10

15

20

ANTICUERPO TRIESPECIFICO DIRIGIDO A BCMA, GPRC5D, Y CD3

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de los
Estados Unidos con numero de serie 63/149.921, presentada el 16 de febrero de
2021. Todo el contenido de la solicitud antes mencionada se incorpora en la

presente descripcion como referencia en su totalidad.

CAMPO TECNICO

La descripcion proporcionada en la presente descripcidn se relaciona con
anticuerpos multiespecificos que se unen al antigeno de maduracion de células
B (BCMA, por sus siglas en inglés), al receptor acoplado a la proteina G, clase
C, grupo 5, miembro D (GPRC5D) y al determinante de grupo 3 (CD3), con
anticuerpos monoclonales que se unen al BCMA y con métodos de produccion y

uso de los anticuerpos descritos.

ANTECEDENTES

El mieloma multiple (MM) es la segunda neoplasia maligna hematoldgica
mas comun y constituye el 2 % de todas las muertes por cancer. El MM es una
enfermedad heterogénea causada principalmente por translocaciones
cromosomicas, entre otras t(11; 14),t(4; 14),1(8;14), del(13), del(17) (Drach et al.,
(1998) Blood 92(3): 802-809; Gertz et al., (2005) Blood 106(8):2837-2840; Facon

et al., (2001) Blood 97(6): 1566-1571). Los pacientes afectados con MM pueden
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experimentar una variedad de sintomas relacionadas con la enfermedad
causados por infiltracién de la médula 6sea, destruccion ésea, insuficiencia renal,
inmunodeficiencia, y carga psicosocial de un diagnéstico de cancer. Hasta el
2006, la tasa de supervivencia relativa de 5 afos para el MM fue
aproximadamente del 34 %, lo que destaca que el MM es una enfermedad dificil
de tratar, para la que en la actualidad no existen opciones curativas.

El antigeno de maduracién de células B, también conocido como BCMA,
CD269, TNFRSF 17 (Uniprot Q02223), es un miembro de la superfamilia del receptor
de necrosis tumoral que se expresan, preferentemente, en las células plasmaticas
diferenciadas [Laabi et al. (1992) EMBO J 11(11):3897-3904; Madry et al. (1998) Int
Immunol 10(11):1693-1702]. EI BCMA es una proteina transmembrana tipo | no
glicosilada que participa en la maduracion, crecimiento y supervivencia de las células
B. EI BCMA es un receptor para dos ligandos de la superfamilia del TNF: APRIL (un
ligando que induce la proliferacion, CD256, TNFSF13), el ligando de alta afinidad
para el BCMA, y el factor de activacion de células B BAFF (THANK, BlyS,
estimulador de linfocitos B, TALL-1y zZTNF4), el ligando de baja afinidad para el
BCMA. APRIL y BAFF muestran similitud estructural y especificidades de union al
receptor superpuestas aunque distintas. El represor TACI también une a BAFF y a
APRIL. Las union coordinada de BAFF y APRIL a BCMA, y/o TACI activa el factor de
transcripcion NF-kB y aumenta la expresion de los miembros de la familia
prosupervivencia Bcl-2 (por ejemplo, Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1) y regula
negativamente la expresion de factores proapoptéticos (por ejemplo, Bid, Bad, Bik,

Bim, etc.), y asi inhibe la apoptosis y promueve la supervivencia. Esta accién
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combinada promueve la diferenciacion de las células B, la proliferacion, la
supervivencia, asi como la produccion de anticuerpos (revisado en Rickert RC et al.,
Immunol Rev (2011) 244 (1): 115-133). En linea con este hallazgo, BCMA también
soporta el crecimiento y la supervivencia de las células B humanas malignas, lo que
incluye a las células de mieloma multiple (MM). Novak et al. encontraron que las
lineas celulares MM y células MM aisladas recientemente expresan BCMAYy la
proteina TACI en sus superficies celulares y tienen una expresion variable de la
proteina BAFF-R en su superficie celular (Novak et al., (2004) Blood 103(2):689-694).
El uso de anticuerpos anti-BCMA para el tratamiento de linfomas y mieloma
multiple se menciona en las patentes num. W02002066516 y WO2010104949.
Anticuerpos contra BCMA se describen, por ejemplo, en Gras M-P. et al. Int Immunol.
7 (1995) 1093-1106, y en las patentes num. W0O200124811 y WO200124812. No
obstante, a pesar del hecho de que el BCMA, BAFF-R y TACI, es decir, los
receptores de las células B que pertenecen a la superfamilia de receptores del TNF,
y sus ligandos BAFF y APRIL, son objeto de las terapias para luchar contra el
cancer, se necesitan mas opciones para el tratamiento de tales condiciones médicas.
El receptor acoplado a la proteina G, clase C, grupo 5, miembro D (GPRCS5D)
es un GPCR huérfano, atipico, de clase C, identificado por primera vez en 2001
(Brauner-Osborne et al. Biochim Biophys Acta. 1518(3):237-248, 2001). El GPRC5D
y otros GPCR del grupo 5 inusualmente tienen dominios aminoterminales cortos para
los receptores de clase C y, por lo tanto, esta previsto que tendran configuraciones
moleculares simulares a los receptores de clase A. En este sentido, son unicos, con

homologia de secuencias respecto de los GPCR de clase C y una topologia
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estructural prevista comparable a la de los receptores de clase A. La consecuencia
funcional de la activacion de GPRC5D no se ha descrito y el ligando aun se
desconoce. El gen tiene tres exones y esta ubicado en el cromosoma 12p13.3 en
humanos. El receptor de GPRC5D esta altamente conservado entre varias especies
y comparte 92 % de identidad con el GPRC5D de mono cynomolgus.

El uso de anticuerpos anti-GPRC5D para el tratamiento de mieloma
multiple se menciona en las patentes nums. W0O2018017786 y WO2019154890.
No obstante, a pesar del hecho de que el GPRC5D es objeto de las terapias
para luchar contra el cancer, se necesitan otras opciones para el tratamiento de
tales condiciones médicas.

El ARNm de GPRC5D se expresa mayormente en todas las células
plasmaticas malignas de pacientes con MM (Atamaniuk JA et al. Eur J Clin Invest
42(9) 953-960; 2012; Frigyesi-blood and Cohen, et al. Hematology 18(6): 348-35;
2013). La expresién de GPRCS5D es variable entre los pacientes y esta bien
correlacionada con la carga celular plasmatica y aberraciones genéticas tal como
la delecién de Rb-1 (Atamaniuk JA et al. Eur J Clin Invest 42(9) 953-960; 2012).

La resistencia clonal es un mecanismo comun en el mieloma refractario
en recaida. El direccionamiento a mas de un antigeno tumoral de mieloma vy el
acoplamiento a las células T podria conducir a la destruccion eficiente de las
células plasmaticas malignas y a la negatividad minima de la enfermedad
residual (MRD, por sus siglas en inglés). El direccionamiento doble al BCMA y
GPRC5D mejora la avidez y potencia de los anticuerpos, maximiza la

erradicacion tumoral en presencia de una poblacién celular heterogénea,
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previene el escape del antigeno tumoral (p. €j., captura las células de MM que
no expresan suficiente BCMA o GPRCS5D solo), mejora la eficacia tumoral y
puede mitigar el potencial para generar el sindrome de liberacion de citocinas
(CRS, por sus siglas en inglés). En consecuencia, existe una necesidad de
anticuerpos terapéuticos que se dirijan tanto al BCMA como al GPRC5D para el

tratamiento de mieloma multiple y/o condiciones médicas relacionadas.

SUMARIO

En un aspecto, en la presente descripcion se proporcionan anticuerpos
multiespecificos que se unen, o se unen especificamente, al BCMA, GPRC5D y CD3
y fragmentos de unidn al antigeno multiespecificos de estos. En algunas
modalidades, en la presente descripcion se proporcionan anticuerpos triespecificos
que se unen, o se unen especificamente, al BCMA, GPRC5D y CD3 y fragmentos de
union al antigeno triespecificos de estos. También se describen polinucleétidos
relacionados capaces de codificar los anticuerpos multiespecificos para BCMA x
GPRC5D x CD3 o fragmentos de union al antigeno multiespecificos, células que
expresan los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno proporcionados, asi
como vectores asociados y anticuerpos multiespecificos marcados de manera
detectable o fragmentos de union al antigeno multiespecificos. Adicionalmente, se
describen los métodos para usar los anticuerpos multiespecificos proporcionados.
Por ejemplo, los anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 y
fragmentos de union al antigeno multiespecificos pueden usarse para tratar el cancer

(p. €j., cancer que expresa BCMA y/o GPRC5D); los anticuerpos multiespecificos
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para BCMA x GPRC5D x CD3 pueden usarse para diagnosticar o monitorear la
progresion, regresion o estabilidad del cancer que expresa GPRC5D; para
determinar si un paciente debe o no tratarse para el cancer; o para determinar si un
sujeto esta afectado o no de un cancer que expresa BCMA y/o GPRC5D vy, por lo
tanto, podria ser susceptible de tratamiento con un agente terapéutico contra el
cancer especifico para BCMA y/o GPRC5D, tal como los anticuerpos

multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 descritos en la presente descripcion.

Anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3

En la presente descripcion se describen anticuerpos multiespecificos aislados
que se unen al BCMA, GPRCS5D y CD3 (“anticuerpos multiespecificos para BCMA x
GPRC5D x CD3”) y fragmentos de union al antigeno multiespecificos de estos.

En modalidades preferidas, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 es un anticuerpo o fragmento de union
al antigeno triespecifico. En algunas modalidades, el anticuerpo triespecifico para
BCMA x GPRC5D x CD3 aislado, o fragmento de union triespecifico de este,
comprende: (a) un primer brazo de unién al antigeno que comprende un primer
dominio variable de cadena pesada (VH1) y un primer dominio variable de cadena
ligera (VL1); (b) un segundo brazo de unién al antigeno que comprende un segundo
dominio variable de cadena pesada (VH2) y un segundo dominio variable de cadena
ligera (VL2); y (c) un tercer brazo de union al antigeno que comprende un tercer
dominio variable de cadena pesada (VH3) y un tercer dominio variable de cadena

ligera (VL3). En algunas modalidades, el primer brazo de union al antigeno se une a
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un epitopo en CD3, el segundo brazo de unién al antigeno se une a un epitopo en
GPRCS5D, y el tercer brazo de union al antigeno se une a un epitopo en BCMA.

En algunas modalidades, el primer brazo de unién al antigeno del anticuerpo
triespecifico, o un fragmento de unién triespecifico de este comprende una primera
porcion de cadena pesada (HC1) que comprende el VH1 y una porcion de cadena
ligera que comprende el VL1. El VH1 y el VL1 forman un primer dominio de unién al
antigeno que se une a un primer antigeno. El segundo brazo de union al antigeno del
anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de este comprende una
segunda porcion de cadena pesada (HC2) que comprende el VH2. El VH2 de la HC2
forma un segundo dominio de unién al antigeno que se une a un segundo antigeno.
La HC1 o la HC2 se acopla ademas al tercer brazo de unién al antigeno que
comprende el VH3 que forma un tercer dominio de union al antigeno que se une a un
tercer antigeno. La HC1 y la HC2 comprenden cada una opcionalmente un dominio
de fragmento cristalizable (Fc), donde el dominio Fc comprende una region constante
de cadena pesada 2 (CH2) y CH3. En algunas modalidades, el primer antigeno es el
cumulo de diferenciaciéon 3 (CD3) y el segundo antigeno es antigeno de maduracién
de células B (BCMA), y el tercer antigeno es el miembro D del grupo 5 de la familia C
del receptor acoplado a la proteina G (GPRC5D). En algunas modalidades, el primer
antigeno es el cumulo de diferenciacion 3 (CD3) y el segundo antigeno es el
miembro D del grupo 5 de la familia C del receptor acoplado a la proteina G
(GPRCSD), y el tercer antigeno es antigeno de maduracion de células B (BCMA).

Algunos aspectos del anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3, o un



10

15

20

fragmento de union triespecifico de este, se describen adicionalmente en la
descripcion detallada y las secciones de ejemplos mas abajo.

En algunas modalidades, el brazo de unién al BCMA se une al BCMA
humano pero no al BCMA de mono cynomolgus. En algunas modalidades, el
brazo de unién al BCMA se une a un epitopo que incluye uno o mas residuos del
dominio extracelular (ECD, por sus siglas en inglés) del BCMA. En algunas
modalidades, el brazo de union al BCMA (o “brazo especifico para BCMA”) del
anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 se deriva de un
anticuerpo para BCMA descrito en la presente descripcion (por ejemplo, de un
anticuerpo que tiene las secuencias de CDR enumeradas en la Tabla 1).

En algunas modalidades, el brazo especifico para GPRCSD del anticuerpo
multiespecifico se une al GPRC5D humano pero no al GPRC5D de mono
cynomolgus. En algunas modalidades, el brazo especifico para GPRCS5D de los
anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 o fragmentos de union
al antigeno se unen al dominio extracelular del GPRC5D humano. En algunas
modalidades, el brazo de union al GPRC5D (o “brazo especifico para GPRC5D”)
del anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 se deriva de un
anticuerpo para GPRC5D descrito en la presente descripcion (p. €j., de un
anticuerpo que tiene las secuencias de la CDR enumeradas en la Tabla 2).

La redireccion de los linfocitos T a las células de MM que expresan BCMA
y/o GPRC5D a través del complejo TCR/CD3 representa un enfoque alternativo
atractivo. El complejo TCR/CD3 de los linfocitos T consiste en un heterodimero

del TCR alfa (a)/beta (B) o heterodimero del TCR gamma (y)/delta (&) que se
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coexpresa en la superficie celular con las subunidades invariantes de CD3
gamma (y), delta (d), épsilon (¢), zeta (), y eta (n) marcadas. En algunas
modalidades, los anticuerpos multiespecificos o fragmentos de union al antigeno
multiespecificos descritos en la presente descripcidén se unen a CD3¢. En
algunas modalidades, el brazo de union a CD3 (o “brazo especifico para CD3”)
del anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 se deriva del
anticuerpo monoclonal CD3B376. En algunas modalidades, el brazo de union a
CD3 (o “brazo especifico para CD3”) del anticuerpo multiespecifico para BCMA
x GPRC5D x CD3 se deriva del anticuerpo monoclonal SP34, un isotipo
IgG3/lambda de raton. (K.R. Abhinandan and A. C. Martin, 2008. Mol. Inmunol.
45, 3832-3839). En algunas modalidades, el brazo de union a CD3 del
anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 comprende las CDR de
la cadena pesada y/o CDR de la cadena ligera descritas en la Tabla 3, o un
cualquier dominio VH y/o un cualquier dominio VL seleccionado de la Tabla 3.

En algunas modalidades, los brazos especifico para BCMA, GPRC5D y/o
CD3 de los anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 o fragmentos
de unién al antigeno son IgG, o derivados de esta. La clase IgG se divide en cuatro
isotipos: 19G1, 1gG2, IgG3 y IgG4 en los seres humanos. Comparten mas de 95 % de
homologia en las secuencias de aminoacidos de las regiones Fc pero muestran
grandes diferencias en la composicién de aminoacidos y la estructura de la region
bisagra. La region Fc media las funciones de los efectores, tales como citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y citotoxicidad dependiente de

complementos (CDC). En la ADCC, la regién Fc de un anticuerpo se une a los
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receptores de Fc (FcyR) en la superficie de las células efectoras inmunitarias tales
como las células destructoras naturales y los macréfagos, lo que conduce a la
fagocitosis o lisis de las células diana. En la CDC, los anticuerpos matan las células
diana mediante la activacion de la cascada de complemento en la superficie celular.

Para muchas aplicaciones de anticuerpos terapéuticos, las funciones
efectoras mediadas por Fc no forman parte del mecanismo de accion. Estas
funciones efectoras mediadas por Fc pueden ser perjudiciales y representan,
potencialmente, un riesgo de seguridad al provocar toxicidad fuera del
mecanismo. La modificacion de las funciones efectoras puede lograrse mediante
el disefio por ingenieria de las regiones Fc para reducir su unién a los FcyR o los
factores del complemento. La unién de IgG a los FcyR activadores (FcyRI,
FcyRlla, FcyRllla y FcyRIlb) e inhibidores (FcyRIIb) o al primer componente del
complemento (C1q) depende de los residuos ubicados en la region bisagra y el
dominio CH2. Se han introducido mutaciones en IgG1, 1gG2 y IgG4 para reducir
o silenciar las funcionalidades de Fc.

En una modalidad, el anticuerpo comprende una region Fc con una o mas
de las siguientes propiedades: (a) funcién de efector reducida cuando se
compara con Fc parental; (b) afinidad reducida para el FcyRI, FcyRlla, FcyRllb,
FcyRIllb y/o el FcyRllla, (c) afinidad reducida para el FcyRI, (d) afinidad
reducida para el FcyRlla, (e) afinidad reducida para el FcyRllb, (f) afinidad
reducida para el FcyRIIIb o (g) afinidad reducida para el FcyRllla.

En algunas modalidades, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno

especifico para CD3 del que se deriva el brazo especifico para CD3 del anticuerpo
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multiespecifico es IgG, o un derivado de este. En algunas modalidades, el anticuerpo
especifico para CD3 o fragmento de unidn al antigeno, del que se deriva el brazo
especifico para CD3 del anticuerpo multiespecifico, es IgG1 o un derivado de esta.
En algunas modalidades, por ejemplo, la region Fc del anticuerpo IgG1 especifico
para CD3 del que se deriva el brazo de unién al CD3 comprende las sustituciones
L234A, L235A y D265S en su region Fc. En algunas modalidades, el anticuerpo
especifico para CD3 o fragmento de union al antigeno, del que se deriva el brazo
especifico para CD3 del anticuerpo multiespecifico, es IgG4 o un derivado de esta.
En algunas modalidades, por ejemplo, la region Fc del anticuerpo 1gG4 especifico
para CD3 del que se deriva el brazo de unién a CD3 comprende las sustituciones
S228P, L234A, L235A, F405L, y R409K en la regiéon Fc. En algunas modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno especifico para CD3 del que se deriva el
brazo especifico para CD3 del anticuerpo multiespecifico se une a CD3¢ en células T
humanas primarias y/o en células T de cynomolgus primarias. En algunas
modalidades, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno especifico para CD3 del
que se deriva el brazo especifico para CD3 del anticuerpo multiespecifico activa las
células T CD4+ humanas primarias y/o las células T CD4+ de cynomolgus primarias.

Ademas de los anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3
descritos, también se proporcionan secuencias de polinucledtidos capaces de
codificar los anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 descritos. En
algunas modalidades, se proporciona un polinucledtido sintético aislado que codifica
la una o mas CDR del dominio variable de cadena pesada y/o una o mas CDR del

dominio variable de cadena ligera de cada brazo de union al antigeno del anticuerpo
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triespecifico BCMA x GPRC5D x CD3 o fragmento de unidn triespecifico. En algunas
modalidades, se proporciona un polinucleotido sintético aislado que codifica uno o
mas dominios variables de cadena pesada y/o uno o mas dominios variables de
cadena ligera del anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 o fragmento
de unién triespecifico. En algunas modalidades, se proporciona un polinucleétido
sintético aislado que codifica una 0 mas cadenas polipeptidicas del primer, segundo,
y/o tercer brazo de unién al antigeno del anticuerpo triespecifico BCMA x GPRC5D x
CD3 o fragmento de union triespecifico. También se proporcionan vectores que
comprenden los polinucleétidos descritos, asi como células que expresan los
anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 que se proporcionan en
la presente descripcion. En otra modalidad, se proporciona una célula aislada que
expresa el anticuerpo multiespecifico o fragmento de unidn multiespecifico. Ademas,
se describen las células capaces de expresar los vectores descritos. Estas células
pueden ser de mamifero (tales como las células 293, células 293F, células de CHO),
células de insecto (tales como las células Sf7), células de levadura, células de
plantas o células bacterianas (tales como de E. coli). Ademas, los anticuerpos
descritos pueden producirse por células hibridomas. En algunas modalidades, se
proporcionan meétodos para generar el anticuerpo triespecifico para BCMA x
GPRC5D x CD3 o el fragmento de union triespecifico mediante el cultivo de células.

Ademas, en la presente descripcion se proporcionan composiciones
farmaceéuticas que comprenden los anticuerpos multiespecificos para BCMA x
GPRC5D x CD3 o fragmentos de unioén al antigeno y un portador

farmacéuticamente aceptable.
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Métodos para usar los anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D
x CD3

También se describen métodos para usar los anticuerpos multiespecificos
para BCMA x GPRC5D x CD3 descritos y fragmentos de unién al antigeno
multiespecificos de estos. Por ejemplo, los anticuerpos multiespecificos para BCMA x
GPRC5D x CD3 y fragmentos de union al antigeno multiespecificos de estos pueden
ser utiles para el tratamiento de un cancer que expresa GPRCS5D y/o BCMA en un
sujeto que lo necesita. En algunas modalidades, el cancer que expresa GPRCSD y/o
BCMA es un linfoma, tal como el mieloma multiple que incluye el mieloma multiple
quiescente (SMM, por sus siglas en inglés). En algunas modalidades, el cancer que
expresa GPRC5D y/o BCMA es una forma de recaida o refractaria de un linfoma, tal
como una forma de recaida o refractaria de mieloma multiple.

Los métodos descritos para tratar un cancer que expresa GPRC5D y/o
BCMA en un sujeto que los necesita incluyen administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo multiespecifico para BCMA x
GPRC5D x CD3 descrito o fragmento de unién al antigeno multiespecifico de
este. En algunas modalidades, el paciente es un mamifero, preferentemente, un
ser humano. En modalidades preferidas, se proporcionan métodos para tratar a
un sujeto que tiene cancer mediante la administracion de una cantidad
terapéuticamente efectiva del anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRC5D x
CD3 o fragmento de unién al antigeno triespecifico de este a un paciente que lo

necesita durante un tiempo suficiente para tratar el cancer.
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Ademas, en la presente descripcion se proporcionan métodos para inhibir
el crecimiento o la proliferacién de células cancerosas mediante la
administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo
triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 o fragmento de unién triespecifico
para inhibir el crecimiento o la proliferacion de células cancerosas.

En la presente descripcion también se proporcionan métodos para
redirigir una célula T a una célula cancerosa que expresa GPRC5D y/o BCMA
mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva del
anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 o fragmento de unién
triespecifico para redirigir una célula T a un cancer.

El experto en la técnica entendera que los métodos para usar los
anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 descritos y
fragmentos de unién al antigeno multiespecificos de estos pueden especificarse
en un formato de uso médico, por ejemplo, en la forma de anticuerpos
multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 y fragmentos de unién al
antigeno multiespecificos para usar en el tratamiento de la enfermedad como se
define en la presente descripcion, en particular el cancer. Este experto en la
técnica también comprendera que los métodos para usar los anticuerpos
multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 descritos y fragmentos de unién
al antigeno multiespecificos de estos pueden especificarse en el llamado
formato de Swiss, por ejemplo, en el formato del uso de anticuerpos
multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 y fragmentos de unién al

antigeno multiespecificos para la fabricacion de un medicamento para el
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tratamiento de una enfermedad como se define en la presente descripcidn, en

particular el cancer. Esto se aplica a lo largo de la descripcion.

Kits con anticuerpos especificos para BCMA x GPRC5D x CD3

En la presente descripcion se describen kits que incluyen los anticuerpos
multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 descritos. Los kits descritos
pueden usarse para llevar a cabo los métodos para usar los anticuerpos
multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 proporcionados en la presente
descripcién, u otros métodos conocidos por los expertos en la técnica. En algunas
modalidades, los kits descritos pueden incluir los anticuerpos descritos en la
presente descripcidn y los reactivos para usar en el tratamiento de un cancer que
expresa GPRCS5D y/o BCMA En consecuencia, los kits descritos pueden incluir
uno o mas de los anticuerpos multiespecificos, o un(os) fragmento(s) de union al
antigeno multiespecifico(s) de estos, descritos en la presente descripcién y un
recipiente para conservar el anticuerpo o fragmento mientras no esté en uso, y/o
las instrucciones para el uso del anticuerpo o fragmento, el anticuerpo o
fragmento fijado a un soporte sélido y/o las formas marcadas detectables del

anticuerpo, como se describe en la presente descripcion.

Anticuerpos especificos para BCMA
En la presente descripcién también se proporcionan anticuerpos que se
unen al BCMA y fragmentos de union al antigeno de estos. También se

describen polinucledtidos relacionados capaces de codificar los anticuerpos
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especificos para BCMA proporcionados y fragmentos de union al antigeno,
células que expresan los anticuerpos proporcionados y los fragmentos de union
al antigeno, asi como también vectores asociados y anticuerpos marcados de
manera detectable y fragmentos de unién al antigeno. Adicionalmente, se
describen métodos para usar los anticuerpos y los fragmentos de unién al
antigeno proporcionados. Por ejemplo, los anticuerpos especificos para BCMA y
fragmentos de unién al antigeno podrian usarse para tratar el cancer (p. €j.,
cancer que expresa BCMA); los anticuerpos especificos para BCMA y
fragmentos de unidén al antigeno podrian usarse para diagnosticar o monitorear
la progresion, regresion o estabilidad del cancer que expresa BCMA; para
determinar si un paciente debe o no tratarse para el cancer; o para determinar si
un sujeto esta afectado o no de un cancer que expresa BCMA vy, por lo tanto,
podria ser susceptible al tratamiento con un agente terapéutico contra el cancer
especifico para BCMA, tal como los anticuerpos multiespecificos contra BCMA y
CD3 descritos en la presente descripcidn. Algunos aspectos del anticuerpo
especifico para BCMA, o un fragmento de unién al antigeno, se describen

adicionalmente en la descripcidén detallada y secciones de ejemplos mas abajo.

Métodos para usar anticuerpos especificos para BCMA

Se describen, ademas, métodos para usar los anticuerpos o fragmentos de
union al antigeno especificos para BCMA. Los anticuerpos particulares para usar en
los métodos que se describen en esta seccion incluyen aquellos que tienen el

conjunto de CDR descrito para los anticuerpos en la Tabla 1 (p. ej., BCMB519). Por
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ejemplo, estos anticuerpos o fragmentos de union al antigeno pueden ser Utiles para
tratar el cancer, al interferir con la interaccién BCMA-receptor o en donde el
anticuerpo se conjuga a una toxina, lo que dirige asi la toxina al cancer que expresa
BCMA. Ademas, estos anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno podrian ser
utiles para detectar la presencia de BCMA en una muestra bioldgica, tal como sangre
o0 suero; para cuantificar la cantidad de BCMA en una muestra biolégica, tal como
sangre o suero; para diagnosticar cancer que exprese BCMA; determinar un método
para tratar a un sujeto que sufre de cancer; o monitorear la progresioén del cancer que
exprese BCMA en un sujeto. En algunas modalidades, el cancer que expresa BCMA
puede ser un linfoma, tal como un mieloma multiple (MM) que incluye el mieloma
multiple quiescente (SMM). En algunas modalidades, el cancer que expresa BCMA
es una forma de recaida o refractaria de un linfoma, tal como una forma de recaida o
refractaria de mieloma multiple. Los métodos descritos pueden llevarse a cabo antes
de que el sujeto reciba tratamiento para el cancer que expresa BCMA, tal como el
tratamiento con un anticuerpo multiespecifico contra BCMA y CD3. Ademas, los
métodos descritos pueden llevarse a cabo después de que el sujeto recibe el
tratamiento para cancer que expresa BCMA, tal como el tratamiento con un
anticuerpo multiespecifico contra BCMA y CD3 descrito en la presente descripcion.
Los métodos descritos para detectar BCMA en una muestra biologica
incluyen exponer la muestra biolégica a uno o mas de los anticuerpos o fragmentos
de union al antigeno especificos para BCMA descritos en la presente descripcion.
Los métodos descritos para diagnosticar cancer que expresa BCMA en un

sujeto incluyen, ademas, exponer la muestra biolégica a uno o mas de los
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anticuerpos o fragmentos de union al antigeno especificos de BCMA descritos
en la presente descripcidn; sin embargo, los métodos incluyen, ademas,
cuantificar la cantidad de BCMA presente en la muestra; comparar la cantidad
de BCMA presente en la muestra con una muestra conocida estandar o de
referencia; y determinar si los niveles de BCMA del sujeto entra dentro de los
niveles de BCMA asociados con el cancer.

En la presente descripcion se describen, ademas, métodos para monitorear
un cancer que expresa BCMA en un sujeto. Los métodos descritos incluyen exponer
la muestra biolégica a uno o mas de los anticuerpos o fragmentos de union al
antigeno especificos para BCMA descritos en la presente descripcion; cuantificar la
cantidad de BCMA presente en la muestra que se une al anticuerpo, o al fragmento
de unién al antigeno de este; comparar la cantidad de BCMA presente en la muestra
con una muestra conocida estandar o de referencia o la cantidad de BCMA en una
muestra similar obtenida previamente del sujeto; y determinar si los niveles de BCMA
del sujeto indican progresion, regresion o estabilidad del cancer sobre la base de la
diferencia en la cantidad de BCMA en las muestras comparadas.

Las muestras obtenidas, o derivadas de los sujetos son muestras
biolégicas tales como orina, sangre, suero, plasma, saliva, ascitis, células
circulantes, células tumorales circulantes, células que no se asocian a tejidos,
tejidos, tejido tumoral resecado quirdrgicamente, biopsias, muestras de
aspiracion con aguja fina, o preparaciones histoldgicas.

Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno especificos para BCMA

descritos pueden marcarse para el uso con los métodos descritos, u otros métodos
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conocidos por aquellos con experiencia en la materia. Por ejemplo, los anticuerpos
descritos en la presente descripcion, o fragmentos de unidn al antigeno de estos,
pueden marcarse con un radiomarcador, un marcador fluorescente, una etiqueta de
epitopo, biotina, un marcador croméforo, un marcador ECL, una enzima, rutenio,
"In-DOTA, ""In-acido dietilenetriaminapentaacético (DTPA), peroxidasa de
rabano, fosfatasa alcalina y beta-galactosidasa, o polihistidina o tales marcadores

similares conocidos en la técnica.

Kits con anticuerpos especificos para BCMA

En la presente descripcion se describen kits que incluyen los anticuerpos o los
fragmentos de union al antigeno de estos especificos para BCMA descritos. Los kits
descritos pueden usarse para llevar a cabo los métodos para usar los anticuerpos o
fragmentos de union al antigeno especificos para BCMA proporcionados en la
presente descripcidn, u otros métodos conocidos por los expertos la materia. En
algunas modalidades, los kits descritos pueden incluir los anticuerpos o fragmentos
de unién al antigeno descritos en la presente descripcion y los reactivos para el uso
en la deteccion de la presencia de BCMA en una muestra bioldgica. En
consecuencia, los kits descritos pueden incluir uno o mas de los anticuerpos, o
un(os) fragmento(s) de unién al antigeno de estos, descritos en la presente
descripcion y un recipiente para conservar el anticuerpo o fragmento mientras no se
use, las instrucciones para el uso del anticuerpo o fragmento, el anticuerpo o
fragmento fijado a un soporte sdlido, y/o las formas marcadas detectables del

anticuerpo o fragmento, como se describe en la presente descripcion.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figuras 1A-1B. llustracién del anticuerpo triespecifico BGCB463 (Figura
1A) y modo de accién propuesto (Figura 1B).

Figuras 2A-2D. El BGCB463 (circulos) o control negativo B23B251
(triangulos) se incubaron con células silvestres (WT, por sus siglas en inglés)
H929 (Figura 2A), inactivacion (KO) H929-GPRC5D (Figura 2B), KO de H929-
BCMA (Figura 2C), y KO de H929-GPRCS5D/BCMA (Figura 2D) durante 1 hora a
37 °C a una concentracion inicial de 2 uM. Después de la deteccion secundaria
con material marcado con AF647, la sefial de MFI se analiz6 para generar una
CEso y CEgo. Las curvas son representativas de cinco experimentos
independientes. Los valores de CEso o CEgo son promedios de estos.

Figuras 3A-3D. El BGCB463 (circulos) o control negativo B23B251
(triangulos) se incubaron todos con células WT MM.1R (Figura 3A), KO de
MM.1R -GPRC5D (Figura 3B), KO de MM.1R -BCMA (Figura 3C), y KO de
MM.1R -GPRC5D/BCMA (Figura 3D) durante 1 hora a 37 °C a una
concentracion inicial de 2 uM. Después de la deteccidén secundaria con material
marcado con AF647, la sefal de MFI se analizé para generar una CEso y CEgo.
Las curvas son representativas de cinco experimentos independientes.

Figuras 4A-4C. E| BGCB463 (circulos) o control negativo B23B251
(triangulos) se incubaron todos con células Pan T (3 donantes aleatorios,
Figuras 4A-4C) durante 1 hora a 37 °C a una concentracion inicial de 2 uM.

Después de la deteccion secundaria con material marcado con AF647, la sefial
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de MFI se analiz6 para generar una CEso y CEgo. Los datos son representativos
de dos ejecuciones individuales, ambas con tres donantes.

Figuras 5A-5C. E| BGCB463 se incubo con células Pan T (3 donantes
aleatorios, Figura 5A, Figura 5B, y Figura 5C) durante 1 hora a 4 °C (circulos) o0 37 °C
(tridngulos) a una concentracion inicial de 2 uM. Después de la deteccion secundaria
con material marcado con AF647, la sefial de MFI se analizé para generar una CEso.

Figuras 6A-6C. El BGCB463.003 (circulos), BGCB463.004 (cuadrados) y
control negativo B23B251 (triangulos) se probaron con células H929 (Figura 6A),
MM.1R (Figura 6B) y Pan T (Figura 6C) de 3 donantes. Las moléculas se incubaron
durante 1 hora a 37 °C a una concentracion inicial de 2 uM. Después de la
deteccion secundaria con material marcado con AF647, se analizo la sefial de MFI.

Figuras 7A-7D. Las células H929 (Figura 7A), KO H929 de GPRC5D
(Figura 7B), KO H929 de BCMA (Figura 7C) y KO H929 de GPRC5D/BCMA (Figura
7D) se incubaron durante 1 hora, 3 h, 5 hy 24 h a tres concentraciones optimizadas
de BGCB463 a 37 °C. Después, las células se lavaron y se incubaron durante 30
min en hielo con anti-IgG humana AF647. La lectura es MFI de la sefial de AF647.

Figuras 8A-8D. Los células WT MM.1R (Figura 8A), KO MM.1R de
GPRC5D (Figura 8B), KO MM.1R de BCMA (Figura 8C) y KO MM.1R de
GPRC5D/BCMA (Figura 8D) se incubaron durante 1 hora, 3 h, 5hy 24 h atres
concentraciones optimizadas de BGCB463 a 37 °C. Después, las células se
lavaron y se incubaron durante 30 min en hielo con anti-lgG humana AF647. La

lectura es MFI de la sefnal de AF647.
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Figuras 9A-E. E| BGCB463 (circulos) o control negativo B23B251
(triangulos) se incubaron todos con células K562 que expresan el GPRCS5D
humano (Figura 9A), el BCMA humano (Figura 9B), el GPRC5D de cynomolgus
(Figura 9C) o el BCMA de cynomolgus (Figura 9D) durante 1 hora a 37 °C a una
concentracion inicial de 2 yM. Después de la deteccién secundaria con anti-IgG
humana AF647, la sefial de MFI se analiz6 para generar una CEso y CEgo
(Figura 9E). Los datos son representativos de dos experimentos independientes.

Figuras 10A-10B. El BGCB463 (circulos) o control negativo B23B251
(triangulos), a una concentracion inicial de 10 nM, se incubaron con células
K562 que expresan el GPRC5D humano o de cynomolgus, o de 100 nM para
K562 que expresan el BCMA humano/de cynomolgus como células dianas.
Activacion y citotoxicidad humanas en la Figura 10A. Activacion y citotoxicidad
de cynomolgus en la Figura 10B. Se afadieron células Pan T humanas (1
donante) con una relacion de efector a diana (E:D) de 3:1 y se incubaron
durante 72 h a 37 °C. La citotoxicidad se determiné usando tinte live/dead fijable
y el CD25 se midié usando anti-CD25 conjugado con BV421.

Figura 11. Las células H929 se incubaron con una concentracion
creciente de BGCB463 o control negativo B23B251 durante 1 hora a 37 °C con
anti-IgG humana AF647 en la presencia del medio (RPMI que contiene FBS al
10 %) o RPMI que contiene suero humano al 90 %. La union a BGCB463 no se
ve afectada por la presencia de suero.

Figura 12. Las células T se incubaron con una concentracion creciente de

BGCB463 o control negativo B23B251 durante 1 hora a 37 °C con anti-IgG
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humana AF647 en la presencia del medio (RPMI que contiene FBS al 10 %) o
RPMI que contiene suero humano al 90 %. Los datos son representativos de
tres donantes probados en dos experimentos. La union a BGCB463 no se ve
afectada por la presencia de suero.

Figuras 13A-13B. Las células H929 de GFP se incubaron con BGCB463
y células Pan T humanas de 3 donantes a una relacién de E:D de 3:1 con anti-
CD25 AF647 afiadido para rastrear la activacion de células T (Figura 13A). El
porcentaje de citdlisis se calculé basada en la sefal de GFP en los pocillos
tratados en comparacion con los no tratados (Figura 13B). La incubacion duré
aproximadamente 140 horas con imagenes adquiridas cada tres horas.

Figuras 14A-14F. Las células H929 de GFP se incubaron con moléculas de
BGCB463 o B23B251 (control de isotipo) y las células Pan T humanas de cuatro
donantes a una relacion E:D de 1:1 y 5:1 con anti-CD25 AF647 afiadido para rastrear
la activacion de células T. El porcentaje de citdlisis se calculé basada en la sefial de
GFP en los pocillos tratados en comparacion con los no tratados. La incubacion durd
aproximadamente 140 horas con imagenes adquiridas cada tres horas. BGCB463,
relacion 1:1, citolisis (Figura 14A). BGCB463, relacion 1:1, intensidad integrada total
(Figura 14B). BGCB463, relacion 5:1, citdlisis (Figura 14C). BGCB463, relacion 5:1,
intensidad integrada total (Figura 14D). B23B251, relacién 5:1, citdlisis (Figura 14E).
B23B251, relacion 5:1, intensidad integrada total (Figura 14F).

Figuras 15A-15D. Determinacion de la interferencia de BCMA soluble usando
sueros de pacientes. Donante 1 (Figura 15A); Donante 2 (Figura 15B); Donante 3

(Figura 15C); y suero normal (Figura 15D). Los sueros de paciente con niveles
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conocidos de BCMA soluble se incubaron (suero al 90 % a media del 10 %) con
BGCB463-AF647 marcado directamente y el control de isotipo B23B251-AF647
durante 1 hora a 37 °C en células H929. El suero de paciente al 50 % y al 10 % se
diluy6 con suero normal a una concentracion final de 50 % y 10 %, respectivamente.
Figura 16. llustracion de anticuerpos triespecificos BGCB491
Figuras 17A-17B. El BGCB463, BGCB491 y tres controles (BGCB482
(CD3xNulixNull), BGCB483 (CD3xNullxBCMA), BGCB484 (CD3xGPRC5DxNull)) se
evaluaron frente a células de BCMA*™ GPRC5D * (Figura 17A) y células de BCM -
GPRCS5D - (Figura 17B). La relacion efector a diana (E/D) fue de 3:1; n = 1 donantes
de células T, 72 horas de incubacion, concentracion superior 53 nM, dilucion de 1-5.
Se realizaron pruebas para determinar la citotoxicidad y la activaciéon de células T.
Figuras 18A-18B. E| BGCB463 y BGCB491 agotaron las lineas celulares
WT de H929, KO de GPRC5D y KO de BCMA 72 y 96 horas después de la
incubacién primaria (Figura 18A). La relacion E:D fue 3:1, n = 5 donadores de
células T; 72(5) y 96(4) horas de incubacion; concentracion superior de 532 mM,
gradiente de dilucién 1-5. Ambos anticuerpos muestran un aumento de la
activacion de células T tanto a 72 como a 96 horas en las mismas células WT
H929, KO GPRCS5D y KO BCMA como se indicé anteriormente (Figura 18B).
Figura 19. EI BGCB463 y BGCB491 se probaron en ensayos de
citotoxicidad y activacion de células T con lineas de células H929, RAMOS y
GRANTA-519. E:D fue 5:1, n = 1 donante de células T; 72 horas de incubacion

solamente; concentracion superior de 53 nM; y una dilucién de 1-5.
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Figura 20. El BGCB463 y BGCB491 se probaron en ensayos de sangre
entera para determinar la citotoxicidad y la activacién de células T con células
H292. E:D fue 5:1, n = 2 donantes de sangre entera; 48 horas de incubacion;
concentracién superior de 532 nM; y una dilucion de 1-5.

Figuras 21A-21B. Se demostro que el BGCB463 reduce el crecimiento
tumoral en modelos de ratén con xenoinjerto de MM.1S y RPMI 8226 si se
administra en una dosis suficientemente alta: ya sea 2 ug o 10 ug en el modelo con
MM.1S (Figura 21A) o 5 ug o 10 ug en el modelo con RPMI 8226 (Figura 21B).

Figura 22. Se demostré que el BGCB463 y BGCB491 reducen el
crecimiento tumoral en modelos de ratén con xenoinjerto profilactico H929. En
comparacion con los controles de PBS, ambas dosis de 0,5 ug y 5 ug redujeron
el crecimiento tumoral en modelos de KO H929 BCMA y KO H929 GPRC5D, con
la mayor concentracion de 5 ug que muestra mas efecto.

Figura 23. EI BGCB463 y BGCB491 se probaron en un ensayo de union
de Pan-T DRC de 1 hora, a 37 °C. Se usaron dos donantes de células Pan T
humanas, y las moléculas de prueba tuvieron concentraciones iniciales de 2 uM
con una dilucién 1:3 y DRC de 11 puntos.

Figuras 24A-24D. E| BGCB463, BGCB491 y un control nulo (null, en
inglés) se probaron frente a células WT H929 (Figura 24A), KO H929 BCMA
(Figura 24B), KO H929 GPRCS5D (Figura 24C) y KO H929 dobles BCMA/GPRC5D
(Figura 24D) en un ensayo de unién al conjunto de DRC, de 1 hora, a 37 °C.

Figura 25. Los perfiles de unién representativos de BGCB491 en las

células WT H929, KO H929 BCMA, KO H929 GPRC5D y/o las células KO H929
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dobles BCMA/GPRCS5D después de 1 hora de incubacion a 37 °C. El BGCB491
se indica con e y el control negativo CD3xNullxNull BGCB510 se indica con m.
Las curvas son representativas de 5 experimentos independientes. El clon H15
de KO H929 GPRC5D es una linea de KO heterocigoética con 2 copias del gen
de la distribucion de 30 % y de 61 %. El clon J8 de KO H929 BCMA es una linea
de KO heterocigotica con 2 copias de un gen de distribucion igual a 50 %.

Figura 26. Perfiles de union a células T primarias de BGCB491 en
preparaciones de células de 7 donantes después de 1 hora de incubacion a
37 °C. MFI: intensidad de fluorescencia media

Figura 27. Extrapolacion de la curva de unién bioinformatica
representativa con el anticuerpo de control CD3B376xNull (GCDB381).

Figuras 28A-28B. Citotoxicidad celular (Figura 28B) y activacion de células T
(Figura 28B) mediadas por BGCB491 de lineas celulares dobles positivas para
BCMA y GPRC5D y dobles negativas para BCMA y GPRC5D. BGCB491,
BCMAXGPRCS5DxNull, y CD3xNullxNull se anadieron a diversas concentraciones
(0,00005 a 533,33 nM, eje X) en la presencia de células pan T de 6 donantes sanos
(ident. de donante: 20063323, 20063309, 20062062, 20063310, 20062105 y
20061963) y bloqueador de Fc (2 mg/ml) y se incubaron durante 72 horas. La
relacion E:D éptima de 3:1 se evalud en estos estudios (para la evaluacion de la
relacion E:D ver las Figuras 33A-33B). Los graficos se generaron usando el software
Prism 8 al ajustar modelos 4PL separados a los datos observados. Los puntos de
datos se alinearon estrechamente a lo largo de la curva de ajuste generada y se

observé poca variabilidad entre los donantes de células T (se representaron
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promedios de 6 donantes). En la Figura 28A, la muerte de células diana se midio y se
expresd como porcentaje de citotoxicidad en el eje Y. En la Figura 28B, la activacion
de células T se midié como porcentaje de células T CD25+CD3+.

Figura 29. Citotoxicidad celular clonal de KO CRISPR H929 y activacion de
células T mediadas por BGCB491. BGCB491, BCMAXGPRC5DxNull y
CD3xNullxNull se afadieron a diversas concentraciones (0,00005 a 533,33 nM, eje
X) en la presencia de células pan T de 4 donantes sanos (ident. de donante:
20063323, 20063309, 20062062 y 20063310) y bloqueador de Fc (2 mg/ml) y se
incubaron durante 72 horas. La relacién E:D de 3:1 se probd en estos estudios. Los
graficos se generaron usando el software Prism 8 al ajustar modelos 4PL separados
a los datos observados. Los puntos de datos se alinearon estrechamente a lo largo
de la curva de ajuste generada y se observo poca variabilidad entre los donantes de
células T (se representaron promedios de 4 donantes). La muerte de células diana se
midio y se expresd como porcentaje de citotoxicidad en la fila superior y la activacion
de células T medida como porcentaje de CD25 que expresa células positivas para
CD3 se mostro en la fila inferior (eje Y).

Figura 30. Citotoxicidad de células diana mediada por BGCB491 en sangre
entera enriquecida con células de MM H929 (ensayo MABEL). MABEL, nivel de
efecto biolégico esperado minimo. EI BGCB491, BCMAXGPRCSDxNull y
CD3xNullxNull se anadieron a diversas concentraciones (0,00005 a 533,33 nM, eje
X) a sangre entera de 7 donantes sanos (ident. de donante: 10145, 10403, 10420,
10083, 10463, 10493 y 10145; fuente de células T) en presencia de células de

mieloma diana H929 a una relacion E:D ajustada de 5:1 durante 48 horas. Los
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graficos se generaron usando el software Prism 8 al ajustar modelos 4PL separados
a los datos observados. Los puntos de datos se alinearon estrechamente a lo largo
de la curva de ajuste generada y se observo poca variabilidad entre los donantes de
células T (se representaron promedios de 7 donantes). La muerte de células diana se
midio y se expresd como porcentaje de citotoxicidad y la activacion de células T se
midié como porcentaje de células positivas para CD25 y CD3. En este experimento,
se probaron teclistamab y talquetamab como controles positivos.

Figura 31. Perfiles de citocinas de BGCB491 del ensayo MABEL. MSD,
descubrimiento de mesoescala. BGCB491, BCMAxGPRCSDxNull y CD3xNullxNull
se anadieron a diversas concentraciones (0,00005 a 533,33 nM, eje X) a sangre
entera de 3 donantes sanos. Los sobrenadantes de células H929 del experimento de
citotoxicidad anterior (Figura 7; 3 donantes de células T: Ident. del donante: 10083,
10463 y 10493) se recolectaron y se analizaron para determinar los niveles de
citocinas usando un ensayo multiplex basado en MSD (cat. num. K15049D). Los
niveles de citocinas se midieron como pg/ml. Los graficos se generaron usando el
software Prism 8 al ajustar modelos 4PL separados a los datos observados. Los
puntos de datos se alinearon estrechamente a lo largo de la curva de ajuste
generada y se observé poca variabilidad entre los donantes de células T (se
representaron promedios de 3 donantes). En este experimento, se probaron
teclistamab y talquetamab como controles positivos.

Figura 32. Potencia citotoxica de BGCB491 frente a las células positivas para
CD138 de MM primarias humanas. MNC, célula mononuclear. Se usaron células

mononucleares derivadas de la médula 6sea congeladas de 4 pacientes con
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mieloma diferente (MNC de BM de MM 626, 649, 652 y 653) para evaluar la
reduccion de células plasmaticas (fila superior) y el potencial de activacion de células
T (fila inferior) con BGCB491. Células T de un donante sano normal (ident. de
donante: 20063309) se afiadieron exégenamente a las muestras de MNC de BM
(relacion E:D de 1:1) del paciente y se incubaron con BGCB491, CD3xNullxNull,
teclistamab o talquetamab (0,00005 a 533,33 nM, eje X) durante 48 horas. Se
observo la pérdida de células plasmaticas vivas (positivas para CD138) y la
regulacion ascendente concomitante de CD25 en las células T en respuesta al
tratamiento con BGCB491. Se observo variabilidad en el recuento total inicial de
células plasmaticas entre los donantes. Se enumeran los valores de densidad de
receptores diana individuales y el porcentaje de poblacién positiva para diana.
Figuras 33A-33B. Potencial de citotoxicidad de BGCB491 a diversas
relaciones E:D y tiempos de incubacion (linea celular H929). (Figura 33A)
BGCB491, BCMAxXGPRC5DxNull y CD3xNullxNull se probaron en presencia de
células pan T de 1 donante sano (ident. de donante: 20063323) a 4 relaciones
E:D diferentes (5:1, 3:1, 1:1y 0,5:1) durante 72 horas. (Figura 33B) BGCB491 se
probd a una relacion E:D de 3:1 y 1:1 durante diversos puntos de tiempo (24
horas (circulo), 48 horas (triangulo hacia arriba), 72 horas (triangulo hacia abajo),
96 horas (hexagono), 120 horas (rombo), 144 horas (estrella) y 168 horas
(cuadrado)) usando 4 donantes de células T diferentes (ident. de donante:
20062105, 20063309, 20061963 y 20063310). La muerte de células diana y la
activacion de células T se midieron y se expresaron como porcentaje de

citotoxicidad y porcentaje de células T CD25+CD3+. Los graficos se generaron
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usando el software Prism 8 al ajustar modelos 4PL separados a los datos
observados. Los puntos de datos se alinearon estrechamente a lo largo de la
curva de ajuste generada y se observé poca variabilidad entre los donantes de
células T. Se representd promedios de 1 (Figura 33A) y 4 (Figura 33B) donantes.
Figuras 34A-34C. Efecto de BGCB491 en la activacion de células T en la
ausencia de células diana. Se realizé un ensayo de activacion de células T
usando (Figura 34A) células T de 6 donantes sanos normales (ident. de donante:
20063323, 20063309, 20062062, 20063310, 20062105 y 20061963) o (Figura
34B) 6 muestras de sangre entera de donante normal (ident. de donante: 10274,
10402, 10427, 10470, 10500 y 10509). (Figura 34C) se midi¢ la citotoxicidad no
especifica para diversos subconjuntos. Se afiadieron BGCB491,
BCMAXxGPRC5DxNull y CD3xNullxNull a diversas concentraciones (0,00005 a
533,33 nM, eje X) durante (Figura 34A) 72 horas y (Figura 34B, 34C) 48 horas.
Figura 35. Eficacia antitumoral de BGCB491, teclistamab y talquetamab
en xenoinjertos subcutaneos (SC) de RPMI 8226 en ratones NSG humanizados
con células T (Estudio A). KO, Knock-out; NSG, ratones gamma con
inmunodeficiencia combinada severa (scid, por sus siglas en inglés) diabéticos
no obesos (NOD, por sus siglas en inglés) o NOD.Cg Prkdcsc |12rgt™"Wi|SzJ;
PBS, solucion salina regulada con fosfato; SEM, error estandar de la media A
los ratones NSG humanizados con células T que portaban tumores SC de RPMI
8226 establecidos se les administré por via intraperitoneal (IP) dosis de
BGCB491 a 0,1, 0,4, 1y 2,5 mg/kg. El teclistamab se dosificé para via IP a 0,4,

1y 2,5 mg/kg. El talquetamab se dosificé para via IP a 2,5 mg/kg. Los
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tratamientos se administraron los dias 19, 21, 25, 28, 31, 34, 38 y 41 (indicado
por la linea negra debajo del eje X). El volumen de tumor se midié dos veces por
semana y los resultados se presentaron como el volumen medio de tumor +
SEM para cada grupo. Los datos se representaron graficamente para cada
grupo con al menos 70 % de los animales restantes en el estudio.

Figura 36. Eficacia antitumoral de BGCB491, teclistamab y talquetamab en
xenoinjertos subcutaneos (SC) de KO H929 BCMA y KO H929 GPRC5D en
ratones NSG humanizados con células T (estudio B). KO, Knock-out; NSG,
ratones gamma con inmunodeficiencia combinada severa (scid, por sus siglas en
inglés) diabéticos no obesos (NOD, por sus siglas en inglés) o NOD.Cg Prkdcscd
112rgm"Wil/SzJ; PBS, solucion salina regulada con fosfato; SEM, error estandar de
la media A los ratones NSG humanizados con células T que portaban tumores de
KO H929 BCMA (flanco izquierdo) y KO H929 GPRC5D (flanco derecho) se les
administro por via intraperitoneal (IP) dosis de BGCB491 de 0,025, 0,1, 0,25 y
0,5 mg/kg. El teclistamab y talquetamab se administraron por via IP en dosis de
0,1y 0,25 mg/kg. Los tratamientos se administraron los dias 1, 5, 9, 13, 16, 19y
22 (indicado con la linea negra debajo del eje X). El volumen de tumor se midio
dos veces por semana y los resultados se presentaron como el volumen medio de
tumor + SEM para cada grupo. Los datos se representaron graficamente para
cada grupo con al menos 70 % de los animales restantes en el estudio.

Figuras 37-38. Concentracion en suero de BGCB491 individual — Perfiles
de tiempo después de una dosis intravenosa (1V) unica de 0,5 mg/kg en mono

cynomolgus hembra (Figura 37) y modelo predicho (Figura 38). BQL, por debajo



10

15

20

32

del limite de cuantificacion. Los puntos de datos con concentraciones por debajo
de la concentracion cuantificable mas baja no se muestran en el grafico.

Figuras 39A-39B. Concentracion media (SD) de BGCB491 — Perfiles de
tiempo después de una dosis unica de BGCB491 en minicerdos masculinos y
prediccion de modelo. BQL, debajo del limite de cuantificacién; DE, desviacién
estandar. Los puntos de datos con concentraciones por debajo de la
concentracion cuantificable mas baja no se muestran en el grafico. Grupo 1:
Dosis = 0,01 mg/kg, administracion subcutanea (SC). Grupo 2: Dosis =
0,1 mg/kg, SC. Grupo 3: Dosis = 0,1 mg/kg, IV.

Figura 40 Perfiles de union cinética de BGCB463 en lineas de células WT
H929 y WT MM.1R durante 24 horas de incubacion a 37 °C. MFI: intensidad de
fluorescencia media

Figura 41. BGCB491 se une a lineas celulares que expresan BCMA y
GPRC5D endogenas. Geo, geométrica. Se afladieron BGCB491,
BCMAXGPRC5DxNull y CD3xNullxNull a diversas concentraciones (0,096 a 1000
nM, eje X) y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Los graficos se generaron
usando el software Prism 8 al ajustar modelos 4PL separados a los datos
observados. La intensidad de union se expresa como media geométrica (eje Y).

Figura 42. Citotoxicidad cinética y activacién de células T de BGCB491 y
CD3B2271 (control nulo) usando células T de 3 donantes de células T a
relaciones E:D (Figura 42A) 1:1 y (Figura 42B) 1:3. La medicién de CD25 en el
sistema Incucyte es una medida del recuento de células T y la expresion de

CD25 (intensidad integrada total). CD25 es un marcador tardio de la activacion
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de células T, tipicamente detectable 24 horas después de la activacién y alcanza
su punto maximo aproximadamente las 96 horas. No necesariamente se alinea
con la citotoxicidad con respecto al tiempo. El porcentaje de citélisis se calculd
basada en la sefal de proteina fluorescente verde (GFP, por sus siglas en
inglés) en los pocillos tratados frente a los no tratados.

Figura 43. Porcentaje de citdlisis y activacion de células T de BGCB491 y
CD3B2271 (control nulo) en puntos de tiempo de 72, 93 y 120 horas a una
relacion de efector a diana (E:D) de 1:1.

Figura 44. Porcentaje de citdlisis y activacion de células T de BGCB491 y
CD3B2271 (control nulo) en puntos de tiempo de 72, 93 y 120 horas a una
relacion E:D de 1:3.

Figura 45. Eficacia antitumoral de JNJ-79635322, teclistamab, y
talquetamab en xenoinjertos subcutaneos de MM.1S en ratones NSG
humanizados con células T (estudio C). NSG, gamma con inmunodeficiencia
combinada severa (scid, por sus siglas en inglés) diabéticos no obesos (NOD, por
sus siglas en inglés) o NOD.Cg-Prkdcsd 112rgtm"Wi/SzJ; PBS, solucion salina
regulada con fosfato; SEM, error estandar de la media A ratones NSG
humanizados con células T que portaban tumores SC de MM.1S establecidos se
les dosifico IP con BGCB491 de 0,025, 0,1, 0,5y 1 mg/kg. El talquetamab se
administrd por via IP en dosis de 0,025 y 0,1 mg/kg. El teclistamab se administro
por via IP en dosis de 0,1 y 0,5 mg/kg y los tratamientos se administraron los dias
15, 19, 22, 26, 30, 34 y 37 (indicado por la linea negra debajo del eje X). El

volumen del tumor se midié dos veces por semana y los resultados se
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presentaron como el volumen tumoral medio + SEM para cada grupo. Los datos
se representaron graficamente para cada grupo con al menos 70 % de los
animales restantes en el estudio. Los animales se monitorearon después del
tratamiento hasta que los signos de morbilidad relacionada con la enfermedad de
injerto contra huésped (GvHD, por sus siglas en inglés) se manifestaron,
momento en el cual los animales se sacrificaron y el estudio concluyé el dia 51.

Figuras 46A-46B. El anticuerpo principal para BCMA (BCMB519)
demuestra una union y citotoxicidad comparables a las de Teclistamab con
propiedades biofisicas de scFv ideales.

Figuras 47. El anticuerpo principal para GPRC5D (GC5B680) demuestra una
union especifica y mejorada en comparacion con la de Talquetamab con

propiedades biofisicas de scFv ideales.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES ILUSTRATIVAS
Definiciones

Varios términos relacionados con aspectos de la descripcién se usan en
toda la especificacion y las reivindicaciones. Se asignara a dichos términos su
significado comun en la técnica a menos que se indique de otra manera. Otros
términos especificamente definidos se interpretaran de manera consistente con
las definiciones proporcionadas en la presente descripcion.

Como se usa en esta especificacion y en las reivindicaciones anexas, las
formas singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen referentes en plural a menos que el
contexto determine claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a
“una ceélula” incluye una combinacion de dos o mas células y lo similar.

El término “aproximadamente” como se usa en la presente descripcion
cuando se refiere a un valor medible tal como una cantidad, una duracion
temporal, y lo similar, se entiende que comprende las variaciones hasta +10 % del
valor especificado, debido a que tales variaciones son adecuadas para realizar los
métodos descritos. A menos que se indique lo contrario, todos los numeros que
expresan cantidades de ingredientes, propiedades tales como peso molecular,
condiciones de reaccion, y asi sucesivamente usados en la descripcion y las
reivindicaciones deben entenderse como modificados en todos los casos por el
término “aproximadamente.” En consecuencia, a menos que se indique lo
contrario, los parametros numéricos que se describen en la siguiente
especificacion y en las reivindicaciones adjuntas son aproximaciones que pueden

variar de acuerdo con las propiedades deseadas que se pretenden obtener
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mediante la presente invencion. Al menos, y no como un intento de limitar la
aplicacion de la doctrina de equivalentes al alcance de las reivindicaciones, cada
parametro numeérico deberia interpretarse en virtud del numero de digitos
significativos reportados y al aplicar técnicas comunes de redondeo.

A pesar de que los intervalos numéricos y parametros establecidos para
el amplio alcance de la invencién son aproximaciones, los valores numéricos
que se describen en los ejemplos especificos se reportan de la manera mas
precisa posible. Sin embargo, cualquier valor numérico contiene inherentemente
ciertos errores que resultan necesariamente de la desviacion estandar
encontrada en sus respectivas mediciones de prueba.

“Aislado” significa un componente bioldgico (tal como acido nucleico,
péptido o proteina) que se ha separado sustancialmente, producido separado
de, o purificado fuera de los componentes bioldgicos de los organismos en los
que el componente es de origen natural, es decir, otro ADN y ARN cromosdmico
y extracromosdmico, y proteinas. Los acidos nucleicos, péptidos y proteinas que
se han “aislado” incluyen, por lo tanto, acidos nucleicos y proteinas purificados
mediante métodos de purificacion estandar. Los acidos nucleicos, péptidos y
proteinas “aislados” pueden ser parte de una composicion y aun estar aislados
si tal composicion no es parte del entorno nativo del acido nucleico, péptido o
proteina. El término abarca, ademas, acidos nucleicos, péptidos y proteinas
preparados mediante expresion recombinante en una célula huésped, asi como
los acidos nucleicos quimicamente sintetizados. Un anticuerpo o fragmento de

unién al antigeno “aislado”, como se usa en la presente descripcion, se destina
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para referirse a un anticuerpo o fragmento de union al antigeno que se
encuentra sustancialmente libre de otros anticuerpos o fragmentos de union al
antigeno que tengan diferentes especificidades antigénicas (p. €j., un anticuerpo
aislado que se une especificamente a BCMA esta sustancialmente libre de
anticuerpos que se unen especificamente a antigenos diferentes a BCMA). Un
anticuerpo aislado que se une especificamente a un epitopo, isoforma o variante
de BCMA o GPRCS5D puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otros
antigenos relacionados, por ejemplo, de otras especies (tales como los
homdélogos de especies de BCMA o GPRC5D).

“Polinuclestido”, mencionado como sindnimo de “molécula de acido
nucleico”, “nucledétidos” o “acidos nucleicos”, se refiere a cualquier
polirribonucledtido o polidesoxirribonucledtido, que puede ser ARN o ADN sin
modificar o ARN o ADN modificado. “Polinucleétido” incluye, sin limitacion, ADN
mono o bicatenario, ADN que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias, ARN
mono y bicatenario, y ARN que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias,
moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarios o,
mas tipicamente, bicatenarios 0 una mezcla de regiones mono y bicatenarias.
Ademas, “polinucledtido” se refiere a regiones tricatenarias que comprenden ARN o
ADN o tanto ARN como ADN. El término polinucledtido incluye, ademas, los ADN o
ARN que contienen una o mas bases modificadas y los ADN o ARN con cadenas
principales modificadas para estabilidad o por otras razones. Las bases
“modificadas” incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y bases inusuales tales como

inosina. Podrian realizarse una variedad de modificaciones al ADN y ARN; por lo
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tanto, “polinucleétido” abarca formas de polinucleétidos quimica, enzimatica o
metabdlicamente modificadas como se encuentran, tipicamente, en la naturaleza, asi
como las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus y células.
“Polinucledtido” abarca, ademas, cadenas de acido nucleico relativamente cortas,
denominadas, frecuentemente, oligonucleétidos.

El significado de “sustancialmente lo mismo” puede diferir en
dependencia del contexto en el que usa el término. Debido a la probabilidad de
que la variacion de secuencia natural exista entre las cadenas pesada y ligera 'y
los genes que las codifican, se podria esperar encontrar cierto nivel de variacion
dentro de las secuencias de aminoacidos o los genes que codifican los
anticuerpos o fragmentos de union al antigeno descritos en la presente
descripcidn, con poco o ningun impacto en sus propiedades de unién unicas (p.
ej., especificidad y afinidad). Tal expectativa se debe en parte a la degeneracion
del cédigo genético, asi como ademas al éxito evolutivo de las variaciones de la
secuencia de aminoacidos conservadora, lo que no altera de forma apreciable la
naturaleza de la proteina codificada. En consecuencia, en el contexto de las
secuencias de acido nucleico, “sustancialmente lo mismo” significa al menos
65 % de identidad entre dos o mas secuencias. Preferentemente, el término se
refiere a al menos 70 % de identidad entre dos 0 mas secuencias, con mayor
preferencia, al menos 75 % de identidad, con mayor preferencia, al menos 80 %
de identidad, con mayor preferencia, al menos 85 % de identidad, con mayor
preferencia, al menos 90 % de identidad, con mayor preferencia, al menos 91 %

de identidad, con mayor preferencia, al menos 92 % de identidad, con mayor
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preferencia, al menos 93 % de identidad, con mayor preferencia, al menos 94 %
de identidad, con mayor preferencia, al menos 95 % de identidad, con mayor
preferencia, al menos 96 % de identidad, con mayor preferencia, al menos 97 %
de identidad, con mayor preferencia, al menos 98 % de identidad y, con mayor
preferencia, al menos 99 % o mas de identidad. El porcentaje de identidad entre
dos secuencias es una funcion del numero de posiciones idénticas compartidas
por las secuencias (es decir, % homologia = num. de posiciones idénticas/num.
total de posiciones x 100), teniendo en cuenta el numero de espacios y la
longitud de cada espacio que es necesario introducir para una alineacion 6ptima
de las dos secuencias. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de
nucleotidos o aminoacidos puede determinarse, por ejemplo, mediante el uso
del algoritmo de E. Meyers y W. Miller, Comput. Solic. Biosci 4, 11-17 (1988) que
se ha incorporado en el software ALIGN (version 2.0), que usa una tabla de
peso PAM120, una penalizacion de longitud de interrupcién de 12 y una
penalizacion de interrupcion de 4. Adicionalmente, el porcentaje de identidad
entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse mediante el uso del
algoritmo de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48, 444-453 (1970).

El grado de variacién que puede ocurrir dentro de la secuencia de aminoacido
de una proteina sin tener un efecto sustancial sobre la funcion de la proteina es
mucho mas inferior que una secuencia de acido nucleico, ya que los mismos
principios de degeneracion no aplican a las secuencias de aminoacidos. En
consecuencia, en el contexto de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno,

“sustancialmente lo mismo” significa anticuerpos o fragmentos de union al antigeno
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que tienen 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de
identidad con los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno descritos. Otras
modalidades incluyen anticuerpos, o fragmentos de unién al antigeno, que tienen
marco, supercontigo u otras regiones no de unién que no comparten identidad
significativa con los anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno descritos en la
presente descripcion, pero incorporan una o mas CDR u otras secuencias necesarias
para conferir la unién que son 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,

98 % 0 99 % idénticas a tales secuencias descritas en la presente descripcion.

Un “clon” es una poblacion de células derivadas de una sola célula o
ancestro comun por mitosis. Una “linea celular” es un clon de una célula
primaria que es capaz de un crecimiento estable in vitro por muchas
generaciones. En algunos ejemplos proporcionados en la presente descripcion,
las células se transforman al transfectar las células con ADN.

Los términos “expresar” y “producir’ se usan en forma de sinébnimo en la
presente descripcion, y se refieren a la biosintesis de un producto génico. Estos
términos comprenden la transcripcién de un gen en ARN. Estos términos
abarcan, ademas, la traduccion de ARN en uno o mas polipéptidos y abarcan,
ademas, todas las modificaciones postranscripcionales y postraduccionales de
origen natural. La expresion y produccion de un anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno de este puede ser dentro del citoplasma de la célula, o en el medio
extracelular tal como el medio de crecimiento de un cultivo celular.

Los términos “tratar” o “tratamiento” se refieren a cualquier éxito o marcas

distintivas de éxito en la atenuacion o mejoramiento de una lesion, patologia o
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afeccion, que incluyen cualquier parametro objetivo o subjetivo, tal como,
abatimiento, remision y disminucion de los sintomas o hacer la afeccion mas
tolerable para el paciente, por medio de reducir el indice de degeneracién o deterioro,
hacer el punto final de la degeneracién menos debilitante, mejorar el bienestar fisico
o mental de un sujeto o prolongar la duracion de la supervivencia. El tratamiento
podria evaluarse mediante parametros objetivos o subjetivos; que incluyen los
resultados de un examen fisico, examen neuroldgico o evaluaciones psiquiatricas.
Una “cantidad efectiva” o “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere
a una cantidad efectiva, en las dosificaciones y por periodos de tiempo
necesarios, para lograr un resultado terapéutico deseado. Una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo para BCMA x GPRC5D x CD3 puede
variar de acuerdo con factores tales como el estado de la enfermedad, la edad,
el género y el peso de los individuos, y la capacidad del anticuerpo de provocar
una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente efectiva
es, ademas, una en la que cualquier efecto toxico o perjudicial del anticuerpo o
porcion del anticuerpo es superado por los efectos terapéuticamente benéficos.
“Anticuerpo” se refiere a todos los isotipos de inmunoglobulinas (I1gG, IgA,
IgE, IgM, IgD, e IgY) que incluyen varias formas monomeéricas, poliméricas y
quiméricas a menos que se especifique de cualquier otra manera. Los
anticuerpos policlonales, los anticuerpos monoclonales (mAb), y los polipéptidos
similares a anticuerpos, tales como los anticuerpos quiméricos y anticuerpos

humanizados estan comprendidos especificamente en el término “anticuerpo”.
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El término “brazo de unién al antigeno” se refiere a una porcion de un
anticuerpo que incluye un dominio de union al antigeno que se une a un
antigeno (p. ej., BCMA, GPRC5D o CD3) e incluye, opcionalmente, una o mas
regiones de anticuerpo (p. €j., dominio de Fc).

El término “fragmento de unién al antigeno” se refiere a un fragmento del
brazo de union al antigeno que contiene un dominio de union al antigeno. Los
fragmentos de unién al antigeno incluyen los proporcionados mediante cualquier
técnica conocida, tales como técnicas de clivaje, de sintesis de péptidos, y
recombinantes. Algunos fragmentos de unién al antigeno se componen de
porciones de anticuerpos intactos que retienen la especificidad de union al antigeno
de la molécula de anticuerpo parental. Por ejemplo, los fragmentos de unién al
antigeno pueden comprender al menos una region variable (ya sea una regiéon
variable de cadena pesada o cadena ligera) o una o mas CDR de un anticuerpo
conocido para unirse a un antigeno particular. Los ejemplos de fragmentos de
union al antigeno adecuados incluyen, sin limitarse a, diacuerpos y moléculas
monocatenarias asi como moléculas de Fab, F(ab’)2, Fc, Fabc y Fv, anticuerpos
monocatenarios (Sc), cadenas ligeras individuales de anticuerpo, cadenas pesadas
individuales de anticuerpo, fusiones quiméricas entre cadenas o CDR de anticuerpo
y otras proteinas, supercontigos de proteina, monémeros o dimeros de cadena
pesada, monomeros o dimeros de cadena ligera, dimeros que consisten en una
cadena pesada y una ligera, un fragmento monovalente que consiste en los
dominios VL, VH, CL y CH1, o un anticuerpo monovalente como se describe en la

patente num. WO2007059782, fragmentos bivalentes que comprenden dos
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fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra, y un fragmento
Fd que consiste esencialmente en los dominios VH y CH1; un fragmento Fv que
consiste esencialmente en los dominios VL y VH de un brazo unico de un
anticuerpo, un fragmento dAb (Ward y otros, Nature 341, 544-546 (1989)), que
consiste esencialmente en un dominio VH y se denomina, ademas, anticuerpos de
dominios (Holt y otros; Trends Biotechnol. noviembre de 2003; 21(11):484-90);
camélido o nanocuerpos (Revets et al; Expert Opin Biol Ther. enero de 2005;
5(1):111-24); una regién determinante de complementariedad aislada (CDR, por
sus siglas en inglés), y lo similar. y anticuerpos triespecificos formados a partir de
fragmentos de anticuerpo. Todos los isotipos de los anticuerpos pueden usarse
para producir fragmentos de union al antigeno. Ademas, los fragmentos de unién al
antigeno pueden incluir marcos proteicos que no son anticuerpos que pueden
incorporar los segmentos de polipéptidos en una orientacion que confiere afinidad
por un antigeno dado de interés, tales como los andamios de proteinas. Los
fragmentos de unién al antigeno pueden producirse de manera recombinante o
producirse mediante clivaje enzimatico o quimico de anticuerpos intactos. La frase
“un anticuerpo o fragmento de union al antigeno de este” podria usarse para
indicar que un fragmento de union al antigeno dado incorpora uno 0 mas
segmentos de aminodacidos del anticuerpo al que se hace referencia en la frase.

El término “dominio de unién al antigeno” se refiere a la estructura
proteinacea de un brazo de unién al antigeno que exhibe afinidad de unién para un
antigeno particular. Esta estructura proteinacea esta mediada por las regiones

determinantes de complementariedad (CDR) del dominio de union al antigeno.
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El término “CDR” se refiere a una regién determinante de
complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés) de la cual tres componen el
caracter de unién de una regioén variable de cadena ligera (CDRL1, CDRL2 y
CDRL3) y tres componen el caracter de unién de una region variable de cadena
pesada (CDRH1, CDRH2 y CDRH3). Las CDR contribuyen con la actividad
funcional de una molécula de anticuerpos y estan separadas por secuencias de
aminoacidos que comprenden andamiaje o regiones de marco. Los limites de
CDR de definiciones exactas y las longitudes se someten a sistemas diferentes
de clasificacién y numeracién. Por lo tanto, se puede hacer referencia a las CDR
en la presente descripcion mediante Kabat, Chothia, AbM, Contact o cualquier
otra definicién de limites. A pesar de diferenciarse en los limites, cada uno de
estos sistemas tiene cierto grado de traslape en lo que constituye las
denominadas “regiones hipervariables” dentro de las secuencias variables. Las
definiciones de CDR de acuerdo con estos sistemas pueden diferenciarse, por lo
tanto, en la longitud y las areas de limites con respecto a la regién de marco
adyacente. Ver, por ejemplo, Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th ed. NIH Publication No. 91-3242 (1991); Chothia et
al., “Canonical Structures For the Hypervariable Regions of Immunoglobulins,” J.
Mol. Biol. 196:901 (1987); y MacCallum et al., “Antibody-Antigen Interactions:
Contact Analysis and Binding Site Topography”, J. Mol. Biol. 262:732 (1996)),
cada uno de los cuales se incorpora, en su totalidad, como referencia.

Tipicamente, las CDR forman una estructura de bucle que puede clasificarse

como una estructura canonica. El término “estructura canénica” se refiere a la
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conformacion de cadena principal que adoptan los bucles de union a antigeno
(CDR). Se ha descubierto, a partir de estudios estructurales comparativos, que cinco
de los seis bucles de unién a antigenos tienen solamente un repertorio limitado de
conformaciones disponibles. Cada estructura candnica puede caracterizarse por los
angulos de torsion de la cadena principal de polipéptidos. Los bucles
correspondientes entre anticuerpos pueden, por lo tanto, tener estructuras
tridimensionales muy similares, a pesar de la alta variabilidad de secuencias de
aminoacidos en la mayoria de las partes de los bucles (Chothia et al., “Canonical
Structures For the Hypervariable Regions of Immunoglobulins”, J. Mol. Biol. 196:901
(1987); Chothia et al., “Conformations of Immunoglobulin Hypervariable Regions”, |
342:877 (1989); Martin y Thornton, “Structural Families in Loops of Homologous
Proteins: Automatic Classification, Modelling and Application to Antibodies,” J. Mol.
Biol. 263:800 (1996)), cada uno de los cuales se incorpora, en su totalidad, como
referencia. Ademas, existe una relacion entre la estructura de bucle adoptada y las
secuencias de aminoacidos que la rodean. La conformacion de una clase canonica
particular se determina por la longitud del bucle y los residuos de aminoacidos que
residen en posiciones clave dentro del bucle, asi como dentro del marco conservado
(es decir, fuera del bucle). La asignacion a una clase canonica particular puede, por
lo tanto, hacerse en base a la presencia de estos residuos de aminoacidos clave.

El término “polipéptido” se usa indistintamente con el término “proteina” y, en
su sentido mas amplio, se refiere a un compuesto de dos 0 mas aminoacidos de
subunidad, analogos de aminoacidos o peptidomiméticos. Las subunidades pueden

estar unidas por enlaces peptidicos. En otra modalidad, la subunidad puede estar



10

15

20

46

unida por otros enlaces, por ejemplo, éster, éter, etc. Como se usa en la presente
descripcion, el término “aminoacido” se refiere a aminoacidos naturales y/o no
naturales o sintéticos, que incluyen glicina y tanto isémeros 6pticos D como L,
analogos de aminoacidos y peptidomiméticos. Un péptido de tres 0 mas aminoacidos
se denomina, comunmente, un oligopéptido si la cadena peptidica es corta. Si la
cadena peptidica es larga, el péptido se denomina, comunmente, un polipéptido o
una proteina. Como se usa en la presente descripcion, el término “Fc” se refiere al
dominio de fragmento cristalizable de un anticuerpo, que comprende dos regiones
constantes de cadena pesada (CH), CH2 y CH3. En la presente descripcion, los
residuos de aminodacidos de la regién Fc se numeran tipicamente de acuerdo con el
esquema de numeracioén de la UE (Edelman, G.M. et al., Proc. Natl. Acad. USA, 63,
78-85 (1969). PMID: 5257969). Estos residuos pueden asignarse faciimente de
acuerdo con esquemas de numeracion alternativos tales como los de IMGT y Kabat
(Kabat, E.A. et al., Sequences of proteins of immunological interest. 5.° edicion -
Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos, publicacion del
NIH num. 91-3242, pags. 662, 680, 689 (1991)), como apreciaria facilmente un
experto en la técnica. Por ejemplo, L234 de acuerdo con la numeracién de la UE
también puede representarse como L247 de acuerdo con Kabat.

“Une especificamente especifica” o “especificamente une” o derivados de
esta, cuando se usa en el contexto de anticuerpos, o fragmentos de anticuerpos,
representa la union a través de los dominios codificados por los genes de
inmunoglobulinas o los genes de fragmentos de inmunoglobulinas a uno o mas

epitopos de una proteina de interés sin unirse, preferencialmente, a otras moléculas
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en una muestra que contiene una poblacion de moléculas mezcladas. Tipicamente,
un anticuerpo se une a un antigeno afin con una Ka menor que aproximadamente
1x10® M, seguin un ensayo de resonancia de plasmones superficiales o un ensayo
de unién a células. Las frases tales como anticuerpo “especifico para [antigeno]” (p.
ej., anticuerpo especifico para BCMA) se refieren a que el anticuerpo mencionado se
une especificamente al antigeno mencionado. Dondequiera que se use el término
“se une” en la presente descripcion, se prevé que este abarque “se une
especificamente” y los términos pueden intercambiarse segun se desee.

Como se usa en la presente descripcion, el término “quimérico” se refiere
a un anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno de este, que tiene al menos
alguna porcion de al menos un dominio variable derivado de la secuencia de
aminoacidos del anticuerpo de un mamifero que no es humano, un roedor, o un
reptil, mientras las porciones del anticuerpo, o del fragmento de unién al
antigeno de este, se derivan de un humano.

Un “vector” es un replicon, tal como plasmido, fago, cosmido, o virus en
el que puede insertarse operativamente otro segmento de acido nucleico para
provocar la replicacion o la expresion del segmento.

Como se usa en la presente descripcion, el término “célula huésped”
puede ser cualquier tipo de célula, por ejemplo, una célula primaria, una célula en
cultivo o una célula de una linea celular. En modalidades especificas, el término
“célula huésped” se refiere a una célula transfectada con una molécula de acido
nucleico y la progenie o la progenie potencial de una célula asi. La progenie de

una célula asi puede no ser idéntica a la célula original transfectada con la
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molécula de acido nucleico, por ejemplo, debido a mutaciones o influencias
ambientales que pueden ocurrir en generaciones posteriores o la integracion de la
molécula de acido nucleico en el genoma de la célula huésped. Los términos
“expresion” y “produccién” se usan como sindnimos en la presente descripcion, y
se refieren a la biosintesis de un producto génico. Estos términos comprenden la
transcripcion de un gen en ARN. Estos términos abarcan, ademas, la traduccién
de ARN en uno o mas polipéptidos y abarcan, ademas, todas las modificaciones
postranscripcionales y postraduccionales de origen natural.

El término “sujeto” se refiere a animales humanos y no humanos, que
incluyen todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos, tales
como los primates no humanos, ratones, conejos, carnero, perros, gatos,
caballos, vacas, gallinas, anfibios, y reptiles. En muchas modalidades de los
métodos descritos, el sujeto es un ser humano.

El término “redirigir” o “redireccionamiento”, como se usa en la presente
descripcion, se refiere a la capacidad del anticuerpo para BCMA x GPRC5D x
CD3 de hacer transitar efectivamente la actividad de las células T, desde su
especificidad cognada inherente hacia la reactividad contra células que
expresan GPRC5D y/o BCMA.

El término “muestra”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a
una coleccion de fluidos, células o tejidos similares (p. €j., tejido tumoral
quirurgicamente extirpado, biopsias, que incluyen la aspiracion con aguja fina),
aislados de un sujeto, asi como fluidos, células o tejidos presentes dentro de un

sujeto. En algunas modalidades la muestra es un fluido biologico. Tipicamente, los
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fluidos biolégicos son liquidos a temperaturas fisioldgicas y pueden incluir fluidos de
origen natural presentes en, extraidos de, expresados o, de cualquier otra manera,
extraidos de un sujeto o fuente bioldgica. Ciertos fluidos biolégicos derivados de
tejidos, drganos o regiones localizadas particulares y otros fluidos biolégicos pueden
situarse de forma global o sistémica en un sujeto o fuente bioldgica. Los ejemplos de
fluidos biolégicos incluyen sangre, suero y fluidos serosos, plasma, linfa, orina, saliva,
fluido cistico, gotas de lagrimas, heces, esputo, secreciones mucosales de los tejidos
y érganos secretores, secreciones vaginales, fluidos de ascitis tales como los
asociados con tumores no solidos, fluidos de la pleura, cavidad pericardial,
peritoneal, abdominal y otras cavidades corporales, fluidos recolectados mediante
lavado bronquial, y lo similar. Los fluidos biolégicos pueden incluir, ademas,
soluciones liquidas puestas en contacto con un sujeto o fuente bioldgica, por
ejemplo, medio de cultivo celular y de 6rganos que incluyen medio celular
condicionado y de 6rganos, fluidos lavados, y lo similar. El término “muestra,” como
se usa en la presente descripcion, comprende los materiales retirados de un sujeto o
materiales presentes en un sujeto. Los aspectos relevantes de la invencion pueden
realizarse in vitro basados en muestras aisladas segun se requiera.

Un “estandar conocido” puede ser una solucion que tiene una cantidad o
concentracion conocida de GPRC5D y/o BCMA, en donde la solucion puede ser una
solucién de origen natural, tal como una muestra de un paciente que se conoce que
tiene cancer temprano, moderado, terminal, progresivo o estatico, o la solucién
puede ser una solucion sintética tal como agua regulada que tiene una cantidad

conocida de GPRC5D y/o BCMA diluido en ella. Los estandares conocidos, descritos
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en la presente descripcion, pueden incluir GPRC5D y/o BCMA aislado de un sujeto,
proteina de GPRC5D y/o BCMA recombinante o purificada, o un valor de
concentracion de GPRCSD y/o BCMA asociado con una condicién de enfermedad.

Los términos “antigeno de maduracion de células B” y “BCMA”, como se
usan en la presente descripcion, incluyen el antigeno de maduracion de células
B humanas, también conocido como BCMA, CD269 y TNFRSF17 (Uniprot
Q02223), que es un miembro de la superfamilia de receptores de necrosis
tumoral, que se expresa preferentemente en células plasmaticas diferenciadas.
El dominio extracelular del BCMA humano consiste, de acuerdo con UniProt, en
los aminoacidos 1 - 54 (o 5-51). El término “anticuerpo contra el BCMA,
anticuerpo anti-BCMA”, como se usa en la presente descripcion, se relaciona
con un anticuerpo que se une especificamente al BCMA .

Los términos “miembro D del grupo 5 de la familia C del receptor
acoplado a la proteina G” y “GPRC5D” incluyen especificamente la proteina
GPRC5D humana, por ejemplo, como se describe en el acceso a GenBank num.
BC069341, secuencia de referencia de NCBI: NP_061124.1 y num. de acceso
de UniProtKB/Swiss-Prot Q9NZD1 (ver, ademas, Brauner-Osborne, H. et al.
2001, Biochim. Biophys. Acta 1518, 237-248).

Los términos “determinante de grupo 3” y “CD3” incluyen el complejo de
multiples subunidades de la proteina CD3 humana. El complejo de multiples
subunidades de la proteina CD3 se compone de 6 cadenas polipeptidicas
distintivas. Estas incluyen una cadena CD3y (SwissProt P09693), una cadena

CD30 (SwissProt P04234), dos cadenas CD3¢ (SwissProt PO7766), y un
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homodimero de la cadena de CD3  (SwissProt 20963), y que se asocia con la
cadena a y 3 del receptor de células T. El término “CD3” incluye cualquier variante,
isoforma y especie homologa de CD3 que se expresa de forma natural por las
células (que incluyen las células T) o puede expresarse en células transfectadas
con los genes o ADNc que codifican los polipéptidos, a menos que se indique.

Un “anticuerpo para BCMA x GPRC5D x CD3” es un anticuerpo
multiespecifico, opcionalmente un anticuerpo triespecifico, que comprende tres
brazos de union al antigeno diferentes, uno de los cuales se une al antigeno
BCMA, otro de los cuales se une al antigeno de GPRC5D y otro mas de los cuales
se une al CD3. Un “anticuerpo para BCMA x CD3” es un anticuerpo
multiespecifico, opcionalmente un anticuerpo biespecifico, que comprende dos
brazos de union al antigeno diferentes, uno de los cuales se une especificamente al
antigeno BCMA y otro de los cuales se une al CD3. Un “anticuerpo para GPRC5D
x CD3” es un anticuerpo multiespecifico, opcionalmente un anticuerpo biespecifico,
que comprende dos brazos de unién del antigeno diferentes, uno de los cuales se
une al antigeno GPRC5D vy otro de los cuales se une al CD3. El término
“anticuerpo multiespecifico” se usa en la presente descripcion en el sentido mas
amplio y cubre especificamente un anticuerpo que tiene especificidad poliepitdpica.
Los anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, un anticuerpo que
comprende un dominio variable de la cadena pesada (VH) y un dominio variable de
la cadena ligera (VL), donde la unidad VHVL tiene especificidad poliepitopica,
anticuerpos que tienen dos o mas dominios VL y Vi donde cada unidad VHV L se

une a un epitopo diferente, anticuerpos que tienen dos o mas dominios variables
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unicos con cada dominio variable Unico que se une a un epitopo diferente,
anticuerpos en toda su extensién y anticuerpos que comprenden uno o mas
fragmentos de anticuerpo asi como anticuerpos que comprenden fragmentos de
anticuerpo que se han unido covalentemente o no covalentemente.

Un anticuerpo multiespecifico puede ser un anticuerpo biespecifico, un
anticuerpo triespecifico o una molécula similar (ver, por ejemplo, PNAS USA
90(14), 6444-8 (1993) para una descripcion de los diacuerpos). Los anticuerpos
biespecificos, anticuerpos triespecificos, diacuerpos, y lo similar, que se
proporcionan en la presente descripcién pueden unirse a cualquier diana
adecuada ademas de a una porciéon de BCMA o GPRC5D. El término “anticuerpo
biespecifico” debe entenderse como un anticuerpo que tiene dos brazos de unién
al antigeno diferentes definidos por secuencias de anticuerpo diferentes. El
término “anticuerpo triespecifico” debe entenderse como un anticuerpo que tiene
tres brazos de union al antigeno diferentes definidos por secuencias de anticuerpo
diferentes. Esto debe entenderse como union a objetivo diferente pero incluye,
ademas, la union a epitopos diferentes en un objetivo.

Una “muestra de referencia” es una muestra que puede compararse
contra otra muestra, tal como una muestra de prueba, para permitir la
caracterizacion de la muestra comparada. La muestra de referencia tendra
alguna propiedad caracterizada que sirve como la base para la comparacion con
la muestra de prueba. Por ejemplo, una muestra de referencia puede usarse
como un punto de referencia para los niveles de GPRC5D o BCMA que son

indicativos de que un sujeto tiene cancer. La muestra de referencia no
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necesariamente tiene que analizarse en paralelo con la muestra de prueba; por
lo tanto, en algunos ejemplos la muestra de referencia puede ser un valor o
rango numerico determinado previamente para caracterizar una condicion dada,
tal como los niveles de GPRC5D o BCMA, que son indicativos de cancer en un
sujeto. El término también incluye muestras usadas para propésitos
comparativos que se conoce que estan asociadas con un estado o condicién de
enfermedad fisioldgica, tal como el cancer que expresa GPRCS5D o BCMA, pero
que tienen una cantidad desconocida de GPRCS5D o BCMA.

“Recaida” se refiere al regreso de una enfermedad o los signos y
sintomas de una enfermedad después de un periodo de mejora después del
tratamiento previo con un agente terapéutico.

“Refractario” se refiere a una enfermedad que no responde a un
tratamiento. Una enfermedad refractaria puede ser resistente a un tratamiento
antes o al comienzo del tratamiento, o una enfermedad refractaria puede
volverse resistente durante un tratamiento.

El término “progresion”, como se usa en el contexto de progresion del
cancer que expresa GPRCS5D y/o BCMA, incluye el cambio de un cancer de un
estado menos severo a uno mas severo. Este puede incluir un aumento en el
numero o severidad de los tumores, el grado de metastasis, la velocidad con la
que crece o se expande el cancer, y lo similar. Por ejemplo, “la progresién del
cancer de colon” incluye la progresion del cancer desde un estado menos
severo hasta uno mas severo, tal como la progresion desde la etapa | hasta la

etapa I, desde la etapa Il hasta la etapa lll, etc.
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El término “regresion”, como se usa en el contexto de regresion del cancer
que expresa GPRCS5D y/o BCMA, incluye el cambio de un cancer de un estado
mas severo a uno menos severo. Esto podria incluir una disminucion en el
numero o severidad de los tumores, el grado de metastasis, la velocidad con la
que el cancer crece o se expande, y lo similar. Por ejemplo, “el retroceso del
cancer de colon” incluye el retroceso de un cancer desde un estado mas severo
hasta uno menos severo, tal como la progresiéon desde la etapa Ill hasta la etapa
Il, desde la etapa Il hasta la etapa |, etc.

El término “estable”, como se usa en el contexto de cancer estable que
expresa GPRC5D y/o BCMA, pretende describir una condicion de enfermedad que
no cambia o no ha cambiado significativamente lo suficiente durante un periodo de
tiempo relevante para que un cancer se considere progresivo o en regresion.

Las modalidades descritas en la presente descripcion no son limitantes
para metodos, reactivos, compuestos, composiciones o sistemas bioldgicos

particulares que pueden, por supuesto, variar.

Anticuerpos multiespecificos

En la presente descripcion se proporcionan anticuerpos multiespecificos
que se unen a BCMA, GPRCS5D y CD3, y fragmentos de union triespecificos de
estos. Tales anticuerpos o fragmentos de anticuerpo pueden permitir un
direccionamiento mas especifico a subconjuntos particulares de células en

comparacion con los anticuerpos dirigidos solamente a una o dos de estas dianas.
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Esto puede lograrse, por ejemplo, mediante la elaboracién de una
molécula que comprende un primer brazo de union al antigeno que se une a
CD3, un segundo brazo de union al antigeno que se une a GPRC5SD, y un tercer
brazo de unién al antigeno que se une a BCMA. Los brazos de unién al antigeno
pueden tener cualquier forma que permita el reconocimiento especifico de la
diana, por ejemplo, el brazo de uniéon puede ser o puede incluir un dominio
variable de cadena pesada, un Fv (combinacion de un dominio variable de
cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera), un Fv monocatenario
(scFv), un Fab, un dominio de unién basado en un dominio tipo Ill de
fibronectina (tal como de fibronectina, o basado en un consenso de los dominios
tipo Il de fibronectina, o de tenascina o basado en un consenso de los dominios
tipo 1l de tenascina, tales como las moléculas de Centyrin de Janssen Biotech,
Inc., ver, p. ej., las patentes nums. WO2010/051274 y WO2010/093627). En
ciertas modalidades, el anticuerpo triespecifico comprende tres brazos de union
al antigeno. En algunas modalidades, el anticuerpo triespecifico comprende un
anticuerpo (p. €j., en formato de IgG) al cual se fusiona un brazo de union al
antigeno adicional, p. ej., en la forma de un fragmento variable monocatenario,
p. €j., en el extremo N-terminal o extremo C-terminal de una de las cadenas
pesadas o una de las cadenas ligeras del anticuerpo.

En consecuencia, se proporcionan moléculas triespecificas que
comprenden tres brazos de union al antigeno diferentes que se unen a BCMA,

GPRC5D y CD3, respectivamente.
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En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico para BCMA x

GPRC5D x CD3 comprende

(a) un primer brazo de union al antigeno que comprende un primer dominio
variable de cadena pesada (VH1) y un primer dominio variable de cadena ligera (VL1);

(b) un segundo brazo de unioén al antigeno que comprende un segundo
dominio variable de cadena pesada (VH2) y un segundo dominio variable de
cadena ligera (VL2); y

(c) un tercer brazo de union al antigeno que comprende un tercer dominio
variable de la cadena pesada (VH3) y un tercer dominio variable de la cadena
ligera (VL3).

En algunas modalidades, el primer brazo de union al antigeno se une a un
epitopo en CD3, el segundo brazo de union al antigeno se une a un epitopo en
GPRCS5D, vy el tercer brazo de union al antigeno se une a un epitopo en BCMA.

En algunas modalidades, el primer brazo de unién al antigeno que se une a
CD3 comprende una HCDR 1, una HCDR2 y una HCDR3 del VH1 de la sec. con
num. de ident.: 8. En algunas modalidades, el primer brazo de union al antigeno
que se une a CD3 comprende una LCDR1, una LCDR2 y una LCDR3 del VL1 de
la sec. con num. de ident.: 7. En algunas modalidades, el primer brazo de unién al
antigeno que se une a CD3 comprende una HCDR1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de GDSVFNNNAAWS (sec. con num. de ident.: 4), una HCDR2
que comprende la secuencia de aminoacidos de RTYYRSKWLYD (sec. con num.
de ident.: 5), y una HCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de

GYSSSFDY (sec. con num. de ident.: 6). En algunas modalidades, el primer brazo
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de unién al antigeno que se une a CD3 comprende una LCDR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de TGTSSNIGTYKFVS (sec. con num. de ident.: 1),
una LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de EVSKRPS (sec. con
num. de ident.: 2), y una LCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
VSYAGSGTLL (sec. con num. de ident.: 3). En algunas modalidades, el primer
brazo de union al antigeno que se une a CD3 comprende el VH1 de la sec. con
num. de ident.: 8. En algunas modalidades, el primer brazo de union al antigeno
que se une a CD3 comprende el VL1 de la sec. Con num. de ident.: 7.

En algunas modalidades, el segundo brazo de unién al antigeno que se
une a GPRC5D comprende una HCDR1, una HCDR2 y una HCDR3 del VH2 de la
sec. con num. de ident.: 16. En algunas modalidades, el segundo brazo de unién
al antigeno que se une a GPRC5D comprende una LCDR1, una LCDR2 y una
LCDR3 del VL2 de la sec. con num. de ident.: 15. En algunas modalidades, el
segundo brazo de union al antigeno que se une a GPRC5D comprende una
HCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de GFSLTNIRMSVS (sec.
con num. de ident.: 12), una HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de HIFSNDEKS (sec. con num. de ident.: 13), y una HCDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de MRLPYGMDYV (sec. con num. de ident.: 14). En
algunas modalidades, el segundo brazo de unién al antigeno que se une a
GPRCS5D comprende una LCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de RSSQSLVHSDGNTYLS (sec. con num. de ident.: 9), una LCDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de KISNRFF (sec. con num. de ident.:

10), y una LCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de MQATQFPHT
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(sec. con num. de ident.: 11). En algunas modalidades, el segundo brazo de unién
al antigeno que se une a GPRC5D comprende el VH1 de la sec. con num. de
ident.: 16. En algunas modalidades, el segundo brazo de unioén al antigeno que se
une a GPRC5D comprende el VL1 de la sec. con num. de ident.: 15.

En algunas modalidades, el tercer brazo de union al antigeno que se une a
BCMA comprende una HCDR1, una HCDR2 y una HCDR3 del VH3 de la sec. con
num. de ident.: 24. En algunas modalidades, el tercer brazo de unidn al antigeno
que se une a BCMA comprende una LCDR1, una LCDR2 y una LCDR3 del VL3
de la sec. con num. de ident.: 23. En algunas modalidades, el tercer brazo de
union al antigeno que se une a BCMA comprende una HCDR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GFTFSSYAMS (sec. con num. de ident.: 20), una
HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de AISGSGGSTY (sec. con
num. de ident.: 21), y una HCDRS3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de DEGYSSGHYYGMDV (sec. con num. de ident.: 22); y una LCDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSISSSFLT (sec. con num. de
ident.: 17) En algunas modalidades, el tercer brazo de unién al antigeno que se
une a BCMA comprende una LCDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de GASSRAT (sec. con num. de ident.: 18), y una LCDR3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de QHYGSSPMYT (sec. con num. de
ident.: 19). En algunas modalidades, el tercer brazo de unién al antigeno que se
une a BCMA comprende el VH1 de la sec. con num. de ident.: 24. En algunas
modalidades, el tercer brazo de unién al antigeno que se une a BCMA comprende

el VL1 de la sec. con num. de ident.: 23.
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En algunas modalidades, el VH1 y VL1 del brazo de uni6n al antigeno
qgue se une a un epitopo de CD3 estan presentes en un diacuerpo, un Fab, Fab’,
un F(ab’)2, un Fv, un scFv, un Fd, un fragmento Fv estabilizado con disulfuro
(dsFv), o un diacuerpo estabilizado con disulfuro (diacuerpo ds).

En algunas modalidades, el VH2 y VL2 del brazo de unién al antigeno
que se une a un epitopo de GPRC5D estan presentes en un diacuerpo, un Fab,
Fab’, un F(ab’)2, un Fv, un scFv, un Fd, un fragmento Fv estabilizado con
disulfuro (dsFv), o un diacuerpo estabilizado con disulfuro (diacuerpo ds).

En algunas modalidades, el VH3 y VL3 del brazo de unién al antigeno
que se une a un epitopo de BCMA estan presentes en un diacuerpo, un Fab,
Fab’, un F(ab’)2, un Fv, un scFv, un Fd, un fragmento Fv estabilizado con
disulfuro (dsFv), o un diacuerpo estabilizado con disulfuro (diacuerpo ds).

En algunas modalidades, el primer brazo de union al antigeno del
anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 comprende una primera
porcion de cadena pesada (HC1) que comprende el VH1 y una porcién de cadena
ligera (LC) que comprende el VL1, en donde el VH1 y VL1 se acoplan para formar
un primer dominio de unién al antigeno que se une a un primer antigeno. En
algunas modalidades, la HC1 comprende, del extremo N-terminal al extremo C-
terminal, el VH1, un primer dominio constante de cadena pesada (CH1) y un
primer dominio de Fc. En algunas modalidades, el VH1 y CH1 de la HC1 junto con
la LC forman un dominio de fragmento de unién al antigeno (Fab).

En algunas modalidades, el VH1 del primer brazo de union al antigeno se

acopla al VH3 del tercer brazo de union al antigeno a través del primer dominio de
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Fc. En algunas modalidades, el primer dominio de Fc del primer brazo de unién al
antigeno se acopla, a través de un primer enlazador (L1), al tercer brazo de unién
al antigeno, para de esta manera formar un primer y tercer brazo de union al
antigeno acoplados. El primer y tercer brazo de unién al antigeno acoplados
pueden comprender, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, el VH1,
el dominio CH1 y el dominio de Fc del primer brazo de union al antigeno, el primer
enlazador y el tercer brazo de unién al antigeno. En algunas modalidades, el
tercer brazo de union al antigeno es un fragmento variable monocatenario (scFv)
formado a partir del VH3 y VL3 del tercer brazo de union al antigeno.

En algunas modalidades, el segundo brazo de union al antigeno del
anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 comprende una
segunda porcion de cadena pesada (HC2) que comprende el segundo dominio
variable de cadena pesada (VH2) que forma un segundo dominio de unién al
antigeno que se une a un segundo antigeno. En algunas modalidades, el
segundo brazo de union comprende, desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal, un fragmento variable monocatenario (scFv) formado a partir del VH2 y
VL2, y un segundo dominio de Fc.

En algunas modalidades, el VH2 del segundo brazo de unién al antigeno
se acopla al VH3 del tercer brazo de unién al antigeno a través del segundo
dominio de Fc. En algunas modalidades, el segundo dominio de Fc del segundo
brazo de unién al antigeno se acopla, a través de un enlazador, al tercer brazo
de union al antigeno, para de esta manera formar un segundo y tercer brazo de

unién al antigeno acoplados. El segundo y tercer brazos de unién al antigeno
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acoplados pueden comprender, desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal, el segundo dominio de Fc, el primer enlazador y el tercer brazo de
unién al antigeno. En algunas modalidades, el tercer brazo de unién al antigeno
es un fragmento variable monocatenario (scFv) formado a partir del VH3 y VL3
del tercer brazo de unién al antigeno.

En modalidades preferidas, el anticuerpo multiespecifico para BCMA x
GPRCS5D x CD3 es un anticuerpo triespecifico que comprende un brazo
especifico para CD3 que comprende una primera porcion de la cadena pesada
(HC1) que comprende el VH1 y una porcién de la cadena ligera (LC) que
comprende el VL1. Los dominios VH1 y VL1 se acoplan para formar un primer
dominio de union al antigeno que se une al CD3. El segundo brazo de unién al
antigeno del anticuerpo triespecifico comprende una segunda porcién de cadena
pesada (HC2) con el VH2 que forma el segundo dominio de unién a antigeno que
se une al segundo antigeno. La HC1 del brazo de union especifico para CD3 o la
HC2 del segundo brazo de unién al antigeno se acopla al tercer brazo de unién al
antigeno que comprende el dominio VH3, que forma el tercer dominio de unién al
antigeno que se une al tercer antigeno. En algunas modalidades, el segundo
antigeno es BCMA, y el tercer antigeno es GPRC5D. En algunas modalidades, el
segundo antigeno es GPRCSD vy el tercer antigeno es BCMA.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x
CD3 es un anticuerpo triespecifico que comprende un brazo de unién especifico para
CD3 que comprende la HC1 con el VH1 y la LC con el VL1. EI VH1 y VL1 se acoplan

para formar el primer dominio de unién al antigeno especifico para CD3 que se une
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al CD3. El segundo brazo de union al antigeno comprende el VH2 y VL2 que forman
el segundo dominio de union al antigeno que se une al GPRCSD. El tercer brazo de
union al antigeno se acopla al segundo brazo de union al antigeno y comprende el
VH3 y VL3 que forman el tercer dominio de union al antigeno que se une al BCMA.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x
CD3 es un anticuerpo triespecifico que comprende un brazo de union especifico
para CD3 que comprende la HC1 con el VH1 y la LC con el VL1. El VH1 y VL1
se acoplan para formar el primer dominio de unién al antigeno especifico para
CD3 que se une al CD3. El segundo brazo de union al antigeno comprende el
VH2 y VL2 que forman el segundo dominio de unién al antigeno que se une al
BCMA. El tercer brazo de union al antigeno se acopla al segundo brazo de unién
al antigeno y comprende el VH3 y VL3 que forman el tercer dominio de unién al
antigeno que se une al GPRC5D.

En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x
CD3 es un anticuerpo triespecifico que comprende un brazo de union especifico
para CD3 que comprende la HC1 con el VH1 y la LC con el VL1. EI VH1 y VL1
se acoplan para formar el primer dominio de union al antigeno especifico para
CD3 que se une al CD3. El segundo brazo de union al antigeno comprende el
VH2 y VL2 que forman el segundo dominio de union al antigeno que se une al
GPRC5D. El tercer brazo de unidn al antigeno se acopla al primer brazo de
unién al antigeno especifico para CD3 y comprende el VH3 y VL3 que forman el

tercer dominio de union al antigeno que se une al BCMA.
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En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x
CD3 es un anticuerpo triespecifico que comprende un brazo de unién especifico
para CD3 que comprende la HC1 con el VH1 y la LC con el VL1. EI VH1 y VL1
se acoplan para formar el primer dominio de union al antigeno especifico para
CD3 que se une al CD3. El segundo brazo de union al antigeno comprende el
VH2 y VL2 que forman el segundo dominio de unién al antigeno que se une al
BCMA. El tercer brazo de union al antigeno se acopla al primer brazo de unién
al antigeno especifico para CD3 y comprende el VH3 y VL3 que forman el tercer
dominio de union al antigeno que se une al GPRCSD.

En algunas modalidades, la HC1 con el VH1 y la LC con los dominios VL1
del primer brazo de unién al antigeno forman un fragmento de unién al antigeno
(Fab) que comprende el primer dominio de union al antigeno. En algunas
modalidades, el VH2 y VL2 del segundo brazo de union al antigeno forman un
fragmento variable monocatenario (scFv) que comprende el segundo dominio de
unién al antigeno. En algunas modalidades, el VH3 y VL3 del tercer brazo de
union al antigeno forman un fragmento variable monocatenario (scFv) que
comprende el tercer dominio de union al antigeno.

En una modalidad, el brazo de unién a CD3 comprende un fragmento de
union al antigeno (Fab), el brazo de union al BCMA comprende un fragmento
variable monocatenario (scFv), y el brazo de unién al GPRC5D comprende un
fragmento variable monocatenario (scFv).

En una modalidad, el brazo de unién a CD3 comprende un fragmento

variable de cadena unica (scFv), el brazo de unién al BCMA comprende un
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fragmento de union al antigeno (Fab), y el brazo de unién al GPRCS5D
comprende un fragmento variable de cadena unica (scFv).

En una modalidad, el brazo de unién a CD3 comprende un fragmento
variable de cadena unica (scFv), el brazo de union al BCMA comprende un
fragmento variable de cadena unica (scFv), y el brazo de union al GPRC5D
comprende un fragmento de union al antigeno (Fab).

En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3 del anticuerpo triespecifico
comprende la HC1 y la LC. La HC1 puede comprender regiones constantes de
cadena pesada (CH1, CH2 y CH3) y el VH1. La LC puede comprender el VL1. El
VH1 y VL1 se combinan para formar el dominio de union al antigeno CD3.

En algunas modalidades, el brazo de union al GPRC5D del anticuerpo
triespecifico comprende la HC2. La HC2 puede comprender regiones constantes
de cadena pesada (CH2 y CH3), y un fragmento variable monocatenario (scFv)
unido el extremo N-terminal de la region CH2, en donde el scFv comprende el
dominio de unién al antigeno GPRC5D.

En algunas modalidades, el anticuerpo triespecifico comprende ademas el
brazo de union al antigeno BCMA unido al extremo C-terminal de la regién CH3 del
brazo de unién al GPRC5D para formar un brazo de unién al GPRC5D/BCMA. En
algunas modalidades, el dominio de unién al antigeno BCMA comprende un segundo
fragmento variable de cadena unica (scFv). En algunas modalidades, el brazo para
GPRC5D/BCMA puede tener la estructura: scFv que contiene el dominio de union al

GPRCS5D, las regiones CH2 y CH3, scFv que contiene el dominio de union al BCMA.
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En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3 del anticuerpo triespecifico
comprende la HC1 y la LC. La HC1 puede comprender regiones constantes de
cadena pesada (CH1, CH2 y CH3) y el VH1. La LC puede comprender el VL1. El
VH1 y VL1 se combinan para formar el dominio de union al antigeno CD3.

En algunas modalidades, el brazo de uniéon al BCMA del anticuerpo
triespecifico comprende la HC2. La HC2 puede comprender regiones constantes
de la cadena pesada (CH2 y CH3) y un fragmento variable de cadena unica
(scFv) unido al extremo N-terminal de la regiéon CH2, en donde el scFv
comprende el dominio de union al antigeno BCMA.

En algunas modalidades, el anticuerpo triespecifico comprende ademas el
brazo de union al antigeno GPRC5D unido al extremo C-terminal de la region CH3
del brazo de unién a CD3 para formar un brazo de unién a CD3/GPRC5D. En
algunas modalidades, el dominio de union al antigeno BCMA comprende un segundo
fragmento variable de cadena unica (scFv). En algunas modalidades, el brazo para
CD3/GPRC5D puede tener la estructura: Fab que contiene el dominio de union a
CD3, regiones CH2 y CH3, scFv que contiene el dominio de unién al GPRC5D.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos de la invencién
incluyen los anticuerpos que tienen una estructura de anticuerpo en toda su
extension. Un “anticuerpo en toda su extension” como se usa en la presente
descripcién se refiere a un anticuerpo que tiene dos cadenas pesadas del
anticuerpo en toda su extension y dos cadenas ligeras del anticuerpo en toda su
extension. Una cadena pesada completa (HC) del anticuerpo incluye los dominios

variables y constantes de la cadena pesada VH, CH1, CH2, y CH3. Una cadena
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ligera del anticuerpo en toda su extension (LC) incluye los dominios variables y
constantes de la cadena ligera VL y CL. El anticuerpo en toda su extensién puede
carecer de la lisina (K) del extremo C-terminal lo mismo en una que en ambas
cadenas pesadas. El término “brazo Fab” o “media molécula” se refiere a un par
de cadena pesada y cadena ligera que se une especificamente a un antigeno. En
algunas modalidades, uno de los dominios de union al antigeno es un dominio de
unidn que no se basa en un anticuerpo, por ejemplo, un dominio de unién que se
basa en un dominio de fibronectina tipo 3, por ejemplo, Centyrin.

Brazo de union al BCMA

El anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 descrito en la
presente descripcion comprende un brazo de unién al antigeno especifico para
BCMA. En algunas modalidades, el brazo unién al BCMA se une al BCMA humano.
En algunas modalidades, el brazo de union al BCMA se une al BCMA humano y/o al
BCMA de mono cynomolgus. En algunas modalidades, el brazo de unién al BCMA
se une al BCMA humano pero no al BCMA de mono cynomolgus. En algunas
modalidades, el brazo de union al BCMA se une a un epitopo que incluye uno o mas
residuos del dominio extracelular (ECD, por sus siglas en inglés) del BCMA. En
algunas modalidades, el brazo de unién a BCMA se une a los residuos 17-26
(LLHACIPCQL (sec. con num. de ident.: 162)) de la cadena BCMW37 de BCMA.

Los brazos de unién al BCMA pueden unirse al BCMA con una afinidad
de 5x107 M o menor, tal como 1x107 M o menor, 5x108M o menor, 1x108 M o
menor, 5x10° M o menor, o0 1x10° M, o 5x107'° 0 menor. En una modalidad, el

brazo de unién a BCMA se une al BCMA con una afinidad de aproximadamente
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1 x10"°M a 1 x10’M En una modalidad, el brazo de unién al BCMA se une al
BCMA con una afinidad de aproximadamente 1 x10-'°M, aproximadamente 2
x10-'°M, aproximadamente 3 x10-'°M, aproximadamente 4 x10-1°M,
aproximadamente 5 x10-'°M, aproximadamente 6 x10-'°M, aproximadamente 7
x1071°M, aproximadamente 8 x10-1°M, aproximadamente 9x10-1°M,
aproximadamente 1x10-°M, aproximadamente 2 x10-°M, aproximadamente 3
x10°M, aproximadamente 4 x10-°M, aproximadamente 5 x10-°M,
aproximadamente 6 x10-°M, aproximadamente 7 x10°M, aproximadamente 8
x10-°M, o aproximadamente 9x10-°M. En una modalidad, el brazo de unién al
BCMA se une al BCMA con una afinidad de aproximadamente 1x10-'° a 5x10-1°
M, aproximadamente 1x10-'° a 8x10-'° M, aproximadamente 2x10-1° a 9x10-1° M,
aproximadamente 3x10-'° a 10x10-'° M, aproximadamente 4x10-'° a 10x10-1° M,
o aproximadamente 5x10-1° a 10x10-'© M. En una modalidad, el brazo de union
al BCMA se une al BCMA con una afinidad de aproximadamente 8,4 x10-1°M
segun lo determinado por un ensayo de resonancia de plasmoén de superficie
(SPR). En una modalidad, el brazo de union al BCMA se une al BCMA con una
afinidad de aproximadamente 2,1 x10-'° M segun lo determinado por un ensayo
de resonancia de plasmoén de superficie (SPR).

La Tabla 1 proporciona una sintesis de los ejemplos de algunos
anticuerpos especificos para BCMA descritos en la presente descripcion:
Tabla 1. Secuencias de CDR de mAb ilustrativos generados para actuar

contra el BCMA humano
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Identificacion HC-CDR1 HC-CDR2 HC-CDR3 LC-CDR1 LC-CDR2 LC-CDR3
AISGSGGST |DEGYSSGHY |RASQSISSSF| GASSRAT
GFTFSSYAMS
i Y (sec. con |YGMDV (sec.| LT (sec. con | (sec.con QHYGSSPMYT
BCMB519 (SEC. con num. . . . . (sec. con num.
: ' num. de con num. de num. de num. de de ident.:19)
deident.:20) | jgent.:21) ident.:22) ident.17) | ident.:18) .
SGSYFWG SIYYSGITYY [HDGAVAGLF [ GGNNIGSKS | DDSDRPS |QVWDSSSDHV
BCMB69 (sec. con nam NPSLKS (sec.| DY (sec. con | VH (sec. con | (sec. con V (sec. con
de i.dent 32) “| con num. de num. de num. de num. de num. de
" ident.:33) ident.:34) ident.:39) ident.:40) ident.:41)
SGSYFWG SIYYSGITYY [HDGAVAGLF [ GGNNIGSKS | DDSDRPS |QVWDSSSDHV
BCMB117 | (sec. con nam NPSLKS (sec.| DY (sec. con | VH (sec. con | (sec. con V (sec. con
de i-dent 32) " | con num. de nam. de num. de num. de nam. de
" ident.:33) ident.:34) ident.:39) ident.:40) ident.:41)
SSSYFWG SIYYSGITYY [HDGAVAGLF [ GGNNIGSKS | DDSDRPS |QVWDSSSDHV
BCMB123 | (sec. con nam NPSLKS (sec.| DY (sec. con | VH (sec. con | (sec. con V (sec. con
de i-dent 38) " | con num. de nam. de num. de num. de nam. de
h ident.:33) ident.:34) ident.:39) ident.:40) ident.:41)
SGSYFWG SIYYSGITYY [HDGATAGLF [ GGNNIGSKS | DDSDRPS |QVWDSSSDHV
BCMB128 | (sec. con nam NPSLKS (sec.| DY (sec. con | VH (sec. con | (sec. con V (sec. con
de ident 32) *| con num. de nam. de num. de num. de nam. de
h ident.:33) ident.:37) ident.:39) ident.:40) ident.:41)
SGSYFWG SIYYSGSTYY|HDGAVAGLF | GGNNIGSKS | DDSDRPS |QVWDSSSDHV
BCMB129 | (sec. con nam NPSLKS (sec.| DY (sec. con | VH (sec. con | (sec. con V (sec. con
de i'dent 32) *| con num. de nam. de num. de nam. de nam. de
h ident.:36) ident.:34) ident.:39) ident.:40) ident.:41)
SSSYFWG SIYYSGITYY [HDGATAGLF [ GGNNIGSKS | DDSDRPS |QVWDSSSDHV
BCMB176 | (sec. con nam NPSLKS (sec.| DY (sec. con | VH (sec. con | (sec. con V (sec. con
de i'dent 38) *| con num. de nam. de num. de nam. de nam. de
” ident.:33) ident.:37) ident.:39) ident.:40) ident.:41)
SSSYFWG SIYYSGRTYY|HDGATAGLF | GGNNIGSKS | DDSDRPS [QVWDSSSDHV
BCMB177 | (sec. con nim NPSLKS (sec.| DY (sec. con | VH (sec. con | (sec. con V (sec. con
de i.dent 38) " | con nim. de nam. de num. de nuam. de nam. de
v ident.:164) ident.:37) ident.:39) ident.:40) ident.:41)

Las caracteristicas de algunos anticuerpos especificos para BCMA o

fragmentos de unién al antigeno pueden encontrarse, p. €j., en la patente de

Estados Unidos num. 10.072.088, cuyo contenido se incorpora en la presente

descripcién como referencia en su totalidad.

En algunas modalidades, el brazo de uniéon al BCMA comprende un

dominio variable de la cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y

CDR3 de la cadena pesada de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la
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Tabla 1. En algunas modalidades, el brazo de union al BCMA comprende una
regiéon variable de la cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de
la cadena ligera de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 1. En
algunas modalidades, el brazo de unién al BCMA comprende un dominio
variable de la cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena pesada de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 1y
una regién variable de la cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2 y
CDR3 de la cadena ligera de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la
Tabla 1. En algunas modalidades, el brazo de union a BCMA compite por la
unién al BCMA con un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno que
comprende una cadena pesada que comprende una CDR1, una CDR1 y una
CDR3 de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 1 y una
cadena ligera que comprende una CDR1, una CDR1 y una CDR3 de uno
cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 1.

En algunas modalidades, el brazo de union al BCMA comprende una
cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 1. En algunas
modalidades, el brazo de union al BCMA comprende una cadena ligera que
comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera de uno cualquiera de
los anticuerpos descritos en la Tabla 1. En algunas modalidades, el brazo de
unién al BCMA comprende una cadena pesada que comprende una CDR1, una

CDR2 y una CDR3 de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 1y
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una cadena ligera que comprende una CDR1, una CDR2 y una CDR3 de uno
cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 1.

En algunas modalidades, el brazo de union al BCMA comprende una CDR1,
CDR2 y CDRa3 de la cadena pesada del clon BCMB519, BCMB69, BCMB117,
BCMB123, BCMB128, BCMB129, BCMB176 o BCMB177. En algunas modalidades,
el brazo de uniéon al BCMA comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena
pesada y una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera del clon BCMBG69,
BCMB117, BCMB123, BCMB128, BCMB129, BCMB176 0 BCMB177. En una
modalidad, el brazo de unién al BCMA comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena pesada y una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera del clon BCMB519.

En algunas modalidades, el brazo de unién al BCMA comprende un
dominio variable de la cadena pesada derivado de un clon de anticuerpo como se
describe en la Tabla 1. En algunas modalidades, el brazo de unién al BCMA
comprende el dominio variable de la cadena pesada y el dominio variable de la
cadena ligera derivados del clon de anticuerpo como se describe en la Tabla 1.
En algunas modalidades, el brazo de unién al BCMA comprende el dominio
variable de la cadena pesada y el dominio variable de la cadena ligera del clon
BCMB69, BCMB117, BCMB123, BCMB128, BCMB129, BCMB176 0 BCMB177.
En una modalidad, el brazo de unién al BCMA comprende el dominio variable de
la cadena pesada y el dominio variable de la cadena ligera del clon BCMB519.

En algunas modalidades, el brazo de union a BCMA comprende una CDR1
de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 20, una CDR2 de

cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 21, y una CDRS3 de
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cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 22. En algunas
modalidades, el brazo de unién a BCMA comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 20, una CDR2 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 21, una CDR3 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 22, una CDR1 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 17, una CDR2 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 18, y una CDR3 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 19. El brazo de union al BCMA puede
comprender secuencias de marco humanas. En algunas modalidades, el brazo de

union a BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente

igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 24. En algunas modalidades, el brazo de

union a BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 24 y un dominio variable de cadena
ligera sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 23.

En algunas modalidades, el brazo de union a BCMA comprende una CDR1
de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 32, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 33, y una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 34. En algunas
modalidades, el brazo de unién a BCMA comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 32, una CDR2 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 33, una CDR3 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 34, una CDR1 de cadena ligera que

comprende la sec. con num. de ident.: 39, una CDR2 de cadena ligera que
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comprende la sec. con num. de ident.: 40, y una CDR3 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 41. El brazo de union al BCMA puede
comprender secuencias de marco humanas. En algunas modalidades, el brazo de
union al BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 42. En algunas modalidades, el brazo de
union al BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 42 y un dominio variable de cadena
ligera sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 48.

En algunas modalidades, el brazo de union a BCMA comprende una CDR1
de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 38, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 33, y una CDRS3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 34. En algunas
modalidades, el brazo de unién a BCMA comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 38, una CDR2 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 33, una CDR3 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 34, una CDR1 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 39, una CDR2 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 40, y una CDR3 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 41. El brazo de union al BCMA puede
comprender secuencias de marco humanas. En algunas modalidades, el brazo de
union al BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 43. En algunas modalidades, el brazo de

union al BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
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igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 43 y un dominio variable de cadena
ligera sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 48.

En algunas modalidades, el brazo de union a BCMA comprende una CDR1
de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 32, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 33, y una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 37. En algunas
modalidades, el brazo de unién a BCMA comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 32, una CDR2 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 33, una CDR3 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 37, una CDR1 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 39, una CDR2 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 40, y una CDR3 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 41. El brazo de union al BCMA puede
comprender secuencias de marco humanas. En algunas modalidades, el brazo de
union al BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 44. En algunas modalidades, el brazo de
unién al BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 44 y un dominio variable de cadena
ligera sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 48.

En algunas modalidades, el brazo de union a BCMA comprende una CDR1
de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 32, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 36, y una CDR3 de

cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 34. En algunas
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modalidades, el brazo de union a BCMA comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 32, una CDR2 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 36, una CDR3 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 34, una CDR1 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 39, una CDR2 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 40, y una CDR3 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 41. El brazo de union al BCMA comprende
secuencias de marco humanas. En algunas modalidades, el brazo de unién al
BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o
idéntico a la sec. con num. de ident.: 45. En algunas modalidades, el brazo de
unién al BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 45 y un dominio variable de cadena
ligera sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 48.

En algunas modalidades, el brazo de union a BCMA comprende una CDR1
de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 38, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 33, y una CDRS3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 37. En algunas
modalidades, el brazo de unién a BCMA comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 38, una CDR2 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 33, una CDR3 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 37, una CDR1 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 39, una CDR2 de cadena ligera que

comprende la sec. con num. de ident.: 40, y una CDR3 de cadena ligera que
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comprende la sec. con num. de ident.: 41. El brazo de union al BCMA puede
comprender secuencias de marco humanas. En algunas modalidades, el brazo de
unién al BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 46. En algunas modalidades, el brazo de
union al BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 46 y un dominio variable de cadena
ligera sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 48.

En algunas modalidades, el brazo de union a BCMA comprende una CDR1
de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 38, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 164, y una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 37. En algunas
modalidades, el brazo de unién a BCMA comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 38, una CDR2 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 164, una CDR3 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 37, una CDR1 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 39, una CDR2 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 40, y una CDR3 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 41. El brazo de union al BCMA puede
comprender secuencias de marco humanas. En algunas modalidades, el brazo de
unién al BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 47. En algunas modalidades, el brazo de

union al BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente
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igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 47 y un dominio variable de cadena
ligera sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 48.

El brazo de unién al BCMA puede derivarse de cualquier especie mediante
medios recombinantes. Por ejemplo, el brazo de union al antigeno BCMA puede
derivarse de raton, rata, cabra, caballo, cerdo, bovinos, gallina, conejo, camélido,
asno, humano, o versiones quiméricas de estos. Para el uso en la administracion a
humanos, los fragmentos de unién al antigeno que no se derivan de humanos
pueden alterarse genética o estructuralmente para ser menos antigénicos después
de la administracion a un paciente humano. En algunas modalidades, el brazo de
union al BCMA comprende fragmentos de union al antigeno que es quimérico.

En algunas modalidades, el brazo de unién al BCMA comprende fragmentos
de unidn al antigeno humanizados. Los fragmentos de union al antigeno
humanizados pueden derivarse de inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de
inmunoglobulina o fragmentos de estos (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2 u otras
secuencias de unién al antigeno de los anticuerpos) que contienen una secuencia
minima derivada de una inmunoglobulina que no es humana. En su mayor parte, los
anticuerpos humanizados o fragmentos de union al antigeno son inmunoglobulinas
humanas (anticuerpo receptor) o fragmentos de union al antigeno cuyos residuos de
una region determinante de complementariedad (CDR) del anticuerpo receptor se
reemplazan por residuos de una CDR de una especie que no es humana (anticuerpo
donante) tal como de raton, rata o conejo que tiene la especificidad, afinidad y
capacidad deseadas. Generalmente, los fragmentos de union al antigeno de

anticuerpo humanizado comprenderan sustancialmente la totalidad de al menos uno,
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y tipicamente dos, dominios variables, en los que la totalidad o sustancialmente la

totalidad de las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina que no es
humana y la totalidad o sustancialmente la totalidad de las regiones marco son las de
una secuencia de inmunoglobulina humana. Los fragmentos de union al antigeno de
anticuerpo humanizado pueden incluir al menos una porcion de una regién constante

de inmunoglobulina (Fc), tipicamente de una inmunoglobulina humana.

Brazo de union a GPRC5D

El anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 descrito en la
presente descripcion comprende un brazo de union al antigeno especifico para
GPRCS5D. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D se une al
GPRC5D humano. En algunas modalidades, el brazo de unién al GPRC5D se une al
GPRC5D humano y al GPRC5D de mono cynomolgus, preferentemente al dominio
extracelular de este. En algunas modalidades, el brazo de unién al GPRC5D se une
al GPRC5D humano pero no al GPRC5D de mono cynomolgus. En algunas
modalidades, el brazo de union a GPRCSD se une a uno o mas residuos de un
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 116.

La Tabla 2 proporciona una sintesis de los ejemplos de algunos
anticuerpos especificos para GPRC5D descritos en la presente descripcion:
Tabla 2. Secuencias de CDR de mAb ilustrativos generados para actuar

contra el GPRC5D humano

Identificacion| HC-CDR1 HC-CDR2 HC-CDR3 LC-CDR1 LC-CDR2 LC-CDR3

RSSQSLVHS
GesBego  CPSLTNIRMS| pyesnpEKS [MRLPYGMDY| DenTyLs | KISNRFF - [MQATQFPHT

VS (sec. con (sec. con (sec. con
(sec. con
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nuam. de (sec. con (sec. con nuam. de num. de num. de
ident.:12) num. de num. de ident.:9) ident.:10) ident.:11)
ident.: 13) ident.: 14)
SYAIS G”AF’Q'T(C;TQ%NY ESRWRGYKL |RASQRISSYL| aassias | aasysTpLT
GC5B81 (sec. cdon (sec. con (sec. con (sec. con (sec. c(;)n (sec. c(;)n
iné:qu) um. de nam. de nam. de iQZfR'-ei) iQZ:I'-e?)
- ident.:53) ident.:57) ident.:61) - -
GISYSGGSK RASQSISSYL
NYWMS AASSLQS SYSTPLT
GC5B597 de YYASSVKG AO;ESGRRA N Qs |Qq
GC5BAG5 | (580.0ON | (seq con | HLD (90 | (qo con | (seC.con | (sec. con
GC5B598 .num.. e nam. de et -5.8) nam. de .num.. e .num.' e
ident.:50) ident.:54) .- ident.:61) ident.:64) ident.:67)
RASQSVSSYL
SYFIG ”zgggﬁggR vYsFGaRHK[ 9 A DASNRAT ' |QQRSNWPLT
GC5B599 de (sec_ con (sec con ALFDY (sec. (sec con (sec_ con (sec. con
GC5B483 .nUm. de nam. de cqg nur_r;.gde nUrﬁ. de .mjm_ de .(rjlum._gg
ident.:51) ident.55) ident.:59) ident. :62) ident.:65) ident.:68)
KASQNVATH
GYTMN '-'{;‘:gk‘fgg” VALRVALDY C;’/G SASYRYS |QQYNRYPYT
GCoBS9s | (8C.CON | (seo con | (S6C.CON | ge gop | (800 CON | (850 con
dent:s2) | 9 de i eoy | MUm-de | identes) | ident:69)
|dent..52) |dent56) |dent..60) |dent63) | . | .
AIKYSGGSTY| RAESGPGLD | KSSQSVLYS
DYGMH WASTRES
YADSVKG Y SNNKNYLA Q?s\gsg;”
GC5B382 (sec. con (sec. con (sec. con (sec. con (sec. con . de
_num.'de nam. de nam. de nam. de _num.'de ident"95)
ident.70) | ident..77) | ident:84) | ident:91) | ident:93) ;
Nvwwms | SISYSSESK |y spraRRA RASQRISSYL] aassLas | aasysTpLT
GCsBa79 | (58600 | (seq con | VRN (S| (ge gon | (SeC.con | (sec. con
_num.' e ndm. de dent -8.5) nam. de _num.' e _num.' e
ident.:50) ident.:78) I - ident.:61) ident.:64) ident.:67)
sywig [WPGDSDTR| neyGRrsFRI RASQSVSSYLI pasnRAT QQRSNWPLT
YSPSFQG FDY (sec. con A (sec. con
GcsB373 | (sec ot (sec. con . de (sec. con (sec. con Soc. o
dent-71 nam. de ident.:86) num. de dent -65 ident.:68)
ident.:71) ident.:79) - ident.:62) ident.:65) .-
SYWIG ”gggggg‘q VYSFGGRHK MSQiVSSYL DASNRAT [QQRSNWPLT
GC5B376 (sec. Cé’n (sec. con ﬁl(;rf [r::](ngszz (sec. con (sec. C(;) " (,?3; c(;)en
dento71 num. de ident.:59) num. de et 65 ident.68)
|dent..71) |dent79) . |dent62) |dent..65) .
GYAMS @?AGSS\?KSGT VDRSFGRSR RASQSAVSSYL DASNRAT [QQRSNWPLT
GosBags | (o0 on | (sec.con | o E SR | (sec.con | (Seecon | CE O
.nUm.- e num. de i t87 nam. de .nUm.- e id t68
ident.:72) ident.:80) ident.:87) ident.:62) ident.:65) ident..68)
GIIPIFGNINY KSSQSVLYS
GC5B370 SYGIs AQKFQG Y{?‘ES\F(KRFA SNNKNYLA | WASTRES |QQYYSTPLT
(sec. con (sec. (sec. con (sec. con
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(sec. con num. de con num. de nuam. de (sec. con num. de
num. de ident.:81) ident.:88) ident.:91) num. de ident.:95)
ident.:73) ident.:93)
KASQNVATH
GYSFTGYTM|LINPYNGDTN| VALRVALDY |“ASQT SASYRYS |QQYNRYPYT
N (sec. con (sec. con (sec. con (sec. con (sec. con
GC5B602 nam. de nam. de nam. de (I'?L?I% C(;’(: ndm. de nam. de
ident.:74 i : i : : ident.:66 ident.:69
[ ) ident.:82) ident.:60) ident.:63) [ ) [ )
AISGSGGST | SNFLPVVFD [ RASQSVRKS
SYAMS
N e U DR I el e
num. de . de (rslgr(; C(;’: (rslgr(; C:en num. de num. de
i : . : : : ident.:94 ident.:96
ident-75) | ident:80) | ident:89) | ident:92) | ‘Conti94) | ident:96)
KASQNVATH
GFsLTSYNV [ VIWAGGSSTN | pgiriRraY | AL SASYRYS |QQYNRYPYT
H (sec. con (sec. con (sec. con (sec. con
GC5B601 nam. de (ﬁgfn' c(?en num. de (rslgr(; C;; num. de num. de
ident..76 . ' i : : ident..66 ident..69
ident.:76) ident.:83) ident.:90) ident.:63) ident.:66) ident.:69)

Las caracteristicas de algunos anticuerpos especificos para GPRC5D o

fragmentos de unién al antigeno pueden encontrarse, p. €j., en la patente de los

Estados Unidos num. 10.562.968, solicitud publicada de los Estados Unidos

num. US020/0231686, cuyos contenidos se incorporan en la presente

descripcidn como referencia en su totalidad.

En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un
dominio variable de cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2, y CDR3
de cadena pesada de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 2.
En algunas modalidades, el brazo de unién al GPRC5D comprende un dominio
variable de la cadena ligera que comprende una CDR1, una CDR2 and una
CDR3 de la cadena ligera de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la
Tabla 2. En algunas modalidades, el brazo de union a GPRC5D comprende un
dominio variable de cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2, y CDR3

de cadena pesada de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 2
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y un dominio variable de cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2, y
CDR3 de cadena ligera de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la
Tabla 2. En algunas modalidades, el brazo de union al GPRC5D compite por la
unién al GPRC5D con un anticuerpo o una union al antigeno que comprende
una cadena pesada que comprende una CDR1, una CDR2 y una CDR3 de la
cadena pesada de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 2 y
una cadena ligera que comprende una CDR, una CDR2 y una CDR3 de la
cadena ligera de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 2.

En algunas modalidades, el brazo de union a GPRC5D comprende una
cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2, y CDR3 de cadena pesada
de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 2. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una cadena ligera que
comprende una CDR1, CDR2, y CDR3 de cadena ligera de uno cualquiera de
los anticuerpos descritos en la Tabla 2. En algunas modalidades, el brazo de
union GPRC5D comprende una cadena pesada que comprende una CDR1,
CDR2, y CDR3 de cadena pesada de uno cualquiera de los anticuerpos
descritos en la Tabla 2 y una cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2, y
CDR3 de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 2.

En algunas modalidades, el brazo de unién al GPRC5D comprende una
CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada derivada de un clon de anticuerpo
como se describe en la Tabla 2. En algunas modalidades, el brazo de unién al
GPRC5D comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera derivada de

un clon de anticuerpo como se describe en la Tabla 2. En algunas modalidades,
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el brazo de union al GPRCSD comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena pesada y una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera derivadas de un
clon de anticuerpo como se describe en la Tabla 2. En algunas modalidades, el
brazo de unién al GPRC5D comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena
pesada del clon GC5B680, GC5B81, GC5B465, GS5B483, GC5B596,
GC5B382, GC5B379, GC5B373, GC5B376, GC5B385, GC5B370, GC5B602,
GC5B385, GC5B599, GC5B601, GC5B598, GC5B599, GC5B601, GC5B598 o
GC5B597. En algunas modalidades, el brazo de union al GPRC5D comprende
una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada y una CDR1, CDR2 y CDR3 de
la cadena ligera del clon GC5B465, GS5B483, GC5B596, GC5B382, GC5B379,
GC5B373, GC5B376, GC5B385, GC5B370, GC5B602, GC5B603, GC5B599,
GC5B601, GC5B598 o GC5B597. En una modalidad, el brazo de unién al
GPRC5D comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada y una
CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera del clon GC5B680.

En algunas modalidades ilustrativas, el brazo de unién al GPRC5D
comprende un dominio variable de la cadena pesada derivado de un clon de
anticuerpo como se describe en la Tabla 2. En algunas modalidades ilustrativas,
el brazo de unién al GPRC5D comprende el dominio variable de la cadena
pesada y el dominio variable de la cadena ligera derivados de un clon de
anticuerpo como se describe en la Tabla 2. En algunas modalidades ilustrativas,
el brazo de unién al GPRC5D comprende un dominio variable de la cadena
pesada y un dominio variable de la cadena ligera del clon GC5B465, GS5B483,

GC5B596, GC5B382, GC5B379, GC5B373, GC5B376, GC5B385, GC5B370,
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GC5B602, GC5B603, GC5B599, GC5B601, GC5B598 o GC5B597. En una
modalidad, el brazo de union al GPRC5D comprende un dominio variable de la
cadena pesada y un dominio variable de la cadena ligera del clon GC5B680. En
algunas modalidades, el clon de anticuerpo especifico para GPRC5D puede
inducir la ADCC in vitro con una CEso de 28 nM o menor.

En algunas modalidades, el brazo de union a GPRC5D comprende una CDR1
de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 12, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 13, y una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 14. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de cadena
pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 12, una CDR2 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 13, una CDR3 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 14, una CDR1 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 9, una CDR2 de cadena ligera que comprende
la sec. con num. de ident.: 10, y una CDR3 de cadena ligera que comprende la sec.
con num. de ident.: 11. El brazo de unién a GPRC5D puede comprender secuencias
de marco humanas. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D
comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a
la sec. con num. de ident.: 16. En algunas modalidades, el brazo de union a
GPRC5D comprende un dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o
idéntico a la sec. con num. de ident.: 16 y un dominio variable de cadena ligera

sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 15.
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En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRCS5D comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 49, una
CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 53, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 57. En
algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 49, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 53, una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 57, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 61, una CDR2 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 64, una CDR3 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 67. El brazo de unién a
GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 97.
En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio
variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num.
de ident.: 97 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente igual o
idéntico a la sec. con num. de ident.: 101.

En algunas modalidades, el brazo de union a GPRC5D comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 50, una
CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 54, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 58. En

algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
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cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 50, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 54, una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 58, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 61, una CDR2 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 64 y una CDR3 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 67. El brazo de unién a
GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 98.
En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio
variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num.
de ident.: 98 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente igual o
idéntico a la sec. con num. de ident.: 101.

En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 51, una
CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 55, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 59. En
algunas modalidades, el brazo de union a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 51, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 55, una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 59, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 62, una CDR2 de

cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 65, y una CDR3 de
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cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 68. El brazo de union a
GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 99.
En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio
variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num.
de ident.: 99 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente igual o
idéntico a la sec. con num. de ident.: 102.

En algunas modalidades, el brazo de union a GPRC5D comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 52, una
CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 56, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 60. En
algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 52, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 56, una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 60, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 63, una CDR2 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 66, y una CDR3 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 69. El brazo de union a
GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.:

100. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un
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dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec.
con num. de ident.: 100 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 103.

En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 70, una
CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 77, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 84. En
algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 70, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 77, una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 84, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 91, una CDR2 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 93, y una CDR3 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 95. El brazo de union a
GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.:
104. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRCS5D comprende un
dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec.
con num. de ident.: 104 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 113.

En algunas modalidades, el brazo de union a GPRC5D comprende una

CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 50, una
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CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 78, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 85. En
algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 50, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 78, una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 85, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 61, una CDR2 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 64, y una CDR3 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 67. El brazo de union a
GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.:
105. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRCS5D comprende un
dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec.
con num. de ident.: 105 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 101.

En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRCSD comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 71, una
CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 79, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 86. En
algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 71, una CDR2 de

cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 79, una CDR3 de



10

15

20

88

cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 86, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 62, una CDR2 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 65, y una CDR3 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 68. El brazo de union a
GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.:
106. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRCS5D comprende un
dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec.
con num. de ident.: 106 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 102.

En algunas modalidades, el brazo de union a GPRC5D comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 71, una
CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 79, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 59. En
algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 71, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 79, una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 59, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 62, una CDR2 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 65, y una CDR3 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 68. El brazo de unién a

GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
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modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.:
107. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRCS5D comprende un
dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec.
con num. de ident.: 107 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 102.

En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRCSD comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 72, una
CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 80, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 87. En
algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 72, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 80, una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 87, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 62, una CDR2 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 65, y una CDR3 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 68. El brazo de union a
GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.:
108. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un

dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec.
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con num. de ident.: 108 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 102.

En algunas modalidades, el brazo de union a GPRC5D comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 73, una
CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 81, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 88. En
algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 73, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 81, una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 88, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 91, una CDR2 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 93, y una CDR3 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 95. El brazo de union a
GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.:
109. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRCS5D comprende un
dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec.
con num. de ident.: 109 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 113.

En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 74, una

CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 82, y una
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CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 60. En
algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 74, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 82, una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 60, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 63, una CDR2 de

cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 66, una CDR3 de

cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 69. El brazo de union a

GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.:
110. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un
dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec.
con num. de ident.: 110 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 103.

En algunas modalidades, el brazo de union a GPRC5D comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 75, una
CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 80, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 89. En
algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 75, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 80, una CDR3 de

cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 89, una CDR1 de
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cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 92, una CDR2 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 94, y una CDR3 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 96. El brazo de union a
GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas
modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.:
111. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRCS5D comprende un
dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec.
con num. de ident.: 111 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 114.

En algunas modalidades, el brazo de union a GPRC5D comprende una
CDR1 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 76, una
CDR2 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 83, y una
CDR3 de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 90. En
algunas modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende una CDR1 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 76, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 83, una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 90, una CDR1 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 63, una CDR2 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 66, y una CDR3 de
cadena ligera que comprende la sec. con num. de ident.: 69. El brazo de union a
GPRC5D puede comprender secuencias de marco humanas. En algunas

modalidades, el brazo de unién a GPRC5D comprende un dominio variable de
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cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.:
112. En algunas modalidades, el brazo de unién a GPRCS5D comprende un
dominio variable de cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec.
con num. de ident.: 112 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente
igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 115.

El brazo de unién al GPRC5D puede derivarse de cualquier especie por
medios recombinantes. Por ejemplo, el brazo de union al antigeno GPRC5D puede
derivarse de ratén, rata, cabra, caballo, cerdo, bovinos, gallina, conejo, camélido,
asno, humano, o versiones quiméricas de estos. Para el uso en la administraciéon a
humanos, los fragmentos de unién al antigeno que no se derivan de humanos
pueden alterarse genética o estructuralmente para ser menos antigénicos después
de la administracion a un paciente humano. En algunas modalidades, el brazo de
unién al GPRC5D comprende fragmentos de unidn al antigeno que es quimérico.

En algunas modalidades, el brazo de union al GPRC5D comprende
fragmentos de union al antigeno humanizados. Los fragmentos de unién al antigeno
humanizados pueden derivarse de inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de
inmunoglobulina o fragmentos de estos (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2 u otras
secuencias de unién al antigeno de los anticuerpos) que contienen una secuencia
minima derivada de una inmunoglobulina que no es humana. En su mayor parte, los
anticuerpos humanizados o fragmentos de union al antigeno son inmunoglobulinas
humanas (anticuerpo receptor) o fragmentos de union al antigeno cuyos residuos de
una region determinante de complementariedad (CDR) del anticuerpo receptor se

reemplazan por residuos de una CDR de una especie que no es humana (anticuerpo
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donante) tal como de ratdn, rata o conejo que tiene la especificidad, afinidad y
capacidad deseadas. Generalmente, los fragmentos de union al antigeno de
anticuerpo humanizado comprenderan sustancialmente la totalidad de al menos uno,
y tipicamente dos, dominios variables, en los que la totalidad o sustancialmente la
totalidad de las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina que no es
humana y la totalidad o sustancialmente la totalidad de las regiones marco son las de
una secuencia de inmunoglobulina humana. Los fragmentos de union al antigeno de
anticuerpo humanizado pueden incluir al menos una porcion de una region constante

de inmunoglobulina (Fc), tipicamente de una inmunoglobulina humana.

Brazo de unién a CD3

Los anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 descritos
en la presente descripcion comprenden un brazo de unién al antigeno que se une
al CD3. En algunas modalidades, el primer brazo de union a CD3 se une al CD3
humano. En algunas modalidades preferidas, el brazo especifico para CD3 del
anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 se deriva de un
anticuerpo especifico para CD3 que se une y activa las células T primarias
humanas y/o las células T primarias de mono cynomolgus. En algunas
modalidades, el brazo de union a CD3 se une a un epitopo en el N-terminal de
CD3¢. En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3 se une a los residuos
22-35 (QDGNEEMGGITQTP (sec. con num. de ident.: 161)) de la cadena CD3¢.

Tales brazos de union a CD3 pueden unirse a CD3 con una afinidad de 5x10-7

M o menor, tal como 1x10”7 M o menor, 5x108M o menor, 1x108 M o menor, 5x10°
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M o menor, o 1x10° M o menor. En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3
se une al CD3 con una afinidad de aproximadamente 1 x10M, aproximadamente 2
x108M, aproximadamente 3 x10-8M, aproximadamente 4 x10®M, aproximadamente 5
x108M, aproximadamente 6 x108M, aproximadamente 7 x10®M, aproximadamente 8
x108M, aproximadamente 9x108M, o aproximadamente 1x108M. En algunas
modalidades, el brazo de union a CD3 se une al CD3 con una afinidad de
aproximadamente 1 x10-®M to aproximadamente 3 x10-8M, aproximadamente 2 x10
8M a aproximadamente 4 x108M, aproximadamente 1 x10-M a aproximadamente 5
x108M, aproximadamente 2 x108M a aproximadamente 6 x10¥M, o
aproximadamente 3 x108M a aproximadamente 8 x10-8M. En una modalidad, el
brazo de unién a CD3 se une al CD3 con una afinidad de aproximadamente 2,5 x10
8M. En una modalidad, el brazo de unién a CD3 se une al CD3 con una afinidad de
aproximadamente 3,1 x108M. En algunas modalidades, la afinidad de unién al CD3
se determina mediante un ensayo de resonancia de plasmones superficiales (SPR).
El CD3¢ humano se describe bajo el codigo Uniprot PO7766
(CD3E_HUMAN). Un anticuerpo anti CD3 ¢ descrito en el estado de la materia es
SP34 (Yang, SJ, el Journal of Immunology (1986) 137; 1097-1100). SP34
reacciona con el CD3 de primates y humanos. SP34 esta disponible en
Pharmingen. Otro anticuerpo anti CD3 descrito en el estado de la materia es
UCHT-1 (ver la patente num. WO2000041474). Un anticuerpo anti-CD3 adicional
descrito en el estado de la técnica es BC-3 (Fred Hutchinson Cancer Research
Institute; que se uso6 en ensayos clinicos Fase I/l de la GvHD, Anasetti et al,

Transplantation 54.: 844 (1992)). SP34 difiere de UCHT-1 y BC-3 en que SP-34
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reconoce un epitopo presente en unicamente la cadena € de CD3 (ver Salmeron
et al., (1991) J. Immunol. 147: 3047) mientras que UCHT-1 y BC-3 reconocen un
epitopo que es contribuido tanto por la cadena € como la y. La secuencia de un
anticuerpo con la misma secuencia que la del anticuerpo SP34 se menciona en
las patentes num. W0O2008119565, WO2008119566, WO2008119567,
W02010037836, W0O2010037837 y WO2010037838. Una secuencia que es
idéntica en un 96 % al VH del anticuerpo SP34 se menciona en la patente de los
EE. UU. num. 8236308 (patente num. WO2007042261).

En algunas modalidades, el brazo de union a CD3 se pone en contacto un
epitopo que incluye los seis aminoacidos del extremo N-terminal de CD3¢. En
algunas modalidades, el brazo de unién especifico para CD3 del anticuerpo
multiespecifico se deriva del anticuerpo monoclonal SP34 de ratdn, un isotipo
lgG3/lambda de raton. En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3 comprende
las CDR del anticuerpo SP34. Tales brazos de unién a CD3 pueden unirse a CD3
con una afinidad de 5x10"M o menor, tal como 1x10"M o menor, 5x10®¥M o menor,
1x10 M o menor, 5x10°M o menor, o 1x10°°M o menor. El brazo de union especifico
a CD3 puede ser una version humanizada de un brazo del anticuerpo monoclonal
SP34 de raton. El marco de adaptacion humana (HFA) puede usarse para humanizar
el anticuerpo anti-CD3 del que se deriva el brazo especifico a CD3.

La Tabla 3 proporciona una sintesis de los ejemplos de algunos
anticuerpos especificos para CD3 descritos en la presente descripcion:

Tabla 3. Cadenas pesadas y cadenas ligeras de anticuerpos especificos

para CD3 ilustrativos y fragmentos de unién al antigeno
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Cadena pesada

Cadena ligera

CD3B376

CDR 1: GDSVFNNNAAWS (sec. con num.
de ident.: 4)

CDR 1: TGTSSNIGTYKFVS (sec. con
ndm. de ident.: 1)

CDR 2: RTYYRSKWLYD (sec. con num. de
ident.: 5)

CDR 2: EVSKRPS (sec. con num. de
ident.: 2)

CDR 3: GYSSSFDY (sec. con num. de
ident.: 6)

CDR 3: VSYAGSGTLL (sec. con num.
de ident.: 3)

VH:
QVQLQQSGPRLVRPSQTLSLTCAISGDSVF
NNNAAWSWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSK
WLYDYAVSVKSRITVNPDTSRNQFTLQLNS
VTPEDTALYYCARGYSSSFDYWGQGTLVT
VSS (sec. con num. de ident.: 8)

VL:
QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSS
NIGTYKFVSWYQQHPDKAPKVLLYEV
SKRPSGVSSRFSGSKSGNTASLTISG
LQAEDQADYHCVSYAGSGTLLFGGG
TKLTVL (sec. con nim. de ident.: 7)

Cadena pesada:

QVQLQQSGPRLVRPSQTLSLTCAISGDSVF
NNNAAWSWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSK

WLYDYAVSVKSRITVNPDTSRNQFTLQLNS
VTPEDTALYYCARGYSSSFDYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE

AAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV

VSVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEW

ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNRFTQK
SLSLSPGK (sec. con num. de ident.: 26)

Cadena ligera:

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSS
NIGTYKFVSWYQQHPDKAPKVLLYEV
SKRPSGVSSRFSGSKSGNTASLTISG
LQAEDQADYHCVSYAGSGTLLFGGG
TKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQA
NKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSS
PVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLS
LTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEK
TVAPTECS (sec. con num. de ident.:
27)

CD3B219

CDR 1: TYAMN (sec. con num. de ident.: 117)

CDR 1: RSSTGAVTTSNYAN (sec. con
num. de ident.: 122)

CDR 2: RIRSKYNNYATYYAASVKG (sec.
con num. de ident.: 118)

CDR 2: GTNKRAP (sec. con num. de
ident.: 123)

CDR 3: HGNFGNSYVSWFAY (sec. con
num. de ident.: 119)

CDR 3: ALWYSNLWYV (sec. con num.
de ident.: 124)

VH:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF
NTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNN
YATYYAASVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNS
LKTEDTAVYYCARHGNFGNSYVSWFAYW
GQGTLVTVSS (sec. con num. de ident.:
120)

VL:
QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSST
GAVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIG
GTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAALTL
SGVQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGG
GTKLTVL (sec. con num. de ident.:
125)

Cadena pesada:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF
NTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNN
YATYYAASVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNS
LKTEDTAVYYCARHGNFGNSYVSWFAYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSE
STAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTK
TYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPP
CPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHN

Cadena ligera:

QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSST
GAVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIG
GTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAALTL
SGVQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGG
GTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEEL
QANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKAD
SSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSY
LSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTV
EKTVAPTECS (sec. con nim. de
ident.: 126)
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AKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FLLYSKLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSLGK (sec. con num. de
ident.: 121)

Las caracteristicas de algunos anticuerpos especificos para CD3 o
fragmentos de unién al antigeno pueden encontrarse, p. €j., en las patentes de
los Estados Unidos num. 10.562.968 y 10.072.088, la solicitud publicada de los
Estados Unidos num. US2019/0382481, cuyo contenido se incorpora en la
presente descripcion como referencia en su totalidad.

En algunas modalidades, el brazo de union a CD3 comprende un dominio
variable de la cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena pesada de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 3. En
algunas modalidades, el brazo de unién a CD3 comprende un dominio variable de
la cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera de
uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 3. En algunas modalidades,
el brazo de union a CD3 comprende un dominio variable de la cadena pesada que
comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada de uno cualquiera de
los anticuerpos descritos en la Tabla 3 y un dominio variable de la cadena ligera
que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera de uno cualquiera
de los anticuerpos descritos en la Tabla 3. En algunas modalidades, el brazo de
unién a CD3 compite por la unién a CD3 con un anticuerpo o antigeno de unién que
comprende una cadena pesada que comprende una CDR1, una CDR1 y una

CDR3 de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 3 y una cadena
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ligera que comprende una CDR1, una CDR1 y una CDR3 de uno cualquiera de los
anticuerpos descritos en la Tabla 3.

En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3 comprende una
cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada
de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 3. En algunas
modalidades, el brazo de unién a CD3 comprende una cadena ligera que
comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera de uno cualquiera de
los anticuerpos descritos en la Tabla 3. En algunas modalidades, el brazo de
union CD3 comprende una cadena pesada que comprende una CDR1, una
CDR2 y una CDR3 de la cadena pesada de uno cualquiera de los anticuerpos
descritos en la Tabla 3 y una cadena ligera que comprende una CDR1, una
CDR2 y una CDR3 de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 3.

En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3 comprende una CDR1,
CDR2 y CDR3 de la cadena pesada de uno cualquiera de los anticuerpos descritos
en la Tabla 3. En algunas modalidades, el brazo de union a CD3 comprende una
CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera de uno cualquiera de los anticuerpos
descritos en la Tabla 3. En algunas modalidades, el brazo de unién a CD33
comprende una cadena pesada que comprende una CDR1, una CDR2 y una CDR3
de uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la Tabla 3 y una cadena ligera que
comprende una CDR1, una CDR2 y una CDR3 de uno cualquiera de los anticuerpos
descritos en la Tabla 3. En algunas modalidades de los anticuerpos multiespecificos,
el brazo de unién a CD3 comprende un par de cadena pesada y cadena ligera

seleccionado de la Tabla 3. En algunas modalidades, el brazo de unién al GPRC5D
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comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada y CDR1, CDR2 y CDR3
de la cadena ligera del clon CD3B376. En algunas modalidades, el brazo de unién al
GPRC5D comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada y CDR1,
CDR2 y CDRa3 de la cadena ligera del clon CD3B219.

En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3 comprende una CDR1
de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 4, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 5, y una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 6. En algunas
modalidades, el brazo de unién a CD3 comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 4, una CDR2 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 5, una CDR3 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 6, una CDR1 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 1, una CDR2 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 2, y una CDR3 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 3. El brazo de unién a CD3 puede
comprender secuencias de marco humanas. En algunas modalidades, el brazo
de unién a CD3 comprende un dominio variable de cadena pesada
sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 8. En algunas
modalidades, el brazo de uniéon a CD3 comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 8 y
un dominio variable de cadena ligera sustancialmente igual o idéntico a la sec.
con num. de ident.: 7. En algunas modalidades, el brazo de union a CD3

comprende una cadena pesada sustancialmente igual o idéntica a la sec. con
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num. de ident.: 26. En algunas modalidades, el brazo de union a CD3
comprende una cadena pesada sustancialmente igual o idéntica a la sec. con
num. de ident.: 26 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente igual
o idéntico a la sec. con num. de ident.: 27.

En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3 comprende una CDR1
de cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 117, una CDR2 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 118, y una CDR3 de
cadena pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 119. En algunas
modalidades, el brazo de unién a CD3 comprende una CDR1 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 117, una CDR2 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 118, una CDR3 de cadena pesada
que comprende la sec. con num. de ident.: 119, una CDR1 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 123, una CDR2 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 124, y una CDR3 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 125. El brazo de unién a CD3 puede
comprender secuencias de marco humanas. En algunas modalidades, el brazo
de unién a CD3 comprende un dominio variable de cadena pesada
sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 120. En algunas
modalidades, el brazo de uniéon a CD3 comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.:
120 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente igual o idéntico a la
sec. con num. de ident.: 125. En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3

comprende una cadena pesada sustancialmente igual o idéntica a la sec. con
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num. de ident.: 121. En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3
comprende una cadena pesada sustancialmente igual o idéntica a la sec. con
num. de ident.: 121 y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente igual
o idéntico a la sec. con num. de ident.: 126.

En algunas modalidades, las CDR de la cadena pesada y/o la cadena ligera
se derivan de los anticuerpos anti-CD3 conocidos, tales como, por ejemplo,
muromonab-CD3 (OKT3), otelixizumab (TRX4), tepizumab (MGAQ031), visiizumab
(Nuvion), TR-66 o X35-3, VIT3, BMAO30 (BW264/56), CLB-T3/3, CRIS7, YT12,5, FL
11-409, CLB-T3,4.2, TR-66, WT32, SPV-T3B, 1D8, XllI-141, XIlI-46, XIII-87, 12F6,
T3/RW2-8C8, T3/RW2-4B6, OKTCH3D, M-T301, SMC2, F101.01, UCHT-L y WT-31.

En algunas modalidades, el brazo de unién a CD3 es IgG, o un derivado
de esta. En algunas modalidades, el brazo de union a CD3 es IgG1, 1gG2, 1gG3,
o 1gG4. En algunas modalidades, en donde el brazo de unién a CD3 tiene un
isotipo 1gG4, este contiene las sustituciones S228P, L234A, L235A, F405L, y
R409K en su regiéon Fc. En algunas modalidades, los anticuerpos o fragmentos
de union al antigeno se unen a CD3¢ sobre las células T humanas primarias. En
algunas modalidades, los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno se
unen a CD3¢ sobre las células T de cynomolgus primarias. En algunas
modalidades, los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno se unen a CD3¢
sobre células T humanas y de cynomolgus primarias. En algunas modalidades,
los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno activan las células T CD3+
humanas primarias. En algunas modalidades, los anticuerpos o fragmentos de

unién al antigeno activan las células T CD4+ de cynomolgus primarias.
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En algunas modalidades, los anticuerpos triespecificos descritos en la
presente descripcion pueden adoptar cualquier formato que se haya descrito en la
técnica para anticuerpos triespecificos. En algunas modalidades, los anticuerpos
triespecificos descritos en la presente descripcion se construyen basados en un
formato de anticuerpo biespecifico. Esto puede lograrse mediante la adicion de un
tercer brazo de union al antigeno a un anticuerpo biespecifico. Se han descrito
formatos diferentes de anticuerpos biespecificos y se publicaron recientemente por
Chames y Baty (2009) Curr Opin Drug Disc Dev 12: 276. En algunas modalidades, el
anticuerpo triespecifico comprende un anticuerpo biespecifico que es un diacuerpo,
un cuerpo cruzado o un anticuerpo biespecifico obtenido mediante un intercambio de
brazos Fab controlado como los descritos en la presente descripcion.

En algunas modalidades, los anticuerpos triespecificos incluyen moléculas
similares a IgG con dominios CH3 complementarios para forzar la
heterodimerizacion; moléculas de orientacion doble similares a IgG recombinantes,
en donde los dos lados de la molécula contienen, cada uno, el fragmento Fab o parte
del fragmento Fab de al menos dos anticuerpos diferentes; moléculas de fusion a
lgG, en donde los anticuerpos IgG de longitud completa se fusionan a un fragmento
Fab extra o partes del fragmento Fab; moléculas de fusién a Fc, en donde las
moléculas Fv de cadena simple o diacuerpos estabilizados se fusionan a dominios
constantes de cadena pesada, regiones Fc o partes de estas; moléculas de fusion a
Fab, en donde diferentes fragmentos de Fab se fusionan juntos; anticuerpos basados
en ScFv y diacuerpos, y de cadena pesada (p. €j., anticuerpos de dominio,

nanocuerpos), en donde diferentes moléculas Fv de cadena sencilla o diferentes
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diacuerpos o diferentes anticuerpos de cadena pesada (p. €j., anticuerpos de
dominio, nanocuerpos) se fusionan entre si 0 a otra proteina o molécula portadora.

En algunas modalidades, las moléculas similares a IgG con moléculas de
dominios CH3 complementarios incluyen las mutaciones de Triomab/Quadroma
(Trion Pharma/Fresenius Biotech), las de botdn en ojal (Genentech), las de
CrossMADb (Roche) y las pareadas electrostaticamente (Amgen), LUZ-Y
(Genentech), las de cuerpo de dominio disefiado por ingenieria por intercambio
de cadenas (SEEDbody) (EMD Serono), las de Biclonic (Merus), las de DuoBody
(Genmab A/S), y otras mutaciones asimétricas (p. ej., Zymeworks).

En algunas modalidades, las moléculas de direccionamiento doble
similares a IgG-recombinante incluyen direccionamiento doble (DT)-Ig
(GSK/Domantis), anticuerpo dos en uno (Genentech), Mab reticulados
(Karmanos Cancer Center), mAb2 (F-Star) y CovX-body (CovX/Pfizer).

En algunas modalidades, las moléculas de fusion a IgG incluyen dominio
variable doble (DVD)-Ig (Abbott), biespecifico tipo IgG (InnClone/Eli Lilly), Ts2Ab
(Medimmune/AZ) y BsAb (Zymogenetics), HERCULES (Biogen Idec) y TvAb
(Roche).

En algunas modalidades, las moléculas de fusion a Fc incluyen a ScFv/Fc
Fusions (Academic Institution), SCORPION (Emergent BioSolutions/Trubion,
Zymogenetics/BMS), Dual Affinity Retargeting Technology (Fc-DART) (MacroGenics)
y Dual(ScFv).sub.2-Fab (National Research Center for Antibody Medicine--China).

En algunas modalidades, los anticuerpos biespecificos de fusion a Fab

incluyen F(ab)2 (Medarex/AMGEN), Dual-Action o Bis-Fab (Genentech), Dock-
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and-Lock (DNL) (ImmunoMedics), Bivalent Bispecific (Biotecnol) y Fab-Fv (UCB-
Celltech). Los anticuerpos de dominio basados en ScFv, diacuerpos incluyen,
pero no se limitan a, Bispecific T Cell Engager (BiTE) (Micromet), Tandem
Diabody (Tandab) (Affimed), Dual Affinity Retargeting Technology (DART)
(MacroGenics), Single-chain Diabody (Academic), TCR-like Antibodies (AIT,
ReceptorLogics), Human Serum Albumin ScFv Fusion (Merrimack) y COMBODY
(Epigen Biotech), nanocuerpos de doble orientacién (Ablynx), anticuerpos de
dominio solo de cadena pesada de orientacién doble.

Los anticuerpos triespecificos en toda su extension de la presente
descripcidn pueden generarse, por ejemplo, usando el intercambio de brazos Fab
(o intercambio de medias moléculas) entre dos anticuerpos bivalentes especificos
mediante la introduccion de sustituciones en la interfaz de cadena pesada CH3 en
cada media molécula para favorecer la formacion de heterodimeros de dos
medias moléculas de anticuerpo que tienen distinta especificidad ya sea en un
ambiente libre de células in vitro o usando la coexpresién. La reaccion de
intercambio de brazos Fab es el resultado de una reaccion de isomerizacion de
enlaces disulfuro y la disociacion-asociacion de dominios CH3. Los puentes
disulfuro de la cadena pesada en las regiones bisagra de los anticuerpos
monoespecificos parentales se reducen. Las cisteinas libres resultantes de uno
de los anticuerpos monoespecificos parentales forman un enlace disulfuro entre
las cadenas pesadas con residuos de cisteina de una segunda molécula de
anticuerpo monoespecifico parental y simultaneamente los dominios CH3 de los

anticuerpos parentales se liberan y se reforman por disociacién-asociacion. Los
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dominios CH3 de los brazos Fab pueden disenharse para favorecer la
heterodimerizacion sobre la homodimerizacion. El producto resultante es un
anticuerpo biespecifico que tiene dos brazos Fab o medias moléculas cada una
de las cuales se une a un epitopo distinto, p. €j., a un epitopo en el BCMA (o
GPRC5D)y a un epitopo en el CD3. Después, puede introducirse un tercer brazo
de unién al antigeno en el anticuerpo biespecifico, por ejemplo, en el extremo C-
terminal de la primera cadena pesada o segunda cadena pesada, que puede
unirse a un tercer epitopo, p. ej., GPRC5D (o BCMA).

La “homodimerizacion”, como se usa en la presente descripcién, se
refiere a una interaccion de dos cadenas pesadas que tienen secuencias de
aminoacidos de CH3 idénticas. Un “homodimero”, como se usa en la presente
descripcidn, se refiere a un anticuerpo que tiene dos cadenas pesadas con
secuencias de aminoacidos de CH3 idénticas.

La “heterodimerizacién”, como se usa en la presente descripcién, se
refiere a una interaccion de dos cadenas pesadas que tienen secuencias de
aminoacidos de CH3 que no son idénticas. Un “heterodimero”, como se usa en
la presente descripcion, se refiere a un anticuerpo que tiene dos cadenas
pesadas con secuencias de aminoacidos de CH3 que no son idénticas.

La estrategia de “boton en ojal” (ver, p. €j., la publicacién internacional
EE.UU. num. WO 2006/028936) puede usarse para generar anticuerpos
biespecificos en toda su extension. Brevemente, los aminoacidos seleccionados que
forman la interfase de los dominios CH3 en la IgG humana pueden mutarse en las

posiciones que afectan las interacciones de los dominios CH3 para promover la
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formacién de heterodimeros. Un aminoacido con una cadena lateral pequefia (ojal)
se introduce en una cadena pesada de un anticuerpo que se une a un primer
antigeno y un aminoacido con una cadena lateral grande (botén) se introduce en una
cadena pesada de un anticuerpo que se une a un segundo antigeno. Después de la
coexpresion de los dos anticuerpos, se forma un heterodimero como resultado de la
interaccioén preferencial de la cadena pesada con un “ojal” con la cadena pesada con
un “botén”. Los pares de sustituciones de CH3 ilustrativas que forman un botdn son
(expresadas como la posicion modificada en el primer dominio CH3 de la primera
cadena pesada/posicion modificada en el segundo dominio CH3 de la segunda
cadena pesada): T366Y/F405A, T366W/ F405W, FA05W/Y407A, T394W/Y407T,
T394S/Y407A, T366W/T394S, F405W/T394S y T366W/T366S_L368A_Y407V.

En algunas modalidades del anticuerpo triespecifico o fragmento de union
triespecifico descrito en la presente descripcion, uno de los dominios de Fc
comprende las mutaciones T366S, L368A e Y407V y el otro dominio de Fc
comprende la mutacion T366W. En algunas modalidades, el dominio de Fc de la
primera porcion de cadena pesada (HC1) del primer brazo de unién al antigeno (p.
ej., brazo de union a CD3) comprende las mutaciones T366S, L368A e Y407V, y el
dominio de Fc de la segunda porcion de cadena pesada (HC2) del segundo brazo de
unién al antigeno y/o tercer brazo de union al antigeno (p. €j., el brazo de unién al
GPRC5D/BCMA, o brazo de union al BCMA) comprende la mutacién T366W. En
algunas modalidades, el dominio de Fc de la HC2 del segundo brazo de union al
antigeno y/o tercer brazo de unién al antigeno (p. €j., el brazo de union al

GPRC5D/BCMA, o el brazo de unién al BCMA) comprende las mutaciones T366S,
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L368A e Y407V, y el dominio de Fc de la HC1 del primer brazo de unién al antigeno
(p. €j., brazo de unién a CD3) comprende la mutacion T366W.

Pueden usarse otras estrategias tales como promover la heterodimerizaciéon
de cadenas pesadas mediante el uso de interacciones electrostaticas al sustituir
residuos cargados positivamente en una superficie de CH3 y residuos cargados
negativamente en una segunda superficie de CH3, como se describe en la
publicacion de los EE. UU. num. US2010/0015133; publicacion de EE.UU. num.
US2009/0182127; publicaciéon de EE.UU. nium. US2010/028637 o publicacion de
patente de los EE.UU. num. US2011/0123532. En otras estrategias, la
heterodimerizacion puede promoverse por las siguientes sustituciones (expresadas
como la posicién modificada en el primer dominio CH3 de la primera cadena
pesada/posicién modificada en el segundo dominio CH3 de la segunda cadena
pesada): L351Y_F405AY407V/T394W, T3661_K392M_T394W/F405A_Y407V,
T366L_K392M_T394W/F405A_Y407V, L351Y_Y407A/T366A_K409F,
L351Y_Y407A/T366V K409F Y407A/T366A_KA409F, o T350V_L351Y_F405A
Y407V/T350V_T366L_K392L T394W como se describe en la publ. EE.UU. num.
US2012/0149876 o publ. de patente EE.UU. nium. US2013/0195849 (Zymeworks).

Ademas de los métodos descritos anteriormente, los anticuerpos
triespecificos de la invencion pueden generarse in vitro en un ambiente libre de
células mediante la introduccién de mutaciones asimétricas en las regiones CH3
de dos anticuerpos homodiméricos monoespecificos y la formacion del anticuerpo
heterodimérico triespecifico a partir de dos anticuerpos homodiméricos

monoespecificos parentales en condiciones reductoras para permitir la
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isomerizacion de enlaces disulfuro de acuerdo con los métodos descritos en la
publicacion de los EE.UU. num. W02011/131746. En los métodos, el primer
anticuerpo bivalente monoespecifico (p. €j., anticuerpo anti-GPRC5D) y el
segundo anticuerpo bivalente monoespecifico (p. €j., anticuerpo anti-CD3) se
disenan por ingenieria para tener ciertas sustituciones en el dominio de CH3 que
promueve la estabilidad del heterodimero; los anticuerpos se incuban juntos en
condiciones reductoras suficientes para permitir que las cisteinas en la region
bisagra experimenten isomerizacion de enlaces disulfuro; lo que de esta manera
genera el anticuerpo triespecifico mediante el intercambio de brazos Fab. Las
condiciones de incubacion pueden restablecerse de forma 6ptima a condiciones
no reductoras. Los agentes reductores ilustrativos que pueden usarse son 2-
mercaptoetilamina (2-MEA), ditiotreitol (DTT), ditioeritritol (DTE), glutation, tris (2-
carboxietil)fosfina (TCEP), L-cisteina y beta-mercaptoetanol, preferentemente, un
agente reductor seleccionado del grupo que consiste en: 2-mercaptoetilamina,
ditiotreitol y tris (2-carboxietil)fosfina. Por ejemplo, puede usarse una incubacion
durante al menos 90 min a una temperatura de al menos 20 °C en presencia de al
menos 25 mM de 2-MEA o en presencia de al menos 0,5 mM de ditiotreitol a un
pH de 5-8, por ejemplo, a un pH de 7,0 0 a un pH de 7 4.

En algunas modalidades, los anticuerpos triespecificos o los fragmentos de
union al antigeno son IgG o derivados de esta. La clase 1gG se divide en cuatro
isotipos: 1gG1, 19G2, IgG3 y IgG4 en los seres humanos. Comparten mas de 95 %
de homologia en las secuencias de aminoacidos de las regiones Fc pero muestran

grandes diferencias en la composicién de aminoacidos y la estructura de la regién
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bisagra. La regién Fc media las funciones de los efectores, tales como citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y citotoxicidad dependiente de
complementos (CDC). En la ADCC, la region Fc de un anticuerpo se une a los
receptores de Fc (FcyR) en la superficie de las células efectoras inmunitarias tales
como las células destructoras naturales y los macréfagos, lo que conduce a la
fagocitosis o lisis de las células diana. En la CDC, los anticuerpos matan las células
diana mediante la activacion de la cascada de complemento en la superficie celular.
Los anticuerpos descritos en la presente descripcion incluyen los anticuerpos con
las caracteristicas descritas de los dominios variables en combinacion con
cualquiera de los isotipos 1gG, que incluyen versiones modificadas en las que la
secuencia Fc se ha modificado para lograr las funciones efectoras.

Para muchas aplicaciones de anticuerpos terapéuticos, las funciones
efectoras mediadas por Fc no forman parte del mecanismo de accion. Estas
funciones efectoras mediadas por Fc pueden ser perjudiciales y representan,
potencialmente, un riesgo de seguridad al provocar toxicidad fuera del
mecanismo. La modificacion de las funciones efectoras puede lograrse mediante
el disefio por ingenieria de las regiones Fc para reducir su union a los FcyR o los
factores del complemento. La unién de IgG a los FcyR activadores (FcyRl,
FcyRlla, FcyRllla y FcyRIlb) e inhibidores (FcyRIIb) o al primer componente del
complemento (C1q) depende de los residuos ubicados en la region bisagra y el
dominio CH2. Se han introducido mutaciones en IgG1, IgG2 y IgG4 para reducir o
silenciar las funcionalidades de Fc. Los anticuerpos descritos en la presente

descripcidon pueden incluir estas modificaciones.
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En una modalidad, el anticuerpo comprende una region Fc con una o mas
de las siguientes propiedades: (a) funcion de efector reducida cuando se
compara con Fc parental; (b) afinidad reducida para el FcyRlI, FcyRIlla, FcyRIlb,
FcyRIlIb y/o el FcyRllla, (c) afinidad reducida para el FcyRlI, (d) afinidad
reducida para el FcyRlla, (e) afinidad reducida para el FcyRIIb, (f) afinidad
reducida para el FcyRIIIb o (g) afinidad reducida para el FcyRllla.

En algunas modalidades, los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno
son IgG, o derivados de este, por ejemplo, isotipos IgG1, IgG2, 1IgG3, y IgG4. En
algunas modalidades en donde el anticuerpo tiene un isotipo IgG1, el anticuerpo
contiene la(s) sustitucion(es) L234A, L235A, D265S y/o K409R en su region Fc. En
algunas modalidades en donde el anticuerpo has un isotipo IgG4, el anticuerpo
contiene sustituciones de S228P, L234A, y L235A en su region de Fc. Los
anticuerpos descritos en la presente descripcion pueden incluir estas modificaciones.

En algunas modalidades, los dominios de Fc de un anticuerpo multiespecifico
descrito en la presente descripcion comprenden cada uno una o mas mutaciones
seleccionadas de L234A, L235A, y D265S. En algunas modalidades, los dominios de
Fc de la HC1y HC2 comprenden cada uno las mutaciones L234A, 1235A y D265S.

En algunas modalidades, el dominio de Fc de una de las porciones de
cadena pesada de un anticuerpo multiespecifico descrito en la presente descripcion
comprende ademas una o mas mutaciones que reducen la unién de Fc a la
proteina A. En algunas modalidades, el dominio de Fc de una de las porciones de
cadena pesada comprenden las mutaciones H435R y/o Y436F. En algunas

modalidades, el dominio de Fc de la HC2 del segundo brazo de unién al antigeno
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y/o el tercer brazo de union al antigeno (p. €j., brazo de unién al GPRC5D/BCMA, o
brazo de unién al BCMA) comprende las mutaciones H435R y/o Y436F.

En varias modalidades, el tercer brazo de unién al antigeno se une
operativamente a los dominios de Fc del primer brazo de unién al antigeno o
segundo brazo de unién al antigeno a través de un enlazador. En algunas
modalidades, el enlazador es un enlazador peptidico y puede incluir cualquier
aminoacido de origen natural. Los aminoacidos ilustrativos que pueden incluirse en el
enlazador son Gly, Ser Pro, Thr, Glu, Lys, Arg, lle, Leu, His y The. El enlazador debe
tener una longitud que sea adecuada para unir el tercer brazo de unién al antigeno y
el primer brazo de unién al antigeno o el segundo brazo de union al antigeno de tal
manera que formen la conformacion correcta entre si para que mantengan la
actividad deseada, tal como la unién a un tercer antigeno (p. ej., BCMA o GPRCS5D).

En algunas modalidades de un anticuerpo triespecifico descrito en la
presente descripcion, la HC1 comprende, del N al C-terminal, el VH1 del primer
brazo de unién al antigeno, un dominio CH1, el dominio de Fc, un enlazador, y el
tercer brazo de union al antigeno.

En algunas modalidades de un anticuerpo triespecifico descrito en la presente
descripcion, la HC2 comprende, del N al C-terminal, el segundo brazo de union al
antigeno, el dominio de Fc, un enlazador, y el tercer brazo de unién al antigeno.

En diversas modalidades, los scFv usados en anticuerpos
multiespecificos descritos en la presente descripcidon comprenden, del N al C-
terminal, un VH, un enlazador, y un VL (VH-L-VL), o el VL, el enlazador, y el VH

(VL-L-VH). En algunas modalidades, el scFv comprende, desde el extremo N-
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terminal al extremo C-terminal, el VL, el enlazador y el VH (VL-L-VH). En
algunas modalidades, el scFv comprende, desde el extremo N-terminal al
extremo C-terminal, el VH, el enlazador y el VL (VH-L-VL).

El enlazador puede tener una longitud de aproximadamente 5-50
aminoacidos. En algunas modalidades, el enlazador tiene una longitud de
aproximadamente 10-40 aminoacidos. En algunas modalidades, el enlazador tiene
una longitud de aproximadamente 10-35 aminoacidos. En algunas modalidades, el
enlazador tiene una longitud de aproximadamente 10-30 aminoacidos. En algunas
modalidades, el enlazador tiene una longitud de aproximadamente 10-25
aminoacidos. En algunas modalidades, el enlazador tiene una longitud de
aproximadamente 10-20 aminoacidos. En algunas modalidades, el enlazador tiene
una longitud de aproximadamente 15-20 aminoacidos. En algunas modalidades, el
enlazador tiene una longitud de 6 aminoacidos. En algunas modalidades, el
enlazador tiene una longitud de 7 aminoacidos. En algunas modalidades, el
enlazador tiene una longitud de 8 aminoacidos. En algunas modalidades, el
enlazador tiene una longitud de 9 aminoacidos. En algunas modalidades, el
enlazador tiene una longitud de 10 aminoacidos. En algunas modalidades, el
enlazador tiene una longitud de 11 aminoacidos. En algunas modalidades, el
enlazador tiene una longitud de 12 aminoacidos. En algunas modalidades, el
enlazador tiene una longitud de 13 aminoacidos. En algunas modalidades, el
enlazador tiene una longitud de 14 aminoacidos. En algunas modalidades, el
enlazador tiene una longitud de 15 aminoacidos. En algunas modalidades, el

enlazador tiene una longitud de 16 aminoacidos. En algunas modalidades, el
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enlazador tiene una longitud de 17 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 18 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 19 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 20 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 21 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 22 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 23 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 24 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 25 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 26 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 27 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 28 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 29 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 30 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 31 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 32 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 33 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 34 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 35 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 36 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 37 aminoacidos.
enlazador tiene una longitud de 38 aminoacidos.

enlazador tiene una longitud de 39 aminoacidos.

En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el
En algunas modalidades, el

En algunas modalidades, el
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enlazador tiene una longitud de 40 aminoacidos. Los enlazadores ilustrativos que
pueden usarse son enlazadores abundantes en Gly, enlazadores que contienen
Gly y Ser, enlazadores que contienen Gly y Ala, enlazadores que contienen Ala 'y
Ser, y otros enlazadores flexibles.

Otras secuencias del enlazador pueden incluir porciones del area de
bisagra de la inmunoglobulina, CL o CH1 derivado de cualquier isotipo de
inmunoglobulina de cadena pesada o ligera. Los enlazadores ilustrativos que
pueden usarse se muestran en la Tabla 4. Se describen enlazadores adicionales,
por ejemplo, en la publicaciéon de patente EE.UU. num. WO2019/060695.

En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 25.

En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 163.

En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 127.

En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 128.

En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 129.

En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 130.

En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia de

aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 131.
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En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,

aminoacidos de la sec. con num.
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el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 132.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 133.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 134.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 135.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 136.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 137.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 138.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 139.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 140.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 141.
el enlazador comprende la secuencia de

de ident.: 142.



10

15

20

En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,
aminoacidos de la sec. con num.
En algunas modalidades,

aminoacidos de la sec. con num.
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el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 143.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 144.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 145.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 146.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 147.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 148.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 149.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 150.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 151.
el enlazador comprende la secuencia de
de ident.: 152.
el enlazador comprende la secuencia de

de ident.: 153.
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En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia de

aminoacidos de la sec. con nUm. de ident.: 154.

En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia de

aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 155.

En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia de

aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 156.

En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia de

aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 157.

Tabla 4. Secuencias de enlazador ilustrativas

Nombre del enlazador

Secuencia de aminoacidos

Sec. con num. de
ident.:

Enlazador 1 GGSEGKSSGSGSESKSTGGS 25

Enlazador 2 GGGSGGGS 127
Enlazador 3 GGGSGGGSGGGS 128
Enlazador 4 GGGSGGGSGGGSGGGS 129
Enlazador 5 GGGSGGGSGGGSGGGSGGGS 130
Enlazador 6 GGGGSGGGGSGGGGS 131
Enlazador 7 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS 163
Enlazador 8 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS 132
Enlazador 9 GSTSGSGKPGSGEGSTKG 133
Enlazador 10 IRPRAIGGSKPRVA 134
Enlazador 11 GKGGSGKGGSGKGGS 135
Enlazador 12 GGKGSGGKGSGGKGS 136
Enlazador 13 GGGKSGGGKSGGGKS 137
Enlazador 14 GKGKSGKGKSGKGKS 138
Enlazador 15 GGGKSGGKGSGKGGS 139
Enlazador 16 GKPGSGKPGSGKPGS 140
Enlazador 17 GKPGSGKPGSGKPGSGKPGS 141
Enlazador 18 GKGKSGKGKSGKGKSGKGKS 142
Enlazador 19 STAGDTHLGGEDFD 143
Enlazador 20 GEGGSGEGGSGEGGS 144
Enlazador 21 GGEGSGGEGSGGEGS 145
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Enlazador 22 GEGESGEGESGEGES 146
Enlazador 23 GGGESGGEGSGEGGS 147
Enlazador 24 GEGESGEGESGEGESGEGES 148
Enlazador 25 GSTSGSGKPGSGEGSTKG 149
Enlazador 26 PRGASKSGSASQTGSAPGS 150
Enlazador 27 GTAAAGAGAAGGAAAGAAG 151
Enlazador 28 GTSGSSGSGSGGSGSGGGG 152
Enlazador 29 GKPGSGKPGSGKPGSGKPGS 153
Enlazador 30 GSGS 154
Enlazador 31 APAPAPAPAP 155
Enlazador 32 APAPAPAPAPAPAPAPAPAP 156
Enlazador 33 AEAAAKEAAAKEAAAAKEAAAAKEAAAAKAAA | 157

En una modalidad, la HC1 de un anticuerpo triespecifico para BCMA x
GPRC5D x CD3 comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente
igual o idéntica a la sec. con num. de ident.: 26.

En una modalidad, la LC de un anticuerpo triespecifico para BCMA x
GPRC5D x CD3 comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente
igual o idéntica a la sec. con num. de ident.: 27.

En una modalidad, el brazo de unién al GPRC5D/BCMA de un anticuerpo
triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 comprende una secuencia de
aminoacidos sustancialmente igual o idéntica a la sec. con num. de ident.: 28.

En una modalidad, una HC1 acoplada a CD3/GPRC5D de anticuerpo
triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 comprende una secuencia de
aminoacidos sustancialmente igual o idéntica a la sec. con num. de ident.: 29.

En una modalidad, la LC de un anticuerpo triespecifico para BCMA x
GPRC5D x CD3 comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente

igual o idéntica a la sec. con num. de ident.: 30.
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En una modalidad, el brazo de unién al BCMA comprende una secuencia
de aminoacidos sustancialmente igual o idéntica a la sec. con num. de ident.: 31.
En una modalidad, se proporciona en la presente descripcion un anticuerpo
triespecifico aislado, o un fragmento de unién triespecifico de este, que comprende:
a) un brazo de unién a CD3 que comprende una cadena pesada (HC1) y
una cadena ligera (LC); y
b) un brazo de unién al GPRC5D/BCMA,
en donde HC1 comprende wuna secuencia de aminoacidos
sustancialmente igual o idéntica a la sec. con num. de ident.: 26, LC comprende
una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual o idéntica a la sec. con num.
de ident.: 27, y el brazo de unién a GPRC5D/BCMA comprende una secuencia de
aminoacidos sustancialmente igual o idéntica a la sec. con num. de ident.: 28.
En una modalidad, se proporciona en la presente descripcion un anticuerpo
triespecifico aislado, o un fragmento de unién triespecifico de este, que comprende:
a) un brazo de unién a CD3 que comprende una cadena pesada (HC1) y
una cadena ligera (LC); y
b) un brazo de unién al GPRC5D/BCMA,
en donde HC1 comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con
num. de ident.: 26, LC comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con
num. de ident.: 27, y el brazo de union a GPRC5D/BCMA comprende la secuencia
de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 28.
En una modalidad, se proporciona en la presente descripcion un anticuerpo

triespecifico aislado, o un fragmento de unién triespecifico de este, que comprende:
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a) un brazo de union a CD3 que comprende una cadena pesada (HC1) y
una cadena ligera (LC), en donde la HC1 comprende ademas el brazo de unién
al GPRC5D; y

b) un brazo de unién al BCMA,

en donde HC1 comprende wuna secuencia de aminoacidos
sustancialmente igual o idéntica a la sec. con num. de ident.: 29, LC comprende
una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual o idéntica a la sec. con num.
de ident.: 30, y el brazo de unibn a BCMA comprende una secuencia de
aminoacidos sustancialmente igual o idéntica a la sec. con num. de ident.: 31.

En una modalidad, se proporciona en la presente descripcién un anticuerpo
triespecifico aislado, o un fragmento de unién triespecifico de este, que comprende:

a) un brazo de unién a CD3 que comprende una cadena pesada (HC1) y
una cadena ligera (LC), en donde la HC1 comprende ademas el brazo de union
al GPRC5D; y

b) un brazo de unién al BCMA,

en donde HC1 comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con
num. de ident.: 29, LC comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con
num. de ident.: 30, y el brazo de uniéon a BCMA comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 31.

En una modalidad, el anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRC5D x
CD3 es BGCB463.
En una modalidad, el anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRC5D x

CD3 es BGCB491.
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Ademas de los anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3
o fragmentos de unién al antigeno descritos, también se proporcionan secuencias
de polinucleétidos capaces de codificar los anticuerpos multiespecificos para
BCMA x GPRC5D x CD3 o fragmentos de union al antigeno descritos. También
se proporcionan vectores que comprenden los polinucledtidos descritos, asi como
las células que expresan los anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRCS5D
x CD3 o fragmentos de unién al antigeno proporcionados en la presente
descripcién. Ademas, se describen las células capaces de expresar los vectores
descritos. Estas células pueden ser células de mamifero (tales como células
293F, células CHO), células de insecto (tales como células Sf7), células de
levadura, células vegetales o células bacterianas (tales como E. coli). Ademas, los
anticuerpos descritos pueden producirse por células hibridomas. Los anticuerpos
descritos también pueden producirse de manera recombinante.

Los polinucledtidos que codifican proteinas recombinantes de unién al
antigeno estan, ademas, dentro del alcance de la descripcion. En algunas
modalidades, los polinucledtidos descritos (y los polipéptidos que ellos codifican)
incluyen una secuencia lider. Puede usarse cualquier secuencia lider conocida
en la técnica. La secuencia lider puede incluir, pero sin limitarse a, un sitio de
restriccion o un sitio de inicio de la traduccidn.

Los anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 o
fragmentos de unién al antigeno descritos en la presente descripcion incluyen
variantes que tienen sustituciones, deleciones, o adiciones de aminoacidos unicas

o multiples que retienen las propiedades bioldgicas (p. €j., la afinidad de unién o la
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actividad efectora inmunitaria) de los anticuerpos multiespecificos para BCMA x
GPRC5D x CD3 o fragmentos de union al antigeno descritos. En el contexto de la
presente invencion, las siguientes notaciones se usan, a menos que se indique de
cualquier otra forma, para describir una mutacion; i) la sustitucion de un aminoacido
en una posicion dada se escribe como, por ejemplo K409R, lo que significa una
sustitucion de una lisina en la posicion 409 con una arginina; y ii) para variantes
especificas los codigos especificos de una o tres letras, que incluyen los cédigos
Xaay X, se usan para indicar cualquier residuo de aminoacidos. Por lo tanto, la
sustitucion de Arginina por Lisina en la posicion 409 se designa como: K409R, o la
sustitucion de cualquier residuo de aminoacido por Lisina en la posicion 409 se
designa como K409X. En el caso de delecion de Lisina en la posicion 409 esta se
indica por K409*. La persona con experiencia puede producir variantes que tienen
sustituciones, deleciones, o adiciones unicas o multiples de aminoacidos.

Estas variantes pueden incluir: (a) variantes en las que se sustituyen uno o
mas residuos de aminoacidos con aminoacidos conservadores 0 no
conservadores, (b) variantes en las que se afiaden o se delecionan uno o mas
aminoacidos del polipéptido, (c) variantes en las que uno o mas aminoacidos
incluyen un grupo sustituyente, y (d) variantes en las que se fusiona el polipéptido
con otro péptido o polipéptido tales como una pareja de fusion, una etiqueta de
proteina u otra porcidén quimica, que pueden conferir propiedades utiles al
polipéptido, tales como, por ejemplo, un epitopo para un anticuerpo, una
secuencia de polihistidina, una porcién de biotina y lo similar. Los anticuerpos o

fragmentos de union al antigeno descritos en la presente descripcion pueden



10

15

20

124

incluir variantes en las que se sustituyen los residuos de aminoacidos de una
especie por el residuo correspondiente en otras especies, ya sea en las
posiciones conservadas o no conservadas. En otras modalidades, los residuos de
aminoacidos en las posiciones no conservadas se sustituyen con residuos
conservadores 0 no conservadores. Las técnicas para obtener estas variantes,
que incluyen técnicas genéticas (deleciones, mutaciones, etc.), quimicas, y
enzimaticas, se conocen bien por las personas con experiencia en la materia.

Los anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRCS5D x CD3 o fragmentos
de union al antigeno descritos en la presente descripcion pueden incorporar varios
isotipos de anticuerpo, tales como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. En algunas modalidades
el isotipo de anticuerpos es isotipo IgG1, 1I9G2, IgG3, o IgG4, preferentemente,
isotipo IgG1 o0 1IgG4. La especificidad del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
de este se determina en buena parte por la secuencia de aminoacido, por la
disposicion, o las CDR. Por lo tanto, las CDR de un isotipo pueden transferirse a otro
isotipo sin alterar la especificidad por el antigeno. Alternativamente, las técnicas se
han establecido para producir hibridomas que cambien la produccién de un isotipo de
anticuerpo a otro (cambio de isotipo) sin alterar la especificidad por el antigeno. En
consecuencia, tales isotipos de anticuerpo estan dentro del alcance de los
anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno descritos.

Los anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 o
fragmentos de union al antigeno descritos en la presente descripcion pueden
tener los valores de ICso de al menos 5,9 nM para la unién a APRIL. EI ICso de los

anticuerpos multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 descritos, o
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fragmentos de union al antigeno, puede determinarse mediante una variedad de
métodos conocidos en la técnica, tales como métodos basados en ELISA o
mediante citometria de flujo (FACS). Los ensayos para medir el ICso mediante
ELISA tienen el BCMA unido a placas en la presencia y ausencia de un
anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 y se usan
concentraciones variables del APRIL. Un anticuerpo multiespecifico para BCMA x
GPRC5D x CD3, o fragmento de union al antigeno, que bloquea la union de
APRIL al BCMA es para “bloquear APRIL segun lo medido por ELISA”.

Ademas, se proporcionan vectores que comprenden los polinucleétidos
descritos en la presente descripcion. Los vectores pueden ser vectores de expresion.
Los vectores de expresion recombinantes que contienen una secuencia que codifica
un polipéptido de interés se consideran dentro del alcance de esta descripcion. El
vector de expresion puede contener una 0 mas secuencias adicionales, tales como,
pero sin limitarse a, secuencias reguladoras (p. €j., promotoras, potenciadoras), un
marcador de seleccion y una senal de poliadenilacion. Los vectores para transformar
una amplia variedad de células huésped se conocen bien e incluyen, pero sin
limitarse a, plasmidos, fagémidos, césmidos, baculovirus, bacmidos, cromosomas
artificiales bacterianos (BAC), cromosomas artificiales de levadura (YAC), asi como
ademas otros vectores bacterianos, de levaduras y virales.

Los vectores de expresion recombinantes dentro del alcance de la
descripcién incluyen fragmentos de acidos nucleicos sintéticos, genémicos, o
derivados de ADNc que codifican al menos una proteina recombinante que

puede unirse operativamente a elementos regulatorios adecuados. Tales
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elementos regulatorios pueden incluir un promotor transcripcional, secuencias
que codifican sitios de unién ribosomales adecuados de ARNm, y secuencias
qgue controlan la terminacién de la transcripcion y la traduccion. Los vectores de
expresion, especialmente los vectores de expresion de mamiferos, puede incluir,
ademas, uno o mas elementos no transcritos tales como un origen de
replicacion, un promotor y un potenciador adecuado unido al gen a expresar,
otras secuencias flanqueantes 5' o 3' sin transcribir, secuencias 5' 0 3' sin
transcribir (tales como los sitios necesarios de unién a ribosoma), un sitio de
poliadenilacién, sitios de corte donantes y aceptores, o secuencias de
terminacion transcripcional. También puede incorporarse un origen de
replicacion que confiere la capacidad de replicarse en un huésped.

Las secuencias control transcripcionales y traduccionales en los vectores
de expresion para usarlas en las células de vertebrados transformantes pueden
proporcionarse por fuentes virales. Los vectores ilustrativos pueden construirse
como se describe por Okayama y Berg, 3 Mol. Cell. Biol. 280 (1983).

En algunas modalidades, la secuencia que codifica el anticuerpo
multiespecifico o fragmento de unidn al antigeno se coloca bajo el control de un
promotor constitutivo poderoso, tal como los promotores para los siguientes
genes: hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT), adenosina desaminasa,
piruvato cinasa, beta-actina, miosina humana, hemoglobina humana, creatina
muscular humana y otros. En adicién, muchos promotores virales funcionan de
forma constitutiva en células eucaridticas y son adecuados para el uso con las

modalidades descritas. Tales promotores virales incluyen sin limitacion,
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citomegalovirus (CMV) promotor temprano inmediato, los promotores tempranos y
tardios de SV40, el promotor del virus de tumor mamario de ratén (MMTV), las
repeticiones terminales largas (LTR) del virus de la leucemia de Maloney, el virus
de inmunodeficiencia humana (HIV), virus de Epstein-Barr (EBV), virus del
sarcoma de Rous (RSV), et al. retrovirus, y el promotor cinasa de timidina del
virus del herpes simple. En una modalidad, la secuencia de codificacion del
anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 o fragmento de unién al
antigeno de este se coloca bajo el control de un promotor inducible tal como el
promotor de metalotioneina, promotor inducible por tetraciclina, promotor inducible
por doxiciclina, promotores que contienen uno o mas elementos de respuesta
estimulados por interferon (ISRE, por sus siglas en inglés) tales como la proteina
cinasa R, 2',5'-oligoadenilato sintetasas, genes Mx, ADAR1, y lo similar.

Los vectores descritos en la presente descripcion pueden contener uno o
mas sitios de entrada al ribosoma internos (IRES). La inclusion de una
secuencia IRES en los vectores de expresion puede ser beneficioso para
potenciar la expresion de algunas proteinas. En algunas modalidades, el
sistema de vectores incluira uno o mas sitios de poliadenilacién (p. ej., SV40),
que puede estar corriente arriba o corriente abajo de cualquier secuencia de
acidos nucleicos mencionadas anteriormente. Los componentes vectoriales
pueden unirse contiguamente o disponerse de una manera que proporcione la
separacion optima para expresar los productos génicos (es decir, mediante la

introduccion de nucledtidos “espaciadores” entre los ORF), o colocarse de otra
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manera. Los elementos regulatorios, tales como los motivos IRES, pueden
disponerse, ademas, para proporcionar espacio 6ptimo para la expresion.

Los vectores pueden comprender marcadores de seleccidn, que se conocen
bien en la técnica. Los marcadores de seleccion incluyen marcadores de seleccion
positivos y negativos, por ejemplo, genes de resistencia a antibiéticos (por ejemplo,
gen de resistencia a neomicina, un gen de resistencia a higromicina, un gen de
resistencia a kanamicina, un gen de resistencia a tetraciclina, un gen de resistencia a
penicilina, un gen de resistencia a la puromicina, un gen de resistencia la
blasticidina), genes de la glutamato sintasa, derivados de HSV-TK, HSV-TK para la
seleccion con ganciclovir, o gen de la purina nucledsido fosforilasa bacteriana para la
seleccion con 6-metilpurina (Gadi et al., 7 Gene Ther. 1738-1743 (2000)). Una
secuencia de acido nucleico que codifica un marcador de seleccion o el sitio de
clonacién puede estar corriente arriba o corriente abajo de una secuencia de acido
nucleico que codifica un polipéptido de interés o sitio de clonacion.

Los vectores descritos en la presente descripcién pueden usarse para
transformar varias células con los genes que codifican los anticuerpos o
fragmentos de unién al antigeno descritos. Por ejemplo, pueden usarse los
vectores para generar las células productoras del anticuerpo o fragmento de
union al antigeno multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3. Por lo tanto,
otro aspecto presenta células huésped transformadas con vectores que
comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica un anticuerpo o

fragmento de unién al antigeno de este que se une especificamente al BCMA,



10

15

20

129

GPRC5D, y CD3, tales como los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno
descritos y ejemplificados en la presente descripcion.

Se conocen en la técnica numerosas técnicas para la introduccion de genes
foraneos en las células y pueden usarse para construir las células recombinantes
para propositos de llevar a cabo los métodos descritos, de acuerdo con las varias
modalidades descritas y ejemplificadas en la presente descripcion. La técnica usada
proporcionaria la transferencia estable de la secuencia de genes heterdlogos a la
célula huésped, tal que la secuencia de genes heterdlogos sea heredable y
expresable por la progenie celular, y de manera que no se afecten las funciones de
desarrollo y fisioldgicas necesarias de las células receptoras. Las técnicas que
pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, la transferencia de cromosomas (p. €j.,
fusién de células, transferencia de genes mediada por cromosomas, transferencia de
genes mediada por micro células), métodos fisicos (p. €j., transfeccion, fusion de
esferoplastos, microinyeccion, electroporacion, portador de liposomas), transferencia
de vectores virales (p. €j., virus de ADN recombinante, virus de ARN recombinante) y
lo similar (descritas en Cline, 29 Pharmac. Ther. 69-92 (1985)). La precipitacion con
fosfato de calcio y la fusion inducida por polietilenglicol (PEG) de protoplastos
bacterianos con células de mamiferos pueden usarse para transformar células.

Las células adecuadas para usar en la expresion de los anticuerpos
multiespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 o fragmentos de unién al antigeno
descritos en la presente descripcidon son, preferentemente, células eucarioticas,
con mayor preferencia, células de plantas, de roedores o de origen humano, por

ejemplo, pero sin limitarse a, NSO, CHO, CHOK1, perC.6, Tk-ts13, BHK, células



10

15

20

130

HEK293, COS-7, T98G, CV-1/EBNA, células L, C127, 3T3, HeLa, NS1, células de
mieloma Sp2/0, y lineas celulares BHK, entre otras. En adicidn, la expresion de
anticuerpos puede lograrse mediante el uso de células de hibridoma. Los métodos
para producir hibridomas estan bien establecidos en la técnica.

Las células transformadas con vectores de expresion descritos en la
presente descripcion pueden seleccionarse o examinarse para determinar la
expresion recombinante de los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno
descritos en la presente descripcidén. Las células recombinantes positivas se
expanden y se examinan para determinar los subclones que exhiben un fenotipo
deseado, tales como una expresion de alto nivel, propiedades de crecimiento
mejoradas, o la capacidad para producir proteinas con caracteristicas
bioquimicas deseadas, por ejemplo, debido a la modificacion de la proteina o
modificaciones postraduccionales alteradas. Estos fenotipos pueden deberse a
las propiedades inherentes de un subclén dado o la mutacién. Las mutaciones
pueden efectuarse a través del uso de productos quimicos, luz UV de longitud
de onda, radiacién, virus, mutagenos de insercion, inhibicion de la reparacion

ADN no coincidente, o una combinaciéon de tales métodos.

Composicion terapéutica y métodos para el tratamiento usando anticuerpos

multiespecificos y fragmentos de unién al antigeno multiespecificos de estos
Los anticuerpos multiespecificos descritos anteriormente, por ejemplo, los

anticuerpos triespecificos para BCMA x GPRC5D x CD3 descritos anteriormente, son

utiles en la terapia. Particularmente, los anticuerpos multiespecificos son utiles en el
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tratamiento del cancer. La presente descripcion proporciona, ademas, composiciones
terapéuticas para el tratamiento de un trastorno hiperproliferativo en un mamifero que
comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo multiespecifico
o fragmento de union al antigeno multiespecifico descritos en la presente descripcion
y un portador farmacéuticamente aceptable. En modalidades preferidas, el
anticuerpo multiespecifico es un anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x
CD3 como se describe en la presente descripcion, o un fragmento de union al
antigeno multiespecifico de este y, con mayor preferencia, un anticuerpo triespecifico
para BCMA x GPRC5D x CD3 como se describe en la presente descripcién, o un
fragmento de union al antigeno triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 de este.
En una modalidad, dicha composicion farmacéutica es para tratar un cancer que
expresa GPRC5D y/o BCMA, que incluye (pero no se limita a) los siguientes:
canceres de células B que expresan GPRC5D y/o BCMA, tales como mieloma
multiple (MM) que incluye el mieloma multiple quiescente (SMM); y otros canceres
qgue aun no se han determinado en los cuales se expresa GPRC5D y/o BCMA. En
algunas modalidades, el cancer que expresa GPRC5D y/o BCMA es una forma de
recaida o refractaria de un linfoma, tal como una forma de recaida o refractaria de
mieloma multiple. Los anticuerpos triespecificos particulares que pueden usarse para
tratar el cancer, tal como el cancer hematolégico, que incluyen los canceres
especificos descritos anteriormente, incluyen los anticuerpos BGCB463 y BGCB491.
En algunas modalidades, el anticuerpo triespecifico para BCMA x
GPRC5D x CD3 o el fragmento de unién de este se usa para el tratamiento del

mieloma multiple R/R.
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En algunas modalidades, el sujeto que recibe el anticuerpo triespecifico
para BCMA x GPRC5D x CD3 o fragmento de unién de este ha recibido un
tratamiento previo. Por ejemplo, el sujeto puede haber recibido uno o mas
agentes terapéuticos, tales como inhibidores de proteasoma (P, por sus siglas en
inglés) (p. €j., marizomib (salinosporamida A), carfilzomib, ixazomib), farmacos
inmunomoduladores (IMiD, por sus siglas en inglés), agentes biespecificos,
terapias con CAR-T y/o anticuerpos anti-CD38, para tratar el mieloma multiple.

Las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente descripcion
comprenden: a) una cantidad efectiva de un anticuerpo multiespecifico o fragmento
de anticuerpo de la presente invencion, y b) un portador farmacéuticamente
aceptable, que puede estar inerte o activo fisioldgicamente. En modalidades
preferidas, el anticuerpo multiespecifico es un anticuerpo multiespecifico para
BCMA x GPRC5D x CD3 como se describe en la presente descripcion, o un
fragmento de union al antigeno multiespecifico de este y, con mayor preferencia, un
anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 como se describe en la
presente descripcion, o un fragmento de unién al antigeno triespecifico para BCMA
x GPRC5D x CD3 de este. Como se usa en la presente descripcion, el término
“portadores farmacéuticamente aceptables” incluye cualquiera de y todos los
solventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y
antimicéticos, y lo similar, que son fisiolégicamente compatibles. Los ejemplos de
portadores, diluyentes y/o excipientes adecuados incluyen uno o mas de agua,
solucion salina, solucion salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y

lo similar, asi como cualquier combinacién de estos. En muchos casos, sera
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preferible incluir agentes isotdnicos, tales como azucares, polialcoholes o cloruro de
sodio en la composicion. Particularmente, los ejemplos relevantes de portador
adecuado incluyen: (1) salina regulada con fosfato de Dulbecco, pH
aproximadamente 7,4, que contiene o no contiene aproximadamente 1 mg/ml a
25 mg/ml de albumina sérica humana, (2) 0,9 % de salina (0,9 % p/v de cloruro de
sodio (NaCl)), y (3) 5 % (p/v) de dextrosa; y también podria contener un
antioxidante tal como triptamina y un agente estabilizador tal como Tween 20®.
Las composiciones de la presente descripcidon pueden contener, ademas, un
agente terapéutico adicional, cuando sea necesario para el trastorno particular que
se trata. Preferentemente, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo multiespecifico y
el compuesto activo complementario tendran actividades complementarias que no
afectan adversamente uno a otro. En algunas modalidades, el agente terapéutico
adicional es citarabina, un antraciclina, dihidrocloruro de histamina, o interleucina 2.
En algunas modalidades, el agente terapéutico adicional es un agente
quimioterapéutico, un agente anti-CD38, un farmaco de imida inmunomodulador
(IMiD, por sus siglas en inglés), un inhibidor del punto de regulacién inmunitario, un
agente de coestimulacion inmunitaria, un inhibidor de gamma secretasa, un
potenciador de células T, o cualquier combinacién de estos. En algunas
modalidades, el agente terapéutico adicional es un agente anti-CD38, tal como un
anticuerpo anti-CD38 (p. €j., daratumumab). En algunas modalidades, el agente
terapéutico adicional es un farmaco de imida inmunomodulador (IMiD), tal como
lenalidomida y pomalidomida. En algunas modalidades, el agente terapéutico

adicional es un inhibidor del punto de regulacion inmunitario tal como el
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inmunorreceptor anti-PD-1 y anticélulas T con dominios de Ig e ITIM (TIGIT). En
algunas modalidades, el agente terapéutico adicional es un agente de
coestimulacién inmunitaria, tal como agentes dirigidos a CD137 (p. €j., anticuerpo
biespecifico coestimulador para CD137). En algunas modalidades, el agente
terapéutico adicional es un potenciador de células T, tal como la adicion de IL-2.

Las composiciones de la invencion pueden estar en una variedad de formas.
Estas incluyen, por ejemplo, formas de dosificacion liquidas, semisolidas y solidas,
pero la forma preferida depende del modo de administracion previsto y de la
aplicacion terapéutica. Las composiciones preferidas tipicas estan en forma de
soluciones inyectables o infusibles. El modo de administracion preferido es por via
parenteral (p. €j., por via intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea). En
una modalidad preferida, las composiciones de la invencion se administran de forma
intravenosa como un bolo o mediante infusién continua durante un periodo de
tiempo. En otra modalidad preferida, estas se inyectan por via intramuscular,
subcutanea, intraarticular, intrasinovial, intratumoral, peritumoral, intralesional o
perilesional, para ejercer efectos terapéuticos locales, asi como sistémicos.

Las composiciones estériles para administracion parenteral pueden
prepararse al incorporar el anticuerpo, fragmento de anticuerpo o anticuerpo
conjugado de la presente invencion en la cantidad requerida en un solvente
adecuado, seguido por la esterilizacion mediante la microfiltracion. Como solvente
o vehiculo, se puede usar agua, solucion salina, solucion salina tamponada con
fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y lo similar, asi como una combinacién de estos.

En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, tales como azucares,
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polialcoholes o cloruro de sodio en la composicion. Estas composiciones pueden
contener, ademas, adyuvantes, particularmente, agentes humectantes,
isotonizantes, emulsionantes, dispersantes y estabilizantes. Las composiciones
estériles para administracion parenteral pueden prepararse, ademas, en forma de
composiciones sélidas estériles que pueden disolverse en el tiempo para el uso
en agua estéril o cualquier otro medio estéril inyectable.

El anticuerpo o fragmento de anticuerpo multiespecifico puede
administrarse, ademas, por via oral. Como composiciones sélidas para la
administracion oral, pueden usarse tabletas, pildoras, polvos (capsulas de
gelatina, sobres) o granulos. En estas composiciones, el ingrediente activo de
acuerdo con la invencién se mezcla con uno o mas diluyentes inertes, tal como
almidon, celulosa, sucrosa, lactosa o silice, bajo una corriente de argén. Estas
composiciones pueden comprender, ademas, sustancias diferentes a los
diluyentes, por ejemplo uno o mas lubricantes, tal como estearato de magnesio
o talco, un colorante, un revestimiento (tableta revestida con azucar) o un barniz.

Como composiciones liquidas para administracion oral, pueden usarse
soluciones farmacéuticamente aceptables, suspensiones, emulsiones, jarabes y
elixires que contienen diluyentes inertes tales como agua, etanol, glicerol,
aceites vegetales o aceite de parafina. Estas composiciones pueden
comprender sustancias diferentes a diluyentes, por ejemplo productos
humectantes, edulcorantes, espesantes, saborizantes o estabilizantes.

Las dosis dependen del efecto deseado, la duracion del tratamiento y la ruta

de administracion usada; generalmente, se encuentran entre 5 mg y 1000 mg por dia
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oralmente para un adulto con dosis unicas en el intervalo de 1 mg a 250 mg de
sustancia activa. Generalmente, el médico determinara la dosificacion adecuada en
dependencia de la edad, peso y algunos otros factores especificos al sujeto a tratar.
En la presente descripcion, también se proporcionan métodos para destruir
una célula positiva para GPRC5D y/o BCMA al administrar a un paciente que los
necesita un anticuerpo multiespecifico que se une a dichos GPRC5D y BCMA y es
capaz de reclutar células T para destruir dicha célula positiva para GPRC5D y/o
BCMA (es decir, redireccion de células T). Puede usarse de manera terapéutica
cualquiera de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo multiespecificos de la
invencion. Por ejemplo, en una modalidad, el anticuerpo multiespecifico para BCMA
x GPRC5D x CD3 puede usarse terapéuticamente para tratar el cancer en un sujeto.
En una modalidad preferida, se usan los anticuerpo o fragmentos de
anticuerpos multiespecificos de la invencion para el tratamiento de un trastorno
hiperproliferativo en un mamifero. En una modalidad mas preferida, una de las
composiciones farmacéuticas descritas anteriormente, y que contiene un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo multiespecifico de la invencion, se usa para
el tratamiento de un trastorno hiperproliferativo en un mamifero. En una
modalidad, el trastorno es un cancer. Particularmente, el cancer es un cancer que
expresa GPRC5D y/o BCMA, que incluye (pero no se limita a) los siguientes:
canceres de células B que expresan GPRC5D y/o BCMA, tales como mieloma
multiple (MM) que incluye el mieloma multiple quiescente (SMM); y otros canceres
que aun no se han determinado en los cuales se expresa GPRC5D y/o BCMA. En

algunas modalidades, el cancer que expresa GPRC5D y/o BCMA es una forma de
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recaida o refractaria de un linfoma, tal como una forma de recaida o refractaria de
mieloma multiple. En modalidades preferidas, el anticuerpo multiespecifico es un
anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 como se describe en la
presente descripcién, o un fragmento de unién al antigeno multiespecifico de este
y, con mayor preferencia, un anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRCS5D x
CD3 como se describe en la presente descripcién, o un fragmento de unién al
antigeno triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 de este.

En consecuencia, las composiciones farmacéuticas de la invencién son
utiles en el tratamiento o la prevencién de una variedad de canceres o trastornos,
que incluyen (pero no se limitan a) el siguiente: un cancer que expresa GPRC5D
y/o BCMA, que incluye (pero no se limita a) los siguientes: canceres de células
B/plasmaticas que expresan GPRC5D y/o BCMA, tal como mieloma multiple (MM)
agudo o mielomas premalignos tales como MGUS (siglas en inglés de gammapatia
monoclonal de significado incierto) y SMM (siglas en inglés de mieloma multiple
quiescente) y plasmacitoma; y otros canceres que aun no se han determinado en
los cuales se expresa el GPRCSD y/o BCMA, u otros trastornos de células
plasmaticas tales como amiloidosis y lupus. En algunas modalidades, el cancer que
expresa GPRC5D y/o BCMA es una forma de recaida o refractaria de un linfoma,
tal como una forma de recaida o refractaria de mieloma multiple.

Similarmente, se proporciona ademas en la presente descripcion un método
para inhibir el crecimiento de las poblaciones celulares seleccionadas, el método
comprende poner en contacto las células diana que expresan GPRC5D y/o BCMA, o

un tejido que contiene tales células diana, con una cantidad efectiva de un anticuerpo
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multiespecifico o fragmento de anticuerpo de la presente invencion, ya sea solo o en
combinacion con otros agentes citotdxicos o terapéuticos, en la presencia de una
célula mononuclear de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés). Un
anticuerpo para BCMA x GPRC5D x CD3 que bloquea la unién de ligandos (APIL,
BAFF y otros) a BCMA y GPRC5D puede bloquear la sefalizacién mediada por
BCMA y GPRC5D y conducir a la inhibicion o destruccion celular de las células
diana. En modalidades preferidas, el anticuerpo multiespecifico es un anticuerpo
multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 como se describe en la presente
descripcion, o un fragmento de unién al antigeno multiespecifico de este y, con
mayor preferencia, un anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 como
se describe en la presente descripcion, o un fragmento de unién al antigeno
triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 de este.

En algunas modalidades, los métodos descritos en la presente
descripcién que implican la administracion de un anticuerpo multiespecifico o
una composiciéon farmacéutica que lo comprende, implican ademas administrar
otro agente terapéutico. Otros agentes terapéuticos adecuados incluyen, sin
limitarse a, un agente anti-CD38, un farmaco de imida inmunomodulador (IMiD),
un inhibidor del punto de regulacion inmunitario, un agente de coestimulacion
inmunitaria, un inhibidor de gamma secretasa, un potenciador de células T (p.
ej., adicidon de IL-2), tocilizumab o cualquier combinacién de estos. En algunas
modalidades, el agente terapéutico adicional es un agente anti-CD38, tal como
un anticuerpo anti-CD38 (p. ej., daratumumab). En algunas modalidades, el

agente terapéutico adicional es un farmaco de imida inmunomodulador (IMiD),
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tal como lenalidomida y pomalidomida. En algunas modalidades, el agente
terapéutico adicional es un inhibidor del punto de regulacién inmunitario tal como
el inmunorreceptor anti-PD-1 y anticélulas T con dominios Ig e ITIM (TIGIT). En
algunas modalidades, el agente terapéutico adicional es un agente de
coestimulacién inmunitaria, tal como agentes dirigidos a CD137 (p. €j.,
anticuerpo biespecifico coestimulador para CD137). El uso de un ligante CD137
de baja afinidad con el agonista condicional en la presencia de un anticuerpo de
redireccionamiento de células T como el anticuerpo triespecifico para BCMA x
GPRCS5D x CD3 descrito en la presente descripcién puede mejorar la actividad
antitumoral y mejorar potencialmente la persistencia de las células T. En algunas
modalidades, el agente terapéutico adicional es citarabina, un antraciclina,
dihidrocloruro de histamina, o interleucina 2. En algunas modalidades, el agente
terapéutico adicional es un agente quimioterapéutico. El método para inhibir el
crecimiento de las poblaciones celulares seleccionadas puede practicarse in
vitro, in vivo, 0 ex Vivo.

Los ejemplos de usos in vitro incluyen tratamientos de médula 6sea autéloga
antes de su trasplante al mismo paciente para destruir células enfermas o malignas
y prevenir la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD, por sus siglas en
inglés); tratamientos de cultivos celulares a fin de matar todas las células exceptos
para variantes deseadas que no expresan el antigeno destino; o de matar variantes
que expresan el antigeno indeseado. Las condiciones del uso in vitro que no es

clinico se determinan rapidamente por uno de los experimentados en la técnica.
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Los ejemplos de uso clinico ex vivo son remover las células tumorales de la
médula ésea antes del trasplante autdlogo en el tratamiento del cancer. El
tratamiento puede llevarse a cabo como sigue. Se toma la médula ésea del
paciente u otro individuo y después se incuba en medio que contiene suero al que
se le afiade el agente citotoxico de la invencion. Las concentraciones varian de
aproximadamente 10 yM a 1 uM, durante aproximadamente 30 min a
aproximadamente 48 h a aproximadamente 37 °C. Las condiciones exactas de
concentracion y tiempo de incubacion, es decir, la dosis, los determinan facilmente
un experto en la técnica. Después de la incubacion se lavan las células de médula
O0sea con medio que contiene suero y se regresan al paciente mediante infusion i.v.
de acuerdo con los métodos conocidos. En circunstancias en donde el paciente
recibe otro tratamiento, tal como un plan de quimioterapia ablativa o irradiacion total
del cuerpo, entre el tiempo de recogida de la médula y la reinfusion de las células
tratadas, las células de la médula tratadas se almacenan congeladas en nitrégeno
liquido mediante el uso de un equipo médico estandar.

Para uso clinico in vivo, una cantidad terapéuticamente efectiva del
anticuerpo multiespecifico o fragmento de union al antigeno se administra a un
sujeto que lo necesite. Por ejemplo, los anticuerpos multiespecificos para BCMA x
GPRCS5D x CD3 y fragmentos de union al antigeno multiespecificos de estos
pueden ser utiles para el tratamiento de un cancer que expresa GPRC5D y/o
BCMA en un sujeto que lo necesita. En algunas modalidades, el cancer que
expresa GPRC5D y/o BCMA es un cancer de células B, tal como el mieloma

multiple (MM) que incluye el mieloma multiple quiescente (SMM). En algunas
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modalidades, el cancer que expresa GPRC5D y/o BCMA es una forma de recaida
o refractaria de un linfoma, tal como una forma de recaida o refractaria de mieloma
multiple. En modalidades preferidas, el anticuerpo multiespecifico es un anticuerpo
multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 como se describe en la presente
descripcion, o un fragmento de unién al antigeno multiespecifico de este y, con
mayor preferencia, un anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 como
se describe en la presente descripcion, o un fragmento de union al antigeno
triespecifico para BCMA x GPRCS5D x CD3 de este. En algunas modalidades, el
paciente es un mamifero, preferentemente, un ser humano. En algunas
modalidades, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno multiespecifico se
administrara como una solucién que se ha probado para esterilidad.

Los regimenes de dosificacion en los métodos de tratamiento y usos
anteriores se ajustan para proporcionar la respuesta 6éptima deseada (p. €j., una
respuesta terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un solo bolo, se pueden
administrar varias dosis divididas con el paso del tiempo o la dosis se puede reducir
o aumentar proporcionalmente como se indica por las exigencias de la situacion
terapéutica. Las composiciones parenterales pueden formularse en forma unitaria
de dosificacion para facilitar la administracion y uniformidad de la dosificacion.

Las dosificaciones y los regimenes de dosificaciones eficientes para o
anticuerpos y fragmentos multiespecificos dependen de la enfermedad o afeccion
a tratar y puede determinarse por un experto en la técnica. Un intervalo no
limitante e ilustrativo para una cantidad terapéuticamente efectiva de un

compuesto de la presente invencion es aproximadamente 0,001-10 mg/kg, tal
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como aproximadamente 0,001-5 mg/kg, por ejemplo, aproximadamente 0,001-
2 mg/kg, tal como aproximadamente 0,001-1 mg/kg, por ejemplo,
aproximadamente 0,001, aproximadamente 0,01, aproximadamente 0,1,
aproximadamente 1 o aproximadamente 10 mg/kg.

Un médico, farmacéutico o veterinario que tiene experiencia en la técnica
puede determinar y prescribir facilmente la cantidad efectiva de la composicién
farmacéutica requerida. Por ejemplo, el médico o veterinario puede iniciar las
dosis del anticuerpo o fragmento multiespecifico usado en la composicion
farmacéutica a niveles inferiores que los requeridos con el objetivo de alcanzar
el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente las dosificaciones hasta
que se alcance el efecto deseado. Generalmente, una dosis diaria adecuada de
un anticuerpo multiespecifico de la presente invencién sera la cantidad del
compuesto que sea la dosis mas baja efectiva para producir un efecto
terapéutico. La administracién puede ser, p. €j., parenteral, tal como
intravenosa, intramuscular, intratumoral (p. €j., en la médula 6sea) o
subcutanea. En una modalidad, el anticuerpo o fragmento multiespecifico puede
administrarse mediante infusion en una dosificacion semanal calculada por
mg/m?. Tales dosificaciones pueden, por ejemplo, basarse en las dosificaciones
de mg/kg proporcionadas anteriormente de acuerdo con lo siguiente: dosis
(mg/kg) x peso corporal (p. €j., 50 - 100 kg). Tal administracion puede repetirse,
por ejemplo, 1 a 8 veces, tal como 3 a 5 veces. La administracion puede
realizarse mediante infusion continua durante un periodo de 2 a 24 h, tal como

de 2 a 12 h. En una modalidad, el anticuerpo o fragmento multiespecifico puede
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administrarse mediante infusion lenta y continua durante un periodo prolongado,
tal como mas de 24 horas, para reducir los efectos secundarios toxicos.

En una modalidad, el anticuerpo o fragmento multiespecifico puede
administrarse en una dosificacion semanal de calculada como una dosis fijada por
mas de ocho veces, tal como de cuatro a seis veces cuando se da una vez por
semana. Tal régimen puede repetirse una 0 mas veces como sea necesario, por
ejemplo, después de seis o doce meses. Tales dosificaciones fijas pueden, por
ejemplo, basarse en las dosificaciones en mg/kg proporcionadas anteriormente,
con un peso corporal estimado de 50 - 100 kg. La dosificacion puede
determinarse o ajustarse mediante la medicion de la cantidad de anticuerpo
multiespecifico de la presente invencion en la sangre después de la
administracion, por ejemplo, al extraer una muestra bioldgica y usar anticuerpos
antiidiotipicos que se dirigen a los brazos de union al antigeno GPRCSD y/o
BCMA de los anticuerpos multiespecificos de la presente invencion.

En una modalidad, el anticuerpo o fragmento multiespecifico puede
administrarse mediante la terapia de mantenimiento, tal como, por ejemplo, una
vez a la semana por un periodo de seis meses 0 mas.

Un anticuerpo o fragmento multiespecifico puede administrase, ademas,
profilacticamente con el objetivo de reducir el riesgo de desarrollar cancer,
retrasar la aparicién de la ocurrencia de un evento en la progresion del cancer,
y/o reducir el riesgo de recurrencia cuando el cancer esta en remision.

Los anticuerpos o fragmentos multiespecificos de estos como se describe en

la presente descripcion pueden administrase, ademas, en terapia de combinacion, es
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decir, combinada con otros agentes terapéuticos relevantes para la enfermedad o
afeccion a tratar. En consecuencia, en una modalidad, el medicamento que contiene
anticuerpos es para la combinacion con uno o mas agentes terapéuticos adicionales,
tales como un agente quimioterapéutico, un agente anti-CD38, un farmaco de imida
inmunomodulador (IMiD), un inhibidor del punto de regulacion inmunitario, un agente
de coestimulacion inmunitaria, un inhibidor de gamma secretasa, un potenciador de
células T (p. €j., adicion de IL-2) o cualquier combinacion de estos. En algunas
modalidades, el agente terapéutico adicional es un agente anti-CD38, tal como un
anticuerpo anti-CD38 (p. €j., daratumumab). En algunas modalidades, el agente
terapéutico adicional es un farmaco de imida inmunomodulador (IMiD), tal como
lenalidomida y pomalidomida. En algunas modalidades, el agente terapéutico
adicional es un inhibidor del punto de regulacion inmunitario tal como el
inmunorreceptor anti-PD-1 y anticélulas T con dominios Ig e ITIM (TIGIT). En algunas
modalidades, el agente terapéutico adicional es un agente de coestimulacion
inmunitaria, tal como agentes dirigidos a CD137 (p. €j., anticuerpo biespecifico
coestimulador para CD137). En algunas modalidades, el otro agente terapéutico es
citarabina, una antraciclina, dihidrocloruro de histamina, o interleucina 2. Tal
administraciéon combinada puede ser simultanea, separada o secuencial, en
cualquier orden. Para la administracion simultanea los agentes pueden administrarse
COmMO una composicion o como composiciones separadas, segun se adecue.

En una modalidad, se proporciona un método para tratar un trastorno que
involucra las células que expresan GPRC5D y/o BCMA en un sujeto, donde el

método comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva
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de un anticuerpo o fragmento multiespecifico, tal como un anticuerpo
multiespecifico para BCMA x GPRCS5D x CD3 descrito en la presente
descripcidn, y la radioterapia a un sujeto que lo necesita. En una modalidad se
proporciona un método para tratar o prevenir el cancer, donde el método
comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de un
anticuerpo o fragmento multiespecifico, tal como un anticuerpo para BCMA x
GPRC5D x CD3 descrito en la presente descripcion, y la radioterapia a un sujeto
que la necesita. Se proporciona la radioterapia, que puede comprender radiacion
o administracion asociada de productos radiofarmacéuticos a un paciente. La
fuente de radiacion puede ser externa o interna al paciente que se trata (el
tratamiento con radiacién puede, por ejemplo, estar en forma de terapia de
radiacion de haz externo (EBRT) o braquiterapia (BT)). Los elementos
radioactivos que pueden usarse para poner en practica tales métodos incluyen,
p. €j., radio, cesio-137, iridio-192, americio-241, oro-198, cobalto-57, cobre-67,

tecnecio-99, yodo-123, yodo-131, actinio-225, e indio-111.

Kits

También proporcionados en la presente descripcion se incluyen kits, p. e., que
comprenden un anticuerpo o fragmento de union al antigeno de este multiespecifico
descrito y las instrucciones para el uso del anticuerpo o fragmentos para matar los
tipos de células particulares. En modalidades preferidas, el anticuerpo multiespecifico
es un anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 como se describe en

la presente descripcion, o un fragmento de unién al antigeno multiespecifico de este
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y, con mayor preferencia, un anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3
como se describe en la presente descripcion, o un fragmento de union al antigeno
triespecifico para BCMA x GPRCS5D x CD3 de este. Las instrucciones pueden incluir
las indicaciones para usar el anticuerpo multiespecifico o fragmento de union al
antigeno de este in vitro, in vivo o ex vivo.

Tipicamente, el kit tendra un compartimento que contiene el anticuerpo o
fragmento multiespecifico de union al antigeno de este. El anticuerpo o fragmento
multiespecifico de unién al antigeno de este puede estar en una forma liofilizada,
forma liquida, u otra forma modificable para incluirla en un kit. El kit puede contener,
ademas, elementos adicionales necesarios para poner en practica el método
descrito en las instrucciones en el kit, tal como una solucion esterilizada para
reconstituir un polvo liofilizado, agentes adicionales para combinar con el anticuerpo
o fragmento multiespecifico de unién al antigeno de este para administrar el

anticuerpo o fragmento multiespecifico de union al antigeno de este a un paciente.

Usos para el diagnoéstico

Los anticuerpos o fragmentos multiespecificos descritos en la presente
descripcidn pueden usarse, ademas, para propositos de diagndstico. Por lo
tanto, se proporcionan, ademas, composiciones para el diagnostico que
comprenden un anticuerpo o fragmentos multiespecificos como se define en la
presente descripcion, y para sus usos. En modalidades preferidas, el anticuerpo
multiespecifico es un anticuerpo multiespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3

como se describe en la presente descripcién, o un fragmento de union al
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antigeno multiespecifico de este y, con mayor preferencia, un anticuerpo
triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3 como se describe en la presente
descripcién, o un fragmento de union al antigeno triespecifico para BCMA x
GPRC5D x CD3 de este. En una modalidad, la presente invencion proporciona
un kit para el diagndstico del cancer que comprende un recipiente que
comprende un anticuerpo triespecifico para BCMA x GPRC5D x CD3, y uno o
mas reactivos para detectar la union del anticuerpo al GPRC5D y/o BCMA. Los
reactivos pueden incluir, por ejemplo, etiquetas fluorescentes, etiquetas
enzimaticas, u otras etiquetas detectables. Los reactivos pueden incluir,
ademas, anticuerpos secundarios o terciarios o reactivos para reacciones
enzimaticas, en donde las reacciones enzimaticas producen un producto que
puede visualizarse. Por ejemplo, los anticuerpos multiespecificos descritos en la
presente descripcion, o fragmentos de unién al antigeno de estos, pueden
marcarse con un radiomarcador, un marcador fluorescente, una etiqueta de
epitopos, biotina, un marcador croméforo, un marcador ECL, una enzima,
rutenio, ""'In-DOTA, """In-acido dietilenetriaminepentaacético (DTPA),
peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina y beta-galactosidasa, o polihistidina o

similar a tales marcadores conocidos en la materia.

Anticuerpos especificos para BCMA
En la presente descripcion se describen anticuerpos aislados y fragmentos de
unién al antigeno especificos para BCMA. En algunas modalidades, los anticuerpos

y fragmentos de union al antigeno especificos para BCMA unen a BCMA humano.
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La estructura general de una molécula de anticuerpo especifico para BCMA puede
comprender un dominio de union al antigeno, que incluye las cadenas pesada y
ligera, y el dominio de Fc, que sirve para una variedad de funciones, que incluyen la
fijacion del complemento y la unidn de receptores de anticuerpo.

En algunas modalidades, se proporciona un anticuerpo especifico para
BCMA, o un fragmento de union al antigeno de este, que comprende una cadena
pesada que comprende una CDR1, una CDR2 y una CDR3 de uno cualquiera de
los anticuerpos descritos en la Tabla 1 (p. ej., BCMB519). En algunas
modalidades, se proporciona un anticuerpo especifico para BCMA, o un
fragmento de unién al antigeno de este, que comprende una cadena pesada que
comprende una CDR1, una CDR2 y una CDR3 de uno cualquiera de los
anticuerpos descritos en la Tabla 1 (p. ej.,, BCMB519) y una cadena ligera que
comprende una CDR1, una CDR2 y una CDR3 de uno cualquiera de los
anticuerpos descritos en la Tabla 1 (p. ej., BCMB519).

En algunas modalidades, el anticuerpo especifico para BCMA, o un
fragmento de union al antigeno de este, comprende una CDR1 de cadena
pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 20, una CDR2 de cadena
pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 21 y una CDR3 de cadena
pesada que comprende la sec. con num. de ident.: 22. En algunas modalidades,
el brazo de uniéon a BCMA comprende una CDR1 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 20, una CDR2 de cadena pesada que
comprende la sec. con num. de ident.: 21, una CDR3 de cadena pesada que

comprende la sec. con num. de ident.: 22, una CDR1 de cadena ligera que
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comprende la sec. con num. de ident.: 17, una CDR2 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 18, y una CDR3 de cadena ligera que
comprende la sec. con num. de ident.: 19. El brazo de unién al BCMA puede
comprender secuencias de marco humanas. En algunas modalidades, el brazo
de union a BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada
sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 24. En algunas
modalidades, el brazo de unién a BCMA comprende un dominio variable de
cadena pesada sustancialmente igual o idéntico a la sec. con num. de ident.: 24
y un dominio variable de cadena ligera sustancialmente igual o idéntico a la sec.
con num. de ident.: 23. El dominio variable de la cadena pesada y el dominio
variable de la cadena ligera de los anticuerpos que se describen en este parrafo
son adecuados para la inclusion en constructos multiespecificos (p. €j.,
biespecificos o triespecificos) en los que un brazo es un brazo anti-BCMA. En la
presente descripcion se proporcionan constructos triespecificos ilustrativos que
comprenden el anticuerpo especifico para BCMA, o un fragmento de unién al
antigeno de este, descrito en este parrafo.

En algunas modalidades, los anticuerpos y los fragmentos de union al
antigeno especificos para BCMA unen a BCMA humano y BCMA de mono
cinomélogo. En algunas modalidades, los anticuerpos y fragmentos de union al
antigeno especificos para BCMA se unen al BCMA humano pero no al BCMA de
mono cynomolgus. En algunas modalidades, los anticuerpos y los fragmentos de
unién al antigeno especificos para BCMA se unen a un epitopo que incluye uno o

mas residuos del dominio extracelular (ECD) de BCMA. En algunas modalidades, el
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anticuerpo especifico para BCMA o fragmento de union al antigeno se une a los
residuos 17-26 (LLHACIPCQL (sec. con num. de ident.: 162)) de la cadena BCMW37
de BCMA. Tal anticuerpo o fragmento de union al antigeno especifico para BCMA
puede unirse al BCMA con una afinidad de 5x10~" M o menor, tal como 1x10" M o
menor, 5x10# M o menor, 1x10® M o menor, 5x10° M o menor, 0 1x10° M, 5x10° o
menor. En una modalidad, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno especifico
para BCMA se une al BCMA con una afinidad de aproximadamente 1 x10° M a 1
x10° M. En una modalidad, el brazo de unién al BCMA se une al BCMA con una
afinidad de aproximadamente 1 x10-'° M, aproximadamente 2 x10-1° M,
aproximadamente 3 x10-'° M, aproximadamente 4 x10-'° M, aproximadamente 5 x10-
0 M, aproximadamente 6 x10-'° M, aproximadamente 7 x10-'° M, aproximadamente
8 x1071° M, aproximadamente 9 x 10" M o aproximadamente 1 x 10° M. En una
modalidad, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno especifico para BCMA se
une al BCMA con una afinidad de aproximadamente 8,4 x10-'° M segun lo
determinado por un ensayo de resonancia del plasmoén de superficie (SPR). En una
modalidad, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno especifico para BCMA se
une al BCMA con una afinidad de aproximadamente 2,1 x10-° M segun lo
determinado por un ensayo de resonancia de plasmon de superficie (SPR).

La clase IgG se divide en cuatro isotipos: IgG1, IgG2, IgG3 y IgG4 en los
seres humanos. Comparten mas de 95 % de homologia en las secuencias de
aminoacidos de las regiones Fc pero muestran grandes diferencias en la
composicion de aminoacidos y la estructura de la region bisagra. La regién Fc

media las funciones de los efectores, tales como citotoxicidad celular dependiente
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de anticuerpos (ADCC) y citotoxicidad dependiente de complementos (CDC). En
la ADCC, la region Fc de un anticuerpo se une a los receptores de Fc (FcyR) en la
superficie de las células efectoras inmunitarias tales como las células destructoras
naturales y los macréfagos, lo que conduce a la fagocitosis o lisis de las células
diana. En la CDC, los anticuerpos matan las células diana mediante la activacion
de la cascada de complemento en la superficie celular. Los anticuerpos descritos
en la presente descripcion incluyen los anticuerpos con las caracteristicas
descritas de los dominios variables en combinacion con cualquiera de los isotipos
IgG, que incluyen versiones modificadas en las que la secuencia Fc se ha
modificado para lograr las funciones efectoras.

Para muchas aplicaciones de anticuerpos terapéuticos, las funciones
efectoras mediadas por Fc no forman parte del mecanismo de accion. Estas
funciones efectoras mediadas por Fc pueden ser perjudiciales y representan,
potencialmente, un riesgo de seguridad al provocar toxicidad fuera del
mecanismo. La modificacion de las funciones efectoras puede lograrse mediante
el disefio por ingenieria de las regiones Fc para reducir su union a los FcyR o los
factores del complemento. La unidon de IgG a los FcyR activadores (FcyRl,
FcyRlla, FcyRllla y FeyRIlIb) e inhibidores (FcyRIIb) o al primer componente del
complemento (C1q) depende de los residuos ubicados en la region bisagra y el
dominio CH2. Se han introducido mutaciones en IgG1, IgG2 y IgG4 para reducir o
silenciar las funcionalidades de Fc. Los anticuerpos descritos en la presente

descripcidon pueden incluir estas modificaciones.
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En una modalidad, el anticuerpo comprende una region Fc con una o mas
de las siguientes propiedades: (a) funcion de efector reducida cuando se
compara con Fc parental; (b) afinidad reducida para el FcyRlI, FcyRIlla, FcyRIlb,
FcyRIlIb y/o el FcyRllla, (c) afinidad reducida para el FcyRlI, (d) afinidad
reducida para el FcyRlla, (e) afinidad reducida para el FcyRIIb, (f) afinidad
reducida para el FcyRIIIb o (g) afinidad reducida para el FcyRllla.

En algunas modalidades, los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno
son IgG, o derivados de este, por ejemplo, isotipos IgG1, IgG2, 1IgG3, y IgG4. En
algunas modalidades en donde el anticuerpo tiene un isotipo IgG4, el anticuerpo
contiene las sustituciones L234A, L235A, D265S y K409R en su region Fc. En
algunas modalidades en donde el anticuerpo tiene un isotipo IgG4, el anticuerpo
contiene sustituciones de K409R, S228P, L234A, y L235A en su region Fc. Los
anticuerpos descritos en la presente descripcion pueden incluir estas modificaciones.

En algunas modalidades, los anticuerpos descritos pueden ser capaces de
inhibir la unién de APRIL con un Clso de bajo nanomolar segun lo medido por ELISA.
En algunas modalidades, los anticuerpos descritos pueden ser capaces de inhibir la
unién de BAFF con un Clso de bajo micromolar segun lo medido por ELISA.

En algunas modalidades, los anticuerpos descritos se unen a lineas
celulares de mieloma multiple positivas a BCMA.

Ademas de los anticuerpos y los fragmentos de union al antigeno
especificos para BCMA descritos, se proporcionan, ademas, secuencias de
polinucleétidos con la capacidad de codificar los anticuerpos y los fragmentos de

union al antigeno descritos. En la presente descripcion se proporcionan vectores
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que comprenden los polinucledtidos descritos, asi como células que expresan los
anticuerpos y los fragmentos de union al antigeno especificos para BCMA.
Ademas, se describen las células capaces de expresar los vectores descritos.
Estas células pueden ser de mamifero (tales como las células 293, células 293F,
células de CHO), células de insecto (tales como las células Sf7), células de
levadura, células de plantas o células bacterianas (tales como de E. coli).
Ademas, los anticuerpos descritos pueden producirse por células hibridomas.

Los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno especificos para
BCMA descritos incluyen todos los isotipos, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y los
multimeros sintéticos de la estructura de inmunoglobulinas de cuatro cadenas.
Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno descritos incluyen, ademas,
el isotipo IgY que se encuentra generalmente en suero de gallina o pavo y en
yema de huevo de gallina y pavo.

Los anticuerpos y fragmentos de union al antigeno especificos para BCMA
pueden derivarse de cualquier especie por medios recombinantes. Por ejemplo,
los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno pueden ser de raton, rata,
cabra, caballo, cerdo, bovinos, gallina, conejo, camélido, asno, o humano, o una
version quimérica de estos. Para el uso en la administracion a humanos, los
anticuerpos o fragmentos de unioén al antigeno que no se derivan de humanos
pueden alterarse genética o estructuralmente para ser menos antigénicos tras la
administracion a un paciente humano.

En algunas modalidades, los anticuerpos o fragmentos de union al

antigeno son quiméricos. Como se usa en la presente descripcion, el término
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“quimérico” se refiere a un anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno de este,
que tiene al menos alguna porcion de al menos un dominio variable derivado de
la secuencia de aminoacidos del anticuerpo de un mamifero que no es humano,
un roedor, o un reptil, mientras las porciones del anticuerpo, o del fragmento de
union al antigeno de este, se derivan de un humano.

En algunas modalidades, los anticuerpos son anticuerpos humanizados. Los
anticuerpos humanizados pueden ser inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de
inmunoglobulinas o fragmentos de estos (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2 u otras
secuencias de union al antigeno de los anticuerpos) que contienen una secuencia
minima derivada de una inmunoglobulina que no es humana. Para la mayor parte,
los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor)
en las que los residuos de una region determinante complementaria (CDR) del
receptor se reemplazan por residuos de un CDR de una especie que no es humana
(anticuerpo donante) tal como raton, rata o conejo que tiene la especificidad,
afinidad, y capacidad deseadas. Generalmente, el anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios
variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR
corresponden a las de una inmunoglobulina que no es humana, y sustancialmente
todas las regiones marco son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado puede incluir al menos una porcion de una region constante

de inmunoglobulina (Fc), tipicamente de una inmunoglobulina humana.
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Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno descritos en la presente
descripcidn pueden existir en una variedad de formas, pero incluiran una o mas
de las CDR de anticuerpo que se muestran en las Tablas 1 (p. ej., BCMB519)

En la presente descripcion se describen anticuerpos y fragmentos de
unién al antigeno recombinantes que se unen al BCMA. En algunas
modalidades, los anticuerpos o los fragmentos de unién al antigeno especificos
para BCMA son IgG humana, o derivados de esta. Si bien los anticuerpos o los
fragmentos de unidn al antigeno especificos para BCMA ejemplificados en la
presente descripcion son humanos, los anticuerpos o los fragmentos de union al
antigeno ejemplificados pueden quimerizarse.

En algunas modalidades, los anticuerpos o fragmentos de union al
antigeno son IgG, o derivados de este, por ejemplo, isotipos IgG1, 19G2, IgG3, y
IgG4. En algunas modalidades en donde el anticuerpo es del isotipo 1gG1, el
anticuerpo comprende una region Fc de IgG1 (sec. con num. de ident.: 158).

Sec. con num. de ident.: 158
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP

PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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En algunas modalidades en donde el anticuerpo es del isotipo 1gG1, el
anticuerpo comprende las sustituciones L234A, L235A, y D265S (subrayadas)
en su region Fc (sec. con num. de ident.: 159).

Sec. con num. de ident.: 159

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVSVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT

PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

En algunas modalidades en donde el anticuerpo es del isotipo IgG4, el
anticuerpo comprende las sustituciones S228P, L234A, y L235A (subrayado) en
su regién Fc (sec. con num. de ident.: 160).

Sec. con num. de ident.: 160

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCP
APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT

TPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
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Los anticuerpos especificos para BCMA definidos por la secuencia del dominio
variable y/o de la CDR descrita en los parrafos anteriores puede incluir estas
regiones Fc de IgG.

También se describen polinucledtidos sintéticos aislados que codifican los
anticuerpos o fragmentos de unioén al antigeno que se unen al BCMA. Los
polinucleétidos aislados capaces de codificar los segmentos de dominio variable
proporcionados en la presente descripcion pueden incluir los mismos, o
diferentes, vectores para producir anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno.

Los polinucleotidos que codifican proteinas recombinantes de union al
antigeno estan, ademas, dentro del alcance de la descripcion. En algunas
modalidades, los polinucledtidos descritos (y los polipéptidos que ellos codifican)
incluyen una secuencia lider. Puede usarse cualquier secuencia lider conocida
en la técnica. La secuencia lider puede incluir, pero sin limitarse a, un sitio de
restriccién o un sitio de inicio de la traduccion.

Los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno especificos para
BCMA descritos en la presente descripcion incluyen variantes que tienen
sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos unicas o multiples que
retengan las propiedades bioldgicas (por ejemplo, la afinidad de union o la
actividad efectora inmune) de los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno
especificos para BCMA descritos. En el contexto de la presente invencion, las
siguientes notaciones se usan, a menos que se indique de cualquier otra forma,
para describir una mutacion; i) la sustitucién de un aminoacido en una posicién

dada se escribe como, por ejemplo K409R, lo que significa una sustitucion de
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una lisina en la posicién 409 con una arginina; y ii) para variantes especificas los
codigos especificos de una o tres letras, que incluyen los cédigos Xaa y X, se
usan para indicar cualquier residuo de aminoacidos. Por lo tanto, la sustitucién
de Arginina por Lisina en la posicion 409 se designa como: K409R, o la
sustitucion de cualquier residuo de aminoacido por Lisina en la posicién 409 se
designa como K409X. En el caso de delecion de Lisina en la posicion 409 esta
se indica por K409*. La persona con experiencia puede producir variantes que
tienen sustituciones, deleciones, o adiciones unicas o multiples de aminoacidos.
Estas variantes pueden incluir: (a) variantes en las que se sustituyen uno o
mas residuos de aminoacidos con aminoacidos conservadores 0 no
conservadores, (b) variantes en las que se afiaden o se delecionan uno o mas
aminoacidos del polipéptido, (c) variantes en las que uno o mas aminoacidos
incluyen un grupo sustituyente, y (d) variantes en las que se fusiona el polipéptido
con otro péptido o polipéptido tales como una pareja de fusion, una etiqueta de
proteina u otra porcién quimica, que pueden conferir propiedades utiles al
polipéptido, tales como, por ejemplo, un epitopo para un anticuerpo, una
secuencia de polihistidina, una porcién de biotina y lo similar. Los anticuerpos o
fragmentos de union al antigeno descritos en la presente descripcion pueden
incluir variantes en las que se sustituyen los residuos de aminoacidos de una
especie por el residuo correspondiente en otras especies, ya sea en las
posiciones conservadas o no conservadas. En otras modalidades, los residuos de
aminoacidos en las posiciones no conservadas se sustituyen con residuos

conservadores 0 no conservadores. Las técnicas para obtener estas variantes,
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que incluyen técnicas genéticas (deleciones, mutaciones, etc.), quimicas, y
enzimaticas, se conocen bien por las personas con experiencia en la materia.

Los anticuerpos o los fragmentos de unién al antigeno especificos para
BCMA descritos en la presente descripcidon pueden incorporar varios isotipos de
anticuerpos, tales como IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE. En algunas modalidades el isotipo
de anticuerpos es isotipo 1gG1, 19G2, 1gG3, o IgG4, preferentemente, isotipo IgG1 o
lgG4. La especificidad del anticuerpo o fragmento de union al antigeno de este se
determina en buena parte por la secuencia de aminoacido, por la disposicion, o las
CDR. Por lo tanto, las CDR de un isotipo pueden transferirse a otro isotipo sin
alterar la especificidad por el antigeno. Alternativamente, las técnicas se han
establecido para producir hibridomas que cambien la produccién de un isotipo de
anticuerpo a otro (cambio de isotipo) sin alterar la especificidad por el antigeno. En
consecuencia, tales isotipos de anticuerpo estan dentro del alcance de los
anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno descritos.

Los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno especificos para
BCMA que se describen en la presente descripcion tienen valores de ICso de
bajo nanomolar para la union de APRIL. La ICso de los anticuerpos especificos
para BCMA, o fragmentos de union a antigenos descritos, puede determinarse
mediante un variedad de métodos conocidos en la materia, tales como métodos
a base de ELISA o mediante citometria de flujo (FACS). Los ensayos para medir
ICs0 mediante ELISA tienen BCMA unido a placas en presencia y ausencia de

un anticuerpo especifico para BCMA y se usan concentraciones variables de
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APRIL. Un anticuerpo para BCMA que bloquea la unién de APRIL a BCMA es
para “bloquear APRIL como se mide por ELISA.”

Ademas, se proporcionan vectores que comprenden los polinucleétidos
descritos en la presente descripcion. Los vectores pueden ser vectores de expresion.
Los vectores de expresion recombinantes que contienen una secuencia que codifica
un polipéptido de interés se consideran dentro del alcance de esta descripcion. El
vector de expresion puede contener una 0 mas secuencias adicionales, tales como,
pero sin limitarse a, secuencias reguladoras (p. €j., promotoras, potenciadoras), un
marcador de seleccion y una sefial de poliadenilacion. Los vectores para transformar
una amplia variedad de células huésped se conocen bien e incluyen, pero sin
limitarse a, plasmidos, fagémidos, césmidos, baculovirus, bacmidos, cromosomas
artificiales bacterianos (BAC), cromosomas artificiales de levadura (YAC), asi como
ademas otros vectores bacterianos, de levaduras y virales.

Los vectores de expresion recombinantes dentro del alcance de la
descripcién incluyen fragmentos de acidos nucleicos sintéticos, genémicos, o
derivados de ADNc que codifican al menos una proteina recombinante que
puede unirse operativamente a elementos regulatorios adecuados. Tales
elementos regulatorios pueden incluir un promotor transcripcional, secuencias
que codifican sitios de union ribosomales adecuados de ARNm, y secuencias
gue controlan la terminacién de la transcripcion y la traduccion. Los vectores de
expresion, especialmente los vectores de expresion de mamiferos, puede incluir,
ademas, uno o mas elementos no transcritos tales como un origen de

replicacion, un promotor y un potenciador adecuado unido al gen a expresar,
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otras secuencias flanqueantes 5' o 3' sin transcribir, secuencias 5' 0 3' sin
transcribir (tales como los sitios necesarios de unién a ribosoma), un sitio de
poliadenilacién, sitios de corte donantes y aceptores, o secuencias de
terminacion transcripcional. También puede incorporarse un origen de
replicacion que confiere la capacidad de replicarse en un huésped.

Las secuencias control transcripcionales y traduccionales en los vectores
de expresion para usarlas en las células de vertebrados transformantes pueden
proporcionarse por fuentes virales. Los vectores ilustrativos pueden construirse
como se describe por Okayama y Berg, 3 Mol. Cell. Biol. 280 (1983).

En algunas modalidades, la secuencia que codifica el anticuerpo o
fragmento de union al antigeno se coloca bajo el control de un promotor
constitutivo poderoso, tales como los promotores para los siguientes genes:
hipoxantina fosforribosil transferasa (HPRT), adenosina deaminasa, piruvato
cinasa, beta-actina, miosina humana, hemoglobina humana, creatina de
musculo humana, y otros. En adicion, muchos promotores virales funcionan de
forma constitutiva en células eucariéticas y son adecuados para el uso con las
modalidades descritas. Tales promotores virales incluyen sin limitacion,
citomegalovirus (CMV) promotor temprano inmediato, los promotores tempranos
y tardios de SV40, el promotor del virus de tumor mamario de ratéon (MMTV), las
repeticiones terminales largas (LTR) del virus de la leucemia de Maloney, el
virus de inmunodeficiencia humana (HIV), virus de Epstein-Barr (EBV), virus del
sarcoma de Rous (RSV), et al. retrovirus, y el promotor cinasa de timidina del

virus del herpes simple. En una modalidad, la secuencia que codifica el
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anticuerpo o el fragmento de union al antigeno de este especifico para BCMA se
coloca bajo el control de un promotor inducible, tal como el promotor de
metalotioneina, promotor inducible por tetraciclina, promotor inducible por
doxiciclina, promotores que contienen uno o mas elementos de respuesta
estimulados por interferon (ISRE), tales como la proteina quinasa R,

2' 5'cligoadenilato sintetasa, genes Mx, ADAR1 y lo similar.

Los vectores descritos en la presente descripcion pueden contener uno o
mas sitios de entrada al ribosoma internos (IRES). La inclusion de una
secuencia IRES en los vectores de expresion puede ser beneficioso para
potenciar la expresion de algunas proteinas. En algunas modalidades, el
sistema de vectores incluira uno o mas sitios de poliadenilacién (p. ej., SV40),
que puede estar corriente arriba o corriente abajo de cualquier secuencia de
acidos nucleicos mencionadas anteriormente. Los componentes vectoriales
pueden unirse contiguamente o disponerse de una manera que proporcione la
separacion optima para expresar los productos génicos (es decir, mediante la
introduccion de nucledtidos “espaciadores” entre los ORF), o colocarse de otra
manera. Los elementos regulatorios, tales como los motivos IRES, pueden
disponerse, ademas, para proporcionar espacio 6ptimo para la expresion.

Los vectores pueden comprender marcadores de seleccién, que se conocen
bien en la técnica. Los marcadores de seleccion incluyen marcadores de seleccion
positivos y negativos, por ejemplo, genes de resistencia a antibiéticos (por ejemplo,
gen de resistencia a neomicina, un gen de resistencia a higromicina, un gen de

resistencia a kanamicina, un gen de resistencia a tetraciclina, un gen de resistencia a
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penicilina, un gen de resistencia a la puromicina, un gen de resistencia la
blasticidina), genes de la glutamato sintasa, derivados de HSV-TK, HSV-TK para la
seleccién con ganciclovir, o gen de la purina nucledsido fosforilasa bacteriana para la
seleccion con 6-metilpurina (Gadi et al., 7 Gene Ther. 1738-1743 (2000)). Una
secuencia de acido nucleico que codifica un marcador de seleccion o el sitio de
clonacién puede estar corriente arriba o corriente abajo de una secuencia de acido
nucleico que codifica un polipéptido de interés o sitio de clonacion.

Los vectores descritos en la presente descripcion pueden usarse para
transformar varias células con los genes que codifican los anticuerpos o
fragmentos de union al antigeno descritos. Por ejemplo, pueden usarse los
vectores para generar las células productoras del anticuerpo o fragmento de union
al antigeno especifico para BCMA. Por lo tanto, otro aspecto presenta células
huésped transformadas con vectores que comprenden una secuencia de acido
nucleico que codifica un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de este que
se une especificamente a BCMA, tal como los anticuerpos o fragmentos de unién
al antigeno descritos y ejemplificados en la presente descripcion.

Se conocen en la técnica numerosas técnicas para la introduccion de genes
foraneos en las células y pueden usarse para construir las células recombinantes
para propositos de llevar a cabo los métodos descritos, de acuerdo con las varias
modalidades descritas y ejemplificadas en la presente descripcién. La técnica usada
proporcionaria la transferencia estable de la secuencia de genes heterdlogos a la
célula huésped, tal que la secuencia de genes heterdlogos sea heredable y

expresable por la progenie celular, y de manera que no se afecten las funciones de
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desarrollo y fisiologicas necesarias de las células receptoras. Las técnicas que
pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, la transferencia de cromosomas (p. €j.,
fusion de células, transferencia de genes mediada por cromosomas, transferencia de
genes mediada por micro células), métodos fisicos (p. €j., transfeccion, fusion de
esferoplastos, microinyeccion, electroporacion, portador de liposomas), transferencia
de vectores virales (p. €j., virus de ADN recombinante, virus de ARN recombinante) y
lo similar (descritas en Cline, 29 Pharmac. Ther. 69-92 (1985)). La precipitacion con
fosfato de calcio y la fusidn inducida por polietilenglicol (PEG) de protoplastos
bacterianos con células de mamiferos pueden usarse para transformar células.

Las células adecuadas para usar en la expresiéon de los anticuerpos o
fragmentos de unién al antigeno especificos para BCMA descritos en la
presente descripcion son, preferentemente, células eucaridticas, con mayor
preferencia, células de plantas, roedores o de origen humano, por ejemplo, pero
sin limitarse a, NSO, CHO, CHOK1, perC.6, Tk-ts13, BHK, células HEK293,
COS-7, T98G, CV-1/EBNA, células L, C127, 3T3, HeLa, NS1, células de
mieloma Sp2/0, y lineas celulares BHK, entre otras. En adicion, la expresion de
anticuerpos puede lograrse mediante el uso de células de hibridoma. Los
métodos para producir hibridomas estan bien establecidos en la técnica.

Las células transformadas con vectores de expresion descritos en la
presente descripcion pueden seleccionarse o examinarse para determinar la
expresion recombinante de los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno
descritos en la presente descripcion. Las células recombinantes positivas se

expanden y se examinan para determinar los subclones que exhiben un fenotipo
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deseado, tales como una expresiéon de alto nivel, propiedades de crecimiento
mejoradas, o la capacidad para producir proteinas con caracteristicas
bioquimicas deseadas, por ejemplo, debido a la modificacién de la proteina o
modificaciones postraduccionales alteradas. Estos fenotipos pueden deberse a
las propiedades inherentes de un subclén dado o la mutacion. Las mutaciones
pueden efectuarse a través del uso de productos quimicos, luz UV de longitud
de onda, radiacion, virus, mutagenos de insercion, inhibicion de la reparacion

ADN no coincidente, o una combinacion de tales métodos.

Métodos para usar anticuerpos especificos para BCMA para tratamiento
En la presente descripcion se proporcionan anticuerpos o fragmentos de
union al antigeno de estos especificos para BCMA para usar en terapia.
Particularmente, estos anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno pueden ser
utiles en el tratamiento del cancer, tal como el cancer que expresa el BCMA, u
otros trastornos que expresan el BCMA. Por lo tanto, la invencion proporciona un
método para tratar cancer; el método comprende administrar un anticuerpo como
se describe en la presente descripcion, tal como los anticuerpos o fragmentos de
union al antigeno especificos para BCMA. Por ejemplo, el uso puede ser al
interferir con las interacciones receptor-BCMA o donde el anticuerpo esta
conjugado con una toxina, para direccionar la toxina al cancer que expresa
BCMA. En algunas modalidades, el cancer o trastorno que expresa el BCMA
incluye linfoma, tal como mieloma multiple (MM) que incluye el mieloma multiple

quiescente (SMM), o amiloidosis, leucemia de células plasmaticas y lupus. En
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algunas modalidades, el cancer que expresa BCMA es una forma de recaida o
refractaria de un linfoma, tal como una forma de recaida o refractaria de mieloma
multiple. Los anticuerpos para usar en estos métodos incluyen aquellos descritos
anteriormente en la presente descripcion, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno especifico para BCMA con las caracteristicas que se
presentan en la Tabla 1 (p. ej., BCMB519), por ejemplo las secuencias de CDR o
de dominio variable, y en la descripcion adicional de estos anticuerpos.

En algunas modalidades descritas en la presente descripcion, las propiedades
inmunoefectoras de los anticuerpos especificos para BCMA pueden potenciarse o
silenciarse a través de modificaciones de Fc mediante técnicas conocidas por los
expertos en las técnica y que se describe en la presente descripcion. Por ejemplo, las
funciones efectoras de Fc, tales como union a Clq, citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC), citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
(ADCC), fagocitosis mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCP),
regulacion negativa de los receptores de superficie celular (p. €j., el receptor de las
células B; BCR), etc. pueden proporcionarse y/o controlarse por la modificacion de
residuos en el Fc responsable de estas actividades.

“Citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpo” o “ADCC”
se refiere a una reaccion mediada por células en la cual las células citotdéxicas no
especificas que expresan receptores de Fc (FcR) (p. €j., células destructoras
naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) reconocen el anticuerpo unido a una

célula objetivo y provocan, subsecuentemente, lisis de la célula objetivo.
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La habilidad de los anticuerpos monoclonales para inducir ADCC puede
mejorarse por la modificacién de sus componentes oligosacaridos. La IgG1 o IgG3
humanas estan N-glicosiladas en la Asn297 con la mayoria de los glicanos en las
formas biantenarias bien conocidas GO, GOF, G1, G1F, G2 o G2F. Los anticuerpos
producidos por células CHO no manipuladas genéticamente tienen, tipicamente, un
contenido del glicano fucosa de aproximadamente al menos 85 %. La eliminacion del
nucleo de fucosa del oligosacarido tipo complejo biantenario unido a la region Fc
aumenta la ADCC de los anticuerpos a través de la unién mejorada a FcyRllla sin
alterar la union del antigeno o la actividad CDC. Tales mAbs pueden lograrse por
medio del uso de diferentes métodos que se informa llevan a la expresion exitosa de
anticuerpos con relativamente alta desfucocilados que portan oligosacarido del Fc
tipo complejo biantenario tales como el control de la osmolalidad del cultivo (Konno et
al., Cytotechnology 64:249-65, 2012), la aplicacion de una variante de la linea CHO
Lec13 como la linea celular huésped (Shields et al., J Biol Chem 277:26733-26740,
2002), la aplicacion de una variante de la linea CHO EB66 como la linea celular
huésped (Olivier et al., MAbs; 2(4), 2010; Publicacion electrénica antes de la
impresion; PMID:20562582), aplicacion de una linea celularYB2/0 de hibridoma
como la linea celular huésped (Shinkawa et al., J Biol Chem 278:3466-3473, 2003),
introduccion de ARN de interferencia pequeno especificamente contra la .alfa. El gen
de la 1,6-fucosiltrasferasa (FUT8) (Mori et al., Biotechnol Bioeng 88:901-908, 2004),
o la coexpresion de la B-1,4-N-acetilglucosaminiltransferasa Ill y de la a-manosidasa

Il de Golgi o de un inhibidor potente de la a-manosidasa |, cifunensina (Ferrara et al.,
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J Biol Chem 281:5032-5036, 2006, Ferrara et al., Biotechnol Bioeng 93:851-861,
2006; Xhou et al., Biotechnol Bioeng 99:652-65, 2008).

En algunas modalidades descritas en la presente descripcién, la ADCC
provocada por los anticuerpos de BCMA pueden mejorarse, ademas, mediante
ciertas sustituciones en la region Fc de los anticuerpos. Las sustituciones
ilustrativas son por ejemplo las sustituciones en las posiciones de los aminoacidos
256, 290, 298, 312, 356, 330, 333, 334, 360, 378 0 430 (numeracioén de residuos

de acuerdo como se describe en la patente de los EE.UU. num. 6.737.056.

Métodos para detectar BCMA

En la presente descripcion se proporcionan métodos para detectar el BCMA
en una muestra bioldgica al poner en contacto la muestra con un anticuerpo, o
fragmento de union al antigeno de este, descrito en la presente descripcion. En
algunas modalidades, la muestra puede derivarse de orina, sangre, suero, plasma,
saliva, ascitis, células circulantes, células circulantes tumorales, células que no
estan asociadas a tejidos (es decir, células libres), tejidos (p. €j., tejido tumoral
extirpado quirurgicamente, biopsias, incluida la aspiracién con aguja fina),
preparaciones histoldgicas, y lo similar. En algunas modalidades los métodos
descritos incluyen detectar el BCMA en una muestra biolégica al poner en contacto
la muestra con cualquiera de los anticuerpos especificos para BCMA o fragmentos
de unidén al antigeno de estos descritos en la presente descripcion.

En algunas modalidades, la muestra puede ponerse en contacto con mas de

uno de los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno especificos para BCMA
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descritos en la presente descripcion. Por ejemplo, una muestra puede ponerse en
contacto con un primer anticuerpo especifico para BCMA, o fragmento de union al
antigeno de este, y después ponerse en contacto con un segundo anticuerpo
especifico para BCMA, o fragmento de union al antigeno de este, en donde el
primer anticuerpo o fragmento de unién al antigeno y el segundo anticuerpo o
fragmento de union al antigeno no son el mismo anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno. En algunas modalidades, el primer anticuerpo, o fragmento de union al
antigeno de este, puede fijarse a una superficie, tal como una placa de multiples
pocillos, chip, o sustrato similar antes de poner en contacto la muestra. En otras
modalidades el primer anticuerpo, o fragmento de union al antigeno de este, puede
no fijarse, o unirse, a algo antes de poner en contacto la muestra.

Los anticuerpos y fragmentos de union al antigeno especificos para BCMA
descritos pueden marcarse de manera detectable. En algunas modalidades, los
anticuerpos y fragmentos de union al antigeno marcados pueden facilitar la
deteccion del BCMA a través de los métodos descritos en la presente descripcion.
Muchos de dichos marcadores son muy conocidos por aquellos con experiencia en
la materia. Por ejemplo, los marcadores adecuados incluyen, pero no deben
considerarse limitados a, radiomarcadores, marcadores fluorescentes, etiquetas de
epitopos, biotina, marcadores cromaoforos, marcadores ECL, o enzimas. Mas
especificamente, los marcadores descritos incluyen reutenio, '"'In-DOTA, ""'In-
acido dietilenetriaminepentaacético (DTPA), peroxidasa de rabano, fosfatasa

alcalina y beta-galactosidasa, polihistidina (etiqueta de HIS), colorantes de acridina,
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colorantes de cianina, colorantes de fluorona, colorantes de oxazina, colorantes de
fenantridina, colorantes de rodamina, colorantes de Alexafuor®, y lo similar.

Los anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno especificos para
BCMA descritos pueden usarse en una variedad de ensayos para detectar
BCMA en una muestra bioldgica. Algunos ensayos adecuados incluyen, pero no
deben considerarse limitados a, analisis de western blot, radioinmunoensayo,
resonancia de plasmones superficiales, inmunofluorometria,
inmunoprecipitacion, dialisis de equilibrio, inmunodifusién, inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECL), inmunohistoquimica, separacion de células
activadas por fluorescencia (FACS) o ensayo ELISA.

En algunas modalidades descritas en la presente descripcion, la
deteccion de células cancerigenas que expresan BCMA en un sujeto puede
usarse para determinar que el sujeto puede tratarse con un agente terapéutico
dirigido contra BCMA.

BCMA esta presente a niveles detectables en muestras de sangre y suero.
Por lo tanto, en la presente descripcion se proporcionan métodos para detectar el
BCMA en una muestra derivada de sangre, tal como una muestra de suero, al
poner en contacto la muestra con un anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno
de este, que se una especificamente al BCMA. La muestra de sangre, o derivados
de esta, puede diluirse, fraccionarse, de cualquier otra manera procesarse para
rendir una muestra a la que se le puede realizar el método descrito. En algunas
modalidades, BCMA puede detectarse en una muestra de sangre, o un derivado

de esta, mediante cualquier numero de ensayos conocidos en la materia, tales
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como, pero sin limitarse a, analisis western blot, radioinmunoensayo, resonancia
de plasmones superficiales, inmunofluorimetria, inmunoprecipitacion, dialisis de
equilibrio, inmunodifusion, inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECL),
inmunohistoquimica, separacion de células activadas por fluorescencia (FACS) o

ensayo ELISA. En algunas modalidades, los métodos son métodos in vitro.

Métodos para diagnosticar un cancer o trastorno

En la presente descripcidn se proporcionan métodos para diagnosticar un
cancer que expresa el BCMA en un sujeto. En algunas modalidades, el cancer o
trastorno que expresa BCMA incluye linfomas, tales como mieloma multiple (MM)
que incluye mieloma multiple quiescente (SMM), o amiloidosis, leucemia de células
plasmaticas y lupus. En algunas modalidades, como se describe anteriormente, la
deteccién de BCMA en una muestra bioldgica, tal como una muestra de sangre o
una muestra de suero, proporciona la capacidad para diagnosticar cancer en el
sujeto del que se obtuvo la muestra. Alternativamente, en algunas modalidades
pueden usarse, ademas, otras muestras tales como una muestra histoldgica, una
muestra de aspirado con aguja fina, tejido tumoral resecado, células circulantes,
células tumorales circulantes, y lo similar, para evaluar si el sujeto del que se
obtuvo la muestra tiene cancer. En algunas modalidades, puede conocerse que el
sujeto del que se obtuvo la muestra tiene cancer, pero el tipo de cancer que afecta
al sujeto puede no haberse diagnosticado aun o un diagndstico preliminar puede
ser poco claro; por lo tanto, la deteccion de BCMA en una muestra biolégica

obtenida de un sujeto puede permitir, o aclarar, el diagndstico del cancer. Por
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ejemplo, puede conocerse que un sujeto tiene cancer, pero puede que no se
conozca, o puede ser poco claro, si el cancer del sujeto es del que expresa BCMA.
En algunas modalidades, los métodos descritos incluyen evaluar si un
sujeto esta afectado por un cancer o trastorno que expresa el BCMA mediante la
determinacion de la cantidad de BCMA que se presenta en una muestra
biolégica derivada del sujeto; y comparar la cantidad observada de BCMA con la
cantidad de BCMA en una muestra control, o de referencia, en donde una
diferencia entre la cantidad de BCMA en la muestra derivada del sujeto y la
cantidad de BCMA en la muestra control, o de referencia, es un indicio de que el
sujeto tiene un cancer o trastorno que expresa BCMA. En otra modalidad la
cantidad de BCMA observada en una muestra biolégica obtenida de un sujeto
puede compararse con niveles de BCMA conocidos por asociarse con ciertas
formas o etapas de cancer, para determinar la forma o etapa del cancer del
sujeto. En algunas modalidades, se evalua la cantidad de BCMA en la muestra
derivada del sujeto al poner en contacto la muestra con un anticuerpo, o un
fragmento de union al antigeno de este, que se une al BCMA, tal como
anticuerpos especificos para BCMA descritos en la presente descripcién. La
muestra evaluada para la presencia de BCMA puede derivarse de orina, sangre,
suero, plasma, saliva, ascitis, células circulantes, células tumorales circulantes,
y células que no se asocian a tejidos (es decir, células libres), tejidos (por
ejemplo, tejido tumoral que se extrae quirurgicamente, biopsias, que incluyen
aspiracion con aguja fina), preparaciones histolégicas, y lo similar. En algunas

modalidades, el cancer o trastorno que expresa el BCMA incluye cancer
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hematoldgico, tal como mieloma multiple (MM) que incluye mieloma multiple
quiescente (SMM), o amiloidosis, leucemia de células plasmaticas y lupus. En
algunas modalidades, el cancer que expresa el BCMA es una forma de recaida
o refractaria de un linfoma, tal como una forma de recaida o refractaria de
mieloma multiple. En una modalidad preferida, el sujeto es un ser humano.

En algunas modalidades el método para diagnosticar un cancer o trastorno
que expresa BCMA implicara: poner en contacto una muestra bioldgica de un sujeto
con un anticuerpo especifico para BCMA, o un fragmento de union al antigeno de
este (tales como los derivables de los anticuerpos y fragmentos proporcionados en la
Tabla 1 (p. ej., BCMB519)), cuantificar la cantidad de BCMA presente en la muestra
que se une al anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de este, comparar la
cantidad de BCMA presente en la muestra con una muestra estandar o de referencia
conocida; y determinar si los niveles de BCMA del sujeto estan dentro de los niveles
de BCMA asociados con el cancer o trastorno. En una modalidad adicional, el
meétodo de diagnostico puede ir seguido de una etapa adicional de administracion o
prescripcion de un tratamiento especifico para BCMA. En otra modalidad, el método
de diagndstico puede ir seguido de una etapa adicional de trasmision de los
resultados de la determinacién para facilitar el tratamiento del cancer o trastorno. En
algunas modalidades, el tratamiento especifico para BCMA puede dirigirse contra los
canceres o trastornos que expresan el BCMA, tales como los anticuerpos
multiespecificos para BCMA x CD3 descritos en la presente descripcion.

En algunas modalidades, los métodos descritos incluyen evaluar si un

sujeto esta afectado por un cancer o trastorno que expresa el BCMA al
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determinar la cantidad de BCMA que esta presente en una muestra de sangre o
suero obtenida del sujeto; y comparar la cantidad observada de BCMA con la
cantidad de BCMA en una muestra control, o de referencia, en donde una
diferencia entre la cantidad de BCMA en la muestra derivada del sujeto y la
cantidad de BCMA en la muestra control, o de referencia, es un indicio de que el
sujeto tiene un cancer o trastorno que expresa BCMA.

En algunas modalidades, la muestra control, o de referencia, puede
derivarse de un sujeto que no esta afectado por un cancer o trastorno que
expresa el BCMA. En algunas modalidades, la muestra control, o de referencia,
puede derivarse de un sujeto que esta afectado por un cancer o trastorno que
expresa el BCMA. En algunas modalidades donde la muestra control, o de
referencia, se deriva de un sujeto que no esta afectado por un cancer o trastorno
que expresa el BCMA, un aumento observado en la cantidad de BCMA presente
en la muestra de prueba, en relaciéon con la observada para la muestra control o
de referencia, es un indicio de que el sujeto que esta en evaluacion tiene un
cancer o trastorno que expresa el BCMA. En algunas modalidades donde la
muestra control se deriva de un sujeto que no esta afectado por un cancer o
trastorno que expresa el BCMA, una disminucién o similitud observada en la
cantidad de BCMA presente en la muestra de prueba, en relacién con la
observada para la muestra control o de referencia, es un indicio de que el sujeto
que esta en evaluacion no esta afectado por un cancer o trastorno que expresa
el BCMA. En algunas modalidades, cuando la muestra control o de referencia se

deriva de un sujeto que esta afectado por un cancer o trastorno que expresa el
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BCMA, una similitud observada en la cantidad de BCMA presente en la muestra
de prueba, en relacidn con la observada para la muestra control o de referencia,
es un indicio de que el sujeto que esta en evaluacion esta afectado por un
cancer o trastorno que expresa el BCMA. En algunas modalidades, cuando la
muestra control o de referencia se deriva de un sujeto afectado por un cancer o
trastorno que presa el BCMA, una disminucién observada en la cantidad de
BCMA presente en la muestra de prueba, en relacion con la observada para la
muestra control o de referencia, es un indicio de que el sujeto que esta en
evaluacion no esta afectado por un cancer o trastorno que expresa el BCMA.

En algunas modalidades, la cantidad de BCMA en la muestra derivada del
sujeto se evalua al poner en contacto la muestra con un anticuerpo, o un
fragmento de unién al antigeno de este, que se une especificamente al BCMA,
tal como los anticuerpos descritos en la presente descripcion. La muestra
evaluada para la presencia de BCMA puede derivarse de una muestra de
sangre, una muestra de suero, células circulantes, células tumorales circulantes,
células que no se asocian a tejidos (es decir, células libres), tejidos (por ejemplo,
tejido tumoral resecado quirurgicamente, biopsias, que incluyen aspiracion con
aguja fina), preparaciones histoldgicas, y lo similar.

En varios aspectos, la cantidad de BCMA se determina al poner en
contacto la muestra con un anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno de
este, que se une especificamente al BCMA. En algunas modalidades, la muestra
puede entrar en contacto con mas de un tipo de anticuerpo, o fragmento de

unién al antigeno de este, que se une especificamente al BCMA. En algunas
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modalidades, la muestra puede entrar en contacto con un primer anticuerpo, o
fragmento de unién al antigeno de este, que se une especificamente al BCMA vy,
después, entrar en contacto con un segundo anticuerpo, o fragmento de union al
antigeno de este, que se une especificamente al BCMA. Los anticuerpos o
fragmentos de unién al antigeno especificos para BCMA tales como los
descritos en la presente descripcidn pueden usarse para esta capacidad.

Varias combinaciones de los anticuerpos y fragmentos de union al
antigeno especificos para BCMA pueden usarse para proporcionar un “primer” y
un “segundo” anticuerpo o fragmento de union al antigeno para llevar a cabo los
meétodos de diagnostico descritos. En algunas modalidades, el cancer o
trastorno que expresa el BCMA incluye linfomas, tales como mieloma multiple
(MM) que incluye mieloma multiple quiescente (SMM). En algunas modalidades,
el cancer que expresa BCMA es una forma de recaida o refractaria de un
linfoma, tal como una forma de recaida o refractaria de mieloma multiple.

En ciertas modalidades, la cantidad de BCMA se determina por analisis de
Western blot, radioinmunoensayo, inmunofluorimetria, immunoprecipitacion,
dialisis de equilibrio, inmunodifusién, inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECL), inmunohistoquimica, separacion de células
activadas por fluorescencia (FACS) o ensayo ELISA.

En varias modalidades de los métodos de diagndstico descritos se usa una
muestra control o de referencia. Esta muestra podria ser un control de ensayo
positivo 0 negativo que asegura que el ensayo usado funciona adecuadamente; por

ejemplo, un control de ensayo de esta naturaleza podria usarse comunmente para
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ensayos de inmunohistoquimica. Alternativamente, la muestra puede ser una
referencia estandarizada para la cantidad de BCMA en una muestra biolégica de un
sujeto sano. En algunas modalidades, los niveles de BCMA observados del sujeto
de prueba pueden compararse con los niveles de BCMA observados en muestras
de sujetos que se sabe que tienen un cancer o trastorno que expresa BCMA. En
algunas modalidades, el sujeto de control puede afectarse con un cancer o
trastorno de interés particular. En algunas modalidades, se conoce que el sujeto
control tiene cancer en etapa temprana, que puede ser 0 no un cancer que expresa
BCMA. En algunas modalidades, se conoce que el sujeto control tiene cancer en
etapa intermedia, que puede ser 0 no un cancer que expresa BCMA. En algunas
modalidades, se conoce que el sujeto control tiene cancer en etapa final, que
puede ser o no un cancer que expresa BCMA. En algunas modalidades, los

métodos para diagnosticar cancer o un trastorno son métodos in vitro.

Métodos para monitorear un cancer o trastorno

En la presente descripcion se proporcionan métodos para monitorear un
cancer o trastorno que expresa el BCMA en un sujeto. En algunas modalidades, el
cancer o trastorno que expresa BCMA incluye linfomas, tales como mieloma
multiple (MM) que incluye mieloma multiple quiescente (SMM), o amiloidosis,
leucemia de células plasmaticas y lupus. En algunas modalidades, el cancer que
expresa BCMA es una forma de recaida o refractaria de un linfoma, tal como una
forma de recaida o refractaria de mieloma multiple. En algunas modalidades, los

métodos descritos incluyen evaluar si un cancer o trastorno que expresa BCMA
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progresa, retrocede o permanece estable al determinar la cantidad de BCMA que
se encuentra presente en una muestra biolégica derivada del sujeto; y al comparar
la cantidad observada de BCMA con la cantidad de BCMA en una muestra
biolégica obtenida, de una manera similar, del sujeto a un punto de tiempo anterior,
en donde una diferencia entre la cantidad de BCMA en la muestra de pruebay la
muestra anterior proporciona un indicio de si el cancer progresa, retrocede, o
permanece estable. Con respecto a esto, una muestra de prueba con un aumento
en la cantidad de BCMA, en relacién con la cantidad observada para la muestra
anterior, puede indicar la progresion de un cancer o trastorno que expresa el
BCMA. Por el contrario, una muestra de prueba con una cantidad reducida de
BCMA, en relacion con la cantidad observada para la muestra anterior, puede
indicar una regresion de un cancer o trastorno que expresa BCMA.

En consecuencia, una muestra de prueba con una diferencia insignificante en
la cantidad de BCMA, en relacién con la cantidad observada para la muestra anterior,
puede indicar un estado de enfermedad estable para un cancer o trastorno que
expresa BCMA. En algunas modalidades la cantidad de BCMA en una muestra
biolégica derivada del sujeto se evalua al poner en contacto la muestra con un
anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo, que se une especificamente a BCMA,
tales como los anticuerpos descritos en la presente descripcion. La muestra evaluada
para la presencia de BCMA puede derivarse de orina, sangre, suero, plasma, saliva,
ascitis, células circulantes, células tumorales circulantes, células que no se asocian a

tejidos (es decir, células libres), tejidos (por ejemplo, tejido tumoral que se extrae
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quirurgicamente, biopsias, que incluyen aspiracion con aguja fina), preparaciones
histologicas, y lo similar. En una modalidad preferida, el sujeto es un ser humano.
En algunas modalidades, los métodos para monitorear un cancer o trastorno
que expresa BCMA implicara: poner en contacto una muestra bioldgica de un sujeto
con un anticuerpo especifico para BCMA, o fragmento de union al antigeno de este
(tales como los derivables de los anticuerpos y fragmentos proporcionados en la
Tabla 1 (p. ej.,, BCMB519), cuantificar la cantidad de BCMA presente en la muestra,
comparar la cantidad de BCMA presente en la muestra a la cantidad de BCMA
determinada a estar en una muestra biolégica obtenida, de una manera similar, del
mismo sujeto en un punto anterior en el tiempo; y determinar si vario el nivel de
BCMA del sujeto en el tiempo. Una muestra de prueba con un aumento en la
cantidad de BCMA, con relacion a la cantidad observada para la muestra anterior,
puede indicar progresion del cancer. Por el contrario, una muestra de prueba con una
cantidad reducida de BCMA, en relacién con la cantidad observada para la muestra
anterior, puede indicar una regresion de un cancer o trastorno que expresa BCMA.
En consecuencia, una muestra de prueba con una diferencia insignificante en la
cantidad de BCMA, en relacién con la cantidad observada para la muestra anterior,
puede indicar un estado de enfermedad estable para un cancer o trastorno que
expresa BCMA. En algunas modalidades, los niveles de BCMA de la muestra
pueden compararse a una muestra estandar o de referencia conocida, sola o en
adicion a los niveles de BCMA observados para una muestra evaluada en un punto
anterior en el tiempo. En una modalidad adicional, el método de diagndstico puede

ser seguido de una etapa adicional de administracion de un tratamiento especifico
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para BCMA. En algunas modalidades, el tratamiento especifico para BCMA puede
dirigirse contra los canceres o trastornos que expresan el BCMA, tales como los
anticuerpos multiespecificos para BCMA x CD3 descritos en la presente descripcion.

En varios aspectos, la cantidad de BCMA se determina al poner en
contacto la muestra con un anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno de este,
que se une especificamente al BCMA. En algunas modalidades, la muestra puede
entrar en contacto con mas de un tipo de anticuerpo, o fragmento de union al
antigeno de este, que se une especificamente al BCMA. En algunas modalidades,
la muestra puede entrar en contacto con un primer anticuerpo, o fragmento de
union al antigeno de este, que se une especificamente al BCMA y, después,
entrar en contacto con un segundo anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno
de este, que se une especificamente al BCMA. Los anticuerpos tales como los
descritos en la presente descripcidn pueden usarse para esta capacidad.

Varias combinaciones de los anticuerpos y los fragmentos de unién al
antigeno descritos en la Tabla 1 pueden usarse para proporcionar un “primer” y
un “segundo” anticuerpo o fragmento de unién al antigeno para llevar a cabo los
meétodos de monitoreo. En algunas modalidades, el cancer o trastorno que
expresa el BCMA incluye un cancer hematolégico, tal como la leucemia mieloide
aguda (LMA) o linfomas (p. €j., mieloma multiple (MM), mieloma multiple
quiescente (SMM), o amiloidosis, leucemia de células plasmaticas, y lupus.

En ciertas modalidades, la cantidad de BCMA se determina por analisis de
Western blot, radioinmunoensayo, inmunofluorimetria, immunoprecipitacién, didlisis

de equilibrio, inmunodifusion, inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECL),
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inmunohistoquimica, separacion de células activadas por fluorescencia (FACS) o

ensayo ELISA. En algunas modalidades, los métodos son métodos in vitro.

Kits para detectar BCMA

En la presente descripcion se proporcionan kits para detectar BCMA en
una muestra biolégica. Estos kits incluyen uno o mas de los anticuerpos
especificos para BCMA descritos en la presente descripcion, o un fragmento de
unién al antigeno de este, y las instrucciones para usar el kit.

El anticuerpo especifico de BCMA, o el fragmento de union al antigeno,
proporcionado podria estar en solucion; liofilizado; fijado a un sustrato, un
portador o una placa; o marcado detectablemente.

Los kits descritos incluyen, ademas, componentes adicionales utiles para
realizar los métodos descritos en la presente descripcion. A modo de ejemplo, los kits
pueden comprender medios para obtener una muestra de un sujeto, una muestra de
control o de referencia, por efemplo, una muestra de un sujeto que tiene cancer
progresivo lento y/o un sujeto que no tiene cancer, uno o mas compartimentos de
muestra y/o material de instruccidén que describe el funcionamiento de un método de
la invencion y controles o estandares especificos de tejido.

Los medios para determinar el nivel de BCMA pueden incluir, ademas, por
ejemplo, reguladores y otros reactivos para el uso en un ensayo para determinar el
nivel de BCMA. Las instrucciones pueden ser, por ejemplo, instrucciones impresas

para realizar el ensayo y/o instrucciones para evaluar el nivel de expresiéon de BCMA.
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Los kits descritos pueden incluir, ademas, los medios para aislar una muestra
de un sujeto. Estos medios pueden comprender uno o mas articulos de equipamiento
o reactivos que pueden usarse para obtener un fluido o tejido de un sujeto. Los
instrumentos para obtener una muestra de un sujeto puede comprender, ademas, los
medios para aislar componentes de la sangre, tal como suero, de una muestra de

sangre. Preferentemente, el kit se designa para el uso con un sujeto humano.

Modalidades
La descripcidon proporcionada en la presente descripcién también

proporciona las siguientes modalidades no limitantes.
Modalidad 1. Un anticuerpo triespecifico, o un fragmento de union triespecifico
de este, que comprende:

(a) un primer brazo de unién al antigeno que comprende un primer dominio
variable de cadena pesada (VH1) y un primer dominio variable de cadena ligera (VL1);

(b) un segundo brazo de unién al antigeno que comprende un segundo
dominio variable de cadena pesada (VH2) y un segundo dominio variable de
cadena ligera (VL2);

(c) un tercer brazo de union al antigeno que comprende un tercer dominio
variable de cadena pesada (VH3) y un tercer dominio variable de cadena ligera (VL3),

en donde el primer brazo de union al antigeno se une a un epitopo en el
cumulo de diferenciacion 3 (CD3), el segundo brazo de union al antigeno se une a

un epitopo en el miembro D del grupo 5 de la familia C del receptor acoplado a la
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proteina G (GPRCS5D) y el tercer brazo de union al antigeno se une a un epitopo
en el antigeno de maduracion de células B (BCMA).

Modalidad 2. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unidn triespecifico de la
modalidad 1, en donde el VH1 y VL1 del primer brazo de union al antigeno estan
presentes en un diacuerpo, un Fab, Fab’, un F(ab’)2, un Fv, un scFv, un Fd, un
fragmento Fv estabilizado con disulfuro (dsFv) o un diacuerpo estabilizado con
disulfuro (diacuerpo ed), opcionalmente un Fab.

Modalidad 3. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
modalidad 1 o 2, en donde el VH2 y VL2 del segundo brazo de union al antigeno
estan presentes en un diacuerpo, un Fab, Fab’, un F(ab’)2, un Fv, un scFv, un
Fv, un Fd, un fragmento Fv estabilizado con disulfuro (dsFv) o un diacuerpo
estabilizado con disulfuro (diacuerpo ed), opcionalmente un scFv.

Modalidad 4. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-3, en donde el VH3 y VL3 del tercer brazo
de union al antigeno estan presentes en un fragmento de anticuerpo, un
diacuerpo, un Fab, Fab’, un F(ab’)2, un Fv, un scFv, un Fd, un fragmento Fv
estabilizado con disulfuro (dsFv) o un diacuerpo estabilizado con disulfuro
(diacuerpo ed), opcionalmente un scFv.

Modalidad 5. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 1-4, en donde el primer brazo de union al antigeno
que se une a CD3 comprende una region determinante de complementariedad de
cadena pesada (HCDR) 1, una HCDR2 y una HCDR3 del dominio variable de

cadena pesada (VH1) de la sec. con num. de ident.: 8 y una regién determinante de
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complementariedad de cadena ligera (LCDR) 1, una LCDR2 y una LCDR3 del
dominio variable de cadena ligera (VL1) de la sec. con num. de ident.: 7.

Modalidad 6. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-5, en donde el primer brazo de unién al
antigeno que se une a CD3 comprende una HCDR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GDSVFNNNAAWS (sec. con num. de ident.: 4),
una HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de RTYYRSKWLYD
(sec. con num. de ident.: 5), y una HCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de GYSSSFDY (sec. con num. de ident.: 6); y una LCDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de TGTSSNIGTYKFVS (sec. con num.
de ident.: 1), una LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
EVSKRPS (sec. con num. de ident.: 2), y una LCDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de VSYAGSGTLL (sec. con num. de ident.: 3).
Modalidad 7. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-6, en donde el primer brazo de unién al
antigeno que se une a CD3 comprende el VH1 de la sec. con num. de ident.: 8 y
el VL1 de la sec. con num. de ident.: 7;

Modalidad 8. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 1-7, en donde el segundo brazo de union al antigeno
que se une al GPRCS5D comprende una region determinante de complementariedad
de cadena pesada (HCDR) 1, una HCDR2 y una HCDR3 del dominio variable de

cadena pesada (VH2) de la sec. con num. de ident.: 16 y una regién determinante de
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complementariedad de cadena ligera (LCDR) 1, una LCDR2 y una LCDR3 del
dominio variable de cadena ligera (VL2) de la sec. con num. de ident.: 15.
Modalidad 9. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-8, en donde el segundo brazo de union al
antigeno que se une a GPRC5D comprende una HCDR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GFSLTNIRMSVS (sec. con num. de ident.: 12),
una HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de HIFSNDEKS (sec.
con num. de ident.: 13), y una HCDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de MRLPYGMDYV (sec. con num. de ident.: 14); y una LCDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de RSSQSLVHSDGNTYLS (sec. con
num. de ident.: 9), la LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
KISNRFF (sec. con num. de ident.: 10), y una LCDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de MQATQFPHT(sec. con num. de ident.: 11).
Modalidad 10. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-9, en donde el segundo brazo de union al
antigeno que se une a GPRC5D comprende el VH2 de la sec. con num. de
ident.: 16 y el VL2 de la sec. con num. de ident.: 15.

Modalidad 11. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 1-10, en donde el tercer brazo de union al antigeno
que se une a BCMA comprende una region determinante de complementariedad de
cadena pesada (HCDR) 1, una HCDR2 y una HCDR3 del dominio variable de

cadena pesada (VH3) de la sec. con num. de ident.: 24 y una regién determinante de
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complementariedad de cadena ligera (LCDR) 1, una LCDR2 y una LCDR3 del
dominio variable de cadena ligera (VL3) de la sec. con num. de ident.: 23.
Modalidad 12. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unioén triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-11, en donde el tercer brazo de union al
antigeno que se une a BCMA comprende una HCDR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GFTFSSYAMS (sec. con num. de ident.: 20), una
HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de AISGSGGSTY (sec. con
num. de ident.: 21), y una HCDRS3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de DEGYSSGHYYGMDV (sec. con num. de ident.: 22); y una LCDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSISSSFLT (sec. con num. de
ident.: 17), una LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
GASSRAT (sec. con num. de ident.: 18), y una LCDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de QHYGSSPMYT (sec. con num. de ident.: 19).
Modalidad 13. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-12, en donde el tercer brazo de union al
antigeno que se une a BCMA comprende el VH3 de la sec. con num. de ident.:
24 y el VL3 de la sec. con num. de ident.: 23.

Modalidad 14. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-4, en donde el primer brazo de unio6n al
antigeno que se une a CD3 comprende la HCDR1, la HCDR2 y la HCDRS del
VH1 de la sec. con num. de ident.: 8 y la LCDR1, la LCDR2 y la LCDR3 de la

sec. con num. de ident.: 7;
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el segundo brazo de union al antigeno que se une a GPRC5D comprende la
HCDR1, la HCDR2 y la HCDR3 del VH2 de la sec. con num. de ident.: 16 y la
LCDRH1, la LCDR2 y la LCDRS3 del VL2 de la sec. con num. de ident.: 15; y

el tercer brazo de unién al antigeno que se une a BCMA comprende la
HCDR1, la HCDR2 y la HCDR3 del VH3 de la sec. con num. de ident.: 24 y la
LCDRH1, la LCDR2 y la LCDRS3 del VL3 de la sec. con num. de ident.: 23.
Modalidad 15. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 1-4 y 14, en donde el primer brazo de unién al
antigeno que se une a CD3 comprende la HCDR1, la HCDR2, la HCDR3, la LCDR1,
la LCDR2 y la LCDR3 de las sec. con nums. de ident.: 4, 5,6, 1,2,y 3,
respectivamente;

el segundo brazo de unién al antigeno que se une a GPRC5D comprende
la HCDR1, la HCDR2, la HCDRS, la LCDR1, la LCDR2 y la LCDRS3 de las sec.
con nums. de ident.: 12, 13, 14, 9, 10 y 11, respectivamente; y

el tercer brazo de unién al antigeno que se une a BCMA comprende la
HCDR1, la HCDR2, la HCDRS, la LCDR1, la LCDR2 y la LCDR3 de las sec. con
nums. de ident.: 20, 21, 22, 17, 18 y 19, respectivamente.
Modalidad 16. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-4, 14 y 15, en donde el primer brazo de
union al antigeno que se une a CD3 comprende el VH1 de la sec. con num. de
ident.: 8 y el VL1 de la sec. con num. de ident.: 7;

el segundo brazo de union al antigeno que se une a GPRC5D comprende el

VH2 de la sec. con num. de ident.: 16 y el VL2 de la sec. con num. de ident.: 15;y
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el tercer brazo de unién al antigeno que se une a BCMA comprende el
VH3 de la sec. con num. de ident.: 24 y el VL3 de la sec. con num. de ident.: 23.
Modalidad 17. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de este
de una cualquiera de las modalidades 1-16, el primer brazo de union al antigeno
comprende un dominio de fragmento cristalizable (Fc), y el segundo brazo de unién
al antigeno o el tercer brazo de unién al antigeno comprende un dominio de Fc.
Modalidad 18. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de este
de la modalidad 17, en donde los dominios de Fc comprenden una o mas
mutaciones que promueven la heterodimerizacion de los dominios de Fc.
Modalidad 19. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
modalidad 18, en donde las mutaciones se seleccionan de T366S, L368A,
T366W e Y407V (numeracion UE).
Modalidad 20. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 17-19, en donde los dominios de Fc comprenden
ademas una o mas mutaciones que reducen la union de Fc a un receptor de Fcy.
Modalidad 21. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 20, en donde el receptor de Fcy es FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB,
FcyRIIA, y/o FcyRIIIB.
Modalidad 22. El anticuerpo triespecifico o fragmento de uniodn triespecifico de la
modalidad 20 o 21, en donde los dominios de Fc comprenden una o0 mas

mutaciones seleccionadas de L234A, L235A, y D265S (numeracion UE).
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Modalidad 23. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 17-22, en donde los dominios de Fc comprenden
ademas una o mas mutaciones que reducen la union de Fc a la proteina A.
Modalidad 24. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 23, en donde el dominio de Fc comprende las mutaciones H435R y/o
Y436F (numeracién UE).

Modalidad 25. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1 a 24, en donde el primer brazo de union al
antigeno que se une especificamente a los residuos 22-35
(QDGNEEMGGITQTP (sec. con num. de ident.: 161)) de la cadena CD3e.
Modalidad 26. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-25, en donde el primer brazo de unién al
antigeno se une especificamente a CD3 con una afinidad de aproximadamente 1
x10®%a 1 x107 M.

Modalidad 27. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 26, en donde el primer brazo de unién al antigeno que se une
especificamente a CD3 con una afinidad de aproximadamente 2 x108 a4 x 108 M.
Modalidad 28. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1 a 27, en donde el tercer brazo de unioén al
antigeno se une especificamente a los residuos 17-26 (LLHACIPCQL (sec. con
num. de ident.: 162)) de la cadena BCMW37 de BCMA.

Modalidad 29. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de

una cualquiera de las modalidades 1-28, en donde el tercer brazo de unioén al
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antigeno se une especificamente al BCMA con una afinidad de
aproximadamente 1 x10-©a 1 x 107 M.
Modalidad 30. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 29, en donde el tercer brazo de unién al antigeno se une especificamente
al BCMA con una afinidad de aproximadamente 2 x107'°a 9 x10-° M.,
Modalidad 31. Un anticuerpo triespecifico, o un fragmento de union triespecifico,
que comprende un primer brazo de unién al antigeno que se une a un epitopo
en el cumulo de diferenciacion 3 (CD3), un segundo brazo de unién al antigeno
que se une a un epitopo en el miembro D del grupo 5 de la familia C del receptor
acoplado a la proteina G (GPRCS5D), y el tercer brazo de union al antigeno que
se une a un epitopo en el antigeno de maduracion de células B (BCMA),

en donde el primer brazo de unién al antigeno comprende un polipéptido
de cadena pesada (HC1) y un polipéptido de cadena ligera (LC); y

en donde el anticuerpo triespecifico, o un fragmento de unioén triespecifico
de este, comprende un polipéptido unico que comprende el segundo brazo de
union al antigeno y el tercer brazo de unién al antigeno.
Modalidad 32. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 31, en donde la HC1 del primer brazo de union al antigeno
comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 26.
Modalidad 33. El anticuerpo triespecifico o fragmento de uniodn triespecifico de la
modalidad 32, en donde la LC del primer brazo de union al antigeno comprende

la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 27.
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Modalidad 34. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 32 o 33, en donde el polipéptido que comprende el segundo brazo de
unién al antigeno y el tercer brazo de unién al antigeno comprende una
secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 28.
Modalidad 35. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 31, en donde el primer brazo de unién al antigeno comprende una
HC1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.:
26, y una LC que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num.
de ident.: 27, y el polipéptido que comprende el segundo brazo de union al
antigeno y el tercer brazo de union al antigeno comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 28.
Modalidad 36. Un anticuerpo triespecifico, o un fragmento de union triespecifico,
que comprende un primer brazo de unién al antigeno que se une a un epitopo
en el camulo de diferenciacién 3 (CD3), un segundo brazo de unién al antigeno
que se une a un epitopo en el miembro D del grupo 5 de la familia C del receptor
acoplado a la proteina G (GPRCS5D), y el tercer brazo de union al antigeno que
se une a un epitopo en el antigeno de maduracion de células B (BCMA),

en donde el primer brazo de unién al antigeno comprende un polipéptido
de la cadena pesada (HC1) y un polipéptido de la cadena ligera (LC), en donde
el polipéptido de la cadena ligera (HC1) comprende ademas el segundo brazo

de unién al antigeno,
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en donde el anticuerpo triespecifico, o un fragmento de unién triespecifico
de este, comprende ademas un polipéptido unico que comprende el tercer brazo
de unién al antigeno.
Modalidad 37. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
modalidad 36, en donde la HC1 del primer brazo de unién al antigeno
comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 29.
Modalidad 38. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 36 o 37, en donde la LC del primer brazo de unién al antigeno
comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 30.
Modalidad 39. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 36-38, en donde el polipéptido unico que
comprende el tercer brazo de unién al antigeno comprende una secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 31.
Modalidad 40. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 36, en donde el primer brazo de unién al antigeno comprende una HC1
que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 29, y una
LC que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 30, y
el polipéptido unico que comprende el tercer brazo de union al antigeno que
comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 31.
Modalidad 41. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-40, en donde el anticuerpo o fragmento de

union al antigeno de este es un isotipo 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4.
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Modalidad 42. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 1-41, en donde el anticuerpo o fragmento de
union al antigeno de este es un isotipo 1gG1.

Modalidad 43. Un polinucleétido sintético que codifica el anticuerpo triespecifico
o fragmento de union triespecifico de una cualquiera de las modalidades 1 a 42.
Modalidad 44. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo
triespecifico o fragmento de union triespecifico de una cualquiera de las
modalidades 1 a 42 y un portador farmacéuticamente aceptable.

Modalidad 45. La composicion farmacéutica de la modalidad 44, en donde la
composicion farmacéutica comprende ademas un segundo agente terapéutico.
Modalidad 46. La composicién farmacéutica de la modalidad 45, en donde el
segundo agente terapéutico comprende un agente anti-CD38, un farmaco de
imida inmunomodulador (IMiD), un inhibidor del punto de regulacién inmunitario,
un agente de coestimulacion inmunitario, un inhibidor de gamma secretasa, un
potenciador de células T, o cualquier combinacion de estos

Modalidad 47. Una célula que expresa el anticuerpo triespecifico o fragmento de
union triespecifico de una cualquiera de las modalidades 1 a 42.

Modalidad 48. La célula de la modalidad 47, en donde la célula es un hibridoma.
Modalidad 49. La célula de la modalidad 47, en donde el anticuerpo triespecifico
se produce de manera recombinante.

Modalidad 50. Un método para tratar el cancer en un sujeto que lo necesita,
dicho método comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente

efectiva del anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una



10

15

20

194

cualquiera de las modalidades 1 a 42 o la composicion farmacéutica de una
cualquiera de las modalidades 43-46.

Modalidad 51. El método de la modalidad 50, en donde el anticuerpo
triespecifico o fragmento de union triespecifico o la composicion farmacéutica se
administra durante un tiempo suficiente para tratar el cancer.

Modalidad 52. Un método para inhibir el crecimiento o la proliferacion de una
célula cancerosa, dicho método comprende administrar a dicha célula una
cantidad efectiva del anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico
de una cualquiera de las modalidades 1 a 42 o la composicién farmacéutica de
una cualquiera de las modalidades 43-46, en donde dicha cantidad efectiva es
suficiente para inhibir el crecimiento o la proliferacién de dicha célula cancerosa.
Modalidad 53. El método de la modalidad 52, en donde dicha célula cancerosa
esta en un sujeto y el anticuerpo triespecifico o fragmento de unidn triespecifico
o la composicion farmacéutica se administra al sujeto.

Modalidad 54. El método de la modalidad 52, en donde dicha administracion se
realiza ex vivo.

Modalidad 55. Un método para redirigir una célula T a células cancerosas que
expresan BCMA y/o GPRC5D en un sujeto que lo necesita, dicho método
comprende administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva
del anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una cualquiera
de las modalidades 1 a 42 o la composicion farmacéutica de una cualquiera de

las modalidades 43-46.
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Modalidad 56. El método de la modalidad 55, en donde la dicha cantidad
terapéuticamente efectiva es suficiente para dirigir dicha respuesta de células T
a dichas células cancerosas.

Modalidad 57. EI método de una cualquiera de las modalidades 50-56, en donde
el cancer es un cancer hematoldgico.

Modalidad 58. El método de la modalidad 57, en donde el cancer hematolégico
es un cancer de células B que expresan BCMA y/o GPRCA5D.

Modalidad 59. El método de la modalidad 58, en donde el cancer de células B
que expresan BCMA y/o GPRC5D es mieloma multiple.

Modalidad 60. El método de la modalidad 59, en donde el cancer de células B
que expresan BCMA y/o GPRCS5D es mieloma multiple quiescente (SMM, por
sus siglas en inglés).

Modalidad 61. El método de una cualquiera de las modalidades 50-60, en donde
el cancer es cancer recidivante, resistente, o maligno, o cualquier combinacion
de estos.

Modalidad 62. El método de una cualquiera de las modalidades 50-51, 53 y 55-
61, en donde el sujeto ha recibido un tratamiento previo.

Modalidad 63. El método de la modalidad 62, el tratamiento previo comprende un
inhibidor de proteasoma, un farmaco inmunomodulador, un anticuerpo contra
CD38, un agente biespecifico, una terapia con CAR-T o una combinacion de estos.
Modalidad 64. El método de una cualquiera de las modalidades 50-63, que

comprende ademas administrar un segundo agente terapéutico.
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Modalidad 65. El método de la modalidad 64, en donde el segundo agente
terapéutico es un agente quimioterapéutico o una terapia contra el cancer dirigida.
Modalidad 66. El método de la modalidad 65, en donde el agente quimioterapéutico
es citarabina, una antraciclina, diclorhidrato de histamina, o interleucina 2 (IL-2).
Modalidad 67. El método de la modalidad 64, en donde el segundo agente
terapéutico es un agente anti-CD38, un farmaco de imida inmunomodulador
(IMiD), un inhibidor del punto de control inmunitario, un agente de
coestimulacion inmunitaria, un inhibidor de gamma secretasa, un potenciador de
células T o cualquier combinacién de estos.

Modalidad 68. El método de una cualquiera de las modalidades 50-51, 53 y 55-67,
en donde el anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico, o la
composicion farmacéutica se administra por via intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal y/o subcutanea al sujeto.

Modalidad 69. El método de una cualquiera de las modalidades 50-51, 53 y 55-68,
en donde el anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico, o la
composicion farmacéutica se administra por via subcutanea al sujeto.

Modalidad 70. Un método para generar el anticuerpo triespecifico o fragmento
de unidn triespecifico de una cualquiera de las modalidades 1 a 42, en donde
dicho método comprende cultivar la célula de una cualquiera de las modalidades
47 a 49 y aislar dicho anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico.
Modalidad 71. Un kit que comprende (i) el anticuerpo triespecifico o fragmento
de union triespecifico de una cualquiera de las modalidades 1 a 42 y/o un

polinucledtido de la modalidad 43 vy (ii) el envase para el mismo.
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Modalidad 72. Un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno de este, que
se une a BCMA, que comprende: una region determinante de
complementariedad de cadena pesada 1 (CDR1) que tiene la secuencia de
aminoacidos de GFTFSSYAMS (sec. con num. de ident.: 20), una CDR2 de
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de AISGSGGSTY (sec.
con num. de ident.: 21), y una CDR3 de cadena pesada que tiene la secuencia
de aminoacidos de DEGYSSGHYYGMDV (sec. con num. de ident.: 22).
Modalidad 73. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la modalidad
72, que comprende ademas: una region determinante de complementariedad de
cadena ligera 1 (CDR1) que tiene la secuencia de aminoacidos de
RASQSISSSFLT (sec. con num. de ident.: 17), una CDR2 de cadena ligera que
tiene la secuencia de aminoacidos de GASSRAT(sec. con num. de ident.: 18), y
una CDR3 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de
QHYGSSPMYT (sec. con num. de ident.: 19).

Modalidad 74. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la modalidad
72 0 73, que comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) que tiene
la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 24.

Modalidad 75. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de una cualquiera
de las modalidades 72-74, que comprende un dominio variable de cadena ligera
(VL) que tiene la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 23.
Modalidad 76. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de una cualquiera

de las modalidades 72-75, en donde el anticuerpo o fragmento de unién al
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antigeno se une especificamente a los residuos 17-26 (LLHACIPCQL (sec. con
num. de ident.: 162)) de la cadena BCMW37 de BCMA.

Modalidad 77. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de una cualquiera
de las modalidades 72-76, en donde el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno se une especificamente a BCMA con una afinidad de
aproximadamente 1 x 10-'°a 1 x 107 M.

Modalidad 78. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la modalidad 77,
en donde el anticuerpo o fragmento de union al antigeno se une especificamente
al BCMA con una afinidad de aproximadamente 2 x 10-'°a 9 x 10-1° M.

Modalidad 79. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de una cualquiera
de las modalidades 72-78, en donde el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno es un anticuerpo o fragmento de union al antigeno humano.

Modalidad 80. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de una cualquiera
de las modalidades 72-79, en donde el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno es recombinante.

Modalidad 81. El fragmento de unién al antigeno de una cualquiera de las
modalidades 72 a 80, en donde el fragmento de union al antigeno es un
fragmento Fab, un fragmento Fab2, o un anticuerpo de cadena simple.

Modalidad 82. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una cualquiera
de las modalidades 72-81, en donde el anticuerpo o fragmento de unién al

antigeno de este es un isotipo IgG1, IgG2, 1IgG3 o IgG4.
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Modalidad 83. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de cualquiera de
las modalidades 72-82, en donde el anticuerpo o fragmento de union al antigeno
de este es un isotipo 1IgG1 o 1gG4.

Modalidad 84. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o
fragmento de union al antigeno de una cualquiera de las modalidades 72-83 y
un portador farmacéuticamente aceptable.

Modalidad 85. La composicion farmacéutica de la modalidad 84, en donde la
composiciéon farmacéutica comprende ademas un segundo agente terapéutico.
Modalidad 86. La composicion farmacéutica de la modalidad 85, en donde el
segundo agente terapéutico comprende un agente anti-CD38, un farmaco de
imida inmunomodulador (IMiD), un inhibidor del punto de control inmunitario, un
agente de coestimulacién inmunitaria, un inhibidor de gamma secretasa, un
potenciador de células T o cualquier combinacién de estos.

Modalidad 87. Una célula que expresa el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno de una cualquiera de las modalidades 72-83.

Modalidad 88. La célula de la modalidad 87, en donde la célula es un hibridoma.
Modalidad 89. La célula de la modalidad 87, en donde el anticuerpo se produce
de manera recombinante.

Modalidad 90. Un método para tratar el cancer en un sujeto que lo necesita, dicho
método comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva del
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de una cualquiera de las modalidades

72-83 o la composicién farmacéutica de una cualquiera de las modalidades 84-86.
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Modalidad 91. El método de la modalidad 90, en donde el anticuerpo o
fragmento de union al antigeno o la composicién farmacéutica se administra
durante un tiempo suficiente para tratar el cancer.

Modalidad 92. Un método para inhibir el crecimiento o la proliferacion de una
célula cancerosa, dicho método comprende administrar a dicha célula una
cantidad efectiva del anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una
cualquiera de las modalidades 72-83 o la composicion farmacéutica de una
cualquiera de las modalidades 84-86, en donde dicha cantidad efectiva es
suficiente para inhibir el crecimiento o la proliferacion de dicha célula cancerosa.
Modalidad 93. El método de la modalidad 92, en donde dicha célula cancerosa
esta en un sujeto y el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno o la
composicion farmacéutica se administra al sujeto.

Modalidad 94. El método de la modalidad 92, en donde dicha administracion se
realiza ex vivo.

Modalidad 95. El método de una cualquiera de las modalidades 90-94 en donde
el cancer es un cancer hematoldgico.

Modalidad 96. El método de la modalidad 95, en donde el cancer hematolégico
es un cancer de células B que expresan BCMA.

Modalidad 97. El método de la modalidad 96, en donde el cancer de células B
que expresan BCMA es mieloma multiple.

Modalidad 98. El método de la modalidad 97, en donde el cancer de células B que

expresan BCMA es mieloma multiple quiescente (SMM, por sus siglas en inglés).
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Modalidad 99. El método de una cualquiera de las modalidades 90-98, en donde
el cancer es cancer recidivante, resistente, o maligno, o cualquier combinacion
de estos.

Modalidad 100. EI método de una cualquiera de las modalidades 90-91, 93, y
95-99, en donde el sujeto ha recibido un tratamiento previo.

Modalidad 101. EI método de la modalidad 100, el tratamiento previo comprende un
inhibidor de proteasoma, un farmaco inmunomodulador, un anticuerpo contra
CD38, un agente biespecifico, una terapia con CAR-T o una combinacion de estos.
Modalidad 102. El método de una cualquiera de las modalidades 90-101, que
comprende ademas administrar un segundo agente terapéutico.

Modalidad 103. EI método de la modalidad 102, en donde el segundo agente
terapéutico es un agente quimioterapéutico o una terapia contra el cancer dirigida.
Modalidad 104. EI método de la modalidad 103, en donde el agente
quimioterapéutico es citarabina, una antraciclina, diclorhidrato de histamina, o
interleucina 2 (IL-2).

Modalidad 105. El método de la modalidad 104, en donde el segundo agente
terapéutico es un agente anti-CD38, un farmaco de imida inmunomodulador
(IMiD), un inhibidor del punto de control inmunitario, un agente de
coestimulacion inmunitaria, un inhibidor de gamma secretasa, un potenciador de
células T o cualquier combinacién de estos.

Modalidad 106. El método de una cualquiera de las modalidades 90-91, 93 y 95-105,

en donde el anticuerpo o fragmento de union al antigeno o la composicién
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farmacéutica se administra por via intravenosa, intramuscular, intraperitoneal y/o
subcutanea al sujeto.
Modalidad 107. El método de una cualquiera de las modalidades 90-91, 93 y 95-106,
en donde el anticuerpo o fragmento de union al antigeno, o la composicion
farmacéutica se administra por via subcutanea al sujeto.
Modalidad 108. Un método para generar el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno de una cualquiera de las modalidades 72-83, en donde dicho método
comprende cultivar la célula de una cualquiera de las modalidades 87 a 89 y
aislar dicho anticuerpo o fragmento de union al antigeno.
Modalidad 109. Un polinucledtido sintético que codifica el anticuerpo o un
fragmento de union al antigeno de una cualquiera de las modalidades 72-83.
Modalidad 110. Un kit que comprende (i) el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno de una cualquiera de las modalidades 72-83 y/o un polinucleétido de la
modalidad 109 y (ii) el envase para el mismo.
Modalidad 111. Un anticuerpo triespecifico, o un fragmento de unién
triespecifico de este, que comprende:

a) una primera porcion de cadena pesada (HC1) que comprende un primer
dominio variable de cadena pesada (VH);

b) una porcion de cadena ligera (LC) que comprende un dominio variable
de cadena ligera (VL); y

c) una segunda porcién de cadena pesada (HC2) que comprende un
segundo dominio VH,

en donde
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(i) los dominios VH de HC1 y VL de LC forman un primer sitio de union al antigeno
gue se une a un primer antigeno,

(ii) el dominio VH de HC2 forma un segundo sitio de union al antigeno que se une
a un segundo antigeno,

(iii) la HC1 o la HC2 comprenden ademas un tercer dominio VH que forma un
tercer sitio de union al antigeno que se une a un tercer antigeno,

(iv) la HC1 y la HC2 comprenden cada una opcionalmente un dominio de
fragmento cristalizable (Fc) que comprende un dominio CH2-CH3; y

en donde el primer antigeno es un cumulo de diferenciacion 3 (CD3), y

(v) el segundo antigeno es el antigeno de maduracion de células B (BCMA), y el
tercer antigeno es miembro D del grupo 5 de la familia C del receptor acoplado a
la proteina G (GPRCS5D); o

(vi) el segundo antigeno es miembro D del grupo 5 de la familia C del receptor
acoplado a la proteina G (GPRCS5D), y el tercer antigeno es antigeno de
maduracion de células B (BCMA).

Modalidad 112. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
la modalidad 111, en donde la HC2 comprende el tercer dominio VH que forma
el tercer sitio de union al antigeno que se une al tercer antigeno.

Modalidad 113. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
la modalidad 112, en donde la HC2 comprende, del N al C-terminal, el segundo
dominio VH que forma el segundo sitio de union al antigeno, el dominio de Fc,
un primer enlazador (L1) y el tercer dominio VH que forma el tercer sitio de union

al antigeno.
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Modalidad 114. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111-113, en donde la HC2 comprende el
segundo dominio VH que forma el segundo sitio de unién al antigeno que se une
a GPRCS5D y la HC2 comprende ademas el tercer dominio VH que forma el
tercer sitio de union al antigeno que se une a BCMA.

Modalidad 115. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
la modalidad 111, en donde la HC1 comprende el tercer dominio VH que forma
el tercer sitio de unién al antigeno que se une al tercer antigeno.

Modalidad 116. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
la modalidad 115, en donde la HC1 comprende, del N al C-terminal, el primer VH
que forma el primer sitio de unién al antigeno, un dominio CH1, el dominio de
Fc, un primer enlazador (L1) y el tercer dominio VH que forma el tercer sitio de
union al antigeno.

Modalidad 117. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111, 115, y 116, en donde la HC2
comprende el segundo dominio VH que forma el segundo sitio de union al
antigeno que se une a BCMA, y la HC1 comprende ademas el tercer dominio VH
que forma el tercer sitio de unioén al antigeno que se une a GPRC5D.

Modalidad 118. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111-117, en donde el VH de HC1 y VL de LC
forman el primer sitio de unién al antigeno que comprende un fragmento de

unién al antigeno (Fab) que comprende el primer sitio de unién al antigeno.
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Modalidad 119. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 111-118, en donde el VH de HC2 forma un fragmento
variable monocatenario (scFv) que comprende el segundo sitio de union al antigeno.
Modalidad 120. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 111-119, en donde el tercer VH forma un fragmento
variable monocatenario (scFv) que comprende el tercer sitio de unién al antigeno.
Modalidad 121. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 111-120, en donde los dominios de Fc de HC1 y HC2
comprenden una o mas mutaciones diferentes que promueven la heterodimerizacion.
Modalidad 122. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
la modalidad 121, en donde el dominio de Fc de la HC1 comprende las
mutaciones T366S, L368A e Y407V (numeracién EU) y el dominio de Fc de la
HC2 comprende la mutacion T366W (numeracion EU).

Modalidad 123. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
la modalidad 121, en donde el dominio de Fc de la HC2 comprende las
mutaciones T366S, L368A e Y407V (numeracién EU) y el dominio de Fc de la
HC1 comprende la mutacion T366W (numeracion EU).

Modalidad 124. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111-123, en donde los dominios de Fc de
HC1 y/o HC2 comprenden ademas una o mas mutaciones que reducen la union

de Fc a un receptor de Fcy.
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Modalidad 125. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
modalidad 124, en donde el receptor de Fcy es FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB,
FcyRIIIA, y/o FcyRIIIB.

Modalidad 126. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
la modalidad 124 o 125, en donde los dominios de Fc de HC1 y/o HC2
comprenden cada uno una o mas mutaciones seleccionadas de L234A, L235A, y
D265S (numeracién EU).

Modalidad 127. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
modalidad 126, en donde los dominios de Fc de HC1 y HC2 comprenden cada
uno las mutaciones L234A, L235A, y D265S (numeracion EU).

Modalidad 128. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111-127, en donde los dominios de Fc de
HC1 o HC2 comprenden ademas una o mas mutaciones que reducen la union
de Fc a la proteina A.

Modalidad 129. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 128, en donde los dominios de Fc de HC1 o HC2 comprenden las
mutaciones H435R y/o Y436F (numeracion EU).

Modalidad 130. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 129, en donde el dominio de Fc de HC1 comprende las mutaciones
H435R y Y436F (numeracion EU).

Modalidad 131. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de

una cualquiera de las modalidades 113-114 y 116-130, en donde el primer
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enlazador (L1) comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de
las sec. con nums. de ident.: 25, 127-157, y 163.

Modalidad 132. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 131, en donde el primer enlazador (L1)
comprende la secuencia de aminoacidos de GGSEGKSSGSGSESKSTGGS
(sec. con num. de ident.: 25) 0 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS ((G4S)4, sec.
con num. de ident.: 163).

Modalidad 133. El anticuerpo triespecifico o fragmento de uniodn triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111-132, en donde el primer sitio de union al
antigeno que se une a CD3 comprende: una regiéon determinante de
complementariedad de cadena pesada 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de GDSVFNNNAAWS (sec. con num. de ident.: 4), una CDR2 de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de RTYYRSKWLYD
(sec. con num. de ident.: 5), y una CDR3 de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de GYSSSFDY (sec. con num. de ident.: 6).
Modalidad 134. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111-133, en donde el primer sitio de unién al
antigeno que se une a CD3 comprende: una region determinante de
complementariedad de cadena ligera 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de TGTSSNIGTYKFVS (sec. con num. de ident.: 1), una CDR2 de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de EVSKRPS (sec.
con num. de ident.: 2), y una CDR3 de cadena ligera que comprende la

secuencia de aminoacidos de VSYAGSGTLL (sec. con num. de ident.: 3).
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Modalidad 135. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 111-134, en donde el primer sitio de union al
antigeno que se une a CD3 comprende un dominio variable de cadena pesada
(VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 8.
Modalidad 136. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111-135, en donde el primer sitio de union al
antigeno que se une a CD3 comprende un dominio variable de cadena ligera (VL)
que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 7.
Modalidad 137. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111-136, en donde el segundo o tercer sitio de
union al antigeno que se une a GPRC5D comprende: una regiéon determinante de
complementariedad de cadena pesada 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de GFSLTNIRMSVS (sec. con num. de ident.: 12), una CDR2 de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de HIFSNDEKS
(sec. con num. de ident.: 13), y una CDR3 de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de MRLPYGMDYV (sec. con num. de ident.: 14).
Modalidad 138. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111-137, en donde el segundo o tercer sitio de
union al antigeno que se une a GPRC5D comprende: una region determinante de
complementariedad de cadena ligera 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de RSSQSLVHSDGNTYLS (sec. con num. de ident.: 9), una CDR2

de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de KISNRFF (sec.
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con num. de ident.: 10), y una CDR3 de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de MQATQFPHT (sec. con num. de ident.: 11).
Modalidad 139. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111-138, en donde el segundo o tercer sitio de
union al antigeno que se une a GPRC5D comprende un dominio variable de
cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con
num. de ident. 16.

Modalidad 140. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 111-139, en donde el segundo o tercer sitio de unién
al antigeno que se une a GPRC5D comprende un dominio variable de cadena ligera
(VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 15.
Modalidad 141. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 111-140, en donde el segundo o tercer sitio de unién
al antigeno que se une a BCMA comprende: una region determinante de
complementariedad de cadena pesada 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de GFTFSSYAMS (sec. con num. de ident.: 20), una CDR2 de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de AISGSGGSTY (sec. con
num. de ident.: 21), y una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de DEGYSSGHYYGMDYV (sec. con num. de ident.: 22).

Modalidad 142. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 111-141, en donde el segundo o tercer sitio de
union al antigeno que se une a BCMA comprende: una region determinante de

complementariedad de cadena ligera 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
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aminoacidos de RASQSISSSFLT (sec. con num. de ident.: 17), una CDR2 de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de GASSRAT (sec.
con num. de ident.: 18), y una CDRS3 de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de QHYGSSPMYT (sec. con num. de ident.: 19).
Modalidad 143. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 111-142, en donde el segundo o tercer sitio de unién
al antigeno que se une a BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada
(VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 24.
Modalidad 144. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 111-143, en donde el segundo o tercer sitio de unién
al antigeno que se une a BCMA comprende un dominio variable de cadena ligera
(VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 23.
Modalidad 145. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 119-144, en donde el scFv comprende, del N
al C-terminal, un VH, un segundo enlazador (L2) y un VL (VH-L2-VL); o el VL, el
L2 y el VH (VL-L2-VH).

Modalidad 146. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las modalidades 119-145, en donde el scFv comprende, del N
al C-terminal, el VL, el L2 y el VH (VL-L2-VH).

Modalidad 147. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
la modalidad 145 o 146, en donde el segundo enlazador (L2) comprende una
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de las sec. con nums. de ident.:

25,127-157, y 163.
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Modalidad 148. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 145-147, en donde el L2 comprende una secuencia
de aminoacidos de GGSEGKSSGSGSESKSTGGS (sec. con num. de ident.: 25).
Modalidad 149. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una
cualquiera de las modalidades 111 a 148, en donde el primer sitio de unioén al
antigeno que se une especificamente a los residuos 22-35
(ODGNEEMGGITQTP (sec. con num. de ident.: 161)) de la cadena CD3e.
Modalidad 150. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de una cualquiera de
las modalidades 111-149, en donde el primer sitio de union al antigeno que se une
especificamente a CD3 con una afinidad de aproximadamente 1 x 108 a 1 x 107 M.
Modalidad 151. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la modalidad
150, en donde el primer sitio de unién al antigeno que se une especificamente a
CD3 con una afinidad de aproximadamente 2 x 10®a 4 x 10 M.

Modalidad 152. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una
cualquiera de las modalidades 111 a 151, en donde el segundo o tercer sitio de
unién al antigeno se une especificamente a los residuos 17-26 (LLHACIPCQL
(sec. con num. de ident.: 162)) de la cadena BCMW37 de BCMA.

Modalidad 153. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la modalidad 152,
en donde el segundo o tercer sitio de unién al antigeno se une especificamente al
BCMA con una afinidad de aproximadamente 1 x 10"%°a 1 x 107 M.

Modalidad 154. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la modalidad 153,
en donde el segundo o tercer sitio de union al antigeno se une especificamente al

BCMA con una afinidad de aproximadamente 2 x 10'°a 9 x 1010 M.
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Modalidad 155. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una
cualquiera de las modalidades 111 a 154, en donde el anticuerpo o fragmento
de union al antigeno de este es un isotipo 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4.

Modalidad 156. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una
cualquiera de las modalidades 111 a 155 en donde el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno de este es un isotipo IgG1.

Modalidad 157. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
la modalidad 111, en donde la HC1 comprende la secuencia de aminoacidos de
la sec. con num. de ident.: 26.

Modalidad 158. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
la modalidad 111 o0 157, en donde la LC comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 27.

Modalidad 159. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
modalidad 111, 157 o 158, en donde la HC2 comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 28.

Modalidad 160. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
la modalidad 111, en donde la HC1 comprende la secuencia de aminoacidos de
la sec. con num. de ident.: 29.

Modalidad 161. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
la modalidad 111 o 160, en donde la LC comprende la secuencia de

aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 30.



10

15

20

213

Modalidad 162. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
modalidad 111, 160 o 161, en donde la HC2 comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 31.
La invencién también puede definirse mediante las siguientes clausulas numeradas.
Clausula 1. Un anticuerpo triespecifico, o un fragmento de unién triespecifico de
este, que comprende:

a) una primera cadena pesada (HC1);

b) una cadena ligera (LC); y

C) una segunda cadena pesada (HC2),
en donde
(i) la HC1 y la LC forman un primer paratopo que se une especificamente a un
primer antigeno,
(i) la HC2 comprende un segundo paratopo que se une especificamente a un
segundo antigeno,
(i) la HC1 o la HC2 comprende ademas un tercer paratopo que se une
especificamente a un tercer antigeno,
(iv) la HC1 y la HC2 comprenden cada una un dominio de fragmento cristalizable
(Fc) que comprende un dominio CH2-CH3; y
en donde el primer antigeno es un cumulo de diferenciacion 3 (CD3), y
(v) el segundo antigeno es el antigeno de maduracion de células B (BCMA), y el
tercer antigeno es miembro D del grupo 5 de la familia C del receptor acoplado a

la proteina G (GPRCS5D); o
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(vi) el segundo antigeno es miembro D del grupo 5 de la familia C del receptor
acoplado a la proteina G (GPRC5D), y el tercer antigeno es antigeno de
maduracion de células B (BCMA).

Clausula 2. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 1, en donde la HC2 comprende el tercer sitio de union al antigeno que
se une especificamente al tercer antigeno.

Clausula 3. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 2, en donde la HC2 comprende, del N al C-terminal, el segundo sitio de
unién al antigeno, el dominio de Fc, un enlazador y el tercer sitio de unién al
antigeno.

Clausula 4. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 1-3, en donde la HC2 comprende un segundo sitio de
unién al antigeno que se une especificamente a GPRCS5D, y la HC2 comprende
ademas un tercer sitio de union al antigeno que se une especificamente a BCMA.
Clausula 5. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 1, en donde la HC1 comprende el tercer sitio de union al antigeno que
se une especificamente al tercer antigeno.

Clausula 6. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 5, en donde la HC1 comprende, del N al C-terminal, un dominio variable
de cadena pesada (VH) asociado con el primer sitio de unién al antigeno, un
dominio CH1, el dominio de Fc, un enlazador y el tercer sitio de unién al antigeno.
Clausula 7. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una

cualquiera de las clausulas 1, 5y 6, en donde la HC2 comprende un segundo sitio de
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unién al antigeno que se une especificamente a BCMA, y la HC1 comprende
ademas un tercer sitio de union al antigeno que se une especificamente a GPRC5D.
Clausula 8. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 1-7, en donde el primer sitio de union al antigeno
comprende un fragmento de union al antigeno (Fab).

Clausula 9. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 1-8, en donde el segundo sitio de union al antigeno
comprende un fragmento variable monocatenario (scFv).

Clausula 10. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 1-9, en donde el tercer sitio de union al antigeno
comprende un fragmento variable monocatenario (scFv).

Clausula 11. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 1-10, en donde os dominios de Fc de HC1 y HC2
comprenden una o mas mutaciones diferentes que promueven la heterodimerizacion.
Clausula 12. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 11, en donde el dominio de Fc de la HC1 comprende las mutaciones
T366S, L368A e Y407V (numeracion EU) y el dominio de Fc de la HC2
comprende la mutacién T366W (numeracion EU).

Clausula 13. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 11, en donde el dominio de Fc de la HC2 comprende las mutaciones
T366S, L368A e Y407V (numeracion EU) y el dominio de Fc de la HC1

comprende la mutacién T366W (numeracion EU).
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Clausula 14. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 1-13, en donde los dominios de Fc de HC1 y/o
HC2 comprenden ademas una o mas mutaciones que reducen la union de Fc a
un receptor de Fcy.

Clausula 15. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unidn triespecifico de la
clausula 14, en donde el receptor de Fcy es FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIIA,
y/o FcyRIIIB.

Clausula 16. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 14 o 15, en donde los dominios de Fc de HC1 y/o HC2 comprenden cada
uno una o mas mutaciones seleccionadas de L234A, L235A, y D265S
(numeracion EU).

Clausula 17. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 16, en donde los dominios de Fc de HC1 y HC2 comprenden cada uno
las mutaciones L234A, L235A, y D265S (numeracion EU).

Clausula 18. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 1-17, en donde los dominios de Fc de HC1 o
HC2 comprenden ademas una o mas mutaciones que reducen la union de Fc a
la proteina A.

Clausula 19. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
clausula 18, en donde os dominios de Fc de HC1 o HC2 comprenden las

mutaciones H435R y/o Y436F (numeracion EU).
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Clausula 20. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unidn triespecifico de la
clausula 19, en donde el dominio de Fc de HC1 comprende las mutaciones
H435R y Y436F (numeracion EU).

Clausula 21. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 3 y 5-18, en donde el enlazador comprende la secuencia
de aminoacidos de GGSEGKSSGSGSESKSTGGS (sec. con num. de ident.: 25) o
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS ((G4S)4, sec. con num. de ident.: 163).

Clausula 22. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 1-21, en donde el primer sitio de union al antigeno que se
une especificamente a CD3 comprende: una region determinante de
complementariedad de cadena pesada 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de GDSVFNNNAAWS (sec. con num. de ident.: 4), una CDR2 de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de RTYYRSKWLYD
(sec. con num. de ident.: 5), y una CDRS3 de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de GYSSSFDY (sec. con num. de ident.: 6).

Clausula 23. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 1-22, en donde el primer sitio de union al antigeno que
se une especificamente a CD3 comprende: una region determinante de
complementariedad de cadena ligera 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de TGTSSNIGTYKFVS (sec. con num. de ident.: 1), una CDR2 de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de EVSKRPS (sec.
con num. de ident.: 2), y una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia

de aminoacidos de VSYAGSGTLL (sec. con num. de ident.: 3).
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Clausula 24. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unidn triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 1-23, en donde el primer sitio de union al antigeno que
se une especificamente a CD3 comprende un dominio variable de cadena pesada
(VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 8.
Clausula 25. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 1-24, en donde el primer sitio de union al antigeno que
se une especificamente a CD3 comprende un dominio variable de cadena ligera
(VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 7.
Clausula 26. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 1-25, en donde el segundo o tercer sitio de
unién al antigeno que se une especificamente a GPRC5D comprende: una
region determinante de complementariedad de cadena pesada 1 (CDR1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de GFSLTNIRMSVS (sec. con num. de
ident.:12), una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de HIFSNDEKS (sec. con num. de ident.: 13), y una CDR3 de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de MRLPYGMDV
(sec. con num. de ident.: 14).

Clausula 27. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 1-26, en donde el segundo o tercer sitio de
unién al antigeno que se une especificamente a GPRCS5D comprende: una
region determinante de complementariedad de cadena ligera 1 (CDR1) que
comprende la secuencia de aminoacidos de RSSQSLVHSDGNTYLS (sec. con

num. de ident.: 9), una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de
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aminoacidos de KISNRFF (sec. con num. de ident.: 10), y una CDR3 de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de MQATQFPHT (sec. con
num. de ident.: 11).

Clausula 28. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 1-27, en donde el segundo o tercer sitio de
unién al antigeno que se une especificamente a GPRC5D comprende un
dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 16.

Clausula 29. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 1-28, en donde el segundo o tercer sitio de
unién al antigeno que se une especificamente a GPRC5D comprende un
dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 15.

Clausula 30. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 1-29, en donde el segundo o tercer sitio de union al
antigeno que se une especificamente a BCMA comprende: una regién determinante
de complementariedad de cadena pesada 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de GFTFSSYAMS (sec. con num. de ident.: 20), una CDR2 de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de AISGSGGSTY (sec. con
num. de ident.: 21), y una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de DEGYSSGHYYGMDYV (sec. con num. de ident.: 22).

Clausula 31. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una

cualquiera de las clausulas 1-30, en donde el segundo o tercer sitio de unién al
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antigeno que se une especificamente a BCMA comprende: una region
determinante de complementariedad de cadena ligera 1 (CDR1) que comprende la
secuencia de aminoacidos de RASQSISSSFLT (sec. con num. de ident.: 17), una
CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de GASSRAT
(sec. con num. de ident.: 18), y una CDR3 de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de QHYGSSPMYT (sec. con num. de ident.: 19).
Clausula 32. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 1-31, en donde el segundo o tercer sitio de
unién al antigeno que se une especificamente a BCMA comprende un dominio
variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos
de la sec. con num. de ident.: 24.

Clausula 33. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 1-32, en donde el segundo o tercer sitio de
unién al antigeno que se une especificamente a BCMA comprende un dominio
variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de
la sec. con num. de ident.: 23.

Clausula 34. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 1 a 33, en donde el primer sitio de unién al
antigeno que se une especificamente a los residuos 22-35
(QDGNEEMGGITQTP (sec. con num. de ident.: 160)) de la cadena CD3k¢.
Clausula 35. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 34, en donde el primer sitio de unién al antigeno que se une

especificamente a CD3 con una afinidad de aproximadamente 2,5 x 10-8 M.
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Clausula 36. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 34, en donde el primer sitio de unidn al antigeno que se une
especificamente a CD3 con una afinidad de aproximadamente 3,1 x 10-8 M.
Clausula 37. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 1 a 36, en donde el segundo o tercer sitio de
unién al antigeno se une especificamente a los residuos 17-26 (LLHACIPCQL
(sec. con num. de ident.: 161)) de la cadena BCMW37 de BCMA.

Clausula 38. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
clausula 37, en donde el segundo o tercer sitio de union al antigeno se une
especificamente a BCMA con una afinidad de aproximadamente 2,1 x 10-10 M.
Clausula 39. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 37, en donde el segundo o tercer sitio de union al antigeno se une
especificamente a BCMA con una afinidad de aproximadamente 8,4 x10-10 M.
Clausula 40. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 1 a 39, en donde el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno de este son del isotipo 1gG1, 19G2, 1IgG3 o 1gG4.

Clausula 41. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
cualquiera de las clausulas 1 a 40 es un isotipo I1gG1.

Clausula 42. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
clausula 1, en donde la HC1 comprende la secuencia de aminoacidos de la sec.

con num. de ident.: 26.
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Clausula 43. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unidn triespecifico de la
clausula 1 0 42, en donde la LC comprende la secuencia de aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 27.

Clausula 44. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 1, 42 0 43, en donde la HC2 comprende la secuencia de aminoacidos
de la sec. con num. de ident.: 28.

Clausula 45. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 1, en donde la HC1 comprende la secuencia de aminoacidos de la sec.
con num. de ident.: 29.

Clausula 46. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 1 0 45, en donde la LC comprende la secuencia de aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 30.

Clausula 47. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 1, 45 o0 46, en donde la HC2 comprende la secuencia de aminoacidos
de la sec. con num. de ident.: 31.

Clausula 48. Un anticuerpo triespecifico, o un fragmento de unioén triespecifico
de este, que comprende:

a) un primer paratopo que se une especificamente a CD3,

b) un segundo paratopo que se une especificamente a GPRCSD, y

c) un tercer sitio de union al antigeno que se une especificamente a BCMA.
Clausula 49. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 48, en donde el primer sitio de unién al antigeno que se une

especificamente a CD3 comprende: una region determinante de
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complementariedad de cadena pesada 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de GDSVFNNNAAWS (sec. con num. de ident.: 4), una CDR2 de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de RTYYRSKWLYD
(sec. con num. de ident.: 5), y una CDR3 de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de GYSSSFDY (sec. con num. de ident.: 6).

Clausula 50. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 48 o0 49, en donde el primer sitio de union al antigeno que se une
especificamente a CD3 comprende: una region determinante de
complementariedad de cadena ligera 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de TGTSSNIGTYKFVS (sec. con num. de ident.: 1), una CDR2 de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de EVSKRPS (sec.
con num. de ident.: 2), y una CDR3 de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de VSYAGSGTLL (sec. con num. de ident.: 3).
Clausula 51. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 48-50, en donde el primer paratopo que se une
especificamente a CD3 comprende un dominio variable de cadena pesada (VH)
que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 8.
Clausula 52. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las modalidades 48-51, en donde el primer sitio de union al antigeno
que se une especificamente a CD3 comprende un dominio variable de cadena ligera
(VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 7.
Clausula 53. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una

cualquiera de las clausulas 48-52, en donde el segundo sitio de union al antigeno
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que se une especificamente a GPRC5D comprende: una region determinante de
complementariedad de cadena pesada 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de GFSLTNIRMSVS (sec. con num. de ident.: 12), una CDR2 de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de HIFSNDEKS
(sec. con num. de ident.: 13), y una CDR3 de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de MRLPYGMDV (sec. con num. de ident.: 14).
Clausula 54. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unidn triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 48-53, en donde el segundo sitio de union al antigeno
que se une especificamente a GPRC5D comprende: una region determinante de
complementariedad de cadena ligera 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de RSSQSLVHSDGNTYLS (sec. con num. de ident.: 9), una CDR2
de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de KISNRFF (sec.
con num. de ident.: 10), y una CDR3 de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de MQATQFPHT (sec. con num. de ident.: 11).
Clausula 55. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 48-54, en donde el segundo sitio de unién al
antigeno que se une especificamente a GPRC5D comprende un dominio
variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos
de la sec. con num. de ident.: 16.

Clausula 56. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 48-55, en donde el segundo sitio de union al

antigeno que se une especificamente a GPRC5D comprende un dominio
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variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de
la sec. con num. de ident.: 15.

Clausula 57. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unidn triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 48-56, en donde el tercer sitio de union al antigeno que
se une especificamente a BCMA comprende: una region determinante de
complementariedad de cadena pesada 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de GFTFSSYAMS (sec. con num. de ident.: 20), una CDR2 de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de AISGSGGSTY (sec. con
num. de ident.: 21), y una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de DEGYSSGHYYGMDYV (sec. con num. de ident.: 22).

Clausula 58. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 48-57, en donde el tercer sitio de union al antigeno
que se une especificamente a BCMA comprende: una region determinante de
complementariedad de cadena ligera 1 (CDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de RASQSISSSFLT (sec. con num. de ident.: 17), una CDR2 de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de GASSRAT (sec.
con num. de ident.: 18), y una CDR3 de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de QHYGSSPMYT (sec. con num. de ident.: 19).
Clausula 59. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 48-58, en donde el tercer sitio de union al antigeno que
se une especificamente a BCMA comprende un dominio variable de cadena pesada

(VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 24.
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Clausula 60. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una
cualquiera de las clausulas 48-59, en donde el tercer sitio de union al antigeno que
se une especificamente a BCMA comprende un dominio variable de cadena ligera
(VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 23.
Clausula 61. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 48-60, en donde el primer sitio de union al
antigeno que se une especificamente a los residuos 22-35
(QDGNEEMGGITQTP (sec. con num. de ident.: 160)) de la cadena CD3k¢.
Clausula 62. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de la
clausula 61, en donde el primer sitio de unioén al antigeno que se une
especificamente a CD3 con una afinidad de aproximadamente 2,5 x 10-8 M.
Clausula 63. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 61, en donde el primer sitio de unién al antigeno que se une
especificamente a CD3 con una afinidad de aproximadamente 3,1 x10-8 M.
Clausula 64. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 48 a 63, en donde el tercer sitio de unién al
antigeno se une especificamente a los residuos 17-26 (LLHACIPCQL (sec. con
num. de ident.: 161)) de la cadena BCMW37 de BCMA.

Clausula 65. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de la
clausula 64, en donde el tercer sitio de unién al antigeno se une especificamente

a BCMA con una afinidad de aproximadamente 2,1 x 10-10 M.
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Clausula 66. El anticuerpo triespecifico o fragmento de unidn triespecifico de la
clausula 64, en donde el tercer sitio de unién al antigeno se une especificamente
a BCMA con una afinidad de aproximadamente 8,4 x10-10 M.
Clausula 67. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
una cualquiera de las clausulas 48 a 66, en donde el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno de este son del isotipo 1gG1, 19G2, 1IgG3 o 1gG4.
Clausula 68. El anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de
cualquier modalidad 48 a 67 es un isotipo 1gG1.
Clausula 69. Un anticuerpo triespecifico, o un fragmento de unién triespecifico
de este, que comprende:

a) una primera cadena pesada (HC1);

b) una cadena ligera (LC); y

c) una segunda cadena pesada (HC2),
en donde la HC1 comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num.
de ident.: 26, la LC comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num.
de ident.: 27, y la HC2 comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con
num. de ident.: 28.
Clausula 70. Un anticuerpo triespecifico, o un fragmento de union triespecifico
de este, que comprende:

a) una primera cadena pesada (HC1);

b) una cadena ligera (LC); y

c) una segunda cadena pesada (HC2),
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en donde la HC1 comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de
ident.: 29, la LC comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de
ident.: 30, y la HC2 comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num.
de ident.: 31.

Clausula 71. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo
triespecifico o fragmento de union triespecifico de una cualquiera de las
clausulas 1 a 70 y un portador farmacéuticamente aceptable.

Clausula 72. Una célula que expresa el anticuerpo triespecifico o fragmento de
union triespecifico de una cualquiera de las clausulas 1 a 70.

Clausula 73. La célula de la clausula 72, en donde la célula es un hibridoma.
Clausula 74. La célula de la clausula 72, en donde el anticuerpo triespecifico se
produce de manera recombinante.

Clausula 75. Un método para tratar el cancer en un sujeto que lo necesita, dicho
método comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva
del anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una cualquiera
de las clausulas 1 a 70 o la composicién farmacéutica de la clausula 71.
Clausula 76. EI método de la clausula 75, en donde el anticuerpo triespecifico o
fragmento de unidn triespecifico o la composicion farmacéutica se administra
durante un tiempo suficiente para tratar el cancer.

Clausula 77. Un método para inhibir el crecimiento o la proliferacion de una célula
cancerosa, dicho método comprende administrar a dicha célula una cantidad
efectiva del anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico de una

cualquiera de las clausulas 1 a 70 o la composicion farmacéutica de la clausula 71,
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en donde dicha cantidad efectiva es suficiente para inhibir el crecimiento o la
proliferacién de dicha célula cancerosa.

Clausula 78. El método de la clausula 77, en donde dicha célula cancerosa esta
en un sujeto y el anticuerpo triespecifico o fragmento de unién triespecifico o la
composicion farmacéutica se administra al sujeto.

Clausula 79. EI método de la clausula 77, en donde dicha administracion se realiza
ex Vvivo.

Clausula 80. Un método para redirigir una célula T a células cancerosas que
expresan BCMA y/o GPRC5D en un sujeto que lo necesita, dicho método
comprende administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva del
anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una cualquiera de
las clausulas 1 a 70 o la composicién farmacéutica de la clausula 71.

Clausula 81. El método de la clausula 80, en donde la dicha cantidad
terapéuticamente efectiva es suficiente para dirigir dicha respuesta de células T a
dichas células cancerosas.

Clausula 82. El método de una cualquiera de las clausulas 75-81, en donde el
cancer es un cancer hematoldgico.

Clausula 83. El método de la clausula 82, en donde el cancer hematolégico es un
cancer de células B que expresan BCMA y/o GPRCSD.

Clausula 84. ElI método de la clausula 83, en donde el cancer de células B que
expresan BCMA y/o GPRC5D es mieloma multiple.

Clausula 85. EI método de una cualquiera de las clausulas 75-84, que comprende

ademas administrar un segundo agente terapéutico.



10

15

20

230

Clausula 86. El método de la clausula 85, en donde el segundo agente terapéutico
es un agente quimioterapéutico o una terapia contra el cancer dirigida.

Clausula 87. El método de la clausula 86, en donde el agente quimioterapéutico
es citarabina, una antraciclina, diclorhidrato de histamina, o interleucina 2 (IL-2).
Clausula 88. Un método para generar el anticuerpo triespecifico o fragmento de
unién triespecifico de una cualquiera de las clausulas 1 a 70, en donde dicho
método comprende cultivar la célula de una cualquiera de las clausulas 72 a 74 y
aislar dicho anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico.

Clausula 89. Un polinucledtido sintético que codifica la HC1, la LC y/o la HC2 del
anticuerpo triespecifico o fragmento de union triespecifico de una cualquiera de
las clausulas 1 a 70.

Clausula 90. Un kit que comprende (i) el anticuerpo triespecifico o fragmento de
unién triespecifico de una cualquiera de las clausulas 1 a 70 y/o un polinucleétido
de la clausula 89 y (ii) el envase para el mismo.

Clausula 91. Un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno de este, que se
une especificamente a BCMA, que comprende: una regiéon determinante de
complementariedad de cadena pesada 1 (CDR1) que tiene la secuencia de
aminoacidos de GFTFSSYAMS (sec. con num. de ident.: 20), una CDR2 de cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de AISGSGGSTY (sec. con num.
de ident.: 21), y una CDR3 de cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos de DEGYSSGHYYGMDYV (sec. con num. de ident.: 22).

Clausula 92. El anticuerpo o fragmento de unioén al antigeno de la clausula 91, que

comprende ademas: una region determinante de complementariedad de cadena ligera
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1 (CDR1) que tiene la secuencia de aminoacidos de RASQSISSSFLT (sec. con num.
de ident.: 17), una CDR2 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de
GASSRAT(sec. con num. de ident.: 18), y una CDR3 de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de QHYGSSPMYT (sec. con num. de ident.: 19).
Clausula 93. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la clausula 91 o
92, que comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) que tiene la
secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 24.

Clausula 94. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de una cualquiera de
las clausulas 91-93, que comprende un dominio variable de cadena ligera (VL)
gue tiene la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 23.
Clausula 95. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una cualquiera de
las clausulas 91-94, en donde el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se
une especificamente a los residuos 17-26 (LLHACIPCQL (sec. con num. de ident.:
161)) de la cadena BCMW37 de BCMA.

Clausula 96. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la clausula 95, en
donde el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se une especificamente a
BCMA con una afinidad de aproximadamente 2,1 x 10-10 M.

Clausula 97. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la clausula 95, en
donde el anticuerpo o fragmento de union al antigeno se une especificamente a
BCMA con una afinidad de aproximadamente 8,4 x10-10 M.

Clausula 98. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de una cualquiera de
las clausulas 91-97, en donde el anticuerpo o fragmento de union al antigeno es

un anticuerpo o fragmento de unioén al antigeno humano.



10

15

20

232

Clausula 99. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una cualquiera de las
clausulas 91 a 98, en donde el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno es
recombinante.

Clausula 100. El fragmento de unién al antigeno de una cualquiera de las
clausulas 91 a 99, en donde el fragmento de union al antigeno es un fragmento
Fab, un fragmento Fab2, o un anticuerpo de cadena simple.

Clausula 101. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una cualquiera
de las clausulas 91 a 100, en donde el anticuerpo o fragmento de union al antigeno
de este son del isotipo 1gG1, I1gG2, 1IgG3 o 1gG4.

Clausula 102. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno de cualquiera de las
clausulas 91 a 101 es un isotipo IgG1 o0 1IgG4.

Clausula 103. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o
fragmento de union al antigeno de una cualquiera de las clausulas 91 a 102 y un
portador farmacéuticamente aceptable.

Clausula 104. Una célula que expresa el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno de una cualquiera de las clausulas 91 a 102.

Clausula 105. La célula de la clausula 104, en donde la célula es un hibridoma.
Clausula 106. La célula de la clausula 104, en donde el anticuerpo se produce de
manera recombinante.

Clausula 107. Un método para tratar el cancer en un sujeto que lo necesita, dicho
método comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva
del anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una cualquiera de las

clausulas 91 a 102 o la composicion farmacéutica de la clausula 103.
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Clausula 108. El método de la clausula 107, en donde el anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno o la composicion farmacéutica se administra durante un
tiempo suficiente para tratar el cancer.

Clausula 109. Un método para inhibir el crecimiento o la proliferacion de una célula
cancerosa, dicho método comprende administrar a dicha célula una cantidad
efectiva del anticuerpo o fragmento de union al antigeno de una cualquiera de las
clausulas 91 a 102 o la composicion farmacéutica de la clausula 103, en donde
dicha cantidad efectiva es suficiente para inhibir el crecimiento o la proliferacion
de dicha célula cancerosa.

Clausula 110. EI método de la clausula 109, en donde dicha célula cancerosa esta en
un sujeto y el anticuerpo o fragmento de union al antigeno o la composicién
farmacéutica se administra al sujeto.

Clausula 111. El método de la clausula 109, en donde dicha administracion se
realiza ex vivo.

Clausula 112. El método de una cualquiera de las clausulas 107-111 en donde el
cancer es un cancer hematoldgico.

Clausula 113. El método de la clausula 112, en donde el cancer hematolégico es
un cancer de células B que expresan BCMA.

Clausula 114. ElI método de la clausula 113, en donde el cancer de células B que
expresan BCMA es mieloma multiple.

Clausula 115. El método de una cualquiera de las clausulas 107-114, que

comprende ademas administrar un segundo agente terapéutico.
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Clausula 116. El método de la clausula 115, en donde el segundo agente
terapéutico es un agente quimioterapéutico o una terapia contra el cancer dirigida.
Clausula 117. El método de la clausula 116, en donde el agente quimioterapéutico
es citarabina, una antraciclina, diclorhidrato de histamina, o interleucina 2 (IL-2).

Clausula 118. Un método para generar el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno de una cualquiera de las clausulas 91 a 102, en donde dicho método
comprende cultivar la célula de una cualquiera de las clausulas 104 a 106 y aislar
dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno.

Clausula 119. Un polinucleétido sintético que codifica el anticuerpo o un fragmento
de unién al antigeno de una cualquiera de las clausulas 91 a 102.

Clausula 120. Un kit que comprende (i) el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno de una cualquiera de las clausulas 91 a 102 y/o un polinucledtido de la

clausula 119 y (ii) envase para el mismo.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se proporcionan para complementar la descripcion
anterior y para proporcionar un mejor entendimiento del asunto del sujeto descrito
en la presente descripcion. Estos ejemplos no deben considerarse limitantes del
asunto del sujeto descrito. Debe entenderse que los ejemplos y modalidades
descritas en la presente descripcidn son solo para propositos ilustrativos y que
varias modificaciones o cambios en la luz de estos seran aparentes a las
personas con experiencia en la materia y estan para incluirlos dentro de, y puede

hacerse sin salirse de, el verdadero alcance de la invencion.
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Ejemplo 1: Validacién de diana

La justificacion cientifica para el desarrollo de los anticuerpos triespecificos de
BCMA x GPRC5D x CD3 es erradicar eficientemente células plasmaticas clonales
malignas de la médula 6sea y otros érganos de pacientes con MM. Esto debe
lograrse a través de la administracion de un anticuerpo triespecifico que puede unirse
simultaneamente al correceptor de TCR CD3¢ que se expresa en las células T
efectoras y a proteinas diana, GPRC5D y BCMA, que se expresan en células de
linaje de células B, principalmente plasmablastos y células plasmaticas maduras (8).
Al poner las células T y las células cancerosas en proximidad, los anticuerpos
triespecificos de BCMA x GPRC5D x CD3 promueven la activacion de células T con
la subsiguiente lisis de células cancerosas mediada por perforina y diversas
granzimas secretadas almacenadas en las vesiculas secretoras de CTL (Figura 1B).

La ventaja mecanicista de estos enfoques incluye su capacidad para traer
a las células T CD3+ en estrecha proximidad con las células plasmaticas sin
considerar la especificidad o dependencia de TCR en las moléculas de clase |
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) en la
superficie de las células que presentan el antigeno para la activacién, lo que
evita las terapias basadas en MoR a células T conocidas a través de la
regulacion negativa de las moléculas de clase MHC.
Seleccion/validacion de diana

El éxito potencial de los enfoques terapéuticos mediados por células T se
basa en la presencia de antigenos especificamente encontrados en la superficie

de las células tumorales. De los marcadores de células plasmaticas mas
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comunes, BCMA y GPRCS5D exhibieron patrones de expresion selectivos y se ha
establecido una prueba de concepto (PoC) clinica para ambos destinos.

BCMA (también conocido como CD269; nombre del gen TNFRSF17) es
una proteina de membrana tipo | de 20 kDa que se expresa exclusivamente en
células de linaje de células B, desempefa un papel fundamental en la
maduracion de células B, y se induce selectivamente durante la diferenciacion
de células plasmaticas (9,10). EI BCMA se une a 2 ligandos: APRIL (CD256) y
BAFF (CD257; 11). El receptor de BCMA es una proteina de 184 aminoacidos
con un dominio extracelular de 54 aminoacidos. Ademas de la expresion en la
superficie celular, BCMA se escinde por la actividad de la gamma secretasa en
el dominio transmembrana, lo que genera un fragmento de proteina de BCMA
soluble de ~6 kDa (12). Se midieron altos niveles de BCMA soluble en muestras
de suero de pacientes con MM (13) y se correlacionaron con recuentos de
células plasmaticas (14). La inhibicién de la gamma secretasa resulta en un
aumento significativo de la expresion de la proteina de la superficie de BCMA en
células B primarias humanas (12) y lineas celulares MM y células
mononucleares de médula 6sea (13). El BCMA se ha establecido como un
objetivo validado en MM con varios tratamientos aprobados (15-17).

El GPRC5D es una proteina receptora 7 transmembrana que se clasifica
como un receptor acoplado a proteina G tipo C (GPCR) basada en la puntuacién de
homologia de secuencia. EIl GPRC5D es un receptor huérfano cuyo ligando y
mecanismos de senalizacion todavia no se han identificado. El receptor de GPRC5D

es una proteina de aminoacido 354 que tiene una estructura de 7 transmembrana
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tipica con un extremo N-terminal de 27 aminoacidos corto a diferencia de otros
miembros de la familia (18). El ARNm de GPRCSD se expresa predominantemente
en células con un fenotipo de células plasmaticas y también se expresa en todas las
células plasmaticas malignas de sujetos con MM (19-23). Los niveles de expresion
de GPRC5D en sujetos con MM se correlacionaron bien con la carga de células
plasmaticas y aberraciones genéticas tales como la delecién de Rb-1 (19).
Expresion de la diana

ElI ARNm de BCMA y GPRC5D vy la expresion de proteinas se restringen a
tipos de células limitadas. EI BCMA se expresa en las células B maduras y las
células plasmaticas, mientras que la expresion de GPRC5D se limita
adicionalmente a solo el fenotipo de células plasmaticas en las células
inmunitarias. Ademas de la expresion de células inmunitarias, el ARNm de
GPRC5D se expresa en tejidos queratinizados duros. Los niveles de ARNm de
GPRC5D en células CD138* de la médula 6sea de pacientes con mieloma fueron
elevados en comparacion con células CD138* del sujeto sano normal, y los
niveles altos de ARNm de BCMA se restringieron principalmente a las células B
maduradas que incluyen células plasmaticas (10,13,19,21-26). La expresion de
proteinas de BCMA (13,25) y GPRCS5D (19,21,22) en tejidos normales se
encontrd principalmente en células plasmaticas mediante tincidon
inmunohistoquimica (IHC). Adicionalmente, la expresion de GPRC5D también se
detectd en tejidos queratinizados duros tales como foliculos pilosos (27). Las

células mononucleares de médula 6sea del paciente con MM exhibieron
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heterogeneidad clonal en términos de expresion de BCMA y GPRC5D (21,22).
Los perfiles de expresion de objetivo detallados se describen en el Ejemplo 2.

De manera importante, la expresion selectiva de BCMA y GPRCSD en
células de médula 6sea CD138* de origen de MM y sus bajos riesgos para la
toxicidad en una diana/fuera del tumor las designa como dianas potenciales para

los agentes terapéuticos mediados por células T (10,13,20-22).

Ejemplo 2: Diseio, secuencia y estructura molecular de anticuerpo
triespecifico BGCB463

El BGCB463 es un anticuerpo triespecifico G1 de inmunoglobulina (Ig) que
puede unirse simultaneamente o individualmente a la subunidad épsilon del grupo
del complejo receptor 3 de diferenciacion (CD3g) en linfocitos T (células T), y a
GPRC5D (miembro D del grupo 5 de la familia C del receptor acoplado a la proteina
G) y a BCMA (antigeno de maduracion de células B, TNFRSF17) en células
tumorales. El anticuerpo tiene mutaciones de L234A, L235A y D265S (de acuerdo
con la numeracién EU) en la region constante (Fc) para eliminar la interaccion con los
receptores de Fc y la heterodimerizacion se ha mejorado mediante el uso de las
mutaciones de la plataforma de botones en ojales. La cadena de “ojal” anti-CD3e
también comprende las mutaciones “RF” (H435R, Y436F; de acuerdo con la
numeracion EU) para interrumpir la union de la proteina A de cadenas de ojales
monomericas y homodimerizadas. La molécula comprende una region Fab anti-CD3¢e
en la cadena de “ojal, RF” y una region v de scFv anti-GPRC5D en la cadena

“botdn”. El anticuerpo triespecifico se desarrollé para evaluar el potencial terapéutico



10

15

20

239

de GPRC5D y BCMA y CD3 dirigidos a doble tumor para la redireccion de las células
T. En la Figura 1A se representa una ilustracion de BGCB463.

El anticuerpo BGCB463 triespecifico se generé mediante la coexpresion de
la cadena pesada anti-CD3 (HC) A y cadena ligera (LC) con la cadena pesada B
anti-GPRC5D, anti-BCMA. La region variable anti-CD3 se descubrié mediante la
inmunizacion de ratas humanizadas transgénicas [OmniRat (OMT™)] con
proteina recombinante CD3e¢. La region variable anti-GPRC5D (VR000038761)
incluida en el BGCB463 se deriva del mAb GC5B680, se descubrié mediante la
inmunizacion de ratones humanizados transgénicos [Ablexis] con ADN que
codifica la GPRC5D. La region v parental (VR000029832) contenia un motivo
“NSS” en la region de marco de HC 3 que presentd un riesgo de glicosilacion
unida a N y que represent6 una mutacion a partir de la linea germinal IGHV2-
26*01. El sitio se mutdé nuevamente a la secuencia de la linea germinal “STS”
para eliminar el riesgo de glicosilacion unida a N, y este cambio dio como
resultado la region variable final VR000038761. La region variable anti-BCMA
(VR000003260) incluida en BGCB463 se deriva del mAb BCMB519, se descubrid
mediante la inmunizacion de ratones humanizados transgénicos [Ablexis] con
proteina BCMA recombinante. No se realizaron modificaciones adicionales a esta
region v. Tanto las regiones v anti-GPRCSD y anti-BCMA se formatearon como
variable de fragmento monocatenario (scFv) en la molécula final.

La secuencia de aminoacidos para las cadenas pesadas y la cadena
ligera de BGCB463, como se deduce de la secuencia de ADNc de BGCB463, y

se confirma mediante mapeo de péptidos y espectrometria de masas, se
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muestra a continuacion (Tabla 5). Las 3 regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), definidas de acuerdo con la numeracion ABM, en
cada cadena estan en negrita y subrayadas. El residuo GIn en la posiciéon 1 de la
cadena pesada 1 de BGCB463, el residuo GIn en la posicion 1 de la cadena
ligera de BGCB463 y Asp en la posicion 1 de la cadena pesada 2 de BGCB463
constituyen los terminales N de las cadenas maduras. Ambas cadenas pesadas
que comprenden AAS de IgG1 de BGCB463 tienen las siguientes mutaciones
puntuales: L234A, L235A y D265S. La cadena pesada 1 de BGCB463 incluye
las mutaciones “ojal”: T366S, L368A, Y407V y las mutaciones RF: H435R,
Y436F, mientras que la cadena pesada 2 incluye la mutacién “botén: T366W.
Las mutaciones de botones en ojales promueven la heterodimerizacion del Fc.
Las mutaciones “RF” interrumpen la unién a la proteina A. Las mutaciones para
el silenciamiento del receptor de FcyR (AAS) y las mutaciones de botones en

ojales estan subrayadas en las secuencias a continuacion.

Tabla 5. Secuencia de aminoacidos de BGCB463

Area Secuencia de AA Sec. con num. de
ident.

Cadena ligera 1 QSALTQPASV SGSPGQSITI SCTGTSSNIG 27
TYKFVSWYQQ HPDKAPKVLL YEVSKRPSGV
SSRFSGSKSG NTASLTISGL QAEDQADYHC
VSYAGSGTLL FGGGTKLTVL GQPKAAPSVT
LFPPSSEELQ ANKATLVCLI SDFYPGAVTV
AWKADSSPVK AGVETTTPSK QSNNKYAASS
YLSLTPEQWK SHRSYSCQVT HEGSTVEKTV
APTECS

Cadena pesada 1 QVQLQQSGPR LVRPSQTLSL TCAISGDSVF 26
NNNAAWSWIR QSPSRGLEWL

GRTYYRSKWL YDYAVSVKSR ITVNPDTSRN
QFTLQLNSVT PEDTALYYCA RGYSSSFDYW
GQGTLVTVSS ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG
GTAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV

HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT
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YICNVNHKPS NTKVDKKVEP KSCDKTHTCP
PCPAPEAAGG PSVFLFPPKP KDTLMISRTP
EVTCVVVSVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA
KTKPREEQYN STYRVVSVLT VLHQDWLNGK
EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ
VYTLPPSREE MTKNQVSLSC AVKGFYPSDI
AVEWESNGQP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLVY
SKLTVDKSRW QQGNVFSCSV MHEALHNRFT
QKSLSLSPGK

Cadena pesada 2 DIVMTQTPLS SPVTLGQPAS ISCRSSQSLV 28
HSDGNTYLSW LQQRPGQPPR LLIYKISNRF
FEGVPDRFSGS GAGTDFTLKI SRVEAEDVGV
YYCMQATQFP HTFGQGTKLE IKGGSEGKSS
GSGSESKSTG GSQVTLKESG PVLVKPTETL
TLTCTVSGES LTNIRMSVSW IRQPPGKALE
WLAHIFSNDE KSYSTSLKSR LTISRDTSKS
QVVLTLTNVD PVDTATYYCA RMRLPYGMDV
WGQGTTVTVS SEPKSSDKTH TCPPCPAPEA
AGGPSVFLFP PKPKDTLMIS RTPEVTCVVV
SVSHEDPEVK FNWYVDGVEV HNAKTKPREE
QYNSTYRVVS VLTVLHQDWL NGKEYKCKVS
NKALPAPIEK TISKAKGQPR EPQVYTLPPS
REEMTKNQVS LWCLVKGFYP SDIAVEWESN
GQPENNYKTT PPVLDSDGSF FLYSKLTVDK
SRWQQGNVFS CSVMHEALHN HYTQKSLSLS
PGKGGSEGKS SGSGSESKST GGSEIVLTQS
PGTLSLSPGE RATLSCRASQ SISSSFLTWY
QQKPGQAPRL LIYGASSRAT GIPDRFSGGG
SGTDFTLTIS RLEPEDFAVY YCQHYGSSPM
YTFGQGTKLE IKGGSEGKSS GSGSESKSTG
GSEVQLLESG GGLVQPGGSL RLSCAASGFT
FSSYAMSWVR QAPGKGLEWYV SAISGSGGST
YYADSVKGRF TISRDNSKNT LYLQMNSLRA
EDTAVYYCAK DEGYSSGHYY
GMDVWGQGTT VTVSS

Ejemplo 3: Evaluacion de riesgo de inmunogenicidad de anticuerpo
triespecifico BGCB463

Las secuencias de anticuerpos triespecificos se analizaron para determinar
la inmunogenicidad potencial usando puntuaciones ajustadas de regulaciéon T
(Treg) del programa de prediccion de inmunogenicidad in silico EpiVax Epimatrix
(Tabla 6). El programa EpiVax calcula el potencial de unién a las moléculas HLA
mas comunes dentro de cada uno de los “supertipos”. El informe proporciona
resultados que son representativos de > 90 % de poblaciones humanas en todo el

mundo sin la necesidad de probar cada haplotipo individualmente. La puntuacion
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células T previstos contenidos dentro de una secuencia de proteina dada y al

ajustar el contenido de epitopo de células T y la longitud de proteina esperadas.

La interpretacion de la puntuacion de Epivax es como sigue: una puntuacion del

EpiVax de < -20 es “Ideal”; una puntuacion de EpiVax de -20 a +20 es

“Aceptable”; y una puntuacién de EpiVax de > +20 es “Inaceptable”.

Tabla 6: Evaluacién de inmunogenicidad para BGCB463

BGCB463 _ L y Sec.con | Puntuacion | Interpretacion
o, Secuencia de aminoacidos de regién im. de de de la
Informacion de | yariaple n%m. , puntuacién de
cadena ident. EpiVax EpiVax
QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTS
Cadena ligera | SNIGTYKFVSWYQQHPDKAPKVLLYE
1 (CD3B376) VSKRPSGVSSRFSGSKSGNTASLTIS 7 -44,88 Ideal
VL GLQAEDQADYHCVSYAGSGTLLFGG
GTKLTVL
Cadena QVQLQQSGPRLVRPSQTLSLTCAISG
pesada 1 DSVFNNNAAWSWIRQSPSRGLEWLG
(CD3B376) VH | RTYYRSKWLYDYAVSVKSRITVNPDT 8 +65,28 Inaceptable
SRNQFTLQLNSVTPEDTALYYCARGY
SSSFDYWGQGTLVTVSS
scFv de N-
terminal de DIVMTQTPLSSPVTLGQPASISCRSS
cadena QSLVHSDGNTYLSWLQQRPGQPPRL
pesada 2 LIYKISNRFFGVPDRFSGSGAGTDFTL 15 -3,12 Aceptable
(GC5B680 KISRVEAEDVGVYYCMQATQFPHTFG
N68S, S69T) QGTKLEIK
VL
scFv de N-
terminal de QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGF
cadena SLTNIRMSVSWIRQPPGKALEWLAHIF
pesada 2 SNDEKSYSTSLKSRLTISRDTSKSQV 16 -11,65 Aceptable
(GC5B680 VLTLTNVDPVDTATYYCARMRLPYGM
N68S, DVWGQGTTVTVSS
S69T)VH
scFv de C- EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRAS
terminal de QSISSSFLTWYQQKPGQAPRLLIYGA
cadena SSRATGIPDRFSGGGSGTDFTLTISRL 23 -52,88 Ideal
pesada 2 EPEDFAVYYCQHYGSSPMYTFGQGT
(BCMB519) VL | KLEIK
scFv de C- EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
terminal de GFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVS 24 -54,35 Ideal
cadena AISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNS
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pesada 2 KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDE
(BCMB519) GYSSGHYYGMDVWGQGTTVTVSS
VH

Ejemplo 4: Caracterizacion de union de anticuerpo triespecifico BGCB463
Parte 1. Materiales y métodos
Lineas celulares

Las lineas celulares evaluadas para la caracterizacion de unién a GPRC5D y
BCMA fueron H929 y MM.1R derivados de mieloma multiple. Ademas, se genero
una serie de H929 de inactivaciones de CRISPR (linea monoclonal D11 de KO de
GPRC5D de H929), KO de BCMA de H929 y KO de GPRC5D/BCMA de H929.
También se desarrollaron inactivaciones de MM.1R similares para evaluar la union
de GPRC5D y BCMA. Todas las lineas se obtuvieron del interior (ABS) y se
cultivaron con medio RPMI completo, que estaba compuesto por medio RPMI 1640,
suplemento GlutaMAX™ HEPES, FBS inactivado por calor (HI), aminoacidos no
esenciales (NEAA), piruvato de sodio y 2-ME (todos ThermoFisher).

Se usaron lineas celulares monoclonales K562 que sobreexpresan el
GPRC5D humano (monoclon H1B5) y BCMA humano (monoclon H1/B5) . Ademas,
se usaron células K562-Flu-GFP que expresan GPRC5D de cynomolgus (monoclon
M1C11) y BCMA de cynomolgus. Ambas lineas celulares se mantuvieron en IMDM,

10 % de FBS, 2 mM de glutamina y 2 mg/ml de G418 (todo ThermoFisher).

Unién celular mediante FACS
Se usaron BGCB463.003 y BGCB463.004, o B23B251 (control de isotipo para

IgG1-AAS) ya sea como una molécula no marcada o se conjugé directamente con
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Alexa Fluor 647. EI BGCB463.003 se expresod mediante transfeccién transitoria,
mientras que BGCB463.004 se expreso a partir de un pool de transfeccion estable.

Para la unién de BGCB463 a células Pan T humanas y de cynomolgus, se
seleccionaron tres donantes humanos (Hemacare), se descongelaron rapidamente,
se resuspendieron y se dividieron en alicuotas en una placa de 96 pocillos a 1 x 108
células/ml. A continuacion, las células se lavaron, se bloquearon con Fc de ser
necesario (Innovex) y se tifieron con tinte de viabilidad (Invitrogen). EI BGCB463 y
su isotipo correspondiente (B23B251) se diluyeron en medio completo hasta una
concentracion inicial de 2 yM y se realizaron diluciones en serie 1:3 por duplicado
para una curva de respuesta a la dosis. Las células se incubaron con moléculas a
4 °C 0 37 °C durante 1 hora. Cuando fue necesario, también se realizo la
incubacion con 90 % de suero humano (Sigma) como se describié anteriormente.

Para determinar la interferencia potencial de BCMA soluble (sSBCMA), se
obtuvieron sueros de pacientes con concentraciones conocidas de BDS (1
grupo) y se incubaron con células BGCB463 y H929. Para la incubacion, se
diluyeron sueros de pacientes con sueros normales para evaluar el ensayo de
BCMA mientras se mantuvo el 90 % de suero humano total.

Mediante el uso del software ForeCyt, se controlaron poblaciones en vivo
singlete y se calcul6 la intensidad de fluorescencia media (MFI) del canal
AlexaFluor 647 para cada muestra. Los datos sin procesar se exportaron en Excel
(Office 365, Microsoft), en donde se promediaron duplicados y se analizaron
adicionalmente en el software Prism (v. 8.0, Graphpad). Cuando se requirid, se

sustrajo el fondo de isotipo. En la presente descripcion, graficos de curva de
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respuesta a la dosis y ECso se calcularon para cada molécula para cada donante.
Finalmente, los promedios de todos los tres donantes de cada especie respectiva

se calcularon para obtener un ECso promedio para la especie.

Unioén por curso temporal

Las lineas celulares evaluadas para la union cinética por curso temporal
de GPRC5D y BCMA fueron las series de KO de H929 y MM.1R mencionadas
anteriormente. El analisis FACS de la union de BGCB463 a las lineas celulares
anteriores se realizé en concentraciones finales variables basadas en las curvas
de dosis-respuesta de la unién de 1 h a 37 °C, de manera que al menos una de
las concentraciones estuvo cerca del ECso. Se eligieron tres concentraciones
finales con diferencias de 5 veces, todas con incubaciones de 1 h,3 h,5hy 24
h. La union a BGCB463 se evalué en RPMI completo a 37 °C.

El BGCB463 o el control de isotipo B23B251 acompanante se diluy6
primero en RPMI completo a una concentracion de 2X y se incubé a 37 °C. A
continuacion, las células se recolectaron y contaron mediante el uso de Vi-Cell XR
(Beckman Coulter) y después se agregaron a la placa de cavidad profunda
maestra para producir ~1E5 células por punto temporal. En cada punto temporal,
las células se retiraron y transfirieron a una placa de 96 pocillos de fondo redondo
que contenia regulador de FACS frio (regulador de tincion que contenia BSA al
0,2 % (BD) + 2 mM EDTA (ThermoFisher)). Las placas se lavaron a continuacion
de tres a cuatro veces mediante centrifugacion (1200 RPM, 5 min) seguido de

aspiracion con regulador. Después de dos lavados con regulador de FACS, las
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células se tifieron en hielo con Alexa Fluor 647 19G1 de cabra antihumana (H+L)
(Jackson Immuno) durante 30 minutos. Después de la incubacion, las células se
lavaron tres veces mas con regulador de FACS frio y después se volvieron a
suspender en regulador de FACS que contenia Sytox Green para marcar todas
las células muertas (ThermoFisher). Las placas se procesaron después en el

Intellyt iQue Screener Plus (Sartorius) dentro de tres horas después de la tincion.

Ensayo de destruccion y activacion de células T usando imagenes de células
vivas Incucyte

Para determinar el efecto de las moléculas de prueba sobre la activaciéon
de células T y potencial de destruccidén de células tumorales, se usé el sistema
de imagenes en vivo Incucyte (Sartorius). La linea celular H929-Flu-GFP
generada internamente sirvié como células diana para células Pan T del donante
humano (Hemaces). El ensayo se configuré en una placa de 96 pocillos en una
relacion de célula T a objetivo de 1:1, 3:1, y 5:1 en varios experimentos. Se
afiadieron moléculas de prueba (BGCB463 y B23B251) a una concentracién
inicial de 40 nM o 10 nM y se diluyeron en serie a 1:4 en medio completo. Todas
las moléculas se probaron por duplicado al minimo. La deteccion del estado de
activacion de células T se monitore6 con CD25-Alexa Fluor antihumano 647
(Biolegend). Las células en las placas se normalizaron a temperatura y después
se colocaron en un sistema de imagenes de células vivas Incucyte (Modelo S3)
contenido dentro de una incubadora a 37 °C. Se capturaron cuatro imagenes por

pocillo en la fase, canales verdes y rojos cada 3 horas durante
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aproximadamente 5 dias. Con las imagenes de muestra, se cred una definicion
de analisis en el software de analisis Incucyte (Sartorious, v.2019B Rev2) para
generar los recuentos de objetos en los canales verdes (células diana), asi como
los recuentos o intensidad integrada total de canales rojos (células T activadas).
Mediante el uso de los recuentos sin procesar del canal verde (células
diana) generados a partir del analisis del software Incucyte, se calculd el porcentaje
de citdlisis de objetivos en cada concentracion y punto temporal con respecto al
promedio de todos los pocillos no tratados en la placa correspondiente usando la
siguiente formula en datos brutos exportados a Excel (Microsoft, Office 365): (100-
(concentracion de prueba del GPRC5D/promedio sin tratar) x 100). Para
automatizar esto, se transformaron datos sin procesar y se transfirieron mediante el
uso de Shiny Application desarrollada por Data Sciences para calcular y transferir
rapidamente los datos al software Prism, donde se presenta la representacion
grafica de los datos. Una vez que se transfirieron al software Prism (Software
Graphpad, v.8.0.0), se graficaron los datos y se calculo el error estandar de la
media y citdlisis y la activacion de las células T a lo largo de las curvas del tiempo.
Para la activacion de células T, se usaron réplicas de recuentos sin procesar o la
intensidad integrada total del canal rojo (CD25-AF647) y después se graficaron en

el software Prism para generar graficos de respuesta a la dosis y de activacion.

Parte 2. Resultados

Union sensible a la dosis de células T y linea celular
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Primero, la unidon basada en FACS para los brazos de unién de GPRC5D
y BCMA de la molécula triespecifica se determiné al medir el rango de
concentracion efectivo (EC, por sus siglas en inglés) de una curva de dosis-
respuesta usando un ajuste de 4 parametros a 37 °C durante 1 hora. Esto se
evalué mediante el uso de una serie de células H929 (WT, KO de GPRC5D, KO
de BCMA y KO de GPRC5D/BCMA), y un conjunto similar de MM.1R. La ECso
basada en células es de aproximadamente 13 nM para WT H929 (Figuras 2A-
2D, Tabla7)y 2,4 nM para WT MM.1R (Figuras 3A-3D, Tabla 8). Un efecto de
avidez claro se observa ya que ECso y Bmax se reducen en las lineas KO de
GPRC5D y KO de BCMA, lo que prueba la unién monovalente de los brazos de
unién a objetivo (Tabla 7). A continuacion, se determiné la ECso basada en
células para el brazo Fab de union a CD3 usando células Pan T purificadas de
tres donantes aleatorios. Como se demuestra en las Figuras 4A-4C, ECso
basada en células para el brazo CD3B376 (BGCB463) fue aproximadamente de
329 nM (Tabla 9). A continuacion, se evalud la union sensible a la dosis a 4 °C
para eliminar cualquier efecto biolégico potencial. Como se muestra en las
Figuras 5A-5C, la union es mas fuerte (50-100 nM) a 4 °C, en comparacion con
37 °C, que puede indicar la internalizacion. Ademas, dos lotes de expresion de
BGCB463 (BGCB463.003 de transfeccion transitoria y BGCB463.004 de un
grupo de transfeccién estable) se compararon directamente con la union a

células Pan T, MM.1R y H929, y no se observaron diferencias (Figuras 6A-6C).

Tabla 7: Concentraciones efectivas basadas en células de la serie H929
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ECso0 (nM) H929 H929 KO de ECo0 (nM) H929 H929 KO de
GPRC5D | BCMA de GPRC5D | BCMA de

KO H929 KO H929

Ejecucion 1 14,0 106,4 195,4 Ejecucion 1 240,1 722,6 1861,4

Ejecucion 2 8,3 63,9 128,8 Ejecucion 2 356,2 200,3 871,8

Ejecucion 3 28,7 220,8 65,2 Ejecucion 3 45776,5 1996,4 1237,5
Ejecucion 4 | Sin ajuste | Sin ajuste | Sin ajuste||[Ejecuciéon 4 | Sin ajuste | Sin ajuste | Sin ajuste

Ejecucion 5 2,4 456,8 48,8 Ejecucion 5 9450,2 4130,3 281,2

AVE 13,3 212,0 109,5 AVE 13955,7 1762,4 1063,0

Tabla 8: Concentraciones efectivas basadas en células de la serie MM.1R

ECso (nM) MM.1R MM.1R KO de ECao (nM) MM.1R MM.1R KO de
GPRC5D | BCMA de GPRC5D | BCMA de
KO MM.1R KO MM.1R
Ejecucion 1 3,2 Sinajuste | SN |[|El€cucion T | 4281 | Sinajuste | Sin ajuste
ajuste
Ejecucién 2 1,2 Sin ajuste 16,6 Ejecucién 2 13,9 Sin ajuste 198,7
Ejecucion 3 34 141,6 35,3 Ejecucion 3 75,5 2070,4 969,9
Ejecucion 4 1,6 489,9 7,2 Ejecucion 4 8,6 8298,7 38,2
AVE 24 315,8 19,7 AVE 56,5 5184,5 402,2
Tabla 9: Concentraciones efectivas basadas en células T
ECso (nNM) | Donante 1 | Donante 2 | Donante 3||| ECo (nM) | Donante 1 | Donante 2 | Donante 3
EJeC;’C'O” 769.8 5725 548.9 EJeC;’°'°“ 107356 | 70464 6008,2
Ejec;mon Sin ajuste | Sin ajuste | Sin ajuste EJGC;CIOI"I Sin ajuste | Sin ajuste | Sin ajuste
E’ecgc'on 2931 261.9 359,9 EJe°‘3‘°'°" 2864,8 22673 41483
E’eczc"’” 209.9 192.1 254.8 EJech'O“ 1698,0 1418.4 2173,5
Ejecgd"’” 102,6 1324 2507 Ejecg‘:i"’” 493 860 2600
AVE 343,9 289,7 353,6 AVE 3947,9 2898,0 3732,5
AVE total 329,1 AVE total 3526,1

Unioén por curso temporal




10

15

20

250

A continuacién, se determind la estabilidad superficial de BGCB463, al
evaluar la union cinética por curso temporal en las series de células de H929 y
MM.1R. Como se demuestra en las Figuras 7A-7D, la cinética de union es
estable en células H929 durante el periodo de 24 horas. Ademas, la unién
bivalente de la molécula triespecifica tiene una sefal mas fuerte en comparacion
con el brazo de uniéon monovalente evaluado en las KO individuales, que
similarmente a lo anterior, es consistente con los posibles efectos de avidez.

Estos resultados se reflejan en la serie MM.1R (Figuras 8A-8D).

Reactividad cruzada de especies/ortélogos

También se perfild la reactividad cruzada a macaco cynomolgus para
ambos brazos de scFv de union a objetivo mediante la unién basada en células
de FACS a 37 °C durante 1 hora. Para este fin, se usaron células K562 que
expresan de manera estable GPRC5D o BCMA humano y de cynomolgus. Como
se indica en las Figuras 9A-9E, la ECso basada en células para el brazo scFv de
GC5B680 es aproximadamente 30 nM para GPRC5D humano y
aproximadamente 10 veces mas débil a aproximadamente 400 nM en GPRCS5D
de cynomolgus. En contraste, ECso basada en células para el brazo scFv de
BCMB519 es aproximadamente 145 nM para BCMA humano, mientras que no
hubo unién detectable a BCMA de cynomolgus hasta 2 yM.

Para determinar adicionalmente la reactividad cruzada de cynomolgus,
también se usaron células K562 que se usaron para la unioén para la citotoxicidad

con células T Pan humanas. Como se demuestra en las Figuras 10A 'y 10B, la
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union mas débil en el GPRC5D de cynomolgus en comparacion con GPRC5D
humano se correlaciona con citotoxicidad mas débil y correspondiente activacion
de células T mas baja con K562 que expresa GPRC5D de cynomolgus. Se
observa un patréon similar con BCMA humano y de cynomolgus, sin embargo,

esencialmente no hay respuesta de células T al BCMA de cynomolgus.

Unién en suero humano al 90 %

Para comprender mejor la union in vivo, se evalud la unién durante 1 hora a
37 °C en presencia de suero humano al 90 % . Los brazos de scFv de GPRC5D y
BCMA de uniéon a BCMA se probaron con células de H929 (Figura 11) mientras que
el Fab de unién a CD3 se evalud con células Pan T humanas (Figura 12). En ambos

tipos de células, la unién a BGCB463 no se ve afectada por la presencia de suero.

Citotoxicidad por curso temporal

Para evaluar la cinética de destruccion in vitro, se uso el Incucyte, una
plataforma basada en imagenes, para adquirir datos de muerte cinética. El
seguimiento de la destruccion de células diana y la activacion de células T a lo
largo del tiempo da una lectura mas detallada y cualitativa de la actividad
citotoxica en comparacion con los ensayos de criterio de valoracion basados en
FACS estandar. Como se muestra en las Figuras 13A y 13B, BGCB463 alcanzé
una notable destruccién maxima a aproximadamente 72 horas a todas las
concentraciones, excepto por la mas baja probada (1 pM) a una relacion E:T de

3:1. Para expandir estos datos, también se probaron relaciones de E:T de 5:1y
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E:T de 1:1 (Figuras 14A-14F). A la relacion E:T de 5:1, todas las concentraciones
evaluadas alcanzaron la destruccion maxima a 48-72 h, donde el tiempo para
destruir se correlacioné inversamente con la concentracion. A la relacion E:T de
1:1, todas las concentraciones también obtienen una destruccion maxima, pero en

puntos temporales posteriores, con la misma dependencia de la concentracion.

Interferencia de unién a sSBCMA usando sueros de pacientes

La evaluacién de la interferencia potencial con BCMA soluble (sBCMA) es
necesaria para soportar el modelado y la proyeccion de la dosis de MABEL. Los
sueros de pacientes se eligieron como una fuente fisiologica de BCMA soluble y
se analizaron mediante dilucién en suero normal. Como se demuestra en las
Figuras 15A-15D, incluso el nivel mas alto de 613 ng/ml no afecta la unién de
BGCB463 a las células H929. Este es el caso con todo el suero de pacientes

con niveles variables de sBCMA.

Parte 3. Discusion y conclusiones

El propdsito de la unidn en un curso temporal para un panel dado es
determinar si la molécula es estable en la superficie de las células durante un
tiempo determinado, tomado con la advertencia de que este método no es capaz
de discernir la internalizacion frente a la tincion de la superficie. EI BGCB463
mantiene una sefal estable o creciente en todas las concentraciones evaluadas en
las series de células H929 y MM.1R KO. De este modo, el BGCB463 se presenta

de manera estable sobre la superficie de objetivos de células hematoldgicas.
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También se midio la reactividad cruzada con BCMA y GPRCSD de
cynomolgus para BGCB463. La unién del GPRC5D fue aproximadamente 10 veces
mas débil en cynomolgus en comparacion con el humano que se correspondié con
la citotoxicidad. Por otro lado, la unién a BCMA no tuvo reactividad cruzada hasta
2 UM, lo que se correlacioné con la observacion de ninguna actividad funcional.

La citotoxicidad por curso temporal se us6 para evaluar la cinética de
destruccion y dar una vista mas detallada de como BGCB463 media la redireccién
de las células T. Se observo la destruccion que se acercé a la citélisis maxima
con el tiempo dependiente de la concentracidén de la molécula y la relacién E:T.

Dado que el BCMA existe en forma soluble y esta elevado en pacientes,
fue crucial evaluar la unidn en presencia de sueros de pacientes con niveles
variables de sBCMA. Los datos demostraron que el BCMA no interfiere con la

unién de BGCB463 a BCMA superficial en células H929.

Ejemplo 5: Evaluacion biofisica del anticuerpo triespecifico BGCB463

Se realizé un rango de evaluaciones biofisicas para BGCB463, que incluyen
union, caracterizaciones de proteinas, estabilidad de concentracion alta de 2
semanas y estabilidad quimica y fisica. Una lista de las evaluaciones y sus

resultados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10: Evaluaciones biofisicas y resultados para BGCB463

Caracteristica de TMP de mAb Resultados Comentarios

Afinidad de unién para el brazo CD3 KD = 3.1E-8 M N/A

humano (SPR)
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Antigeno: constructo de
heterodimero CD3&¢
recombinante

Afinidad de unién para el brazo BCMA
humano (SPR)

KD = 8,4E-10 M
Antigeno: BCMW37

N/A

Unidn a receptor de Fey (SPR)

Unién no medible a FcyR1,
FcyRllla V158, FcyRllla
F158, Fcy Rlla o FcyRIIb

humanos.

Union no medible a FcyR1,
FcyRIll, FeyRlla, o Fecy Rllb
de macaco cynomolgus.

Diseno de Fc silencioso
confirmado

Unién a FcRn (SPR)

pH 6,0:

KD de hFcRn = 954 nM
KD de cyFcRn = 826 nM
Disociacién mas rapida a pH
7,4 con relacion a pH 6,0

N/A

Interferencia de suero
(octeto)

Sin cambios significativos en
el indice de asociacion en el
suero humano al 50 %

ka regulador/ka suero = 1,6 -
BCMA

ka regulador/ka suero = 1,0 -
CcD3

N/A

Epitopo de union a GPRC5D

No determinado

N/A

Epitopo de unién a CD3

El epitopo lineal que abarca
los residuos 22-35
(QDGNEEMGGITQTP (sec.
con num. de ident.: 161)) de
la cadenaedCD3

Secuencia de epitopo
determinada para anticuerpo
parental CD3B376 frente a
CD3ey por HDX-MS

Epitopo de unién a BCMA

Epitopo lineal que abarca los
residuos 17-26
(LLHACIPCAQL (sec. con
num. de ident.: 162) de la
cadena BCMW37 de BCMA

Los datos de HDX-MS
muestran que los residuos
17-18 y 21-26 estan
protegidos por BGCB465.

Masa de anticuerpos intacta, liberacion

156,431.5 Da N/A
(espec. de masa)
Perfil de IgG1 tipico con
Perfil de la glicoforma (espec. de masa) glicoforma principal N/A
GOF/GOF
Nivel de homodimero(s) i
No se detecté HD1y HD2 N/A
(espec. de masa)
Recorte menor en HC2 (scFv
Niveles de otras impurezas relacionadas ESSthéﬂrﬁi)digtrrﬁ x):azed_e
| product :
con et producto LC de CD3 y VH+CH1 (pQ1- N/A
(espec. de masa) $222) combinado del brazo
CD3.
Gli. de enlace N (no Fc) Ninguna predicha u N/A

(espec. de masa)

observada
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Ninguna observada

N/A

Glicacion (% de abundancia relativa)
(espec. de masa)

HC1 (CD3) - 9,5 %,
LC1 (CD3) - 6,4 %,
HC2 (GPRC5D x BCMA) -

Los valores de glicacion
representan el limite superior
debido a la sobreestimacion

causada por los valores

7,5 % iniciales distintos a cero
Cis libre Ninguna predicha u N/A
(espec. de masa) observada
Alargamiento/truncamiento de N-terminal .
Ninguna observada N/A

(espec. de masa)

Estabilidad de la conformacién
(DSC)

Tm1=63,2°C
Tm2=68,0 °C
Tms=72,2°C

Medido en histidina 10 mM
pH 6,5

% de pureza (purificacion de 2 etapas)
(AUC)

96,39 % de mondmero

Medido en histidina 10 mM
pH 6,4

Estabilidad de suero

3,7 % de aumento en la
agregacion en to en suero
humano, 1,2 % de aumento

Evaluado mediante
cromatografia de exclusion
por tamafio usando

(SEC-FDS) er21 I;:g;enggggg ii?ﬁ;ﬁg ge GPRC5DxCD3 marcado con
37 °C Alexa488
Interacciones de IgG No se observaron N/A
(SPR) interacciones de IgG
Unién no especifica No se observé ninguna union N/A
no especifica
pl = 9,51
Punto isoeléctrico % area de pico N/A
(clEF) acida/principal/basica:
44,8/54,9/0,3
Baja hidrofobicidad
Hidrofobicidad relativa (HICa) superiicial (indice de N/A

hidrofobicidad <0,6) con pico
amplio

Viscosidad

5,48 cP

Determinado a 150 mg/ml en
histidina 10 mM pH 6,5

Concentrabilidad y % de recuperacion en
regulador de histidina pH 6,5

La muestra se concentré
hasta 176,5 mg/ml con
89,4 % de recuperacion

N/A

% de monomero (inicial)

Determinados en histidina

96,6 %
(AUC) ° pH 6,5
% de monémero
2 semanas, 4 °C 84,7 % Determmapd:sé%n histidina
(AUC) ’
% de mondémero 66 3 % Determinados en histidina
y (1]

2 semanas, 40 °C

pH 6,5
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(AUC)

MS intacta después de la degradacién

forzada
(espec. de masa)

Todas las muestras de
estrés coincidieron con la
masa esperada.

El estrés de pH alto dio
como resultado un recorte de
scFv de BCMA menor junto
con pérdida menor de CD3
LC.

El tratamiento de oxidacién
quimica dio como resultado
hasta 3 oxidaciones en el
brazo HC2 (scFv) y hasta 2
oxidaciones en CD3 HC.

Ninguno

Tamafo después de la degradacion

forzada
(aSEC)

La muestra después de
estrés fisiolégico (2 semanas
37C) y de oxidacion
mantuvieron > 98 % de
monomero;

Las muestras después de
estreses de pH 8,5,5y 3,5
produjeron un monémero 89-
91 %;

La muestra de alta
concentraciéon después de 2
semanas a 40 °C mostré un
aumento significativo en
HMW con solo 63 % de
monomero.

El aumento en la agregacion
a alta concentracion fue
evidente a lo largo del tiempo
y se requiere un estudio de
formulacion de seguimiento
para mitigar la propension a
la agregacion

Degradacion forzada de la pureza

(Ry NR GXIl)

NR GXII: Todas las muestras
sometidas a estrés
mantuvieron 299 % de
monomero, excepto las
muestras fisiologicas (2
semanas a 37 °C) (97 %), de
alta concentracion a 2
semanas a 40 °C (95,9 %) y
alto pH (76,1 % ).

GXII reducido: Todas las
muestras sometidas a estrés
mantuvieron 299 % de
monoémero, excepto a 2
semanas a 40 °C (97,9 %) y
alto pH (89,7 % ).

Ninguno

Afinidad de unién después de la

degradacion forzada
(SPR)

La afinidad a CD3 se retiene
en todas las condiciones de
estrés evaluadas.

La afinidad a BCMA fue
dentro del rango de error de
KDy % de especies activas

bajo todas las condiciones
de estrés evaluadas.

N/A

Nivel de oxidacion basal

6,8 % en M94 (LCDR3 de
scFv de GC5B680)

Ninguno




10

15

257

4,7 % en M232 (HCDRS3 de
scFv de GC5B680)

<1 % para todos los demas
residuos de CDR

68,1 % en M94 (LCDR3 de
scFv de GC5B680)

15,1 % en M232 (HCDR3 de

Met/Trp (cambio en el estrés oxidativo) scFv de GC5B680) Ninguno
67,9 % en M600 (LCDR3 de
scFv de BCMB519)
Nivel de desamidacion basal <1 % en CDR Ninguno
Sitios de desamidacion (cambio en estrés) Sin cambio significativo Ninguno
Nivel de isomerizacién basal <1 % en CDR Ninguno

Sitios de isomerizacion (cambio en estrés)

Isomerizacion D27 al 20 %
en CD3B2186 HC-CDR1

Nota: La isomerizacion D27
bajo estrés de pH se observa
en todos los candidatos
CD3B376 y se cree que no
afecta la actividad.

Ejemplo 6: Diseno, secuencia y estructura molecular de anticuerpo

triespecifico BGCB491

El BGCB491 es un anticuerpo triespecifico G1 de inmunoglobulina (lg) que

puede unirse simultaneamente o independientemente a la subunidad épsilon del

grupo del complejo receptor 3 de diferenciacién (CD3¢) (ID de Uniprot: PO7766) en

linfocitos T (células T) y a GPRC5D (receptor acoplado a la proteina G familia C del

grupo 5, miembro D, ID de Uniprot: Q9NZD1) y BCMA (antigeno de maduracion de

células B, TNFRSF17, ID de Uniprot: Q02223) en células tumorales. El anticuerpo

incluye mutaciones de L234A, L235A y D265S en la regidén constante (Fc) para

eliminar la interaccién con los receptores de Fc y la heterodimerizacion se mejora con

las mutaciones de la plataforma de botones en ojales . La cadena “ojal” anti-CD3¢

también incluyd mutaciones “RF” (H435R, Y436F) para interrumpir la union de la

proteina A de cadenas de ojal monoméricas y homodimerizadas?. La molécula

comprende una region Fab anti-CD3¢ en la cadena “ojal, RF”’ y una region v scFv
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anti-GPRCSD fusionada sobre el terminal C. La cadena “botdn” incluye el scFv anti-
BCMA. El anticuerpo triespecifico se desarrollé para evaluar el potencial terapéutico
de GPRC5D y BCMA y CD3 dirigidos a doble tumor para la redireccion de las células
T. En la Figura 16 se representa una ilustraciéon de BGCB491.

El anticuerpo BGCB491 triespecifico se generé mediante la coexpresion
de la cadena pesada anti-CD3 (HC) A fusionada al scFv anti-GPRC5D de
terminal C y la cadena ligera anti-CD3 (LC) con el scFv anti-BCMA fusionado a
“botdn” que contiene la cadena pesada B. La regién variable anti-CD3
(VR0O00017350) se descubrido mediante la inmunizacion de ratas humanizadas
transgénicas [Omnirata (OMT™)] con proteina CD3¢ recombinante. La regién
variable anti-GPRC5d (VR000038761) incluida en el BGCB491 se deriva del
mAb GC5B680, se descubrié mediante la inmunizacion de ratones humanizados
transgénicos [Ablexis] con ADN que codifica la GPRC5d. La regién v parental
(VR000029832) contenia un motivo “NSS” en la region de marco de HC 3 que
presentd un riesgo de glicosilacién unida a N y que representd una mutacion a
partir de la linea germinal IGHV2-26*01. El sitio se muté nuevamente a la
secuencia de la linea germinal “STS” para eliminar el riesgo de glicosilacion
unida a N, y este cambio dio como resultado la region variable final
VR000038761. La region variable anti-BCMA (VR000003260) incluida en
BGCB491 se deriva del mAb BCMB519, se descubrié mediante la inmunizacion
de ratones humanizados transgénicos [Ablexis] con proteina BCMA

recombinante. No se realizaron modificaciones adicionales a esta region v.
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Tanto las regiones v anti-GPRC5D y anti-BCMA se formatearon como variable
de fragmento monocatenario (scFv) en la molécula final.

La secuencia de aminoacidos para la cadena ligera y las cadenas pesadas
BGCB491, como se deduce de la secuencia de ADNc (sec. con nums. de ident.
165, 166 y 167) de BGCB491 y confirmado por mapeo de péptidos y
espectrometria de masas se muestra a continuacion (Tabla 11). Las 3 regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), definidas de acuerdo con la
numeracion ABM, en cada cadena estan en negrita y subrayadas. El residuo GIn en
la posicion 1 de la cadena pesada de BGCB491 1, el residuo GIn en la posicién 1
de la cadena ligera de BGCB491 y el residuo Glu en la posicion 1 de la cadena
pesada 2 de BGCB491 constituye los terminales N de las cadenas maduras.
Ambas cadenas pesadas que comprenden AAS de IgG1 de BGCB491 tienen las
siguientes mutaciones puntuales: L234A, L235A y D265S. La cadena pesada 1 de
BGCB491 incluye las mutaciones “ojal”: T366S, L368A, Y407V y las mutaciones
RF: H435R, Y436F, mientras que la cadena pesada 2 incluye la mutacién “botén”:
T366W. Las mutaciones de botones en ojales promueven la heterodimerizacién del
Fc3. Las mutaciones “RF” interrumpen la union a la proteina A. Las mutaciones
para el silenciamiento del receptor de FcyR (AAS) y las mutaciones de botones en

ojales estan subrayadas en las secuencias a continuacion.

Tabla 11. Secuencia de aminoacidos de BGCB491

Area Secuencia de AA Sec. con num.
de ident.
Cadena ligera 1 QSALTQPASV SGSPGQSITI SCTGTSSNIG TYKFVSWYQQ | 30
HPDKAPKVLL YEVSKRPSGV SSRFSGSKSG NTASLTISGL
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QAEDQADYHC VSYAGSGTLL FGGGTKLTVL
GQPKAAPSVT LFPPSSEELQ ANKATLVCLI SDFYPGAVTV
AWKADSSPVK AGVETTTPSK QSNNKYAASS
YLSLTPEQWK SHRSYSCQVT HEGSTVEKTV APTECS

Cadena pesada 1 QVQLQQSGPR LVRPSQTLSL TCAISGDSVF 29
NNNAAWSWIR QSPSRGLEWL GRTYYRSKWL
YDYAVSVKSR ITVNPDTSRN QF TLQLNSVT PEDTALYYCA
RGYSSSFDYW GQGTLVTVSS ASTKGPSVFP
LAPSSKSTSG GTAALGCLVK DYFPEPVTVS
WNSGALTSGV HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT
VPSSSLGTQT YICNVNHKPS NTKVDKKVEP KSCDKTHTCP
PCPAPEAAGG PSVFLFPPKP KDTLMISRTP EVTCVVVSVS
HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYN
STYRVVSVLT VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS
KAKGQPREPQ VYTLPPSREE MTKNQVSLSC
AVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV
LDSDGSFFLV SKLTVDKSRW QQGNVFSCSV
MHEALHNRFT QKSLSLSPGK GGGGSGGGGS
GGGGSGGGGS DIVMTQTPLS SPVTLGQPAS
ISCRSSQSLV HSDGNTYLSW LQQRPGQPPR LLIYKISNRF
FGVPDRFSGS GAGTDFTLKI SRVEAEDVGV
YYCMQATQFP HTFGQGTKLE IKGGSEGKSS
GSGSESKSTG GSQVTLKESG PVLVKPTETL TLTCTVSGES
LTNIRMSVSW IRQPPGKALE WLAHIFSNDE KSYSTSLKSR
LTISRDTSKS QVVLTLTNVD PVDTATYYCA RMRLPYGMDV
WGQGTTVTVS

S

Cadena pesada 2 EIVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSIS SSFLTWYQQK | 31
PGQAPRLLIY GASSRATGIP DRFSGGGSGT DFTLTISRLE
PEDFAVYYCQ HYGSSPMYTF GQGTKLEIKG
GSEGKSSGSG SESKSTGGSE VQLLESGGGL
VQPGGSLRLS CAASGFTFSS YAMSWVRQAP
GKGLEWVSAI SGSGGSTYYA DSVKGRFTIS RDNSKNTLYL
QMNSLRAEDT AVYYCAKDEG YSSGHYYGMD
VWGQGTTVTV SSEPKSSDKT HTCPPCPAPE
AAGGPSVFLF PPKPKDTLMI SRTPEVTCVV VSVSHEDPEV
KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
SVLTVLHQDW LNGKEYKCKYV SNKALPAPIE KTISKAKGQP
REPQVYTLPP SREEMTKNQV SLWCLVKGFY
PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD
KSRWQQGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL

SPGK

Ejemplo 7: Evaluacion de riesgo de inmunogenicidad de anticuerpo
triespecifico BGCB491

Las secuencias de anticuerpos triespecificos se analizaron para determinar la
inmunogenicidad potencial mediante el uso de puntuaciones ajustadas de regulacion
T (Treg) del programa de prediccion de inmunogenicidad in silico EpiVax

Epimatrix*(Tabla 12). El programa EpiVax calcula el potencial de unién a las
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moléculas HLA mas comunes dentro de cada uno de los “supertipos”. El informe

proporciona resultados que son representativos de > 90 % de poblaciones humanas

en todo el mundo sin la necesidad de probar cada haplotipo individualmente. La

puntuacion EpiVax se calcula al agregar las puntuaciones EpiMatrix de todos los

epitopos de células T previstos contenidos dentro de una secuencia de proteina dada

y al ajustar el contenido de epitopo de células T y la longitud de proteina esperadas.

La interpretacion de la puntuacion de EpiVax es como sigue: una puntuacion del

EpiVax de <-20 es “ldeal”; una puntuacion de EpiVax de -20 a +20 es “Aceptable”; y

una puntuacion de EpiVax de > +20 es “Inaceptable”.

Tabla 12: Evaluacion de inmunogenicidad para BGCB491

BGCB491 . o N Sgc. con Puntuacion Interpretacion
o Secuencia de aminoacidos de regién num. de de de la

Informacién de variable ident. _ puntuacion

cadena EpiVax de EpiVax
QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGT

Cadena ligera 1 SSNIGTYKFVSWYQQHPDKAPKYVLL

(CD3B376) VL YEVSKRPSGVSSRFSGSKSGNTAS 7 -44,88 Ideal
LTISGLQAEDQADYHCVSYAGSGTL
LFGGGTKLTVL
QVQLQQSGPRLVRPSQTLSLTCAIS

Cadena pesada 1 GDSVFNNNAAWSWIRQSPSRGLE

(CD3B376) VH WLGRTYYRSKWLYDYAVSVKSRIT 8 +65,28 Inaceptable
VNPDTSRNQFTLQLNSVTPEDTALY
YCARGYSSSFDYWGQGTLVTVSS

SscFv de N-terminal DIVMTQTPLSSPVTLGQPASISCRS

de cadena pesada SQSLVHSDGNTYLSWLQQRPGQP

2 (GC5B680 PRLLIYKISNRFFGVPDRFSGSGAG 15 -3,12 Aceptable

N68S, S69T) VL TDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQATQ

’ FPHTFGQGTKLEIK

scFv de N-terminal QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVS

de cadena pesada GFSLTNIRMSVSWIRQPPGKALEWL

2 (GC5B680 AHIFSNDEKSYSTSLKSRLTISRDTS 16 -11,65 Aceptable

N68S, S69T)VH KSQVVLTLTNVDPVDTATYYCARM

’ RLPYGMDVWGQGTTVTVSS
scFv de C-terminal | EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRA
de cadena pesada | SQSISSSFLTWYQQKPGQAPRLLIY 23 -52,88 Ideal

2 (BCMB519) VL

GASSRATGIPDRFSGGGSGTDFTLT
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ISRLEPEDFAVYYCQHYGSSPMYTF
GQGTKLEIK

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAA
SscFv de C-terminal SGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
de cadena pesada VSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISR
2 (BCMB519) VH DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC

AKDEGYSSGHYYGMDVWGQGTTV
TVSS

24 -54,35 Ideal

Ejemplo 8: Estudios de comparacién de anticuerpos triespecificos
EI BGCB463 y BGCB491, como se describid anteriormente, se probaron

en la serie de siguientes estudios.

Los anticuerpos triespecificos median la destruccion de células positivas diana
solamente

El BGCB463, BGCB491 y tres controles (BGCB4821 (CD3xNullxNull),
BGCB483 (CD3xNullxBCMA), BGCB484 (CD3xGPRC5DxNull)) se evaluaron frente
a células de BCMA* GPRC5D * (Figura 17A) y células de BCM - GPRC5D - (Figura
17B). La relacion efector a diana (E/D) fue de 3:1; n = 1 donantes de células T, 72
horas de incubacion, concentracion superior 53 nM, dilucion de 1-5. Se realizaron
pruebas para determinar la citotoxicidad y la activacion de células T. Los resultados
muestran que BGCB463 y BGCB491 solo median la destruccion de las células de
BCMA* GPRC5D* (como se muestra en la Figura 17A) mientras las células de

BCMA- GPRC5D" no se vieron afectadas (como se muestra en la Figura 17B).

Los anticuerpos triespecificos son activos en agotar lineas celulares clonales

(CRISPR)



263

El BGCB463 y BGCB491 agotaron las lineas celulares WT de H929, KO
de GPRCS5D y KO de BCMA 72 y 96 horas después de la incubacion primaria
(Figura 18A). La relacion E:D fue 3:1, n = 5 donadores de células T; 72(5) y
96(4) horas de incubacion; concentracion superior de 532 mM, gradiente de

5 dilucion 1-5. Los valores de ECso se muestran a continuacion en la Tabla 13.
Tabla 13: Valores de ECso0 para la prueba de citotoxicidad de 72/96 horas

con BGCB463 y BGCB491

Tiempo de incubacién BGCB463 BGCB491 Tipo celular
72 h Citotoxicidad
0,007 0,006 H929 WT
Valor de ECso (nM) 2,055 0,322 H929-GPRC5D KO
0,539 4,517 H929-BCMA KO
96 h
0,003 0,003 H929 WT
Valor de ECso (nM) 1,580 0,226 H929-GPRC5D KO
0,269 2,759 H929-BCMA KO

BGCB463 y BGCB491 también desencadenan la activacion de células T
10  mientras agotan las células CRISPR. Ambos anticuerpos muestran una mayor
activacion de células T después de 72 y 96 horas en las mismas células WT de
H929, KO de GPRC5D y KO de BCMA como se mencioné anteriormente (Figura
18B y Tabla 14).

Tabla 14: Valores de ECso para la prueba de células T de 72/96 horas con

15 BGCB463 y BGCB491
Tiempo de incubacion BGCB463 BGCB491 Tipo celular
72 h Activacion de células T
0,009 0,011 H929 WT
Valor de ECso0 (nM)
3,139 0,520 H929-GPRC5D KO




10

264

0,517 3,110 H929-BCMA KO
96 h
0,007 0,009 H929 WT
Valor de ECso0 (nM) 3,507 0,480 H929-GPRC5D KO
0,445 3,458 H929-BCMA KO

Los anticuerpos triespecificos pueden agotar lineas celulares de linfoma (solo BCMA)

El BGCB463 y BGCB491 se probaron en ensayos de citotoxicidad y

activacion de células T con lineas de células H929, RAMOS y GRANTA-519. Los

resultados muestran que ambos anticuerpos agotaron las lineas RAMOS y GANTA-

519, aunque se requirieron concentraciones mas altas de ambos anticuerpos (Figura

19, con ECso en la Tabla 15). E:D fue 5:1, n = 1 donante de células T; 72 horas de

incubacion solamente; concentracion superior de 53 nM; y una dilucién de 1-5.

Tabla 15: Valores de ECso para el agotamiento de la linea celular de linfoma

con BGCB463 y BGCB491

BGCB463 BGCB491 Linea celular
Citotoxicidad

0,004 0,005 H929 WT
Valor de ECso (nM) n/a 2,813 Ramos

80,980 8,584 Granta-519

Activacion de células T

0,012 0,022 H929 WT
Valor de ECso (nM) 17,580 1,387 Ramos

3,300 1,644 Granta-519

Los anticuerpos triespecificos agotan las células positivas diana en el ensayo de

sangre completa
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EI BGCB463 y BGCB491 se evaluaron en ensayos de citotoxicidad y de
sangre completa de activacion de células T con células H292. Los resultados
muestran la citotoxicidad y la activacién de células T (Figura 20 y valores de
EC50 en la Tabla 16). E:D fue 5:1, n = 2 donantes de sangre entera; 48 horas de
incubacion; concentracion superior de 532 nM; y una dilucion de 1-5.

Tabla 16: Valores de EC para el agotamiento de células de sangre completa

con BGCB463 y BGCB491

Valor de EC (nM) BGCB463 BGCB491
Citotoxicidad
EC20 0,159 0,084
ECso 0,574 0,648
ECo0 4,412 16,380
Activacion de células T
EC20 0,044 0,027
ECso 0,297 0,544
ECo0 6,199 63,160

Los anticuerpos triespecificos retroceden el crecimiento tumoral en ratones

Se demostré que el BGCB463 retrocede el crecimiento tumoral en
modelos de ratdén con xenoinjerto MM.1S y RPMI 8226 si se administraba en
una dosis suficientemente alta: ya sea 2 uyg o 10 yg en el modelo de MM.1S
(Figura 21A) 0 5 ug o 10 ug en el modelo de RPMI 8226 (Figura 21B). Los
tumores detuvieron el crecimiento o mostraron una reduccion en el crecimiento
en comparacion con las condiciones de control.

Ademas, se demostro que tanto el BGCB463 como el BGCB491 retroceden el
crecimiento tumoral en modelos de ratdon con xenoinjerto profilactico H929. En

comparacion con los controles PBS, ambas dosis de 0,5 ug y 5 ug ralentizaron el
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crecimiento tumoral en ambos modelos KO de BCMA de H929 y KO de GPRCSD de

H929, con la concentracion mas alta de 5 ug que muestra mas efecto (Figura 22).

Unién de Pan-T DRC

EI BGCB463 y BGCB491 se probaron en un ensayo de union de Pan-T
DRC de 1 hora, a 37 °C. Se usaron dos donantes de células Pan T humanas, y
las moléculas de prueba tuvieron concentraciones iniciales de 2 uM con una
dilucién 1:3 y DRC de 11 puntos. Deteccion secundaria a través de Alexa Fluor®
647 AffiniPure IgG antihumana de cabra (H+L). La FACS se realizé6 mediante el
uso de Intellicyte lque Screener plus. Los resultados mostrados en la Figura 23,
con BGCB491 que tiene un ECso de 0,1903 y superior de 188194, y BGCB463
con ECso de 0,1258 y superior de 303269. Los valores de ECso demostrados

estan dentro de los parametros esperados para el brazo de uniéon a CD3.

Unién de serie de H929 DRC

El BGCB463 y BGCB491 se probaron contra células WT de H929, KO de
BCMA de H929, KO de GPRC5D de H929 y células dobles KO de
GPRC5D/BCMA de H929 en un ensayo de union de serie DRC de 1 hora, 37 °C.
Los resultados se muestran en las Figuras 24A-24D, todos con un control nulo
(BGCB510). Los valores de EC se muestran en la Tabla 17. Los resultados
mostraron que BGCB491 ha aumentado la union mediada por BCMA y la unién

mediada por GPRC5D en comparacion con BGCB463.
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Tabla 17: Valores de EC (uM) para BGCB463 y BGCB491 en la unién de

serie H929
BGCB463 | BGCB491
H929 WT

ECso n/a 0,270
ECso n/a 25,049

KO de BCMA de H929
ECso 11,7 3,183
ECoa0 n/a n/a

GPRC5D-KO de H929
ECso 0,504 0,210
ECe0 8,385 3,896

Estudios de analisis de anticuerpos triespecificos

La siguiente Tabla 18 proporciona varios analisis de BGCB463 y BGCB491.

Tabla 18: Sintesis de analisis de anticuerpos triespecificos BGCB463 y

BGCB491

Analisis

BGCB463

BGCB491

Pureza (AUC) (purificacion posterior a 3

etapas)

96,4 % de mondémero

98,9 % de mondmero

Estabilidad de conformacién (DSC,
histidina, pH 6,5)

Tms =63 °C, 68 °C, 72 °C

Tms =63 °C, 68 °C, 72 °C

PI medido (clEF)

pl: 9,51

pl: 9,56

Hidrofobia relativa mediante HICa

Hidrofobicidad moderada

Baja hidrofobicidad relativa
(HI'=0,38)

Analisis de PTM (LC-MS)

<10 % de PTM de CDR

<5 % de PTM de CDR

Afinidad de unién (SPR)

KD: CD3 (31,3 + 8,7 nM);
BCMA (844 + 128 pM)

KD: BCMA (2,12E-10 M);
CD3 (2,51E-08 M)

Interferencia de suero (octeto)

Unién no afectada

Union no afectada

Estabilidad del suero (SEC-FDS, lote
estable)

~12 % de aumento en HMW
después de una incubacién
de 7 dias a 37 °C

~5 % de aumento en HMW
después de una incubacion
de 7 dias a 37 °C

Unién no especifica (SPR)

Ninguno

Ninguno

Concentrabilidad

~180 mg/ml, 89 % de
recuperacion, 97 % de
mondmero

~180 mg/ml, 91 % de
recuperacion, 97,5 % de
mondmero
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Viscosidad a 150 mg/ml

5,48 cP

6,3 cP

HCLF: % de monémero después de 2
semanas a4 °C y 40 °C (AUC)

La agregacion a 180 mg/ml
aumenté a 15 % y 34 %
después de 2 semanas a
4°Cy40°C

La agregacion a 180 mg/ml
aumento a 36 % y 34 %
después de 2 semanas a
40 °C, sin aumento en
HMW a 4 °C

Estrés fisioldgico: 37 °C, 2 mg/ml, PBS pH
7.4

No cambia la afinidad
fisica/quimica

Ningun aumento en HMW,
aumento significativo en
LMW (15 % por SEC,

~18 % por GXII): 18 % de
actividad de unién inferior a
CD3, unién a BCMA no
afectada

pH 8,5, 1 semana,
40 °C

20 % de isomerizacion D27
(CD3, HCDR1), aglutinado;
<10 % de
desamidacién/isomerizacion
en otros residuos de CDR

~12 % de isomerizacion
D27 (CD3, HCDR1);
aumento en LMW (~15 %
por SEC, ~20 % por GXII):
unioén no afectada

pH 5, 1 semana,
40 °C

Sin aumento en las PTM de
CDR

No hay cambios
significativos

pH 3,5, 6h, t.a.
PTM que inducen

Sin aumento en las PTM de
CDR

No hay cambios
significativos

estrés Oxidacion quimica

68 % de oxidacion M94;

15 % de oxidacion M232;
M600 al 68 %; Unién de CD3
no afectada, union a BCMA
con 2 veces de liberacion

Oxidacion de 97 % M94
(GC5B680, LCDR3); M600
al 99 % (BCMB519
LCDR3); Unién de CD3 no
afectada, afinidad de unién
a BCMA ligeramente
afectada (~2-3 veces de
liberacion)

Oxidacion metalica

Sin aumento en las PTM de
CDR

No hay cambios
significativos

Ejemplo 9: Evaluaciones biofisicas del anticuerpo triespecifico BGCB491

La Tabla 19A proporciona unién al antigeno recombinante, reactividad

cruzada de especies, identificacion de epitopos, unién al receptor de Fcy

atributos de propiedad intrinseca biofisica de BGCB491. La Tabla 19B

proporciona caracteristicas adicionales para BGCB491.

Tabla 19A: Lista de evaluaciones biofisicas y resultados para BGCB491
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Caracteristica de TMP de mAb

Resultado

Comentarios

Unién

Afinidad de unién para el brazo
CD3 humano (SPR)

Kp=2,5x10%M

Antigeno: constructo de
heterodimero CD3ey
recombinante (CD3W200)

Afinidad de unién para los
brazos de BCMA y GPRC5D
humanos (SPR)

BCMA humano: Kp = 2,1x10-10
M; Antigeno: BCMW37.

GPRC5D humano: ningun dato
de SPR esta disponible para
GPRCS5D debido a la falta de

reactivo soluble representativo

para este objetivo
transmembrana. La union de
afinidad se evalué mediante el
meétodo a base de células en
células KO de BCMA de H929

en su lugar (ver el Ejemplo 11)

Unién a BCMA parental usando
antigeno BCMW37: Kp =
2,8x10-1% M como scFv; ECso =
2,3-3,2 nM como scFv que se
une a las células H929 y
MM.1R; union a GPRC5D
parental a células H929 y
MM.1R; ECs0 = 6-24 nM como
Fab

Reactividad cruzada para scFv
BCMB519 a BCMA de
cynomolgus (SPR)

Sin unioén/baja hasta 300 nM

Los datos de unién se
recolectaron de BCMB601 que
contiene scFv BCMB519

Unién al receptor de Fcy (SPR)

Sin union significativa

Como se esperaba para el
marco silencioso hlgG1-AAS

Unién a FcRn (SPR)

pH 6,0: hFcRn Kb = 485 nM;
cyFcRn Kp = 314 nM

Disociacioén rapida a pH 7,4

Interferencia de suero (octeto)

ka regulador/ka suero < 2,0

No hay un cambio significativo
en la tasa de asociacién a bt-
BCMA y bt-CD3 en suero
humano al 50 %. No se
determiné para GPRC5D debido
a la falta de reactivo soluble
representativo.

Epitopo de uniéon a GPRC5D

No determinado

N/A

Epitopo de unién para CD3

Epitopo lineal que abarca los
residuos 22-35
(QDGNEEMGGITQTP (sec. con
num. de ident.: 161)) de la
cadena CD3¢ (P07766,
CD3E_Humano)

Secuencia de epitopos
determinada para CD3B376 de
anticuerpo parental frente a
CD3W220 por HDX-MS

Epitopo de uniéon a BCMA

El epitopo lineal que abarca los

residuos 17-26 (LLHACIPCQL

(sec. con num. de ident.: 162))
de BCMW37 de BCMA

Los datos de HDX-MS muestran
que los residuos 17-18 y 21-26
de BCMW37 estan protegidos

por BGCB465 (contiene el
mismo scFv anti-BCMA)

Caracterizacion de proteinas

Masa de anticuerpos intacta, 155.978,8 Da N/A

liberacion (MS)

Perfil de glicoforma (MS) Perfil de 1IgG1 tipico con N/A
glicoforma principal GOF/GOF

Nivel de homodimero(s) (MS) No se detecté HD1y HD2 N/A
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Caracteristica de TMP de mAb Resultado Comentarios
Niveles de otras impurezas Ninguna observada N/A
relacionadas con el producto

(MS)

Glic. de enlace N (no Fc) (MS) Ninguna predicha u observada N/A
Sitios de glic. de enlace O (MS) Ninguna observada N/A

Glicacién (% de abundancia
relativa) (MS)

HC1 (CD3), 16,7 %; LC1 (CD3),
5,4 %; HC2 (GPRC5DXBCMA),
8,1 %

Los valores de glicaciéon
representan el limite superior
debido a la sobreestimacion

causada por los valores iniciales
distintos a cero

Cis libre (MS)

Ninguna predicha u observada

N/A

Alargamiento/truncamiento de
N-terminal (MS)

Ninguna observada

N/A

Estabilidad de conformacion
(DSC)

Tm1 =62,9 °C; Tm2 = 68,3 °C;
Tm3=71,9 °C

Medido en 10 mM de histidina a
pH 6,5; Tm1 fue contribuida por
el dominio CD376-Fab Tmz fue
contribuida por varias partes de
esta molécula; Tms fue
contribuida por el dominio CH3

% de pureza (purificacion en 2
etapas) (AUC)

98,9 % de mondémero

Medido en 10 mM de L-histidina
apH6,5

Estabilidad en suero (SEC-FDS)

~5 % de aumento en HMW
después de una incubacién de 7

Evaluado por SEC mediante el
uso de BCMAXGPRC5DxCD3

dias a 37 °C marcado con Alexa488
Unién no especifica No se observé ninguna unién no N/A
especifica
Punto isoeléctrico (clEF) pl = 9,56; % de area pico N/A
acida/principal/basica: 46/54/0
Hidrofobicidad relativa (HICa) Baja hidrofobicidad (indice de N/A

hidrofobicidad 0,38) pero pico
ancho y residual

Viscosidad

6,3 cP

Determinado a 150 mg/ml en
10 mM de L-histidina a pH 6,5

Estabilidad a alta concentracion de 2 semanas (4 y 40 °C, objetivo 150 mg/ml)

Concentrabilidad y % de
recuperacion en regulador de L-

La muestra se concentrd hasta
183,5 mg/ml con 91 % de

N/A

histidina a pH 6,5 recuperacion

% de mondmero (inicial) (AUC) 97,5 % Determinado en 10 mM de L-
histidina a pH 6,5

% de monémeros 2 semanas, 95,4 % Determinado en 10 mM de L-

4 °C (AUC) histidina a pH 6,5

% de mondémeros 2 semanas, 62,8 % Determinado en 10 mM de L-

40 °C (AUC)

histidina a pH 6,5

Estabilidad quimica (PTM) y fisica




271

Caracteristica de TMP de mAb Resultado

Comentarios

MS intacto después de la
degradacion forzada (MS)

El tratamiento con oxidacion
quimica dio como resultado 4
oxidaciones en cada HC. Bajo

estrés fisioldgico, se observaron

fragmentos de todos los
dominios. El estrés de
desamidacion da como

resultado principalmente

fragmentos de GPRC5D,

aunque también se observaron
2 fragmentos del scFv de
BCMA.

N/A

Tamanfo después de la
degradacion forzada (aSEC)

% de monémero intacto
Liberacién = 100,0; *Fisioldgica
=96,0; térmica = 63,7; pH 8,5 =

83,2, pH5,0=99,3; pH 3,56 =
100,0; ox. quimica = 98,5; ox.
metalica = 97,6

El aumento de agregacion a alta
concentracion a 40 °C fue
evidente con el tiempo y se
requiere un estudio de
formulacion de seguimiento para
mitigar la propension a la
agregacion. Recorte observado
después del pH 8,5 y estrés
fisiolégico.

Degradacion forzada de la
pureza (R y NR GXII)

NR G XlI % intacto: liberacién =
100; fisiolégica = 82; térmica =
99; pH 8,5 = 82; pH 5,0 = 99;

pH 3,5 = 100; ox. quimica = 100;

ox. metalica = 100

Recorte observado después del
pH 8,5 y estrés fisiologico.

Unién a CD3 después de la

Afinidad (M) / % activo:
degradacion forzada (SPR)

liberacion = 2,51x108 / 100;
fisiologica = 1,93x108 / 82;
térmica = 2,58x108 / 100;
pH 8,5 =2,16x10%/ 93;
pH 5,0 = 2,26x108 / 88;
pH 3,5 =2,17x108/ 94;
ox. quim. 2,27x108 /93;
ox. metalica = 2,33x10% / 98

La afinidad a CD3 se retuvo en
todas las condiciones de estrés
evaluadas. Reduccién en % de
especies activas después del
estrés del pH 8,5.

Unién a BCMA después de la

Afinidad (M) / % activo:
degradacion forzada (SPR)

liberacion = 2,12x10719/ 100;
fisiologica = 1,43x1071°/ 110;
térmica = 2,81x10"0/ 137;
pH 8,5 = 1,60x101°/ 114;
pH 5,0 =2,07x101°/ 154;
pH 3,5 = 1,75x101°/ 116;
ox. quimica = 5,37x10""" / 131;
ox. quimica = 2,15x107'°/ 110

N/A

Nivel de oxidacién basal 2,4 % en M94 (GC5B680 scFv

LCDR3); 1,3 % en M166
(HCDR1 de scFv de GC5B680);
1,9 % en M232 (HCDR3 de
scFv de GC5B680); 4,4 % en
M600 (BCMB519 scFv LCDR3)

N/A
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Caracteristica de TMP de mAb Resultado Comentarios
Met/Trp (cambio en el estrés 96,9 % en M94 (LCDR3 de scFv N/A
oxidativo) de GC5B680); 14,0 % en M166

(HCDR1 de scFv de GC5B680);

14,3 % en M232 (HCDRS3 de

scFv de GC5B680); 99,2 % en

M600 (BCMB519 scFv LCDR3)
Nivel de desamidacion basal <1%en CDR N/A
Sitios de desamidacion (cambio Sin cambio significativo N/A
en estrés)
Nivel de isomerizacién basal <1 % en CDR N/A

Sitios de isomerizacién (cambio
en estrés)

11,7 % de isomerizacion D27 en
HCDR1 de CD3B376; 5,3 % de

Nota: La isomerizaciéon D27 bajo
estrés de pH se observé en

isomerizacion D731 en LCDR3
de scFv de BCMB519

todos los candidatos CD3B376 y
se cree que no afecta la
actividad.

AAS, L234A, L235A y D265S; Ab, anticuerpo; aHIC, cromatografia de interaccion hidréfoba analitica; aSEC,
cromatografia de exclusiéon por tamafio analitico; AUC, ultracentrifugacion analitica; bt, biotinilado; CDR, regién
determinante de complementariedad; Ox. quim., oxidacion quimica; clEF, enfoque isoeléctrico capilar; cy o cyno,
macaco cynomolgus; Cys, cisteina, DSC, calorimetria diferencial de barrido; ECso, 50 % de concentracion efectiva;
Fab, unién al antigeno de fragmento; Fc, de fragmento cristalizable; FcRn, receptor de Fc neonatal; FDS, sistema
de deteccion de fluorescencia; gly, glicosilacién; h, humano; HC, cadena pesada; HCDR, regién determinante de
complementariedad de cadena pesada; HD, homodimero; HDX, intercambio de deuterio e hidrégeno; HMW,
especies de peso molecular mas alto Ig, inmunoglobulina; ka, constante de asociacion; Kb, constante de
disociacion de equilibrio, LC, cadena ligera; LCDR, regién determinante de complementariedad de cadena ligera;
mADb, anticuerpo monoclonal; Met, metionina; Ox. metal., oxidacién metalica; MS, espectrometria de masa; N/A,
no evaluado; NME, nueva entidad molecular; NR GXII, electroforesis capilar no reducida; PBS, solucion salina
regulada con fosfato; pl, punto isoeléctrico PS20, polisorbato 20; ref., referencia; R GXIl, electroforesis capilar
reducida; scFv, fragmento variable monocatenario; SEC, cromatografia de exclusién por tamafio; SPR, resonancia
del plasmon de superficie; Tm, temperatura de fusion; TMP, producto medicinal objetivo; Trp, triptéfano.

Tabla 19B: Caracteristicas adicionales para los brazos de unién en BGCB491

Parametros principales Caracteristicas
BCMA: Afinidad Ko = 0,28 nM como scFv (SPR)
BCMB519 ECso = 2,3-3,2 nM como scFv (H929 y MM.1R)
Epitopo Epitopo lineal a.a. 17-26 (LLHACIPCAQL)
Funcion Bloquea la unién de BAFF y APRIL #
Sin actividad agonista®
GPRC5D: Afinidad ECso0 = 6-24 nM como Fab (H929 y MM.1R)
GC5B680
CD3: Afinidad ECs0 = 3,4 yM* (célula T)
CD3B376 Epitopo Epitopo de N-terminal a.a. 22-35
(QDGNEEMGGITQTP) de la cadena CD3¢
Perfil fuera del objetivo Retrogenix CLEAN, sin coincidencias fuera del objetivo
(aglutinantes de BCMA y GPRC5D)

*

Células T: ECso determinado basandose en extrapolacion de punto fijo debido a curvas de unién no
saturadas a la concentracion mas alta probada de 2 uM
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Ejemplo 10: Caracterizacion de BGCB491 de unién de brazo objetivo y de

brazo CD3

Unién de la linea celular tumoral endégena de BGCB491

Se uso citometria de flujo para evaluar la unién del brazo de BCMA 'y

GPRC5D de BGCB491 in vitro. EI BGCB491 y el control de isotipo se probaron en un

panel de lineas celulares WT de H929, KO de BCMA de H929, KO de GPRC5D de

H929 y KO de BCMA/GPRC5D de H929 después de 1 hora de incubacion a 37 °C.

EI BGCB491 mostré una union especifica en WT, asi como cada linea de

inactivacion (KO) verificando la union de cada brazo de union a la diana

individual (Figura 25, tabla 20).

Tabla 20. Valores de ECx para la union de la serie WT de H929 y KO de

BGCB491 de 5 experimentos independientes

Ejecucion 1  Ejecucion 2 Ejecucion 3 Ejecucion 4 Ejecuciéon 5 Media
H929-WT
EC20 (NM) 15 NFC N/A 4 8 8
ECso0 (nM) 270 NFC N/A 34 66 66
ECoo (nM) 25,000 NFC N/A 878 1912 1912
H929-BCMA-KO (brazo de GPRC5D)
ECa20 (M) NFC 19 NFC NFC NFC NFC
ECso (nM) NFC 66 NFC NFC NFC NFC
ECgo (nM) NFC 489 NFC NFC NFC NFC
KO de GPRC5D de H929 (brazo de BCMA)
EC20 (nM) 33 17 23 10 12 17
ECso0 (nM) 210 54 224 50 53 54
ECgo (nM) 3900 345 7900 645 535 645
ECx, x % de concentracion efectiva; KO, inactivacion; Med, mediana; N/A, no evaluado; NFC, curva

incompleta; WT, tipo silvestre.
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El experimento de union cinética de 24 horas se realiz6 en el anticuerpo
triespecifico de la citometria de flujo BGCB491 para evaluar la cinética de union
en las lineas celulares de H929 WT y MM.1R WT en 50, 10, 2 nM durante la
incubacién de 24 horas a 37 °C (ver la Figura 40). Como se demuestra en la

5 Figura 40, se observaron perfiles de unidén estables en ambas lineas celulares

durante el periodo de 24 horas.

Unién primaria de células T de BGCB491
Se uso citometria de flujo para evaluar el brazo de CD3 (es decir, CD3B376)
10  unién de BGCB491 a células pan T CD3 * de 7 humanos sanos diferentes. No se
pudo determinar la ECso basada en células para CD3B376 debido a la falta de
cinética de saturacion en 1 hora (Figura 26). Se realiz6 extrapolacion bioinformatica
(Figura 27) con el uso de la molécula de anticuerpo de control CD3B376xNull (es
decir, GCDB381), que satura dentro de una respuesta de dosis superior de 2 uM
15  para limitar la parte superior de la curva de regresion no lineal para generar una
curva completa que permite la estimacion de valores de ECx (Tabla 21).
Tabla 21: Calculo de valores de ECx de la union de BGCB491 a células T

basadas en un punto de saturacidn fijo de extrapolacién bioinformatica

Donante EC20 estimada Intervalo de ECso0 estimada Intervalo de
(uM) confianza de 95 % (uM) confianza de 95 %
D203727 0,222 (0,193, 0,255) 3,37 (3,01, 3,77)
D316144 0,279 (0,237, 0,329) 4,99 (4,26, 5,85)
D327645 0,188 (0,153, 0,230) 3,36 (2,86, 3,94)
Mediana 0,222 3,37

ECx, x % de concentracién efectiva; D, donante.

20
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A pesar del uso de un brazo de union a CD3 débil, el BGCB491 mostrd
una potencia subpicomolar robusta con citotoxicidad maxima en relaciones E:T
de 1:1 y 1:3 en el ensayo de citotoxicidad cinética realizado en el Incucyte a
través de 3 donantes de células pan T durante 120 horas. En un ensayo de
citotoxicidad por curso temporal, se uso Incucyte S3 para evaluar la citotoxicidad
objetivo cinética y los perfiles de activacion de células T de BGCB491 en células
H929-GFP a través de 3 donantes de células pan T durante 120 horas. El
BGCB491 alcanzé una citotoxicidad maxima notable aproximadamente 72 horas
a todas las concentraciones excepto por la concentracion mas baja probada (10
pM) a una relacion E:T de 1:3 (Figura 42). A partir de los graficos cinéticos, la
informacién para el porcentaje de citdlisis y la activacion de células T en puntos
temporales de 72, 93 y 120 horas se extrajo para la relacion E:T de 1:1 (Figura
43) y la relacion E:T de 1:3 (Figura 44). El BGCB491 mostré una potencia de
destruccion subpicomolar robusta en ambas relaciones E:T (Tabla 22). En el

Ejemplo 12 se ilustran caracterizaciones de citotoxicidad mas a profundidad.

Tabla 22: Valores de ECx promedio derivados de citdlisis por porcentaje de

H929-GFP en el ensayo de destruccion cinética

E:T1:1 E:T1:3
72 horas
ECz20 (pM) 2,1 1,1
CEso (pM) 12,7 6,3
ECo0 (pM) 212,6 93
93 horas
EC20 (pM) 0,7 1,6

CEso (pM) 0,9 5,5
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ECa0 (pM) 1,4 39
120 horas

EC20 (pM) 0,4 2,3

CEso (pM) 0,7 5,2

ECoo (pM) 1,8 18,9

ECx, x % de concentracion efectiva; E:T, relacion de efector a diana; GFP, proteina fluorescente verde.

En breve, el BGCB491 es un mAb triespecifico totalmente humano dirigido
al TCR CD3 con 1 brazo de union y antigenos de superficie de células tumorales
de BCMA o GPRCS5D con los 2 dominios de union restantes. El BGCB491 mostro
propiedades biofisicas intrinsecas aceptables, y unidas a todas las lineas

celulares que expresan BCMA-, GPRC5D-, y BCMA-GPRC5D duales.

Ejemplo 11: Farmacologia terapéutica
Parte 1. Estudios in vitro
Expresion de superficie y densidad del receptor de BCMA y GPRCSD en lineas
celulares de prueba

Un subconjunto de 4 lineas celulares positivas de objetivo dual (es decir,
GPRC5D) (es decir, MM.1S, H929, JIM-3 y OPM-2) y 2 lineas celulares negativas
de objetivo dual (es decir, MV-4-11 y OCI-AML-3) se caracterizaron por la
expresion de proteinas mediante clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) mediante el uso de anticuerpo de BCMA comercial marcado
con ficoeritrina (PE) y un anticuerpo GPRC5D elaborado de manera interna. Todas
las lineas celulares positivas de objetivo tenian un cambio significativo en el patron
de expresion en comparacién con el control de isotipo, mientras que las lineas

celulares negativas de objetivo fallaron para mostrar cualquier expresion (Tabla 23).
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Estas 6 lineas celulares con varios niveles de expresion de proteinas diana en su
superficie se seleccionaron para ensayos funcionales in vitro e in vivo adicionales.
Tabla 23: Sintesis de las densidades del receptor de BCMA y GPRC5D en

lineas celulares de prueba

Linea GPRC5D GPRC5D GPRC5D BCMA BCMA BCMA
celular (Ensayo-1) (Ensayo-2) (Promedio) (Ensayo-1) (Ensayo-2) (Promedio)

MM.1S 2091 4899 3495 1870 2237 2053
H929 2443 1995 2219 6955 6908 6932
OPM-2 12,109 8159 10,134 5703 4411 5057
JIM-3 1438 1528 1483 922 1533 1228
MV-4-11 37 92 64 72 52 62

OCI-AML-3 19 67 43 89 85 87

Densidades de receptor objetivo cuantificadas en células diana positivas y negativas de objetivo mediante
el uso de un kit QuantiBRITE. Valores individuales y promedio de 2 experimentos individuales
enumerados anteriormente.

BGCB491 que se une a lineas celulares que expresan BCMA-GPRC5D endégenas
A continuacion se determinaron los perfiles de union de BGCB491 (mAb
triespecificos BCMAXGPRC5DxCD3) mediante la aplicacion de métodos de
citometria de flujo. EI BGCB491 y los anticuerpos de control BCMAXGPRCS5DxNull
unidos a las células de MM que expresan BCMA-GPRC5D de una manera
dependiente de la dosis (valores de ECso: MM.1S 33,39 nM; H929, 185,50 nM; JIM-
3, 78,45 nM; OPM-2, 10,07 nM; FIGURA 41) mientras que los anticuerpos de
control de CD3xNullxNull no mostraron una union significativa en estas células.
Ninguno de los anticuerpos probados se uni6 a las lineas celulares negativas con

objetivo dual MV-4-11 y OCI-AML-3, lo que indica especificidad a BGCB491.
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Citotoxicidad dependiente de células T mediada por BGCB491 de lineas
celulares MM y activacion de células T

Se usé un ensayo de citotoxicidad mediado por células T para evaluar la
citotoxicidad in vitro y el potencial de activacion de células T de BGCB491 mediante
el uso de un enfoque basado en FACS. Se probé BGCB491 en diversas lineas
celulares (doble positivo:BCMA-GPRC5D: MM.1S, H929, JIM-3, OPM-2; y doble
negativo BCMA-GPRC5D: MV-4-11 y OCI-AML-3) usando células pan T (CD3 *) de
6 donantes sanos. Debido a que el receptor de Fc se expresa en algunas de las
células evaluadas, se afiadié 2 mg/ml de bloqueador de Fc en el ensayo. Ademas,
BCMAXGPRC5DxNull y CD3xNullxNull se usaron como controles negativos. El
BGCB491 destruyoé de manera potente lineas celulares positivas duales de BCMA-
GPRC5D in vitro después de 72 horas de incubacion (Figura 28A, Tabla 24). Se
descubrioé que el BGCB491 es un anticuerpo triespecifico potente con un rango de
valor de EC 50 de 0,002 a 0,312 nM para la citotoxicidad y 0,008 a 1,070 nM para la
activacion de células T segun lo medido por células T vivas CD3* CD25" en todas
las lineas celulares positivas duales. La activacion concomitante de células T se
observo con solo células positivas de objetivo dual como se esperaba (Figura 28B,
Tabla 24). EI BGCB491 no indujo la citotoxicidad o la activacion de los células T
cuando se probo con lineas celulares negativas de objetivo dual MV-4-11 y OCI-
AML-3, lo que demuestra la especificidad citotoxica. Los controles
BCMAXGPRC5DxNull y CD3xNullxNull no mostraron citotoxicidad significativa,
excepto para la linea de células MM.1S, donde el anticuerpo CD3xNullxNull mostro

cierta actividad a altas concentraciones (>100 nM).
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Tabla 24: Sintesis de valores de ECx para la citotoxicidad y activacion de

células T mediante el uso de células T de multiples donantes sanos

MM.1S H929 JIM-3 OPM-2 MV-4-11 OCI-AML-3
Citotoxicidad
EC20 (nM) 0,001 0,002 0,094 0,009 NA* NA*
ECso0 (nM) 0,002 0,005 0,312 0,019 NA* NA*
ECoo (nM) 0,012 0,015 2,078 0,058 NA* NA*
Citotoxicidad 92,580 94,470 61,220 81,320 NA* NA*
maxima (%)
Activacion de células T CD3

EC20 (nM) 0,002 0,002 0,242 0,006 NA* NA*
ECso (nM) 0,010 0,008 1,070 0,062 NA* NA*
ECoo (nM) 0,145 0,057 11,303 2,726 NA* NA*
Activacion 75,030 85,900 30,850 45,950 NA* NA*

maxima (%)

ECx, x % de concentracion efectiva; NA, no activa.

Valores de ECx promedio de 6 donantes de células T para la citotoxicidad y la activacion de células T
para cada linea celular. Se estimaron valores de ECx post-hoc a partir de un modelo 4PL con donante
como un efecto aleatorio. Los intervalos de confianza del 95 % se calcularon mediante el uso del método

delta. El paquete de efectos mixtos no lineales R se us6 para ajustar el modelo.

Generacion de células inactivadas de CRISPR de H929 y expresion de diana

Expresion v densidad de proteinas de receptor de BCMA y GPRC5D en lineas

celulares H929 de inactivaciones de CRISPR

A continuacién, para evaluar el potencial de BGCB491 para destruir las

células con expresion de un solo objetivo, se usaron lineas celulares de KO de

repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas

(CRISPR) de H929 (es decir, KO de BCMA de H929 y KO de GPRC5D de H929)

en un ensayo de citotoxicidad. Estas células se confirmaron por secuencia como

se describe en la leyenda de la Figura 25 y se caracterizaron por la expresion de

proteinas mediante FACS mediante el uso de un anticuerpo de BCMA comercial

marcado con PE y un anticuerpo GPRC5D marcado con PE interno. Los perfiles
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de expresion indicaron la inactivacion completa de la expresion de BCMA en la
linea celular KO de BCMA de H929 y de la expresion de GPRCSD en la linea

celular KO de GPRC5D de H929.

Citotoxicidad mediada por BGCB491 de lineas celulares clonales de KO de

CRISPR de H929 y activacion de células T

A continuacién, el anticuerpo BGCB491 se probo en las lineas celulares de
KO vy silvestre (WT) de CRISPR (es decir, WT de H929, KO de GPRCS5D de H929
y KO de BCMA de H929) usando células Pan T (CD3*) de 4 donantes sanos para
evaluar su potencial de agotamiento clonal al usar un protocolo basado en FACS.
Ademas, BCMAXGPRCS5DxNull y CD3xNullxNull se usaron como controles
negativos. El BGCB491 destruyd de manera potente las 3 lineas celulares (es
decir, WT de H929, KO de GPRC5D de H929 y KO de BCMA de H929) y células
T activadas in vitro después de 72 horas de incubacion (Figura 29). EI BGCB491
exhibié una potencia significativa en células WT de H929 que expresan un
objetivo dual en comparacién con las lineas celulares de KO de CRISPR que
expresan un solo objetivo debido a la avidez. E| BCMAXGPRCSDxNull y
CD3xNullxNull no mostraron citotoxicidad significativa ni activacion de células T.
Los valores de ECso promedio que usan 4 donantes de células T sanos diferentes
se compilan en la Tabla 25A. Se usaron teclistamab (anticuerpo biespecifico de
BCMAXxCD3) y talquetamab (anticuerpo biespecifico de GPRC5DxCD3) como
controles positivos y se comportaron como se esperaba. La Tabla 25B muestra

los valores de densidad del receptor por célula de las células H929.
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Tabla 25A: Sintesis de valores de ECso de BGCB491 para la citotoxicidad y

activacion de células T mediante el uso de células H929 de KO de CRISPR

Calculo BGCB491 CD3xNullxNull BCMAxGPRC5DxNull Teclistamab Talquetamab
Citotoxicidad
H929-WT
ECso0 (nM) 0,007 NA* NA* 0,275 0,243
Citotoxicidad 93,012 NA* NA* 92,072 92,741
maxima (%)
H929-GPRC5D-KO
ECso0 (nM) 0,330 NA* NA* 0,198 NA*
Citotoxicidad 94,243 NA* NA* 93,017 NA*
maxima (%)
H929-BCMA-KO
ECso0 (nM) 4,789 NA* NA* NA* 0,761
Citotoxicidad 65,822 NA* NA* NA* 84,664
maxima (%)
Activacion de células T CD3
H929-WT
ECso0 (nM) 0,011 NA* NA* 0,334 0,233
Citotoxicidad 82,147 NA* NA* 80,196 85,399
maxima (%)
H929-GPRC5D-KO
ECso (nM) 0,487 NA* NA* 0,253 NA*
Citotoxicidad 81,084 NA* NA* 79,450 NA*
maxima (%)
H929-BCMA-KO
ECso0 (nM) 4,131 NA* NA* NA* 0,633
Citotoxicidad 63,379 NA* NA* NA* 78,888
maxima (%)
CRISPR, repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas ECso, 50 % de

concentracion efectiva; E:T, efector a objetivo; Fc, de fragmento cristalizable; KO, inactivacién; NA, no activa.

Se muestran valores de ECso promedio de 4 donantes de células T para la citotoxicidad y activacion de células
T para cada linea celular (WT de H929, KO de GPRC5D de H929 y KO de BCMA de H929). Se estimaron
valores de ECso post-hoc a partir de un modelo 4PL con donante como un efecto aleatorio. Los intervalos de
confianza del 95 % se calcularon mediante el uso del método delta. El paquete de efectos mixtos no lineales
R se us6 para ajustar el modelo. El teclistamab y talquetamab se usaron como controles positivos.

Tabla 25B: Densidad de receptor de células H929

H929-WT
5381

H929-GPRC5D-KO | H929-BCMA-KO
3926 1

Células

BCMA
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Densidad del GPRC5D 1574 19 957
receptor

Citotoxicidad y potencial de activacion de células T de BGCB491 contra células
H929 positivas de objetivo dual marcadas en sangre completa humana
saludable (ensayo MABEL)

El ensayo MABEL se usé para caracterizar los efectos de BGCB491 en un
ambiente mas fisiologicamente relevante. Aqui, las células H929 positivas de objetivo
dual se afiadieron a sangre completa sana humana para establecer la citotoxicidad,
la activacion de células T y los parametros de citocina. La linea celular H929 se
selecciond segun su compatibilidad en un ambiente humano de sangre completa
durante 48 horas. El BGCB491 destruyé de manera potente células H929 positivas
de objetivo dual y células T activadas en este ensayo de sangre completa cocultivada
después de 48 horas de incubacion (Figura 30). El BGCB491 tuvo un valor promedio
de ECso0 de 0,274 nM para citotoxicidad y de 0,376 nM para activacion de células T
CD3 *cuando se evalu6 con sangre completa de 7 donantes sanos diferentes (Tabla
26). EI BCMAXGPRC5DxNull y CD3xNullxNull no mostraron citotoxicidad significativa
ni activacion de células T. Las citocinas se cuantificaron mediante el uso de un
protocolo a base de Meso Scale Discovery (MSD) de 10 plex a partir de 3 donantes
de sangre completa diferentes (Figura 31, Tabla 27). Los controles positivos de
teclistamab y talquetamab mostraron actividad especifica.

Tabla 26: Valores de ECx (nM) de citotoxicidad y activacion de células T

para ensayo MABEL

BGCB491 CD3x Nulix BCMAXx Teclistamab Talquetamab
Null GPRC5DxNull
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Citotoxicidad

EC2 0,063 (0,027, 0,146) NA* NA* 1,273 (0,715, 2,268) 1,272 (0,843, 1,919)
ECs 0,112 (0,049, 0,253) NA* NA* 1,549 (0,877, 2,733) 1,744 (1,186, 2,566)
ECso 0,274 (0,123, 0,612) NA* NA* 2,106 (1,196, 3,707) 2,866 (1,978, 4,151)
ECoo 2,804 (1,142, 6,883) NA* NA* 4,675 (2,513, 8,699) 10,379 (6,471,
16,646)
Max 49,765 (41,946, 57,583) NA* NA* 50,309 (41,780, 44,761 (35,940,
58,837) 53,582)
Activacion de células T de CD3*
EC20 0,042 (0,018, 0,098) NA* NA* 1,043 (0,692, 1,574) 0,677 (0,436, 1,050)
ECs 0,098 (0,043, 0,223) NA* NA* 1,378 (0,926, 2,051) 0,927 (0,624, 1,377)
ECso 0,376 (0,168, 0,839) NA* NA* 2,135 (1,446, 3,152) 1,521 (1,052, 2,199)
ECo 12,150 (4,684, 31,514) NA* NA* 6,641 (4,249, 10,378) 5,491 (3,196, 9,436)
Max 43,685 (34,087, 53,282) NA* NA* 37,993 (31,416, 40,780 (33,202,
44,570) 48,357)
Activacion de células T de CD4*
EC2 0,031 (0,013, 0,071) NA* NA* 0,830 (0,529, 1,302) 0,585 (0,370, 0,924)
ECs 0,069 (0,030, 0,156) NA* NA* 1,124 (0,733, 1,725) 0,812 (0,540, 1,220)
ECso 0,248 (0,110, 0,556) NA* NA* 1,814 (1,199, 2,744) 1,361 (0,934, 1,982)
ECoo 6,820 (2,815, 16,522) NA* NA* 6,263 (3,781, 10,375) 5,191 (2,921, 9,224)
Max 52,423 (44,614, 60,232) NA* NA* 48,005 (41,702, 52,079 (45,784,

54,308) 58,374)

Activacion de células T de CD8*

ECx 0,034 (0,016, 0,071) NA* NA* 0,903 (0,632, 1,291) 0,506 (0,337, 0,760)
ECsx 0,068 (0,034, 0,138) NA* NA* 1,189 (0,840, 1,683) 0,693 (0,472, 1,018)
ECso 0,206 (0,105, 0,406) NA* NA* 1,831 (1,300, 2,577) 1,137 (0,784, 1,648)
ECe 3,674 (1,550, 8,708) NA* NA* 5,610 (3,837, 8,201) 4,102 (2,585, 6,508)
Max 61,800 (51,931, 71,669) NA* NA* 63,628 (57,194, 66,038 (59,506,

70,062) 72,571)

ECx, x % de concentracion efectiva; E:T, efector a objetivo; MABEL, nivel de efecto biolégico esperado
minimo; Max., valor maximo NA, no activa.

Se afiadio BGCB491 a sangre completa en varias concentraciones en presencia de células objetivo (H929)
y se incubd durante 48 horas. Las células diana se marcaron en sangre completa con una relacion E:T
Optima de 5:1. El estudio se realizé usando 7 muestras de sangre completa de donantes humanos sanos
(ident. de donante: 10145, 10403, 10420, 10083, 10463, 10493 y 10145). Se estimaron valores de ECx
post-hoc a partir de un modelo 4PL con donante como un efecto aleatorio. Los intervalos de confianza del
95 % (indicados entre paréntesis) se calcularon usando el método delta. El paquete de efectos mixtos no
lineales R se uso6 para ajustar el modelo. Los valores méximos de citotoxicidad/activacién son porcentajes.

Tabla 27: Valores de ECso citocina individuales para ensayo MABEL.

Citocina BGCB491 Teclistamab Talquetamab
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ECso Max. (IC del ECso Max. (IC del 95 %) ECso Max. (IC del
(nM) 95 %) (pg/ml) (nM) (pg/ml) (nM) 95 %) (pg/ml)
INF-y 0,172 24.856,5 0,994 32.357,6 2,144 35.384,7
TNF-a 0,398 886,8 1,721 819,9 3,474 935,7
IL-18 0,156 36,5 1,621 35,1 1,336 30,2
IL-2 0,585 1.385,4 1,409 1.270,2 3,911 1.725,4
IL-4 0,156 14,4 1,529 15,1 1,408 11,9
IL-6 0,104 572,3 1,235 549,8 1,209 440,7
IL-10 0,924 472,6 7,694 495,6 1,2 365,8
IL-13 0,254 1444 0,769 146,3 0,832 145,7

IC del 95 %, intervalo de confianza de 95 %; ECso, 50 % de concentracion efectiva; IL, interleucina; IFN,
interferén; MABEL, nivel de efecto biolégico esperado minimo; Max., concentracion maxima; MSD,
descubrimiento en mesoescala; TNF, factor de necrosis tumoral.

Se recolectaron y analizaron sobrenadantes de células H929 del experimento de citotoxicidad anterior
(Figura 30, 3 donantes de células T) para determinar los niveles de citocina mediante el uso de un ensayo
multiple basado en MSD (cat. num.: K15049D). Los niveles maximos de citocina se expresaron como
pg/ml (con intervalos de confianza del 95 % entre paréntesis).

Citotoxicidad mediada por BGCB491 de células CD138+ de la médula 6sea de
pacientes con MM

Para evaluar la potencia de BGCB491 en las muestras primarias de
pacientes con MM, este mAb triespecifico se prob6 en un ensayo citotdxico
mediante el uso de células mononucleares de médula ésea congeladas de 4
pacientes con MM diferentes y células T de un donante sano. Se mezclaron
numeros iguales de células T exdégenas y células mononucleares de médula
Osea (es decir, 100,000; relacién E:T=1:1) donde se mezclaron e incubaron con
BGCB491, CD3xNullxNull, teclistamab, o talguetamab durante 48 horas. El
agotamiento de células plasmaticas mediada por anticuerpos y el potencial de
activacion de células T se midieron al usar un enfoque basado en citometria de
flujo. EI BGCB491 indujo el agotamiento de células plasmaticas CD138* de

todas las muestras de pacientes de una manera dependiente de la dosis
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después de 48 horas de cocultivo con células T normales sanas (Figura 32). Los
datos de activacion de células T se correlacionaron bien con los datos de
citotoxicidad, tal como se esperaba. Estos datos confirman que el BGCB491 es
citotoxico para las células primarias de médula ésea de MM en un ensayo de
cocultivo ex vivo. Los valores de ECx especifico de donante para el agotamiento
de células plasmaticas y la activacion de células T se enumeran en la Tabla 28.
El anticuerpo de control CD3xNullxNull se evalué en 3 muestras que tenian
suficientes células para todas las 4 moléculas, y mostré un agotamiento minima
no especifica de células plasmaticas y activacion de células T a concentraciones
mas altas (>1 nM). El teclistamab y el talquetamab se usaron como controles
positivos y se comportaron como se esperaba.
Tabla 28: Sintesis de los valores de ECx de BGCB491 para la citotoxicidad
y la activacién de células T mediante el uso de células mononucleares de

médula ésea primaria

ECx Citotoxicidad Activacion de células T

BGCB491 Teclistamab Talquetamab BGCB491 Teclistamab Talquetamab

BM MNC - Ident. niim. 626

EC20 (nM) 0,281 0,164 0,080 0,062 0,196 0,081

EC30 (nM) 0,598 0,242 0,169 0,139 0,320 0,126

ECso (nM) 1,961 0,443 0,545 0,488 0,689 0,255

ECoo (nM) 42,630 2,138 11,300 12,760 5,047 1,582
BM MNC Ident. nim. 649

EC20 (nM) 0,345 0,111 0,387 0,005 0,090 0,068

EC30 (nM) 0,650 0,200 0,713 0,028 0,201 0,118

ECso (nM) 1,762 0,506 1,858 0,381 0,712 0,278

ECoo (nM) 23,400 5,599 22,310 330,900 19,050 2,586
BM MNC Ident. num. 652

EC20 (nM) 0,073 ~0,6316 0,304 0,005 0,106 0,015

ECao (nM) 0,108 ~0,7015 0,482 0,009 0,137 0,024
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ECso (nM) 0,202 ~0,7440 0,990 0,019 0,204 0,051
ECoo (nM) 1,017 ~0,9663 6,421 0,153 0,576 0,334
BM MNC Ident. num. 653
EC20 (nM) 0,071 0,114 0,203 0,013 0,033 0,028
EC30 (nM) 0,145 0,223 0,482 0,030 0,064 0,058
ECso (nM) 0,446 0,641 1,877 0,120 0,179 0,181
ECoo (nM) 8,183 9,900 63,680 4,355 2,627 3,407
Promedio
ECa20 (nM) 0,192 0,130 0,244 0,021 0,106 0,048
ECao (nM) 0,375 0,222 0,461 0,051 0,180 0,082
ECso (nM) 1,093 0,530 1,317 0,252 0,446 0,191
ECogo (nM) 18,808 5,879 25,928 87,042 6,825 1,977

BM, médula 6sea; ECx, x % de concentracion efectiva; E:T, efector a objetivo; MM, mieloma muiltiple;
MNC, célula mononuclear.

Se afnadié BGCB491 a MNC de BM de MM a diversas concentraciones en presencia de células T sanas a
unarelacion E:T de 1:1 y se incubaron durante 48 horas. El estudio se realizdé usando 4 muestras de médula
6sea del paciente con MM (ident. de donante: MM BM MNC-626, 649, 652 y 653). En este experimento se
usaron teclistamab y talquetamab como controles positivos. Se estimaron valores de ECx post-hoc a partir
de un modelo 4PL con donante como un efecto aleatorio. Los intervalos de confianza del 95 % se calcularon
mediante el uso del método delta. El paquete de efectos mixtos no lineales R se uso6 para ajustar el modelo.

Potencial de citotoxicidad de BGCB491 en diversas relaciones E: T y tiempos de
incubacion

Ademas, se probo el potencial de citotoxicidad de células diana de
BGCB491 mediante el uso de un ensayo de citotoxicidad mediado por células T
con varias relaciones E:T y tiempos de incubacién diferentes para comprender
su capacidad para agotar las células de mieloma en un entorno clinico. Como
las lineas celulares de prueba, las células H929 se mezclaron con células T
(ident. de donante: 20063323) para alcanzar una relacion E:T de 5:1, 3:1, 1:1,y
0,5:1 en presencia de BGCB491, BCMAXGPRC5DxNull y CD3xNullxNull, y se
realizaron incubaciones durante 72 horas. Para un experimento por curso
temporal, se seleccionaron relaciones E:T de 3:1y 1:1 para las pruebas a las 24,

48,72, 96, 120, 144 y 168 horas de incubacién. La densidad del receptor por
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célula para BCMA y GPRCS5D es 5381 y 1574, respectivamente, en células
H929. El BGCB491 destruyd de manera potente células H929 en todas las
relaciones E:T probadas con valores comparables de ECso para la citotoxicidad y
para la activacion de células T (Figura 33A, Tabla 29). EI| BGCB491 inici6 la
citotoxicidad de células diana desde el punto temporal mas temprano evaluado
(24 horas) y su potencia y eficacia aumenté con el tiempo hasta 72 horas de
incubacion donde casi alcanzé una meseta (Figura 33B). El BGCB491 destruy6
células H929 en todos los puntos temporales probados con valores de ECso que
varian entre 0,001 y 0,022 nM para la citotoxicidad y entre 0,005 y 0,067 nM
para la activacion de los células T (relacion E:T de 3:1). Para el ensayo de
relacion E:T de 1:1, los valores de ECsp variaron entre 0,004 y 0,025 nM para la
citotoxicidad y entre 0,006 y 0,083 nM para la activacion de células T (Figura
33B, Tabla 30). Estos datos indican que el BGCB491 de mAb triespecifico es
muy eficiente y puede beneficiarse en situaciones en donde el recuento de
células T es limitante. Sin embargo, a una relacién E: T mas baja de 0,5:1 el
porcentaje maximo de citotoxicidad fue mucho menor (~20 %) que en otras
condiciones probadas en el ensayo de incubacion de 72 horas. Seria interesante
ver si tiempos de incubacion mas largos pueden mejorar la citotoxicidad maxima
en estos recuentos de células T inferiores. En un estudio separado, el BGCB491
mostré una union de baja afinidad medible a células T humanas primarias que
expresan CD3 de multiples donantes (Figura 26) con citotoxicidad robusta de

células H929 a relaciones E:T de 1:1y 1:3 (Figura 43, Figura 44).
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Tabla 29: Sintesis de los valores de ECx de BGCB491 para la citotoxicidad

y la activacién de células T en un ensayo de relacién E:T

Relacién E:O ECx Citotoxicidad Activacion de células T
de CD3*
5:1 EC20 (nM) 0,007 0,008
ECso (nM) 0,014 0,022
ECg0 (nM) 0,040 0,097
31 EC20 (nM) 0,006 0,005
ECso (nM) 0,023 0,027
ECso (nM) 0,192 0,343
1:1 EC20 (nM) 0,008 0,004
ECso (nM) 0,038 0,031
ECao (nM) 0,445 0,993
0,5:1 ECz20 (nM) 0,013 0,005
ECso0 (nM) 0,088 0,033
ECoo (nM) 1,919 0,662

CD, cumulo de diferenciacion; ECx, x % de concentracion efectiva; E:T, efector a objetivo.

BGCB491 se probd en presencia de células pan T de 1 donante sano (ident. de donante: 20063323) a
diversas relaciones E:T (5:1, 3:1, 1:1y 0,5:1) durante 72 horas. La muerte de células diana y la activaciéon
de células T se midid y se expres6 como porcentaje de citotoxicidad y porcentaje de células T CD25*
CD3*. Se estimaron valores de ECx post-hoc a partir de un modelo 4PL con donante como un efecto
aleatorio. Los intervalos de confianza del 95 % se calcularon mediante el uso del método delta. El
paquete de efectos mixtos no lineales R se us6 para ajustar el modelo.

Tabla 30: Sintesis de los valores de ECx de BGCB491 para la citotoxicidad

y la activacién de células T en un ensayo de curso temporal

Criterio de ECx Tiempo de incubacién (horas)
valoracion 24 48 72 96 120 144 168
Relacion E:T 3:1
Citotoxicidad ~ ECz20 (nM) 0,005 0,002 0,001 0,001 0 0,001 0,001

ECso (nM) 0,022 0,006 0,002 0,001 0,001 0,002 0,001
ECoo (nM) 0,258 0,033 0,007 0,004 0,005 0,004 0,003

Activacion EC20 (nM) 0,011 0,004 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001
de células T
de CD3*

ECso0 (nM) 0,067 0,015 0,007 0,006 0,005 0,01 0,008
ECoo (nM) 1,255 0,121 0,064 0,087 0,102 0,307 0,385

Relacion E:T 1:1




10

15

20

289

Citotoxicidad ~ EC20 (nM) 0,004 0,003 0,002 0,001 0,002 0,003 0,003
ECso (nM) 0,019 0,025 0,007 0,004 0,004 0,006 0,006
ECoo (nM) 0,224 0,585 0,039 0,017 0,013 0,017 0,019

Activacion EC20 (nM) 0,008 0,004 0,002 0,002 0,002 0,003 0,003
de células T
de CD3*

ECso0 (nM) 0,083 0,024 0,009 0,006 0,006 0,009 0,01
ECoo (nM) 3,117 0,448 0,086 0,047 0,04 0,056 0,066

CD, cumulo de diferenciacion; ECx, x % de concentracion efectiva; E:T, efector a objetivo.

Para el ensayo de curso temporal, el BGCB491 se probd en una relacion E:T de 3:1y 1:1 para diversos
puntos temporales (24, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 horas) con 4 donantes de células T diferentes (ident.
de donante: 20062105, 20063309, 20061963 y 20063310). La muerte de células diana y la activacion de
células T se midi6 y se expres6 como porcentaje de citotoxicidad y porcentaje de células T CD25* CD3*.
Se estimaron valores de ECx post-hoc a partir de un modelo 4PL con donante como un efecto aleatorio.
Los intervalos de confianza del 95 % se calcularon mediante el uso del método delta. El paquete de
efectos mixtos no lineales R se us6 para ajustar el modelo.

Efecto del BGCB491 en la activacion de células T en ausencia de células diana
Para evaluar si el BGCB491 promueve la activacion no deseada de células
T en ausencia de acoplamiento objetivo, se probo el efecto de BGCB491 en un
ensayo de activacion de células T. En el primer estudio, se incubaron 6 muestras
normales de células T de donantes sanos en presencia de varias concentraciones
de BGCB491 durante 72 horas (Figura 34A). En el segundo estudio se us6 un
formato de ensayo mas fisiologicamente relevante donde las células positivas de
BCMA-GPRCS5D estan ausentes en sangre completa humana sana, y aqui se
anadié BGCB491 en 6 muestras de sangre completa normal de donantes sanos a
diversas concentraciones durante 48 horas (Figura 34B). Después, se midieron
los efectos de la activacion y citotoxicidad de las células T al anotar las células T
positivas de CD25, CD3", CD4* y CD8" o muerte celular porcentual de varias
células sanguineas (Figura 34C; neutrofilos, monocitos, células B, células NK,
plasmablastos) mediante citometria de flujo. EI BGCB491 no tuvo un impacto

significativo en la activacion de las células T o en muerte celular no especifica en
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ausencia de células diana que expresan BCMA-GPRC5D (Figuras 34B y C). Se

observé una activacion minima de células T a concentraciones >10 nM.

Parte 2. Estudios in vivo

La eficacia antitumoral de BGCB491 se evalud en xenoinjertos de MM
humanos de RPMI 8226 (Estudio A) y KO de CRISPR de H929 (Estudio B). Para
proporcionar un huésped adecuado para injertar tumores humanos y células T
humanas, se usaron ratones hembra NSG (es decir, inmunodeficiencia
combinada severa [scid] no obesa diabética [NOD] gamma o NOD.Cg-Prkdc s
I12rg ™mWi/SzJ) para ambos estudios.

En el estudio A, a los ratones se le implantaron SC con células RPMI 8226 en
el dia 0. Los células pan T humanas se injertaron por via intraperitoneal (IP) el dia 18
después del injerto de células tumorales. Se administraron tratamientos con vehiculo,
BGCB491, teclistamab, o talquetamab IP comenzando el dia 19 y se continud dos
veces por semana para un total de 8 tratamientos. El estudio B se realiz6 como un
estudio de prevencion que inyecta células pan T expandidas humanas en el dia -1.
Se implantaron células KO de BCMA de H929 SC en el flanco izquierdo de ratones
NSG, mientras que se implantaron células KO de GPRCS5D de H929 SC en el flanco
derecho el dia 0. Los tratamientos con vehiculo (es decir, solucidn salina regulada
con fosfato [PBS]), BGCB491, teclistamab y talquetamab se iniciaron el Dia 1, y se
administraron dos veces por semana durante 7 tratamientos.

En el estudio A (modelo de regresion) la variacion porcentual de inhibicion del

crecimiento tumoral (TGI, por sus siglas en inglés) del xenoinjertos de RPMI 8226 se
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calculd el dia 38, cuando > 70 % de los animales de control tratados con vehiculo
permanecieron en el estudio. La densidad del receptor por célula para BCMA 'y
GPRC5D es 2317 y 486, respectivamente, en células RPMI 8226. Se observo una
ATGI estadisticamente significativa con BGCB491 a 0,4 mg/kg (equivalente a
aproximadamente 8 ug para un ratéon de 20 gramos), 1 mg/kg (20 pg/ratén) y

2,5 mg/kg (50 pg/raton), lo que dio como resultado valores de ATGI del 90,5 %,
106,2 % y 111,2 %, respectivamente (p <0,05 para todos los grupos frente a los
controles de vehiculo) (Figura 35). La dosis mas baja de 0,1 mg/kg (2 ug/ratén) dio
como resultado un 38,4 % de ATGI (p=0,035), que se considerd no efectiva. El
teclistamab inhibi6 el crecimiento tumoral con 85 % de ATGI a 0,4 mg/kg, 105,6 % de
ATGIl a1 mg/kg, y 111,9 % de ATGI a 2,5 mg/kg, respectivamente, en comparacion
con los ratones de control tratados con PBS, mientras que el talquetamab dosificado
a 2,5 mg/kg inhibio el crecimiento tumoral de RPMI 8226 en 77,2 % de ATGI (p <0,05
para todos los grupos frente a los controles tratados con PBS).

En el modelo RPMI 8226, se continud la observacion de regresiones de
tumor mediadas por BGCB491 por mas de 2 semanas después del abandono
del tratamiento. Se evaluo la regresion de tumor (TR, por sus siglas en inglés)
porcentual en comparacion con la carga tumoral inicial el dia 60, que fue 19 dias
después de la ultima dosis. Se observo regresion tumoral con BGCB491 a1y
2,5 mg/kg que resultan en valores de TR de 80,27 % (p < 0,0001) y 100 % (p <
0,0001), respectivamente. La dosis de 0,4 mg/kg tuvo 28,7 % de TR en el dia
60, pero no fue estadisticamente significativa. El teclistamab también provocé

TR con 68,88 % (p=0,0025) a 1 mg/kg y 100 % (p < 0,0001) a 2,5 mg/kg. En las
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pruebas in vitro mediante el uso de células RPMI 8226 en un ensayo de
incubacion de 72 horas, el BGCB491 mostré un perfil de citotoxicidad similar sin
efecto aditivo en comparacion con el teclistamab o talquetamab individualmente.
En el Estudio B (modelo profilactico), el porcentaje TGI se calculd el dia 22
después de la implantacion del tumor, cuando >70 % de los animales
permanecieron en el estudio. Se observo una TGl estadisticamente significativa
contra los tumores KO de BCMA con BGCB491 a 0,1, 0,25 y 0,5 mg/kg que dio
como resultado 89,2 %, 91,1 % y 83,6 % de TGI, respectivamente, en
comparacion con los controles tratados con PBS (todos los valores p < 0,05;
Figura 36). El teclistamab no tuvo eficacia en los niveles de dosis probados
(0,1 mg/kg, 17,2 % de TGl; y 0,25 mg/kg, 19,9 % de TGl), mientras que el
talquetamab inhibio el crecimiento tumoral al 100 % en los niveles de dosis de 0,1
y 0,25 mg/kg (p < 0,05). Contra tumores de KO de GPRC5D, el tratamiento de
BGCB491 dio como resultado una eficacia significativa con un 100 % de TGl a
niveles de dosis de 0,1, 0,25 y 0,5 mg/kg (p <0,05 para todos los grupos). La
dosis de 0,025 mg/kg tuvo un efecto menor de 22,09 % de TGI que no se
considero biolégicamente significativo (34). El teclistamab inhibi6 el crecimiento
tumoral de KO de GPRCS5D de H929 en un 100 % de TGI en ambos niveles de
dosis de 0,1 y 0,25 mg/kg (p < 0,05); el talquetamab no tuvo efecto. La densidad
del receptor por célula para BCMA y GPRCSD es 1y 957, respectivamente, en
células KO de BCMA de H929. La densidad del receptor por célula para BCMA 'y

GPRC5D es 3926 y 19, respectivamente, en células KO de GPRC5D de H929.
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Los animales se monitorearon después del tratamiento hasta que los
signos de la morbilidad relacionada con la enfermedad de injerto contra huésped
(GvHD, por sus siglas en inglés) se manifestaron en el momento en que los
animales fueron sacrificados y el estudio concluyo.

En breve, el BGCB491 de mAb triespecifico exhibio eficacia en
numerosas lineas celulares de MM y fue capaz de agotar una poblacién clonal
que expreso un objetivo solo u objetivos duales. EI BGCB491 también pudo
destruir las células que expresan la diana en un entorno mas fisiolégico como el
ensayo de sangre completa. Notablemente, el BGCB491 pudo agotar las células
plasmaticas del paciente con MM de una manera dependiente de la dosis. La
eficacia del BGCB491 también se reflejé en reducciones significativas en el
crecimiento tumoral en modelos de xenoinjerto de ratén in vivo. Finalmente, no
hubo activacion de células T no especifica o citotoxicidad de células diana
negativas. Estos resultados indican que el BGCB491 puede tener un potencial
terapéutico significativo en el tratamiento de pacientes con MM.

En un estudio in vivo adicional, la eficacia antitumoral del BGCB491 se
evalué en xenoinjertos de MM humanos MM.1S (estudio C). Para proporcionar un
huésped adecuado para injertar tumores humanos y células T humanas, se usaron
ratones hembra NSG (es decir, inmunodeficiencia combinada severa [scid] no
obesa diabética [NOD] gamma o NOD.Cg-Prkdc 5@ ||2rg ™m"Wi|SzJ) para el estudio.

En el Estudio C, los ratones se implantaron SC con células MM.1S el dia
0. Las células pan T expandidas humanas se injertaron por via intraperitoneal

(IP) el dia 13 después del injerto de células tumorales, y se administraron
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tratamientos con vehiculo, BGCB491, teclistamab o talquetamab IP a partir del
dia 15 y continuaron dos veces por semana durante un total de 7 tratamientos.
El porcentaje de inhibicion del crecimiento tumoral (TGI) se calcul¢ el dia 34
después de la implantacion del tumor, cuando >70 % de los animales permanecio
en el estudio. Se observd un TGI estadisticamente significativo contra los tumores
MM.1S con BGCB491 a 0,025, 0,1, 0,5y 1 mg/kg que dio como resultado 66,9 %,
91,2 %, 99,7 % y 100 % de TGI, respectivamente, en comparacion con los
controles tratados con PBS (todos los valores de p < 0,05; Figura 45). El
teclistamab inhibié el crecimiento tumoral en ambos niveles de dosis probados
(0,1 mg/kg, 73,7 % de TGl; y 0,5 mg/kg, 92,3 % TGl (p < 0,05). El talquetamab fue
efectivo con 90,9 % de TGl a 0,025 mg/kg y 99,4 % a 0,1 mg/kg (p < 0,05).
Regresiones tumorales mediadas por BGCB491 durante 2 semanas
después del abandono del tratamiento. Se evaluo la regresion de tumor (TR)
porcentual en comparacién con la carga tumoral inicial el dia 51, 14 dias
después de la ultima dosis. Se observé regresion tumoral con BGCB491 a 0,5y
1 mg/kg, lo que dio como resultado valores de TR de 100 % cada uno (8 de 8
regresiones completas de los tumores establecidos). La dosis de 0,4 mg/kg tuvo
28,7 % de TR en el dia 60, pero no fue estadisticamente significativa. El
teclistamab no provocd ninguna regresion tumoral, pero el talquetamab a

0,1 mg/kg dio como resultado un 100 % de TR de tumores MM.1S establecidos.

Ejemplo 12: Afinidad de terapéutica a especies humanas y otras
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El brazo de union a CD3 (es decir, CD3B376) se une a CD3 de macaco
cynomolgus. Brevemente, la unidén se midié mediante citometria de flujo
después de incubar células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus
siglas en inglés) humana y de macaco cynomolgus con GCDB381 (es decir, Fab
de CD3B376 en anticuerpo IgG1-AAS bivalente), CD3B891 (es decir,
CD3B376xNull, anticuerpo biespecifico IgG1-AAS), o control nulo.

El brazo de unién a BCMA (BCMBG601, que contiene scFv de BCMB519)
no se unié a BCMA de macaco cynomolgus (Tabla 19A).

Los brazos de union a GPRCSD (es decir, GC5B680) y a BCMA se
evaluaron para determinar la reactividad cruzada con el macaco cynomolgus
como parte de la molécula BGCB463, que usa los brazos de unién idénticos que
el BGCB491. La reactividad cruzada con respecto a monos cynomolgus se perfild
para ambos brazos de scFv de unién al objetivo mediante el uso de union celular
basada en FACS a 37 °C durante 1 hora con K562 que expresa de manera
estable GPRC5D o BCMA humano o de macaco cynomolgus. El valor de ECso
basado en células para el brazo scFv de GC5B680 fue de aproximadamente 30
nM contra las células que expresan el GPRC5D humano y aproximadamente 10
veces mas débil (aproximadamente 400 nM) en células que expresan el GPRC5D
de macaco cynomolgus. En contraste, el valor de ECso basado en células para el
brazo scFv de BCMB519 fue de aproximadamente 145 nM para BCMA humano,

mientras que no hubo union detectable a BCMA de cynomolgus hasta 2 uM.

Ejemplo 13: Evaluacion de la toxicidad fuera de la diana



10

15

20

296

El potencial de riesgos debido a la unién o actividad funcional fuera del
objetivo asociada con los brazos de union al antigeno de tumor se evaluo
mediante el uso de la micromatriz de células Retrogenoix™ (no se observaron
inconvenientes fuera del objetivo) y el ensayo de linea celular de selectividad
funcional TAA™ respectivamente.

La selectividad del brazo de CD3 de BGCB491 se demostro por la falta de
citotoxicidad y activaciéon de células T en ausencia de células que expresan el
objetivo (Figuras 34A-34C; ver el Ejemplo 12).

Evaluacién de union fuera de la diana de GPRC5D

El aglutinante de GPRC5D (GC5B1257.001, scFv-Fc de GC5B680 de anti-
GPRC5D), cuando se evaluo su union frente a células HEK293 fijas que expresan
individualmente una genoteca de 5868 proteinas de membrana plasmatica
humana de longitud completa y secretadas humanas ancladas a la superficie de
la célula (que incluye todos los miembros de la familia conocidos del receptor
acoplado a la proteina G Familia C Grupo 5 [GPRCS5]) y 371 heterodimeros, se
determiné que se une especificamente a su objetivo primario, GPRC5D. No se
identificaron interacciones fuera del objetivo, lo que demuestra la especificidad
objetivo del dominio de union a GPRC5D contenido en BGCB491.

Evaluacion de unién fuera del objetivo de BCMA

El aglutinante de BCMA (BCMB601.001, scFv-Fc de BCMB519 de anti-
BCMA) cuando se evaluo su unién frente a células HEK293 fijas que expresan
individualmente una genoteca de 5475 proteinas de membrana plasmatica

humana de longitud completa y secretadas humanas ancladas a la superficie de
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la célula 'y 371 heterodimeros, se determin6 que se une especificamente a su
objetivo primario, BCMA (TNFRSF17). No se identificaron interacciones fuera
del objetivo, lo que demuestra la especificidad objetivo del dominio de unién a
BCMA contenido en BGCB491.
Selectividad funcional en lineas celulares negativas al antigeno asociadas a tumores
La especificidad del antigeno de BGCB491 se caracteriza ademas en un
ensayo funcional in vitro mediante el uso de un panel de 5 lineas celulares de
cancer que carecen de expresion de GPRC5D, BCMA, y CD3 (como se confirma
por citometria de flujo), pero por transcriptomica se predice que expresan >50 %
de las proteinas de superficie celular conocidas. En estudios de cocultivo con
células T derivadas de donantes sanos, BGCB491 se evalua para la induccién
de la liberacion de citocina B dependiente de células dependientes de
anticuerpos, de granzima B, interferon (IFN)-y, factor de necrosis tumoral (TNF)-
a e interleucina (IL)-2 cuando se afiade a cocultivos con células diana que
expresan GPRC5D y BCMA (es decir, células H929). Estos datos pueden

respaldar la especificidad del antigeno de BGCB491 para GPRC5D y BCMA.

Ejemplo 14: Tolerancia local

Las reacciones de piel se evaluaron en un estudio de PK en minicerdos
tratados con 0,1 0 0,01 mg/kg de BGCB491 SCen 2 a 2,5mla 0,05y 0,5 mg/ml,
respectivamente (ver la farmacocinética de minicerdo de Géttingen en el

Ejemplo 16). No se observaron reacciones en la piel.
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Ejemplo 15: Farmacocinética en especies preclinicas
Farmacocinética de ratén

Las propiedades de PK del suero y el tumor de BGCB491 se caracteriza
en un modelo de xenoinjerto de MM.1S NSG después de una inyeccion IV Unica

a 0,5y 0,1 mg/kg.

Farmacocinética de macaco cynomolgus

Las propiedades de PK de BGCB491 se caracterizaron mediante un
estudio de PK sin GLP de dosis unica en monos cynomolgus hembra (n=3). Se
administr6 BGCB491 IV a monos cynomolgus a un nivel de dosis de 0,5 mg/kg
(histidina 10 mM, pH 6,5). Se us6 un inmunoensayo calificado de
electroquimioluminiscencia (ECLIA) de MSD para cuantificar las concentraciones
de BGCB491 total. La exposicion a farmacos sistémica de BGCB491 evaluada
mediante la concentracion de suero maxima (Cmax) y el area bajo la curva de
concentracion sérica frente a tiempo (AUC) del intervalo de 1 dosis se muestra en

la Tabla 31 y las concentraciones séricas de BGCB491 se ilustran en la Figura 37.

Tabla 31: Estimaciones de parametros de PK de BGCB491 totales y medios
(SD) después de una dosis IV unica de 0,5 mg/kg en monos cynomolgus

(Grupo 2; n = 3/grupo)

Identificacion Cmax AUC.itima AUCint. CL V: Ta2

Hg/ml (ng-dia/ml) (ng-dia/ml) (ml/kg/dia) (ml/kg) (dia)
2501 9,39 35,61 35,81 13,96 74,51 3,70
2502 8,49 32,73 32,95 15,17 137,01 6,26

2503 9,22 47,95 48,74 10,26 126,52 8,55
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Media
SD

9,03
0,48

38,76
8,08

39,17

8,41

13,13
2,56

112,68

33,47

6,17
2,43

AUCinr, area bajo la curva de concentracion sérica frente a tiempo extrapolada al infinito, AUCutima, area
bajo la curva de concentracién sérica frente a tiempo hasta el Ultimo punto de muestreo; CL, eliminacién
sistémica; Cmax, concentracion de suero maxima; IV, intravenoso; FC, farmacocinética; DE, desviaciéon
estandar; T1/2, vida media de eliminacion de fase terminal; Vz, eliminacién sistémica total.

Farmacocinética de minicerdo de Géttingen

Las propiedades de PK de BGCB491 se caracterizaron mediante un estudio

de PK sin GLP de dosis unica en minicerdos Goéttingen machos (n=4/grupo). Se

administré BGCB491 IV a minicerdos a un nivel de dosis de 0,1 mg/kg o SC a niveles

de dosis de 0,1 0 0,01 mg/kg (histidina 10 mM, pH 6,5). Se us6 ECLIA calificado de

MSD para cuantificar las concentraciones de BGCB491 total. El estudio de PK de

minicerdo se uso para estimar los parametros del indice de absorcion (ka) y de

biodisponibilidad SC (F) para BGCB491. La exposicion a farmacos (Cmax Y AUCinf)

aumentd con la dosis de manera aproximadamente proporcional a la dosis en el

rango de dosis de 0,01 a 0,1 mg/kg. La exposicion sistémica del farmaco de

BGCB491 evaluada mediante Cmax. y AUC de 1 intervalo de dosis se muestra en la

Tabla 32, y las concentraciones séricas de BGCB491 se ilustran en FIGURA 39A.

Tabla 32: Estimaciones de parametros de PK de BGCB491 totales y medios

(SD) después de una dosis unica de BGCB491 en minicerdos masculinos

(n=4/grupo)

Identificacion Cmax Tmax® AUC.itima AUCint. CL V. T2
Hg/mi (dia) (ng-dia/ml) (ng-dia/ml) (ml/kg/dia) (ml/kg) (dia)

Grupo 1: 0,01 mg/kg SC
1001 0,0512 2,00 0,9688 1,3280 - - 15,80
1002 0,0515 0,25 0,3699 0,5884 - - 6,73
1003 0,0473 3,00 0,5145 1,0341 - - 12,54
1004 0,0587 1,00 0,5769 0,9630 - - 10,12




300

Media 0,0522 1,50 0,6075 0,9784 - - 11,30
SD 0,0047 0,25-3,00 0,2560 0,3042 - - 3,83
Grupo 2: 0,1 mg/kg SC
2001 0,6308 2,00 10,1287 13,5595 - - 15,22
2002 0,6264 2,00 7,1009 9,1614 - - 8,23
2003 0,4533 7,00 5,4560 7,9707 - - 9,52
2004 0,4717 4,00 5,9607 11,4536 - - 14,90
Media 0,5455 3,00 7,1616 10,5363 - - 11,97
SD 0,0962 2,00-7,00 2,0943 2,4802 - - 3,61
Grupo 3: 0,1 mg/kg IV
3001 1,6311 - 6,1690 8,5061 11,7563 97,0290 5,72
3002 1,8074 - 13,3265 20,4865 4,8813 154,0263 21,87
3003 1,8519 - 6,7074 9,8693 10,1324 95,3027 6,52
3004 1,6333 - 11,7039 16,0389 6,2348 148,9873 16,56
Media 1,7309 - 9,4767 13,7252 8,2512 123,8363 12,67
SD 0,1154 - 3,5773 5,5730 3,2273 32,0250 7,87

AUCinr, area bajo la curva de concentracion sérica frente a tiempo extrapolada al infinito, AUCutima, area
bajo la curva de concentracién sérica frente a tiempo hasta el Ultimo punto de muestreo; CL, eliminacién
sistémica; Cmax, concentracion de suero maxima; IV, intravenoso; FC, farmacocinética; DE, desviacion
estandar; T4, vida media de eliminaciéon de fase terminal; Tmax, tiempo hasta la concentraciéon de suero
maxima; Vz, eliminacién sistémica total.

ElI AUC extrapolado fue de >20 % para todos los animales.

8 |Lamedianay el intervalo se presentan para Tmax.
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Los fundamentos de todas las patentes, solicitudes publicadas y referencias
citadas en la presente descripcidn, se incorporan en su totalidad como referencia.

Si bien se mostraron y se describieron particularmente modalidades
ilustrativas, los expertos en la técnica entenderan que pueden realizarse varios
cambios en la forma y en los detalles de la presente descripcion sin apartarse

del alcance de las modalidades comprendidas en las reivindicaciones adjuntas.
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Listado de secuencias

Sec. con num. de ident.: 1 CD3B376 LCDR"1

TGTSSNIGTYKFVS

Sec. con num. de ident.: 2 CD3B376 LCDR2

EVSKRPS

Sec. con num. de ident.: 3 CD3B376 LCDR3

VSYAGSGTLL

Sec. con num. de ident.: 4 CD3B376 HCDR1

GDSVFNNNAAWS

Sec. con num. de ident.: 5 CD3B376 HCDR2

RTYYRSKWLYD

Sec. con num. de ident.: 6 CD3B376 HCDR3

GYSSSFDY

Sec. con num. de ident.: 7 CD3B376 VL

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSNIGTYKFVSWYQQHPDKAPKVLLYEVSK

RPSGVSSRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDQADYHCVSYAGSGTLLFGGGTKLTVL
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Sec. con num. de ident
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.: 8 CD3B376 VH

QVQLQQSGPRLVRPSQTLSLTCAISGDSVFNNNAAWSWIRQSPSRGLEWLGR

TYYRSKWLYDYAVSVKSRITVNPDTSRNQFTLQLNSVTPEDTALYYCARGYSSS

FDYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident

.- 9 GC5B680 LCDR1

RSSQSLVHSDGNTYLS

Sec. con num. de ident.:

10 GC5B680 LCDR2

KISNRFF

Sec. con num. de ident.:

11 GC5B680 LCDR3

MQATQFPHT

Sec. con num. de ident.:

12 GC5B680 HCDR1

GFSLTNIRMSVS

Sec. con num. de ident.:

13 GC5B680 HCDR?2

HIFSNDEKS

Sec. con num. de ident.:

14 GC5B680 HCDR3

MRLPYGMDV
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Sec. con num. de ident.: 15 GC5B680 VL

DIVMTQTPLSSPVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLSWLQQRPGQPPRLLIYKIS

NRFFGVPDRFSGSGAGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQATQFPHTFGQGTKLEIK

Sec. con num. de ident.: 16 GC5B680 VH

QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLTNIRMSVSWIRQPPGKALEWLAHIFS
NDEKSYSTSLKSRLTISRDTSKSQVVLTLTNVDPVDTATYYCARMRLPYGMDV

WGQGTTVTVSS

Sec. con num. de ident.: 17 BCMB519 LCDR1

RASQSISSSFLT

Sec. con num. de ident.: 18 BCMB519 LCDR2

GASSRAT

Sec. con num. de ident.: 19 BCMB519 LCDR3

QHYGSSPMYT

Sec. con num. de ident.: 20 BCMB519 HCDR1

GFTFSSYAMS

Sec. con num. de ident.: 21 BCMB519 HCDR2

AISGSGGSTY



10

15

20

313

Sec. con num. de ident.: 22 BCMB519 HCDR3

DEGYSSGHYYGMDV

Sec. con num. de ident.: 23 BCMB519 VL

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSISSSFLTWYQQKPGQAPRLLIYGASSR

ATGIPDRFSGGGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGSSPMYTFGQGTKLEIK

Sec. con num. de ident.: 24 BCMB519 VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAIS
GSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDEGYSSG

HYYGMDVWGQGTTVTVSS

Sec. con num. de ident.: 25 enlazador

GGSEGKSSGSGSESKSTGGS

Sec. con num. de ident.: 26 cadena pesada 1 de BGCB463

QVQLQQSGPRLVRPSQTLSLTCAISGDSVFNNNAAWSWIRQSPSRGLEWLGR
TYYRSKWLYDYAVSVKSRITVNPDTSRNQFTLQLNSVTPEDTALYYCARGYSSS
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
SVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSCAVK
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314

GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVF

SCSVMHEALHNRFTQKSLSLSPGK

Sec. con num. de ident.: 27 cadena ligera 1 de BGCB463

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSNIGTYKFVSWYQQHPDKAPKVLLYEVSK
RPSGVSSRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDQADYHCVSYAGSGTLLFGGGTKLTV
LGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVE

TTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

Sec. con num. de ident.: 28 cadena pesada 2 de BGCB463

DIVMTQTPLSSPVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLSWLQQRPGQPPRLLIYK
ISNRFFGVPDRFSGSGAGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQATQFPHTFGQGTKL
EIKGGSEGKSSGSGSESKSTGGSQVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLTNI
RMSVSWIRQPPGKALEWLAHIFSNDEKSYSTSLKSRLTISRDTSKSQVVLTLTNV
DPVDTATYYCARMRLPYGMDVWGQGTTVTVSSEPKSSDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVSVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGSE
GKSSGSGSESKSTGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSISSSFLTWYQ
QKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGGGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYG

SSPMYTFGQGTKLEIKGGSEGKSSGSGSESKSTGGSEVQLLESGGGLVQPGGS
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LRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTIS

RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDEGYSSGHYYGMDVWGQGTTVTVSS

Sec. con num. de ident.: 29 cadena pesada 1 de BGCB491

QVQLQQSGPRLVRPSQTLSLTCAISGDSVFNNNAAWSWIRQSPSRGLEWLGR
TYYRSKWLYDYAVSVKSRITVNPDTSRNQFTLQLNSVTPEDTALYYCARGYSSS
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
SVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSCAVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNRFTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQT
PLSSPVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLSWLQQRPGQPPRLLIYKISNRFF
GVPDRFSGSGAGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQATQFPHTFGQGTKLEIKGG
SEGKSSGSGSESKSTGGSQVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLTNIRMSV
SWIRQPPGKALEWLAHIFSNDEKSYSTSLKSRLTISRDTSKSQVVLTLTNVDPVD

TATYYCARMRLPYGMDVWGQGTTVTVSS

Sec. con num. de ident.: 30 cadena ligera de BGCB491

QSALTQPASVSGSPGAQSITISCTGTSSNIGTYKFVSWYQQHPDKAPKVLLYEVSK

RPSGVSSRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDQADYHCVSYAGSGTLLFGGGTKLTV
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LGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVE

TTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

Sec. con num. de ident.: 31 cadena pesada 2 de BGCB491

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSISSSFLTWYQQKPGQAPRLLIYGASSRA
TGIPDRFSGGGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGSSPMYTFGQGTKLEIKGG
SEGKSSGSGSESKSTGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMS
WVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAE
DTAVYYCAKDEGYSSGHYYGMDVWGQGTTVTVSSEPKSSDKTHTCPPCPAPEA
AGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVSVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL

DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Sec. con num. de ident.: 32 BCMA CDR

SGSYFWG

Sec. con num. de ident.: 33 BCMA CDR

SIYYSGITYYNPSLKS

Sec. con num. de ident.: 34 BCMA CDR

HDGAVAGLFDY
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35 BCMA CDR

SSSYYWG

Sec. con num. de ident.:

36 BCMA CDR

SIYYSGSTYYNPSLKS

Sec. con num. de ident.:

37 BCMA CDR

HDGATAGLFDY

Sec. con num. de ident.:

38 BCMA CDR

SSSYFWG

Sec. con num. de ident.:

39 BCMA CDR

GGNNIGSKSVH

Sec. con num. de ident.:

40 BCMA CDR

DDSDRPS

Sec. con num. de ident.:

41 BCMA CDR

QVWDSSSDHVV

Sec. con num. de ident.:

42 BCMA VH
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QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVAGLFD

YWGQGTLVTVSSA

Sec. con num. de ident.: 43 BCMA VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVAGLFD

YWGQGTLVTVSSA

Sec. con num. de ident.: 44 BCMA VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGATAGLFD

YWGQGTLVTVSSA

Sec. con num. de ident.: 45 BCMA VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVAGLF

DYWGQGTLVTVSSA

Sec. con num. de ident.: 46 BCMA VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGATAGLFD

YWGQGTLVTVSSA
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Sec. con num. de ident.: 47 BCMA VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGRTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGATAGLF

DYWGQGTLVTVSSA

Sec. con num. de ident.: 48 BCMA VL

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSVHWYQQPPGQAPVVVVYDDSDRP

SGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEAVYYCQVWDSSSDHVVFGGGTKLTVL

Sec. con num. de ident.: 49 GPRC5D CDR

SYAIS

Sec. con num. de ident.: 50 GPRC5D CDR

NYWMS

Sec. con num. de ident.: 51 GPRC5D CDR

SYFIG

Sec. con num. de ident.: 52 GPRC5D CDR

GYTMN

Sec. con num. de ident.: 53 GPRC5D CDR

GIIPIFGTANYAQKFQG
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54 GPRC5D CDR

GISYSGGSKYYASSVKG

Sec. con num. de ident.:

55 GPRC5D CDR

IIlYPGKSDTRYSPSFQG

Sec. con num. de ident.:

56 GPRC5D CDR

LINPYNSDTNYAQKLQG

Sec. con num. de ident.:

57 GPRC5D CDR

ESRWRGYKLD

Sec. con num. de ident.:

58 GPRC5D CDR

AAFDFGRRAVRLD

Sec. con num. de ident.:

59 GPRC5D CDR

VYSFGGRHKALFDY

Sec. con num. de ident.:

60 GPRC5D CDR

VALRVALDY

Sec. con num. de ident.:

61 GPRC5D CDR

RASQSISSYLN
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62 GPRC5D CDR

RASQSVSSYLA

Sec. con num.

de ident.:

63 GPRC5D CDR

KASQNVATHVG

Sec. con num.

de ident.:

64 GPRC5D CDR

AASSLQS

Sec. con num.

.: 65 GPRC5D CDR

DASNRAT

Sec. con num.

de ident.:

66 GPRC5D CDR

SASYRYS

Sec. con num.

de ident.:

67 GPRC5D CDR

QQSYSTPLT

Sec. con num.

de ident.:

68 GPRC5D CDR

QQRSNWPLT

Sec. con num.

de ident.:

69 GPRC5D CDR

QQYNRYPYT
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70 GPRC5D CDR

DYGMH

Sec. con num. de ident.:

71 GPRC5D CDR

SYWIG

Sec. con num. de ident.:

72 GPRC5D CDR

GYAMS

Sec. con num. de ident.:

73 GPRC5D CDR

SYGIS

Sec. con num. de ident.:

74 GPRC5D CDR

GYSFTGYTMN

Sec. con num. de ident.:

75 GPRC5D CDR

SYAMS

Sec. con num. de ident.:

76 GPRC5D CDR

GFSLTSYNVH

Sec. con num. de ident.:

77 GPRC5D CDR

AIKYSGGSTYYADSVKG
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Sec. con num. de ident.: 78 GPRC5D CDR

GISYSGGSKYYADSVKG

Sec. con num. de ident.: 79 GPRC5D CDR

IIlYPGDSDTRYSPSFQG

Sec. con num. de ident.: 80 GPRC5D CDR

AISGSGGSTYYADSVKG

Sec. con num. de ident.: 81 GPRC5D CDR

GIIPIFGNINYAQKFQG

Sec. con num. de ident.: 82 GPRC5D CDR

LINPYNGDTN

Sec. con num. de ident.: 83 GPRC5D CDR

VIWAGGSTNYNSALMS

Sec. con num. de ident.: 84 GPRC5D CDR

RAESGPGLDY

Sec. con num. de ident.: 85 GPRC5D CDR

AAWDFGRRAVRLDY
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86 GPRC5D CDR

IGFYGRSFRIFDY

Sec. con num. de ident.:

87 GPRC5D CDR

VDRSFGRSRYTLDY

Sec. con num. de ident.:

88 GPRC5D CDR

VSRRFKRFAYYFDY

Sec. con num. de ident.:

89 GPRC5D CDR

SNFLPVVFDY

Sec. con num. de ident.:

90 GPRC5D CDR

DGIRLRFAY

Sec. con num. de ident.:

91 GPRC5D CDR

KSSQSVLYSSNNKNYLA

Sec. con num. de ident.:

92 GPRC5D CDR

RASQSVRKSLA

Sec. con num. de ident.:

93 GPRC5D CDR

WASTRES



10

15

20

325

Sec. con num. de ident.: 94 GPRC5D CDR

TASNRAT

Sec. con num. de ident.: 95 GPRC5D CDR

QQYYSTPLT

Sec. con num. de ident.: 96 GPRC5D CDR

QQYFRAPIT

Sec. con num. de ident.: 97 GPRC5D VH

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIIP
IFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARESRWRGYKL

DYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 98 GPRC5D VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYWMSWVRQAPGKGLEWVSGIS
YSGGSKYYASSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKAAFDFGR

RAVRLDYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 99 GPRC5D VH

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYFIGWVRQMPGKGLEWMGIIYP
GKSDTRYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARVYSFGGRH

KALFDYWGQGTLVTVSS
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Sec. con num. de ident.: 100 GPRC5D VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTGYTMNWVRQAPGQGLEWMGLI
NPYNSDTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARVALRVA

LDYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 101 GPRC5D VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQ

SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPLTFGQGTKVEIK

Sec. con num. de ident.: 102 GPRC5D VL

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNR

ATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPLTFGQGTKVEIK

Sec. con num. de ident.: 103 GPRC5D VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVATHVGWYQQKPGKAPKRLIYSASY

RYSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISNLQPEDFATYYCQQYNRYPYTFGQGTKLEIK

Sec. con num. de ident.: 104 GPRC5D VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEWVSAIK
YSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKRAESGPG

LDYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 105 GPRC5D VH
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EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYWMSWVRQAPGKGLEWVSGIS
YSGGSKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKAAWDFGR

RAVRLDYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 106 GPRC5D VH

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYP
GDSDTRYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARIGFYGRSFR

IFDYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 107 GPRC5D VH

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYP
GDSDTRYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARVYSFGGRH

KALFDYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 108 GPRC5D VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSGYAMSWVRQAPGKGLEWVSAIS
GSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVDRSFGR

SRYTLDYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 109 GPRC5D VH

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYGISWVRQAPGQGLEWMGGII
PIFGNINYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARVSRRFKRFA

YYFDYWGQGTLVTVSS
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Sec. con num. de ident.: 110 GPRC5D VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTGYTMNWVRQAPGQGLEWMGLI
NPYNGDTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARVALRVA

LDYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 111 GPRC5D VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAIS
GSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKSNFLPVVF

DYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 112 GPRC5D VH

QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLTSYNVHWIRQPPGKALEWLAVIWAG
GSTNYNSALMSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMRAEDTATYYCARDGIRLRFAYW

GQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 113 GPRC5D VL

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLI
YWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTPLTFGQG

TKVEIK

Sec. con num. de ident.: 114 GPRC5D VL

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVRKSLAWYQQKPGQAPRLLIYTASNR

ATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQYFRAPITFGQGTKVEIKK
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Sec. con num. de ident.: 115 GPRC5D VL

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQNVATHVGWYQQKPGQAPRLLIYSASY

RYSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNRYPYTFGQGTKLEIK

Sec. con num. de ident.: 116 GPRC5D

MYKDCIESTGDYFLLCDAEGPWGIILESLAILGIVVTILLLLAFLFLMRKIQDCSQWNV
LPTQLLFLLSVLGLFGLAFAFIIELNQQTAPVRYFLFGVLFALCFSCLLAHASNLVKLYV
RGCVSFSWTTILCIAIGCSLLQINATEYVTLIMTRGMMFVNMTPCQLNVDFVVLLVYV
LFLMALTFFVSKATFCGPCENWKQHGRLIFITVLFSHIWVVWISMLLRGNPQFQRQP
QWDDPVVCIALVTNAWVFLLLYIVPELCILYRSCRQECPLQGNACPVTAYQHSFQV

ENQELSRARDSDGAEEDVALTSYGTPIQPQTVDPTQECFIPQAKLSPQQDAGGV

Sec. con num. de ident.: 117 CD3 CDR 1

TYAMN

Sec. con num. de ident.: 118 CD3 CDR 2

RIRSKYNNYATYYAASVKG

Sec. con num. de ident.: 119 CD3 CDR 3

HGNFGNSYVSWFAY

Sec. con num. de ident.: 120 CD3 VH
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIR
SKYNNYATYYAASVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCARHGNFG

NSYVSWFAYWGQGTLVTVSS

Sec. con num. de ident.: 121 cadena pesada de CD3

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIR
SKYNNYATYYAASVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCARHGNFG
NSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQE

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 122 CD3 CDR 1

RSSTGAVTTSNYAN

Sec. con num. de ident.: 123 CD3 CDR 2

GTNKRAP

Sec. con num. de ident.: 124 CD3 CDR 3

ALWYSNLWV
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Sec. con num. de ident.: 125 CD3 VL

QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIGGTNK

RAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVL

Sec. con num. de ident.: 126 cadena ligera de CD3
QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIGGT
NKRAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKL
TVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAG

VETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

Sec. con num. de ident.: 127 enlazador

GGGSGGGS

Sec. con num. de ident.: 128 enlazador

GGGSGGGSGGGS

Sec. con num. de ident.: 129 enlazador

GGGSGGGSGGGSGGGS

Sec. con num. de ident.: 130 enlazador

GGGSGGGSGGGSGGGSGGGS

Sec. con num. de ident.: 131 enlazador
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Sec. con num. de ident.:
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132 enlazador

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

Sec. con num. de ident.:

133 enlazador

GSTSGSGKPGSGEGSTKG

Sec. con num. de ident.:

134 enlazador

IRPRAIGGSKPRVA

Sec. con num. de ident.:

135 enlazador

GKGGSGKGGSGKGGS

Sec. con num. de ident.:

136 enlazador

GGKGSGGKGSGGKGS

Sec. con num. de ident.:

137 enlazador

GGGKSGGGKSGGGKS

Sec. con num. de ident.:

138 enlazador

GKGKSGKGKSGKGKS
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139 enlazador

GGGKSGGKGSGKGGS

Sec. con num. de ident.:

140 enlazador

GKPGSGKPGSGKPGS

Sec. con num. de ident.:

141 enlazador

GKPGSGKPGSGKPGSGKPGS

Sec. con num. de ident.:

142 enlazador

GKGKSGKGKSGKGKSGKGKS

Sec. con num. de ident.:

143 enlazador

STAGDTHLGGEDFD

Sec. con num. de ident.:

144 enlazador

GEGGSGEGGSGEGGS

Sec. con num. de ident.:

145 enlazador

GGEGSGGEGSGGEGS

Sec. con num. de ident.:

146 enlazador

GEGESGEGESGEGES
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Sec. con num. de ident.: 147 enlazador

GGGESGGEGSGEGGS

Sec. con num. de ident.: 148 enlazador

GEGESGEGESGEGESGEGES

Sec. con num. de ident.: 149 enlazador

GSTSGSGKPGSGEGSTKG

Sec. con num. de ident.: 150 enlazador

PRGASKSGSASQTGSAPGS

Sec. con num. de ident.: 151 enlazador

GTAAAGAGAAGGAAAGAAG

Sec. con num. de ident.: 152 enlazador

GTSGSSGSGSGGSGSGGGEG

Sec. con num. de ident.: 153 enlazador

GKPGSGKPGSGKPGSGKPGS

Sec. con num. de ident.: 154 enlazador

GSGS
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Sec. con num. de ident.: 155 enlazador

APAPAPAPAP

Sec. con num. de ident.: 156 enlazador

APAPAPAPAPAPAPAPAPAP

Sec. con num. de ident.: 157 enlazador

AEAAAKEAAAKEAAAAKEAAAAKEAAAAKAAA

Sec. con num. de ident.: 158 Ig1

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPGK

Sec. con num. de ident.: 159 Ig1

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVSVSHEDPEVKFNWYVDGVE

VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
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KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT

PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Sec. con num. de ident.: 160 Ig4

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPA
PEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV

LDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 161 epitopo de CD3

QDGNEEMGGITQTP

Sec. con num. de ident.: 162 epitopo de BCMA

LLHACIPCQL

Sec. con num. de ident.: 163 enlazador

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGES

Sec. con num. de ident.: 164 BCMA CDR

SIYYSGRTYYNPSLKS
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Sec. con num. de ident.: 165 Secuencia de nucleotidos del gen de cadena

pesada 1 de BGCB491 con region codificante del péptido sefal subrayada.

ATGGCCAGGAAGTCCGCTCTGCTCGCTCTGGCACTTCTGCTTCTGGGATTTG

GACCTGCTTGGGCTCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGGCCCTAGACTCGTGCG

GCCTTCCCAGACCCTGTCTCTGACCTGTGCCATCTCCGGCGACTCCGTGTTCA
ACAACAACGCCGCCTGGTCCTGGATCCGGCAGTCTCCATCTCGCGGTCTGGA
GTGGCTCGGTCGCACCTACTACCGCTCTAAATGGCTGTACGACTACGCCGTG
TCCGTGAAGTCCCGGATCACCGTGAACCCTGACACCTCCCGGAACCAGTTCA
CCCTGCAGCTGAACTCCGTGACCCCTGAGGACACCGCCCTGTACTACTGCGC
CAGAGGCTACTCCTCCTCCTTCGACTATTGGGGCCAAGGCACCCTCGTGACC
GTGTCCTCTGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCT
CCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACT
ACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG
GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAG
CAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGC
AACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCA
AATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCCGC
CGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATG
ATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGAGCGTGAGCCACGAAG
ACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGC
CAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAG
CGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGC

AAGGTGTCGAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAG
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CCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGTCCTGCGCCGTCAAAGGCTTCTA
TCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAA
CTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGTG
AGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCGGTTCACGCAGAAGTCTCTCTC
CCTGTCTCCGGGAAAAGGAGGCGGAGGATCTGGCGGAGGTGGAAGTGGCGG
AGGCGGTTCTGGTGGTGGTGGATCTGACATCGTGATGACCCAGACACCTCTG
AGCAGCCCCGTTACATTGGGCCAGCCTGCCTCCATCTCCTGCAGATCCTCTCA
GTCCCTGGTGCACTCTGACGGCAACACCTACCTCTCTTGGCTGCAGCAGAGG
CCTGGACAGCCTCCTAGACTGCTGATCTACAAGATCTCCAACCGGTTCTTCGG
CGTGCCCGACAGATTTTCTGGATCTGGCGCTGGCACCGACTTCACCCTGAAG
ATTTCCAGAGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTGTACTACTGTATGCAGGCCA
CACAGTTCCCTCACACCTTTGGCCAGGGCACCAAGCTGGAAATCAAGGGCGG
ATCTGAGGGAAAGTCCAGCGGCTCCGGCAGCGAAAGCAAGTCCACCGGCGG
AAGCCAAGTGACCCTGAAAGAAAGCGGCCCTGTGCTGGTCAAGCCCACCGAA
ACACTGACCCTGACCTGTACCGTGTCCGGCTTCTCCCTGACCAATATCCGGAT
GTCCGTGTCCTGGATCAGACAGCCTCCTGGCAAGGCTCTGGAATGGCTGGCC
CACATCTTCTCCAACGACGAGAAGTCCTACTCCACCAGCCTGAAGTCCCGGCT
GACCATCTCCAGAGACACCTCCAAGTCTCAGGTGGTGCTGACACTGACCAAC
GTGGACCCTGTGGATACCGCCACCTACTACTGCGCCAGAATGAGACTGCCCT

ACGGCATGGATGTGTGGGGCCAGGGAACAACCGTGACCGTTTCTTCT
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Sec. con num. de ident.: 166 Secuencia de nucleotidos del gen ligero

BGCB491 con region codificante del péptido sefial subrayada.

ATGGCTAGATCCGCACTGCTCATTCTGGCTCTGCTTCTGCTTGGACTGTTCTC

TCCTGGAGCATGGGGACAGTCTGCTCTGACCCAGCCTGCCTCCGTGTCTGG

CTCTCCCGGCCAGTCCATCACCATCAGCTGTACCGGCACCTCCTCCAACATC
GGCACCTACAAGTTCGTGTCCTGGTATCAGCAACACCCCGACAAGGCCCCCA
AAGTGCTGCTGTACGAGGTGTCCAAGCGGCCCTCTGGCGTGTCCTCCAGATT
CTCCGGCTCCAAGTCTGGCAACACCGCCTCCCTGACCATCAGCGGACTGCA
GGCTGAGGACCAGGCCGACTACCACTGTGTGTCCTACGCTGGCTCTGGCAC
CCTGCTGTTTGGCGGAGGCACCAAGCTGACTGTCCTGGGTCAGCCCAAGGC
TGCACCCAGTGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAGGAGCTTCAAGCCAAC
AAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCGTGACAG
TGGCCTGGAAGGCCGATAGCAGCCCCGTCAAGGCGGGAGTCGAAACCACCA
CACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTATCTGAGCCT
GACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCA

TGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGGCCCCTACAGAATGTTCA

Sec. con num. de ident.: 167 Secuencia de nucleotidos del gen de cadena

pesada 2 de BGCB491 con region codificante del péptido sefal subrayada.

ATGGCCAGGAAGTCCGCTCTGCTCGCTCTGGCACTTCTGCTTCTGGGATTTGG

ACCTGCTTGGGCTGAGATCGTGCTGACCCAGTCTCCTGGCACACTGTCACTGT

CTCCAGGCGAGAGAGCTACCCTGTCCTGTAGAGCCAGCCAGTCTATCTCCTCC

TCCTTCCTGACCTGGTATCAGCAGAAGCCTGGACAGGCCCCTCGGCTGTTGAT
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CTACGGTGCTTCTTCCAGAGCCACAGGCATCCCTGACAGATTCTCTGGCGGCG

GATCTGGCACCGACTTCACCCTGACAATCTCCCGGCTGGAACCTGAGGACTTC

GCCGTGTACTACTGCCAGCACTACGGCAGCAGCCCCATGTACACATTTGGCCA

GGGCACCAAGCTGGAAATCAAGGGCGGATCTGAGGGAAAGTCCAGCGGCTCC

GGCAGCGAAAGCAAGTCCACCGGCGGAAGCGAGGTTCAGCTGCTGGAATCTG

GCGGAGGATTGGTTCAGCCTGGCGGTTCTCTGAGACTGTCTTGTGCCGCTTCC

GGCTTCACCTTCTCCAGCTACGCTATGTCCTGGGTCCGACAGGCTCCTGGCAA

AGGACTGGAATGGGTGTCCGCCATCTCTGGCTCTGGCGGCAGCACCTACTAC

GCCGATTCTGTGAAGGGCAGATTCACCATCAGCCGGGACAACTCCAAGAACAC

CCTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACT

GTGCTAAGGACGAGGGCTACTCCTCCGGCCACTACTACGGAATGGATGTGTGG

GGCCAGGGCACCACAGTGACAGTCTCTTCTGAGCCCAAATCTAGCGACAAAAC

TCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCCGCCGGGGGACCGTCAGTC

TTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGA

GGTCACATGCGTGGTGGTGAGCGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTC

AACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGG

AGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCAC

CAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTGTCGAACAAAGCCCT

CCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAA

CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG

TCAGCCTGTGGTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAG

TGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGC

TGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGC
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AGATGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCA

CAACCACTACACGCAGAAGTCTCTCTCCCTGTCTCCGGGAAAA





