratado con vehiculo de control).

El desarrollo de modelo del xenoinjerto de mieloma humano
RPMI-8226 en ratones NOG humanizados con PBMC se realizdé en primer
lugar para garantizar que el modelo de xenoinjerto fuera apropiado
para probar anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-
CD3. Se inyectaron SC células de MM RPMI-8226 que expresan BCMAP®° g
ratones NOG en el dia 0. En el dia 22, las PBMC humanas se inyectaron
IP y las células T humanas pudieron detectarse en sangre una semana
después (datos no mostrados). Como se representa en la Figura 20, el
crecimiento de tumor y peso corporal se midieron hasta el dia 50.
Desafortunada e inesperadamente, este modelo de xenoinjerto resultd
inadecuado para probar la actividad antitumoral de anticuerpos
biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 por las siguientes
razones: 1) el xenoinjerto de mieloma humano RPMI-8226 no crecidé de
manera consistente en los ratones NOG humanizados con PBMC; 2) 1los
ratones NOG humanizados con PBMC trasplantados con xenoinjerto de
RPMI-8226 comenzaron a perder peso corporal poco después de la
inyeccién IP de PBMC humanas, un signo de enfermedad de injerto
contra huésped. Estos ratones fueron sacrificados por razones éticas;

3) pérdida de la expresidén de BCMA observada en xenoinjerto de tumor
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después de la inyeccién SC en el sacrificio de los ratones huésped.

Ejemplo 19: Citotoxicidad de células T redirigidas de células de
plasma de células mononucleares de sangre periférica o aspirados de
médula ésea de pacientes con leucemia de células de plasma (PCL) en
la presencia de células T autdlogas inducidas por anticuerpos
biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 medida por citometria
de flujo

La leucemia de células de plasma (PCL) es wuna variante
leucémica de mieloma que surge ya sea de novo o de mieloma multiple
(MM) clinicamente preexistente. Los tratamientos actuales disponibles
son bastante limitados y consisten principalmente de combinaciones de
quimioterapia y féarmacos para MM. Hasta la fecha, ninguna terapia ha
sido registrada explicitamente para esta enfermedad altamente
agresiva y mortal. BCMA juega un papel esencial en la supervivencia
de las células de plasma normales y los anticuerpos biespecificos de
células T anti-BCMA/anti-CD3 de acuerdo con la invencidén se pueden
usar para el tratamiento de leucemia de células de plasma en un
paciente que padece la enfermedad. Las células mononucleares de
sangre periféricas recién tomadas (PBMC) de muestras de pacientes con
leucemia de células de plasma que contienen > 80% de células de
plasma en los recuentos elevados de leucocitos se aislaron por
gradiente de densidad utilizando Ficoll u otros métodos comparables y
se incubaron durante 24 h y 48 h con concentraciones de anticuerpo
biespecifico de células T anti-BCMA/anti-CD3 o anticuerpos de control
de 0.1 pM a 30 nM a 37°C en una atmésfera de aire humidificado. Los
aspirados de médula 6sea entera de pacientes con leucemia de células
de plasma también se pueden usar como muestras. Cada punto de dosis
se realizd por triplicado. La apoptosis se determindé por tincidén con
anexina/yoduro de propidio de toda la poblacidén y de las células
positivas a CD 138 en un FACSCalibur usando el software Diva (BD). La

viabilidad de 1las células de plasma y poblacidén entera de PBMC se
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investigdé por tincidén doble con yoduro de propidio/CD138-FITC usando

citometria de flujo (FACSCalibur; Becton Dickinson). El1 andlisis de
los datos se realizd utilizando Software FACSDiva (Becton Dickinson) .
Los valores medios se normalizaron en la media sobre los triplicados
del control de medio respectivo (MC). Para el anadlisis estadistico,
se utilizdé una prueba t unilateral. La inhibicidén méxima del
crecimiento celular de PCL a una concentracién de 10 nM (IMAX10) y la
inhibicién medida a 1 nM (IMAX1), respectivamente, se dan en
porcentaje como se refiere al control de medio. La inhibicidén méxima
de anticuerpo de TCB de control (10 o 30 nM) en comparacidn con el
control de medio también se mididé. Los calculos se realizaron
utilizando R 3.1.19 y Bioconductor 2.1310, pero para el calculo de
los wvalores IMAX (Microsoft Excel®, Microsoft Office Professional
2013). Un efecto se considerd estadisticamente significativo si el
valor P de su prueba estadistica correspondiente es < 5% (*), < 1%
(**) o < 0.1% (***). La expresidédn de BCMA también se midid en células
de plasma CD138" de PBMC de muestra de pacientes con leucemia de
células de plasma, asi como también se determindé la relacidn de
células efectoras a células de tumor (E:T). Como se muestra en la
Figura 20, 1los resultados claramente muestran gque hubo células
leucémicas de células de plasma de médula bsea viables
significativamente reducidas con 42-TCBcv (es decir, méds lisis de las
células leucémicas de células de plasma de médula ésea) en dos
muestras de pacientes con leucemia de células de plasma en
comparacién con el control de medio. La Tabla 27 demuestra el
porcentaje de la inhibicidén méxima de células leucémicas de células
de plasma de aspirados de médula o6sea de pacientes o sangre
periférica inducida por anticuerpos biespecificos de células T anti-
BCMA/anti-CD3 10 nM (IMAX10) y 1 nM (IMAX1) en relacidén con el
control de medio. Los resultados demuestran que 42-TCBcv es muy
potente para inducir la matanza de células leucémicas de células de

plasma de médula ésea de pacientes. A pesar de la lisis especifica de
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células leucémicas de células de plasma de médula 6sea inducidas por

los anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 vy
muestras de médula Oésea observadas (paciente 1 con PCL), el
microambiente de médula oésea (BMME) no se vio afectado en las

muestras respectivas (datos no mostrados).

Tabla 27. Valores de IMAX10 e IMAX1 con respecto a la inhibicidn
maxima de crecimiento de células de plasma de leucemia de células de
plasma a 10 nM (IMAX10) e inhibicién a 1 nM (IMAX1l) con base en
células leucémicas de células de plasma viables negativas a yoduro de
propidio de aspirados de médula &ésea de pacientes en la presencia de

anticuerpos biespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3.

TCB de
No. de 42-TCBcv
Control
muestra de
. IMAX10 IMAX1 IMAX10
paciente
(%) (%) (%)
1 99.06 88.2 -2.7
2 ~60.0 ~40.0 ~8.0

Ejemplo 20: Citotoxicidad de células T redirigidas de células de
plasma de médula 6sea de pacientes con AL-amiloidosis en la presencia
de células T autdlogas inducidas por anticuerpos biespecificos de
células T anti-BCMA/anti-CD3 medida por citometria de flujo

La AlL-amiloidosis es wuna enfermedad rara causada por un
trastorno de la médula &ésea que normalmente afecta a personas de
edades de 50-80 afios y con dos tercios de los pacientes siendo
masculinos. La AL-amiloidosis se refleja por una produccidén anormal
de anticuerpo/proteina de inmunoglobulina por las células de plasma.
En la AL-amiloidosis, las cadenas ligeras (CL) del anticuerpo se mal
plegaron y el resultado de proteina mal plegada de LC anormal es la

formacién de amiloide. Estas proteinas amiloides mal plegadas se
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depositaron en y alrededor de tejidos, nervios y oérganos. A medida

que el amiloide se acumulé en un o6rgano, nervio o tejido,
gradualmente causdé dafio y afectd su funcidén. Los pacientes con AL-
amiloidosis a menudo se ven afectados con méds de un &érgano. Puesto
que BCMA Jjuega un papel esencial en la supervivencia de las células
de plasma normales, es muy Justificado evaluar el efecto de
anticuerpos Dbiespecificos de células T anti-BCMA/anti-CD3 en la
matanza de células de plasma en Al-amiloidosis. Los
aspirados/muestras de médula o6sea entera de pacientes con AL-
amiloidosis recién tomadas ya sea se expusieron directamente a 1los
anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 o se tifieron con microperlas
magnéticas de CD138 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania),
pasados a través de una columna de separacidén de células autoMACS vy
las fracciones recolectadas con suficiente cantidad restante de
células de plasma de AL-amiloidosis de habitualmente > 4% se usaron
para experimentos adicionales. En placas de 24 cavidades, 500,000
células/cavidad se incubaron y se cultivaron durante 48 horas. Las
diluciones de anticuerpos de TCB anti-BCMA/anti-CD3 y anticuerpo de
control se afiladieron a las cavidades respectivas para una
concentracidén de TCB final de 0.1 pM a 30 nM. Cada punto de dosis se
realizé por triplicado. La viabilidad de 1las células de plasma vy
células del microambiente de médula 6sea se investigd por tincidn
doble con yoduro de propidio/CD138-FITC usando citometria de flujo
(FACSCalibur; Becton Dickinson). El1 andlisis de datos se realizd
utilizando Software FACSDiva (Becton Dickinson). Los valores medios
se normalizaron en el medio sobre 1los triplicados del control de
medio respectivo (MC). Para el andlisis estadistico, se utilizdé una
prueba t unilateral. La inhibicién maxima de crecimiento celular de
PCL a una concentracién de 10 nM (IMAX10) y la inhibicidén medida a 1
nM (IMAX1l), respectivamente, se dan en porcentaje como es referido al
control de medio. La inhibicidén méxima del anticuerpo de TCB de

control (10 o 30 nM) en comparacién con el control de medio también
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se mididé. Los célculos se realizaron usando R 3.1.19, y Bioconductor

2.1310, pero para el célculo de 1los valores de IMAX (Microsoft
Excel®, Microsoft Office Professional 2013). Un efecto se considerd
estadisticamente significativo si el wvalor P de su prueba estadistica
correspondiente es < 5% (*), < 1% (**) o < 0.1% (***). La expresidn
de BCMA también se midié en células de plasma CD138" de médula 6sea de
muestras de ©pacientes con AlL-amiloidosis asi como también @se

determindé la relacidén de células efectoras a células de tumor (E:T).
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal gque se une especificamente al
antigeno de maduracién de células B humanas (BCMA), caracterizado
porgue comprende una regiédn CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y una regidn
CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y una combinacién de regién CDR1H, CDR2H,
CDR1L y CDR2L seleccionada del grupo de
a) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 23, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
24,

b) regiédn CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regién CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 25, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
26,

c) regidén CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 27, y regidédn CDR2L de la SEQ ID NO:
28,

d) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
30, regidén CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32,

e) regidn CDR1H de la SEQ ID NO: 34 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
35, regidén CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32, vy

f) regién CDRI1IH de la SEQ ID NO: 36 y regién CDR2H de la SEQ ID NO:
37, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32

2. Un anticuerpo monoclonal gque se une especificamente a
BCMA, caracterizado porque comprende una regidédn de VH que comprende
una regién CDR1IH de la SEQ ID NO: 21, una regidén CDR2H de la SEQ 1ID
NO: 22 y una regidén CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y una regidén de VL que
comprende una regidén CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y una combinacién de
regién CDR1L y CDR2L seleccionada del grupo de
a) regidén CDR1IL de la SEQ ID NO: 23 y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
24,
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b) regién CDRIL de la SEQ ID NO: 25 y regién CDR2L de la SEQ ID NO:

26, O
c) regién CDRIL de la SEQ ID NO: 27 y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
28.

3. E1 anticuerpo de conformidad con la reivindicacién 1 o 2,
caracterizado porque comprende como regidédn de VH una regidén de VH de
la SEQ ID NO: 10 y como regién de VL una regidén de VL seleccionada
del grupo que consiste de regiones de VL de la SEQ ID NO: 12, 13, vy
14.

4. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a
BCMA y a CD3e humano (nombrado adicionalmente también como “CD3”),
caracterizado porque comprende una regidén CDR3H de la SEQ ID NO: 17 y
una regidén CDR3L de la SEQ ID NO: 20 y una CDR1H, CDR2H, CDR1L, vy
combinacién de regidén CDR2L seleccionada del grupo de
a) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 23, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
24,

b) regiédn CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regién CDR2H de 1la SEQ ID NO:
22, regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 25, y regidédn CDR2L de la SEQ ID NO:
26,

c) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 21 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
22, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 27, y regidétn CDR2L de la SEQ ID NO:
28,

d) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 29 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
30, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32,

e) regidén CDR1H de la SEQ ID NO: 34 y regidén CDR2H de la SEQ ID NO:
35, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32, vy

f) regién CDRIH de la SEQ ID NO: 36 y regién CDR2H de la SEQ ID NO:
37, regién CDR1L de la SEQ ID NO: 31, y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
32
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5. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a

los dos objetivos qgque son el dominio extracelular de BCMA humano
(nombrado adicionalmente también como “BCMA”) y CD3e humano (nombrado
adicionalmente también como “CD3”), caracterizado porque comprende
una regién de VH que comprende una regién CDRIH de la SEQ ID NO: 21,
una regidén CDR2H de la SEQ ID NO: 22 y una regién CDR3H de la SEQ ID
NO: 17 y una regién de VL que comprende una regidén CDR3L de la SEQ ID
NO: 20 y una combinacién de regidén CDRIL y CDR2L seleccionada del
grupo de

a) regidn CDR1L de la SEQ ID NO: 23 y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
24,

b) regidédn CDRIL de la SEQ ID NO: 25 y regién CDR2L de la SEQ ID NO:
26, ©

c) regidén CDRIL de la SEQ ID NO: 27 y regidén CDR2L de la SEQ ID NO:
28.

6. El1 anticuerpo Dbiespecifico de conformidad con 1la
reivindicacién 5, caracterizado porque comprende como regidn de VH de
BCMA una regién de VH de la SEQ ID NO: 10 y como regidén de VL una
regién de VL de la SEQ ID NO: 12, o como VH de BCMA una regidén de VH
de la SEQ ID NO: 10 y como regidn de VL una regidédn de VL de la SEQ ID
NO: 13, o como VH de BCMA una regién de VH de la SEQ ID NO: 10 y como
regién de VL una regidén de VL de la SEQ ID NO: 14.

7. E1 anticuerpo biespecifico de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 4 a 6, caracterizado porque comprende la
cadena ligera vy —cadena ©pesada de un anticuerpo que se une
especificamente a CD3, en donde los dominios wvariables de VL y VH o
los dominios constantes de CL y CHl1 se reemplazan entre si.

8. E1 anticuerpo biespecifico de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 4 a 7, caracterizado porque el dominio
variable de VH de 1la porcidén de anticuerpo anti-CD3 (nombrado
adicionalmente “WH de CD3”) comprende las CDR de cadena pesada de la

SEQ ID NO: 1, 2 y 3 como respectivamente CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena
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pesada y el dominio variable de VL de la porcién de anticuerpo anti-

CD3 (nombrado adicionalmente “VL DE CD3”) comprende las CDR de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 4, 5 y 6 como respectivamente CDR1, CDR2 vy
CDR3 de cadena ligera.

9. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a
BCMA y CD3, caracterizado porque comprende
a) la primera cadena ligera y la primera cadena pesada de un primer
anticuerpo de conformidad con cualgquiera de las reivindicaciones 1 a
37y
b) la segunda cadena ligera y la segunda cadena pesada de un segundo
anticuerpo que se une especificamente a CD3, y en donde los dominios
variables de VL y VH en la segunda cadena ligera y la segunda cadena
pesada del segundo anticuerpo se reemplazan entre si; vy
c) en donde en el dominio constante de CL de la primera cadena ligera
bajo a) el aminoacido en la posicién 124 esté sustituido
independientemente por 1lisina (K), arginina (R) o histidina (H)
(numeracidédn de acuerdo con Kabat), y en donde el dominio constante de
CHl1 de la primera cadena pesada bajo a) el aminodcido en la posicidn
147 y el aminoacido en la posicién 213 estan sustituidos
independientemente por acido glutdmico (E) o &cido aspartico (D).

10. Un anticuerpo biespecifico especificamente de
conformidad con la reivindicacién 9, caracterizado porgque comprende
ademés un fragmento Fab del primer anticuerpo (nombrado
adicionalmente también “BCMA-Fab”) y en el dominio constante de CL
del BCMA-Fab, el aminocdcido en la posicién 124 estd sustituido
independientemente por 1lisina (K), arginina (R) o histidina (H)
(numeracidén de acuerdo con Kabat), y en el dominio constante de CHI1
del BCMA-Fab, el aminodcido en la posicién 147 y el aminodcido en la
posicidén 213 estd sustituido independientemente por &cido glutamico
(E), o é&cido aspéartico (D) (numeracién de acuerdo con Kabat) (ver,
por ejemplo, Figuras 2A, 2C).

11. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a
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BCMA y CD3, caracterizado porque comprende

a) la primera cadena ligera y la primera cadena pesada de un primer
anticuerpo de conformidad con cualgquiera de las reivindicaciones 1 a
3; vy

b) la segunda cadena ligera y la segunda cadena pesada de un segundo
anticuerpo que se une especificamente a CD3, y en donde los dominios
variables de VL y VH en la segunda cadena ligera y la segunda cadena
pesada del segundo anticuerpo se reemplazan entre si; y en donde

c) en el dominio constante de CL de la segunda cadena ligera bajo b)
el aminodcido en la posicidén 124 estd sustituido independientemente
por lisina (K), arginina (R) o histidina (H) (numeracidén de acuerdo
con Kabat), y en donde en el dominio constante de CHl1 de la segunda
cadena pesada bajo Db) el aminocacido en la posicidén 147 y el
aminoacido en la posicidén 213 estdn sustituidos independientemente
por acido glutédmico (E) o acido aspartico (D) (numeracidén de acuerdo
con Kabat).

12. E1 anticuerpo biespecifico de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 4 a 11, caracterizado porque comprende no mas
de un fragmento Fab de una porcidén de anticuerpo anti-CD3, no mas de
dos fragmentos Fab de una porcidn de anticuerpo anti-BCMA y no méas de
una parte de Fc.

13. El1 anticuerpo biespecifico de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 4 a 12, caracterizado porque comprende una
parte de Fc enlazada con su extremo N terminal al extremo C terminal
del fragmento Fab de anticuerpo CD3 y al extremo C terminal de uno de
los fragmentos Fab de anticuerpo de BCMA.

14. E1 anticuerpo biespecifico de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 4 a 13, caracterizado porque comprende un
segundo fragmento Fab de la porcidén de anticuerpo anti-BCMA enlazado
con su extremo C terminal al extremo N terminal de la porcidén de
anticuerpo CD3 del anticuerpo biespecifico.

15. E1 anticuerpo Dbiespecifico de conformidad con la
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reivindicacién 14, caracterizado porque el dominio de VL del

fragmento Fab de anticuerpo anti-CD3 se enlaza al dominio de CH1 del
segundo fragmento Fab de anticuerpo anti-BCMA.

16. Un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a
BCMA y a CD3, caracterizado porque comprende un conjunto de cadena
pesada y ligera seleccionado del grupo que consiste de polipéptidos
i) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51 (2x),
ii) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54 (2x),
y
iii) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57
(2x) .

17. Un método para la preparacién de un anticuerpo de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16,
caracterizado porque comprende las etapas de
a) transformar una célula huésped con
b) vectores que comprenden moléculas de 4cidos nucleicos que
codifican la cadena ligera vy cadena pesada de un anticuerpo de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16,

c) cultivar 1la célula huésped Dbajo condiciones que permiten la
sintesis de la molécula de anticuerpo; y
d) recuperar la molécula de anticuerpo del cultivo.

18. Una composicién farmacéutica, caracterizada porque
comprende un anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

19. ©Una composicién farmacéutica, caracterizada porque
comprende un anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16 para uso como un medicamento.

20. Una composicién farmacéutica, caracterizada porque
comprende un anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16 para uso como un medicamento en el
tratamiento de trastornos de células de plasma.

21. Una composicién farmacéutica, caracterizada porque
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comprende un anticuerpo de <conformidad con <cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 16 para uso como un medicamento en el
tratamiento de mieloma mualtiple o lupus eritematoso sistémico o
leucemia de células de plasma o AL-amiloidosis.

22. Un receptor de antigeno quimérico (CAR), en donde el CAR
comprende una porcidén de reconocimiento de antigeno dirigido contra
BCMA y una porcidén de activacidédn de célula T, caracterizado porque la
porcidédn de reconocimiento de antigeno es un anticuerpo monoclonal o
fragmento de anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

23. Un método de generacidén de un anticuerpo monoclonal qgue

se une especificamente a BCMA, que agota como anticuerpo biespecifico
de conformidad con cualgquiera de las reivindicaciones 4 a 16, células
de plasma malignas humanas en aspirados de médula &ésea de mieloma
miltiple MM en una manera de al menos 80% después de un tratamiento
de 48 horas en una concentracidén de entre 10 nM y 1 fM inclusive,
anticuerpo anti-BCMA, caracterizado por
a) cribar una biblioteca de expresidédn en fagos de cadena pesada
variable (VH) de la SEQ ID NO: 9 con BCMA cynomolgus 1-50 nM en 1-3
rondas y seleccionar wuna cadena pesada variable, que cuando se
combina con la cadena ligera variable de la SEQ ID NO: 11 a un
anticuerpo biespecifico de conformidad con cualquiera de 1las
reivindicaciones 4 a 16 agota tales células de plasma malignas
humanas de tal manera,
c) cribar una Dbiblioteca de expresiédn en fagos de cadena ligera
variable (VL) de la SEQ ID NO: 11 con BCMA cynomolgus 1-50 nM en 1-3
rondas y b) seleccionar una cadena ligera variable, que cuando se
combina con la cadena pesada variable de la SEQ ID NO: 9 a un
anticuerpo biespecifico de conformidad con cualquiera de 1las
reivindicaciones 4 a 16 agota tales células de plasma malignas
humanas de tal manera, y

combinar la cadena pesada variable seleccionada y la cadena ligera
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variable seleccionada para formar un anticuerpo biespecifico de

conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 16 agota tales

células de plasma malignas humanas de tal manera.



