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DESCRIPCION
Anticuerpos biespecificos inhibidores de puntos de control
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas
Antecedentes de la invencién

Los receptores de punto de control como CTLA-4, PD-1 (muerte celular programada 1), TIM-3 (inmunoglobulina de
células T y dominio de mucina 3), LAG-3 (gen de activacién de linfocitos 3), TIGIT (inmunorreceptor de células T con
dominios Ig e ITIM) y otros, inhiben la activacién, proliferacion y/o actividades efectoras de las células T y otros tipos
celulares. Guiados por la hipétesis de que los receptores de los puntos de control suprimen la respuesta endégena de
las células T contra las células tumorales, los estudios preclinicos y clinicos de anticuerpos anti-CTLA4 y anti-PD1,
incluidos nivolumab, pembrolizumab, ipilimumab y tremelimumab, han demostrado que el bloqueo de los puntos de
control produce respuestas antitumorales impresionantes, estimulando a las células T endégenas para que ataquen a
las células tumorales, lo que conduce a remisiones del cancer a largo plazo en una fraccién de pacientes con diversas
neoplasias malignas. Por desgracia, solo un subgrupo de pacientes responde a estas terapias, con tasas de respuesta
que suelen oscilar entre el 10y el 30 %, y a veces superiores, para cada monoterapia, dependiendo de la indicacién
y de otros factores. La combinacién terapéutica de estos agentes, por ejemplo ipilimumab mas nivolumab, conduce a
tasas de respuesta aln mayores, cercanas al 60 % en algunos casos. Los estudios preclinicos han mostrado sinergias
adicionales entre anticuerpos anti-PD-1 y/o anticuerpos anti-CTLA-4 con el bloqueo de receptores de punto de control
identificados mas recientemente, incluidos LAG-3, TIM-3, BTLA y TIGIT. Aunque el potencial del bloqueo de multiples
puntos de control es muy prometedor, se espera que la terapia combinada con dichos agentes conlleve una elevada
carga financiera. Ademas, las toxicidades autoinmunitarias de las terapias combinadas, por ejemplo nivolumab mas
ipilimumab, son significativamente elevadas en comparacién con la monoterapia, lo que hace que muchos pacientes
interrumpan el tratamiento.

Varios estudios (Ahmadzadeh y col., Blood 114:1537 (2009), Matsuzaki y col., PNAS 107(17):7875-7880 (2010),
Fourcade y col., Cancer Res. 72(4):887-896 (2012) y Gros y col., J. Clinical Invest. 124(5):2246 (2014)) que examinan
los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) han demostrado que los TIL suelen expresar multiples receptores de puntos
de control. Ademas, es probable que los TIL que expresan multiples puntos de control sean de hecho los mas reactivos
al tumor. Por el contrario, es mas probable que las células T reactivas no tumorales de la periferia expresen un Unico
punto de control. Es probable que el bloqueo de los puntos de control con anticuerpos monoespecificos de longitud
completa no sea discriminatorio con respecto a la supresion de las células TIL reactivos al tumor frente a las células
T de expresion Unica reactivos al autoantigeno que se supone que contribuyen a las toxicidades autoinmunitarias. El
documento W02014/209804 describe un anticuerpo biespecifico monocatenario para CTLA-4 y PD-1. El documento
W02015/103072 describe un anticuerpo biespecifico, a saber, una inmunoglobulina Fab en tdndem anti CTLA-4/PD-
1. Ott y col. (DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-13-0143) describe un bloqueo de CTLA-4 y PD-1/PD-L1 como nueva
realizacion inmunoterapéutica en pacientes con melanoma. Spranger y col. (DOI: 10.1186/2051-1426-2-3) describe
que el mecanismo de rechazo tumoral con dobletes de CTLA-4, PD-1/PD-L1 o bloqueo de IDO implica el
restablecimiento de la produccion de IL-2 y la proliferacion de células T CD8+ directamente dentro del microentorno
tumoral. Cualquier referencia a un método de tratamiento en el cuerpo humano o animal debe interpretarse como
sustancias 0 composiciones para su uso en dichos tratamientos.

I. Breve resumen de la invencion

La invencién es un anticuerpo heterodimérico compuesto por:

a) un primer monémero que tiene la secuencia de aminoacidos de la Id. de sec. n.°: 23576;
b) un segundo monémero que tiene la secuencia de aminoacidos de la Id. de sec. n.< 23581;y
c) un tercer monémero que tiene la secuencia de aminoacidos de la Id. de sec. n.® 23591.

Il. Breve descripcion de los dibujos

La invencion se define en las reivindicaciones. Cualquiera de las figuras siguientes que no entre en el ambito de las
reivindicaciones no forma parte de la invencién y se proporciona Unicamente a efectos comparativos.

Las figuras 1A a | muestran varios formatos de los anticuerpos descritos. El primero es el formato “abrebotellas”, con
un primer y un segundo dominio de unién antiantigeno. Ademas, se muestran mAb-Fv, mAb-scFv, Central-scFv,
Central-Fv, central-scFv de un brazo, un scFv-mAb, scFv-mAb y un formato scFv dual. Para todos los dominios scFv
representados, pueden ser de N a carboxiloterminal variable pesado-(enlazador opcional)-variable ligero, o lo
contrario. Ademas, para el scFv-mAb armado, el scFv puede unirse al aminoterminal de un monémero de cadena
pesada o al aminoterminal de la cadena ligera.
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La figura 2 (Fig. 2A, 2B, 2C y 2D) representa las secuencias de antigenos para una serie de antigenos de uso en la
descripcion, incluyendo tanto humanos como de macaco cangrejero en muchos casos, para facilitar el desarrollo de
dominios de unién a antigenos que se unen a ambos para facilitar el desarrollo clinico.

Las figuras 3A-3F muestran pares Utiles de conjuntos de variantes de heterodimerizacién (incluidas las variantes de
sesgo y pl). En la figura 3E, hay variantes para las que no hay variantes de “mondmero 2” correspondientes; Se trata
de variantes de pl que pueden utilizarse solas en cualquiera de los mondémeros, o incluidas en el lado Fab de un
abrebotellas, por ejemplo, y puede utilizarse un enlazador scFv cargado apropiado en el segundo monémero que
utiliza un scFv como segundo dominio de unién a antigeno. En la figura 7 se muestran enlazadores cargados
adecuados.

La figura 4 muestra una lista de regiones constantes de anticuerpos de variantes isostéricas y sus respectivas
sustituciones. pl_(-) indica variantes de pl mas bajo, mientras que pl_(+) indica variantes de pl mas alto. Estas pueden
combinarse opcional e independientemente con otras variantes de heterodimerizaciéon de la descripcién (y también
con otros tipos de variantes, como se describe en la presente memoria).

La figura 5 representa variantes de supresion utiles que suprimen la unién a FcyR (a veces denominadas variantes
“de desactivacion génica” o “KO”). Generalmente, las variantes de supresion se encuentran en ambos monémeros,
aunque en algunos casos pueden estar en un solo monomero.

La figura 6 muestra dos ejemplos particularmente Utiles, que pueden utilizarse tanto para el formato de la figura 1A
como para el de la figura 1F. Para el formato de la figura 1A, los componentes “no Fv” de esta realizacién se muestran
en la figura 37A, aunque también se pueden utilizar los otros formatos (y el de la figura 38 también).

La figura 7 representa varios enlazadores de scFv cargados que son Utiles para aumentar o disminuir el pl de
anticuerpos heterodiméricos que utilizan uno o méas scFv como componente. El enlazador positivo (+H) encuentra un
uso particular en la presente memoria, particularmente con las secuencias anti-CD3 vl y vh mostradas en la presente
memoria. Un Unico enlazador scFv del estado de la técnica con una sola carga se conoce como “Whitlow”, de Whitlow
y col., Protein Engineering 6(8):989-995 (1993). Cabe sefialar que este enlazador se utilizé para reducir la agregacién
y mejorar la estabilidad proteolitica en los scFv.

La figura 8 representa una lista de variantes de Fc de sesgo del heterodimero modificadas con rendimientos de
heterodimeros (determinados por HPLC-CIEX) y estabilidades térmicas (determinadas por DSC). La estabilidad
térmica no determinada se indica con “n.d.”.

Las figuras 9A a E muestran un nimero selecto de ABD dirigido contra PD-1, con ABD anti-PD-1 adicionales
enumerados como las Id. de sec. n.° 6209-11464, Id. de sec. n.® 11465-17134, Id. de sec. n.° 33003-33072, Id. de
sec. n.% 33073-35394 y las Id. de sec. n.% 36127-36146. Las CDR estan subrayadas, el enlazador scFv esta
doblemente subrayado (en las secuencias, el enlazador scFv es un enlazador scFv (GKPGS)4 cargado positivamente
(Id. de sec. n.°: 37755), aunque como apreciaran los expertos en la materia, este enlazador puede sustituirse por otros
enlazadores, incluidos enlazadores no cargados o cargados negativamente, algunos de los cuales se representan en
la figura 7), y las barras indican el/los borde(s) de los dominios variables. Ademas, la convencién de nomenclatura
ilustra la orientacién del scFv de aminoterminal a carboxiloterminal. Es decir, “H1.279 _L1.194” muestra que la
orientacion es vh-scFv enlazador-vl (de aminoterminal a carboxiloterminal, con enlazadores de dominio opcionales en
uno o ambos lados, dependiendo del formato utilizado), aunque estas secuencias también pueden utilizarse en la
orientaciéon opuesta, (de aminoterminal a carboxiloterminal} vl-enlazador-vh. Del mismo modo, “L1.194_H1.279
muestra que la orientacion es vl-scFv enlazador-vh (de aminoterminal a carboxiloterminal, de nuevo con enlazadores
de dominio opcionales), con la orientacién opuesta también incluida dentro de la invencion. Como se sefiala en la
presente memoria y es cierto para cada secuencia que contiene CDR, la identificacion exacta de las ubicaciones de
las CDR puede ser ligeramente diferente dependiendo de la numeracion utilizada como se muestra en la tabla 1, y por
lo tanto en la presente memoria se incluyen no solo las CDR que estan subrayadas sino también las CDR incluidas
dentro de los dominios vh y vl utilizando otros sistemas de numeracién. Ademas, como para todas las secuencias de
las figuras, estas secuencias vh y vl pueden utilizarse tanto en formato scFv como en formato Fab.

Las figuras 10A a PP muestran una serie de ABD dirigido contra CTLA-4, con ABD anti-CTLA-4 adicionales
enumerados como las Id. de sec. n.®: 21-2918, Id. de sec. n.*: 2919-6208, |d. de sec. n.°: 36739-36818 y las Id. de
sec. n.% 35395-35416. Las CDR estan subrayadas, el enlazador scFv esta doblemente subrayado (en las secuencias,
el enlazador scFv es un enlazador scFv (GKPGS)s cargado positivamente (Id. de sec. n.°% 37755), aunque como
apreciaran los expertos en la materia, este enlazador puede sustituirse por otros enlazadores, incluidos enlazadores
no cargados o cargados negativamente, algunos de los cuales se representan en la figura 7), y las barras indican el/los
borde(s) de los dominios variables. Como en el caso anterior, la convencién de nomenclatura ilustra la orientacion del
scFv de aminoterminal a carboxiloterminal; en las secuencias enumeradas en esta figura, todas estan orientadas como
vh-scFv enlazador-vl (de aminoterminal a carboxiloterminal), aunque estas secuencias también pueden utilizarse en
la orientacion opuesta, (de aminoterminal a carboxiloterminal} vl-enlazador-vh; Ademas, algunas de las secuencias en
las Id. de sec. n.®: 21-2918, Id. de sec. n.°: 2919-6208, Id. de sec. n.°: 36739-36818 y las Id. de sec. n.°: 35395-35416
estan en la orientacién opuesta. Como se sefiala en la presente memoria y es cierto para cada secuencia que contiene
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CDR, la identificacién exacta de las ubicaciones de las CDR puede ser ligeramente diferente dependiendo de la
numeracién utilizada como se muestra en la tabla 1, y por lo tanto en la presente memoria se incluyen no solo las CDR
que estan subrayadas sino también las CDR incluidas dentro de los dominios vh y vl utilizando otros sistemas de
numeracién. Ademas, como para todas las secuencias de las figuras, estas secuencias vh y vl pueden utilizarse tanto
en formato scFv como en formato Fab. En particular, muchas de las figuras incluyen el identificador XENP tanto para
el formato scFv como para el formato Fab; véase por ejemplo la figura 10A, que muestra que XENP19235 es la
molécula que utiliza el formato Fab y XENP19769 es la molécula scFv.

Las figuras 11A a N muestran una serie de ABD dirigido contra LAG-3, con ABD anti-LAG-3 adicionales enumerados
como las Id. de sec. n.%: 17135-20764, Id. de sec. n.° 36819-36962, |d. de sec. n.° 35417-35606, Id. de sec. n.*
25194-32793 y las Id. de sec. n.® 32794-33002. Las CDR estan subrayadas, el enlazador scFv esta doblemente
subrayado (en las secuencias, el enlazador scFv es un enlazador scFv (GKPGS)4 cargado positivamente, aunque
como apreciaran los expertos en la materia, este enlazador puede sustituirse por otros enlazadores, incluidos
enlazadores no cargados o cargados negativamente, algunos de los cuales se representan en la figura 7), y las barras
indican el/los borde(s) de los dominios variables. Como en el caso anterior, la convencion de nomenclatura ilustra la
orientacién del scFv de aminoterminal a carboxiloterminal; en las secuencias enumeradas en esta figura, todas estan
orientadas como vh-scFv enlazador-vl (de aminoterminal a carboxiloterminal}, aunque estas secuencias también
pueden utilizarse en la orientacién opuesta, (de aminoterminal a carboxiloterminal) vl-enlazador-vh; Ademas, algunas
de las secuencias en las Id. de sec. n.% 17135-20764, Id. de sec. n.°: 36819-36962, Id. de sec. n.°: 35417-35606, Id.
de sec. n.®: 25194-32793 y las Id. de sec. n.°: 32794-33002 estan en la orientacioén opuesta. Como se sefiala en la
presente memoria y es cierto para cada secuencia que contiene CDR, la identificacién exacta de las ubicaciones de
las CDR puede ser ligeramente diferente dependiendo de la numeracion utilizada como se muestra en la tabla 1, y por
lo tanto en la presente memoria se incluyen no solo las CDR que estan subrayadas sino también las CDR incluidas
dentro de los dominios vh y vl utilizando otros sistemas de numeracién. Ademas, como para todas las secuencias de
las figuras, estas secuencias vh y vl pueden utilizarse tanto en formato scFv como en formato Fab.

Las figuras 12A a C muestran una serie de ABD dirigido contra BTLA, con ABD anti-BTLA adicionales enumerados
como las Id. de sec. n.® 20885-21503 y las Id. de sec. n.°: 36707-36738. Las CDR estan subrayadas, el enlazador
scFv esta doblemente subrayado (en las secuencias, el enlazador scFv es un enlazador scFv (GKPGS)4 cargado
positivamente, aunque como apreciaran los expertos en la materia, este enlazador puede sustituirse por otros
enlazadores, incluidos enlazadores no cargados o cargados negativamente, algunos de los cuales se representan en
la figura 7), y las barras indican el/los borde(s) de los dominios variables. Como en el caso anterior, la convencién de
nomenclatura ilustra la orientacion del scFv de aminoterminal a carboxiloterminal; en las secuencias enumeradas en
esta figura, todas estan orientadas como vh-scFv enlazador-vl (de aminoterminal a carboxiloterminal), aunque estas
secuencias también pueden utilizarse en la orientacién opuesta, (de aminoterminal a carboxiloterminal) vl-enlazador-
vh; Ademas, algunas de las secuencias en las Id. de sec. n.® 20885-21503 y las Id. de sec. n.®: 36707-36738 estan
en la orientacién opuesta. Como se sefiala en la presente memoria y es cierto para cada secuencia que contiene CDR,
la identificacion exacta de las ubicaciones de las CDR puede ser ligeramente diferente dependiendo de la numeracién
utilizada como se muestra en la tabla 1, y por lo tanto en la presente memoria se incluyen no solo las CDR que estan
subrayadas sino también las CDR incluidas dentro de los dominios vh y vl utilizando otros sistemas de numeracién.
Ademas, como para todas las secuencias de las figuras, estas secuencias vh y vl pueden utilizarse tanto en formato
scFv como en formato Fab.

Las figuras 13A a | muestran varios ABD dirigido contra TIM-3, con ABD anti-TIM-3 adicionales enumerados como las
Id. de sec. n.% 20765-20884, Id. de sec. n.% 37587-37698 y las Id. de sec. n.® 36347-36706. Las CDR estan
subrayadas, el enlazador scFv esta doblemente subrayado (en las secuencias, el enlazador scFv es un enlazador
scFv (GKPGS)4 cargado positivamente, aunque como apreciaran los expertos en la materia, este enlazador puede
sustituirse por otros enlazadores, incluidos enlazadores no cargados o cargados negativamente, algunos de los cuales
se representan en la figura 7), y las barras indican el/los borde(s) de los dominios variables. Como en el caso anterior,
la convencidn de nomenclatura ilustra la orientacion del scFv de aminoterminal a carboxiloterminal; en las secuencias
enumeradas en esta figura, todas estan orientadas como vh-scFv enlazador-vl (de aminoterminal a carboxiloterminal),
aungue estas secuencias también pueden utilizarse en la orientacion opuesta, (de aminoterminal a carboxiloterminal)
vl-enlazador-vh; Ademas, algunas de las secuencias en las Id. de sec. n.* 20765-20884, Id. de sec. n.°: 37587-37698
y las Id. de sec. n.°: 36347-36706 estan en la orientacién opuesta. Como se sefiala en la presente memoria y es cierto
para cada secuencia que contiene CDR, la identificacion exacta de las ubicaciones de las CDR puede ser ligeramente
diferente dependiendo de la numeracién utilizada como se muestra en la tabla 1, y por lo tanto en la presente memoria
se incluyen no solo las CDR que estan subrayadas sino también las CDR incluidas dentro de los dominios vh y vl
utilizando otros sistemas de numeracién. Ademas, como para todas las secuencias de las figuras, estas secuencias
vh y vl pueden utilizarse tanto en formato scFv como en formato Fab.

La figura 14A-I representa las secuencias de aminoacidos de anticuerpos especificos anti-CTLA-4 X anti-PD-1 en el
formato abrebotellas (Fab-scFv-Fc). Los anticuerpos se denominan utilizando en primer lugar la regién variable Fab y
en segundo lugar la region variable scFv, separadas por un guion, seguidas de la designacién de la cadena (cadena
pesada Fab-Fc, cadena pesada scFv-Fc o cadena ligera). Las CDR estan subrayadas y las barras inclinadas indican
los bordes de las regiones variables. El dominio scFv tiene diferentes orientaciones (de aminoterminal a
carboxiloterminal) de vh-enlazador-vl o vl-enlazador-vh como se indica, aunque esto puede invertirse. Ademas, cada
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secuencia descrita en la presente memoria puede incluir o excluir las variantes M428L/N434S en uno o preferiblemente
ambos dominios Fc, lo que da lugar a una semivida mas larga en suero.

La figura 15A-1 muestra las secuencias de aminoacidos de anticuerpos biespecificos especificos Fab-scFv-Fc anti-
LAG-3 X anti-PD-1. Los anticuerpos se denominan utilizando en primer lugar la regién variable Fab y en segundo lugar
la regi6n variable scFv, separadas por un guion, seguidas de la designacién de la cadena (cadena pesada Fab-Fc,
cadena pesada scFv-Fc o cadena ligera). Las CDR estan subrayadas y las barras inclinadas indican los bordes de las
regiones variables. Los dominios scFv tienen la orientacion (de aminoterminal a carboxiloterminal} vl-enlazador-vh,
aungue esto puede invertirse. Ademas, cada secuencia descrita en la presente memoria puede incluir o excluir las
variantes M428L/N434S en uno o preferiblemente ambos dominios Fc, lo que da lugar a una semivida mas larga en
suero.

La figura 16 muestra las secuencias de aminoacidos de anticuerpos biespecificos Fab-scFv-Fc especificos anti-BTLA
X anti-PD-1. Los anticuerpos se denominan utilizando en primer lugar la regién variable Fab y en segundo lugar la
region variable scFv, separadas por un guion, seguidas de la designacion de la cadena (cadena pesada Fab-Fc,
cadena pesada scFv-Fc o cadena ligera). Las CDR estan subrayadas y las barras inclinadas indican los bordes de las
regiones variables. Los dominios scFv tienen la orientacion (de aminoterminal a carboxiloterminal} vl-enlazador-vh,
aungue esto puede invertirse. Ademas, cada secuencia descrita en la presente memoria puede incluir o excluir las
variantes M428L/N434S en uno o preferiblemente ambos dominios Fc, lo que da lugar a una semivida mas larga en
suero.

La figura 17 muestra las secuencias de aminoacidos de anticuerpos biespecificos especificos anti-LAG-3 X anti-CTLA-
4 Fab-scFv-Fc. Los anticuerpos se denominan utilizando en primer lugar la region variable Fab y en segundo lugar la
region variable scFv, separadas por un guion, seguidas de la designacion de la cadena (cadena pesada Fab-Fc,
cadena pesada scFv-Fc o cadena ligera). Las CDR estan subrayadas y las barras inclinadas indican los bordes de las
regiones variables. Los dominios scFv tienen la orientacion (de aminoterminal a carboxiloterminal} vh-enlazador-vl,
aungue esto puede invertirse. Ademas, cada secuencia descrita en la presente memoria puede incluir o excluir las
variantes M428L/N434S en uno o preferiblemente ambos dominios Fc, lo que da lugar a una semivida mas larga en
suero.

La figura 18 muestra los resultados de algunos cribados de hibridomas anti-LAG-3. Se mezclé 1 ug de LAG-3-hig
humano en 10 pl con 50 pl de sobrenadante de hibridoma (diluido a 1:2, 8 veces en medio RPMI con 10 % de FBS)
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 40 pl de células Daudi o Ramos (que expresan
endégenamente MHC-I1} y se incubaron a 4 °C durante 30 minutos. A continuacion, se lavaron las células y se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-Fc-Alexa647 humano durante 30 minutos. A continuacion, se lavaron las
células y se analizaron mediante FACS para Alexa647.

Las figuras 19A y B muestran ensayos de liberacién de citocinas (A:IL-2, B: IFNy) tras la estimulacién con SEB de
PBMC humanas y el tratamiento con un anticuerpo biespecifico anti-CTLA-4 X anti-PD-1.

La figura 20A-C muestra los eventos CD45+ y CD8+ en el dia 14 después de que las PBMC humanas se integraran
en ratones NSG en el dia 0 seguido de la administracién de los articulos de prueba indicados en el dia 1.

La figura 21A y B muestra la unién de células T en un ensayo de PBMC estimuladas con SEB por anticuerpos
quiméricos generados a partir de hibridomas anti-TIM-3.

La figura 22 muestra algunos datos de ingenieria del dominio de unién a antigeno anti-TIM-3 de tres experimentos.
Esto representa el codigo XENP para las realizaciones bivalentes, el clon derivado, las designaciones de los dominios
de ingenieria vh y vl, la constante de unién KD, |la constante de asociacion y la constante de disociacién frente al TIM-
3 humano segun las mediciones de Octet.

La figura 23A a N muestra algunos datos de ingenieria del dominio de unién a antigeno anti-PD-1. Esto representa el
coédigo XENP para las realizaciones bivalentes y scFv, la designacién de los dominios de ingenieria vh y vl, la
orientacién scFv (de aminoterminal a carboxiloterminal), la constante de unién KD contra PD-1 humana medida por
Octet, y la Tm del scFv.

La figura 24A a G muestra los resultados de algunos cribados de Fab anti-CTLA-4. Esto representa el codigo XENP
para los ejemplos de Fab y scFv, la designacion de los dominios de ingenieria vh y vl, la constante de unién KD contra
CTLA-4 humano y cyno medida por Octet, y la Tm del scFv y Fab. Ademas, el nimero de secuencias de 9 unidades
monoméricas que coincidian exactamente con al menos una linea germinal de VH o VL humana se representa como
una medida de humanidad para las regiones variables tanto de los Fab como de los scFv.

Las figuras 25A y B muestran una reaccién linfocitaria mixta en la que se observa un aumento de la liberacién de IL-2
por nivolumab (anticuerpo monoclonal anti-PD-1, comercializado como Opdivo®) solo, ipilimumab solo (anticuerpo
monoclonal antiCTLA-4, comercializado como Yervoy®), un prototipo biespecifico antiCTLA-4 x anti-PD-1 basado en
los brazos de nivolumab e ipilimumab, y un control combinado de “un brazo™.
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La figura 26 muestra la reaccion de linfocitos mixtos observando el aumento de la liberacién de IL-2 por anticuerpos
biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-1 con brazos Fab anti-CTLA-4 variantes y brazos scFv anti-PD-1 variantes, asi
como nivolumab solo, ipilimumab solo y un prototipo biespecifico anti-CTLA-4 x anti-PD-1 basado en los brazos
nivolumab e ipilimumab como controles.

La figura 27 muestra que los biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-1 mejoran el injerto (medido por recuentos de CD45
humanos) en ratones NSG injertados con PBMC humanas. La mejora es mayor que la observada con nivolumab
(XENP16432) solo (linea discontinua).

La figura 28 muestra la correlacion entre el peso corporal y el recuento de células CD45 en la enfermedad de injerto
contra hospedador, lo que demuestra que los niveles de células CD45 son predictivos de la enfermedad.

La figura 29 muestra la correlacién entre el recuento de células CD45 y la liberacién de IFNy en el estudio descrito en
la figura 27.

La figura 30 muestra que los biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-1 mejoran el injerto (medido por recuentos de CD45
humanos) en ratones NSG injertados con PBMC humanas. La mejora es mayor que la observada con nivolumab
(XENP16432) solo (linea discontinua).

La figura 31 muestra la correlacién entre el recuento de células CD45 y la liberacién de IFNy en el estudio descrito en
la figura 30.

La figura 32 muestra la comparacién de los efectos del articulo de ensayo entre los estudios representados en las
figuras 27 y 30, demostrando la superioridad consistente de los anticuerpos biespecificos de punto de control anti-PD-
1 x anti-CTLA-4 sobre nivolumab solo.

Las figuras 33A y B muestran los resultados de reacciones de linfocitos mixtos para evaluar los biespecificos anti-
CTLA-4 x anti-PD-1, anti-LAG-3 x anti-PD-1 y anti-LAG-3 x anti-CTLA-4. Los niveles de analitos se normalizaron con
respecto a los inducidos por nivolumab solo (los valores superiores a uno representan una mejora con respecto a
nivolumab).

La figura 34 muestra reacciones SEB para evaluar biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4. El propio biespecifico anti-
LAG-3 x anti-CTLA-4 mejora la respuesta a IL-2 en relacion con el control, aunque es inferior a nivolumab solo. Sin
embargo, el biespecifico anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 combinado con nivolumab conduce a una respuesta a IL-2
significativamente mayor que cualquiera de los dos por separado.

La figura 35 muestra que los biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-1, anti-LAG-3 x anti-PD-1, anti-BTLA x anti-PD-1 y
anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 mejoran el injerto (medido por recuentos de CD45 humano) en ratones NSG injertados con
PBMC humanas. La mejora es mayor que la observada con nivolumab (XENP 16432) solo. Ademas, el biespecifico
anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 se combina con nivolumab para obtener los mayores niveles de injerto.

Las figuras 36A y B muestran que los biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1 requieren la interrupcion de la interaccion
HVEM/BTLA para poseer una actividad desrepresora equivalente a la del nivolumab.

La figura 37A-E muestra las secuencias de varios armazones Utiles en formato abrebotellas basados en IgG1 humana,
sin las secuencias de Fv (p. ej. el scFv y el vh y vl para el lado Fab). El armazén 1 del abrebotellas se basa en la IgG1
humana (alotipo 356E/358M), € incluye las variantes de desviacién S364K/E357Q:L368D/K370S, las variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab y las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas. El armazén 2 del abrebotellas se basa en la IgG1 humana
(alotipo 356E/358M), e incluye las diferentes variantes de desviacién, las variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab y las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas. El armazén 3 del abrebotellas se basa en la IgG1 humana
(alotipo 356E/358M), e incluye las diferentes variantes de desviacién, las variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab y las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas. El armazén 4 del abrebotellas se basa en la IgG1 humana
(alotipo 356E/358M), e incluye las diferentes variantes de desviacién, las variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab y las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas. El armazén 5 del abrebotellas se basa en la IgG1 humana
(alotipo 356D/358L), e incluye las variantes de desviacion S364K/E357Q:L368D/K370S, las variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab y las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas. El armazén 6 del abrebotellas se basa en la IgG1 humana
(alotipo 356E/358M), e incluye las variantes de desviacion S364K/E357Q:L368D/K370S, las variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab y las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas, asi como una variante N297A en ambas cadenas. El
armazén 7 es idéntico al 6, salvo que la mutacion es N297S. Los formatos alternativos para los armazones 6 y 7
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pueden excluir las variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas. El armazén 8 se
basa en la IgG4 humana, e incluye las variantes de desviacion S364K/E357Q:L368D/K370S, las variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab y las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas, asi como una variante S228P (numeracion de EU, esto es
S241P en Kabat) en ambas cadenas que anula el intercambio del brazo Fab como es conocido en la técnica. Los
formatos alternativos para el armazén 8 del abrebotellas pueden excluir las variantes de supresién
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas. El armazén 9 esta basado en la IgG2, e incluye las variantes
de desviacion S364K/E357Q : L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab.
El armazén 10 se basa en la IgG2 humana, e incluye las variantes de desviacién S364K/E357Q : L368D/K370S, las
variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab, asi como una variante S267K en ambas cadenas.

Como apreciaran los expertos en la materia y se describe a continuacion, estas secuencias pueden utilizarse con
cualquier par vh y vl descrito en la presente memoria, con un monémero que incluya un scFv (opcionalmente
incluyendo un enlazador scFv cargado) y el otro monémero que incluya las secuencias Fab (p. ej. un vh unido a la
“cadena pesada lateral Fab” y un vl unido a la “cadena ligera constante”). Es decir, cualquiera de las secuencias de
Fv descritas en la presente memoria para anti-CTLA-4, anti-PD-1, anti-LAG-3, anti-TIM-3, anti-TIGIT y anti-BTLA, ya
sea como scFv (de nuevo, opcionalmente con enlazadores scFv cargados) o como Fab, puede incorporarse a estas
estructuras de la figura 37 en cualquier combinacién. La cadena ligera constante representada en la figura 37A puede
utilizarse para todas las construcciones de la figura, aunque también puede sustituirse por la cadena ligera constante
kappa.

Cabe sefialar que estos armazones abrebotellas encuentran uso en el formato Central-scFv de la figura 1F, donde un
segundo Fab adicional (vh-CH1 y vl-ligera constante} con la misma unién a antigeno que el primer Fab se afiade al
aminoterminal del scFv en el “lado de abrebotellas”.

Dentro de cada uno de estos armazones se incluyen secuencias que son idénticas en un 90, 95, 98 y 99 % (segun se
define en la presente memoria) a las secuencias mencionadas, y/o contienen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 sustituciones
de aminoacidos adicionales (en comparacion con el “original” de la figura, que, como apreciaran los expertos en la
materia, ya contiene una serie de modificaciones de aminoacidos en comparacion con la IgG1 humana original (o IgG2
0 1gG4, dependiendo del armazén). Es decir, los armazones citados pueden contener modificaciones adicionales de
aminoacidos (generalmente sustituciones de aminoacidos) ademas de las variantes de sesgo, pl y supresion
contenidas en los armazones de esta figura.

La figura 38A a D muestra las secuencias de un armazén mAb-scFv de uso en la descripcién, al que se afiaden las
secuencias de Fv descritas. El armazoén 1 del mAb-scFv se basa en la IgG1 humana (alotipo 356E/358M), e incluye
las variantes de desviacién S364K/E357Q:L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en
el lado Fab y las variantes de supresién E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas. El armazén 2 se
basa en la IgG1 humana (alotipo 356D/358L), e incluye las variantes de desviacion S364K/E357Q:L368D/K370S, las
variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab y las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas. El armazén 3 se basa en la IgG1 humana (alotipo
356E/358M), e incluye las variantes de desviacion S364K/E357Q:L368D/K370S, las variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab y las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas, asi como una variante N297A en ambas cadenas. El
armazoén 4 es idéntico al 3, salvo que la mutacién es N297S. Los formatos alternativos para los armazones de mAb-
scFv 3 y 4 pueden excluir las variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas. El
armazén 5 se basa en la IgG4 humana, e incluye las variantes de desviacién S364K/E357Q:L368D/K370S, las
variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab y las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K en ambas cadenas, asi como una variante S228P (numeracion de EU, esto es
S241P en Kabat) en ambas cadenas que anula el intercambio del brazo Fab como es conocido en la técnica. El
armazoén 6 esta basado en la IgG2 humana e incluye las variantes de desviacion S364K/E357Q: L368D/K370S, las
variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab. El armazén 7 se basa en la 1gG2 humana, e
incluye las variantes de  desviacion S364K/E357Q: L.368D/K370S, las  variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en el lado Fab, asi como una variante S267K en ambas cadenas.

Como apreciaran los expertos en la materia y se describe a continuacion, estas secuencias pueden utilizarse con
cualquier par vh y vl descrito en la presente memoria, con un monémero que incluya tanto un Fab como un scFv
(opcionalmente incluyendo un enlazador scFv cargado) y el otro monémero que incluya la secuencia Fab (p. gj. un vh
unido a la “cadena pesada lateral Fab” y un vl unido a la “cadena ligera constante”). Es decir, cualquier secuencia Fv
descrita en la presente memoria para anti-CTLA-4, anti-PD-1, anti-LAG-3, anti-TIM-3, anti-TIGIT y anti-BTLA, ya sea
como scFv (de nuevo, opcionalmente con enlazadores scFv cargados) o como Fab, puede incorporarse a este
armazoén de la figura 38 en cualquier combinacion. El lado de monémero 1 es el lado de Fab-scFv pl negativo, e incluye
las variantes de heterodimerizacién L.368D/K370S, las variantes de pl isostéricas
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, (todas
relativas a IgG1). El lado del monoémero 2 es el lado scFv pl positivo, e incluye las variantes de heterodimerizaciéon
364K/E357Q. Sin embargo, se pueden sustituir por otros pares de variantes de sesgo, en particular [S364K/E357Q :
L368D/K370S]; [L368D/K370S : S364K]; [L368E/K370S : S364K]; [T411T/E360E/Q362E : D401K]; [L368D/K370S :
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S364K/E357L], [K370S : S364K/E357Q], [T366S/L368A/Y407V : T366W] y [T366S/L368A/Y407V/Y394C
T366W/S354C].

La cadena ligera constante representada en la figura 38A puede utilizarse para todas las construcciones de la figura,
aungue también puede sustituirse por la cadena ligera constante kappa.

Cabe sefialar que estos armazones mAb-scFv se utilizan tanto en el formato mAb-Fv de la figura 1H (donde un
monémero comprende un vl en el carboxiloterminal y el otro un vh en el carboxiloterminal} como en el formato scFv-
mAb de la figura 1E (con un dominio scFv afiadido al carboxiloterminal de uno de los monémeros).

Dentro de cada uno de estos armazones se incluyen secuencias que son idénticas en un 90, 95, 98 y 99 % (segun se
define en la presente memoria) a las secuencias mencionadas, y/o contienen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 sustituciones
de aminoacidos adicionales (en comparacion con el “original” de la figura, que, como apreciaran los expertos en la
materia, ya contiene una serie de modificaciones de aminoacidos en comparacion con la IgG1 humana original (o IgG2
0 1gG4, dependiendo del armazén). Es decir, los armazones citados pueden contener modificaciones adicionales de
aminoacidos (generalmente sustituciones de aminoacidos) ademas de las variantes de sesgo, pl y supresion
contenidas en los armazones de esta figura.

Las figuras 39A y B muestran una matriz de combinaciones posibles para los anticuerpos biespecificos contra puntos
de control. En la figura 39A, las combinaciones no estan limitadas por el formato, y se puede utilizar cualquier formato
de la figura 1. Una “A” en una casilla significa que las CDR del primer ABD (enumeradas en el eje X) pueden
combinarse con las CDR del segundo ABD (enumeradas en el gje Y). Una “B” en la casilla significa que las cadenas
vh y vl del primer ABD pueden combinarse con las cadenas vh y vl del segundo ABD. Una “C” en la casilla significa
que las CDR del primer ABD pueden combinarse con las cadenas vh y vl del segundo ABD. Una “D” en la casilla
significa que las cadenas vh y vl del primer ABD pueden combinarse con las CDR del segundo ABD. Una “E” en la
casilla significa que el ABD contra PD-1 se selecciona del grupo de 1G6_H1.279_11.194; 1G6_H1.280_L1.224;
1G6_L1.194_H1.279;1G6_L1.210_H1.288;y 2E9_H1L1. Una “F” en la casilla significa que el ABD contra CTLA-4 se
selecciona del grupo de [CTLA-4]_H0.25_L0; [CTLA-4]_H0.26_LO; [CTLA-4]_HO0.27_L0; [CTLA-4]_H0.29_L 0; [CTLA-
4] H0.38_L0; [CTLA-4]_H0.39_LO; O[CTLA-4] H0.40_L0O; [CTLA-4] H0.70_L0O; [CTLA-4] HO_L0.22; [CTLA-
4] H2_10; [CTLA-4] H3.21_L0.124; [CTLA-4] H3.21_L0.129; [CTLA-4] H3.21_L0.132; [CTLA-4] H3.23 _L0.124;
[CTLA-4]_H3.23_L0.129; [CTLA-4]_H3.23 10.132; [CTLA-4] H3.25 10.124; [CTLA-4] H3.25 10.129; [CTLA-
4] H3.25_L0.132; [CTLA-4] H3.4_L0.118; [CTLA-4] H3.4_L0.119; [CTLA-4] H3.4_L0.12; [CTLA-4] H3.4_L0.121;
[CTLA-4]_ H3.4 10.122; [CTLA-4]_H3.4 10.123; |[CTLA-4] H3.4_L0.124; [CTLA-4] H3.4_L0.125; [CTLA-
4] H3.4 L0.126; [CTLA-4] H3.4_L0.127; [CTLA-4] H3.4_10.128; [CTLA-4] H3.4_10.129; [CTLA-4] H3.4_10.130;
[CTLA-4]_ H3.4 10.131; [CTLA-4] H3.4_L0.132; [CTLA-4] H3.5 L2.1; [CTLA-4] H3.5 | 2.2; [CTLA-4] H3.5 L2.3;
[CTLA-4]_H3_LO; [CTLA-4]_H3 L0.22;[CTLA-4] H3 10.44; [CTLA-4] H3_L0.67;y [CTLA-4] H3_L0.74. Una “G” en
la casilla significa que el TIM-3 ABD se selecciona del grupo de 1D10_HOLO; 1D12_HOLO; 3H3_H1_L2.1; 6C8_ HOLO;
6D9_HO_1D12_L0; 7A9_HOLO; 7B11_HOLO; 7B11var_HOLO; y 7C2_HOLO0. Una “H” en la casilla significa que el LAG-
3 ABD se selecciona del grupo de identificadores 2A11_HOLO; 2A11_H1.125_L2.113; 2A11_H1.144_12.142;
2A11_H1_L2.122; 2A11_H1_12.123; 2A11_H1_L2.124; 2A11_H1_L2.25; 2A11_H1_L2.47; 2A11_H1_L2.50;
2A11_H1_L2.91;2A11_H1_12.93;2A11_H1_1L2.97; 2A11_H1L1; 2A11_H1L2; 2A11_H2L2; 2A11_H3L1; 2A11_H3L2;
2A11_H4L1; 2A11_H4L2; 7G8 _HOLO; 7G8 HiL1; 7G8 H3.18 L1.11; 7G8 H3.23 L1.11; 7G8_H3.28 L1;
7G8 _H3.28 11.11; 7G8_H3.28_L1.13; 7G8_H3.30_L1.34; 7G8_H3.30_L1.34; y 7G8_H3L1. Una “I” en la casilla
significa que Una “J” en la casilla significa que el BTLA ABD se selecciona del grupo 9C6_HOLO; 9C6_H1.1_L1;y
9C6_H1.11_L1. Lafigura 39B es idéntica a la figura 39A, salvo que |a figura 39B es especifica del formato abrebotellas.
En B, cuando el primer ABD se une a PD-1, el primer ABD es el monémero scFv, y los otros ABD (CTLA-4, LAG-3,
TIGIT, TIM-3 y BTLA) estan en el monémero Fab. En B, cuando el primer ABD se une a CTLA-4, esta en el monémero
scFv (excepto cuando se combina con PD-1, cuando esta en el lado Fab), con los otros ABD (CTLA-4, LAG-3, TIGIT,
TIM-3 y BTLA) estan en el monémero Fab.

La figura 40 muestra una matriz de posibles combinaciones de formatos de abrebotellas. Una “Q” en la casilla significa
que el primer dominio ABD (de nuevo, listado en el eje X} es el scFv y el segundo ABD (de nuevo, listado en el eje Y)
es el lado Fab. Una “R” en el recuadro significa que el primer ABD es el lado Fab y el segundo ABD es el scFv. Una
“8” en el recuadro significa que el primer ABD es anti-PD-1 y es el lado scFv. Una “T” en el recuadro significa que el
primer ABD es anti-CTLA-4 y es el lado scFv. Una “U” en la casilla significa que el primer ABD es anti-TIM-3 y es el
lado scFv. Una “V” en el recuadro significa que el primer ABD es anti LAG-3 y es el lado scFv. Una “W” en la casilla
significa que el primer ABD es anti TIGIT y es el lado scFv. Una “X” en la casilla significa que el primer ABD es anti-
BTLA y es el lado scFv. Ademas, cada combinacién esbozada en la figura 39 puede utilizar las CDR, los scFv y las
combinaciones de vh y vl de la figura 38. Ademas, algunos ejemplos particulares de los armazones abrebotellas de la
figura 39 son las secuencias de la figura 36.

Las figuras 41A y B muestran un esquema asociado al beneficio que un anticuerpo biespecifico de punto de control
puede aportar frente a las terapias combinadas que utilizan dos anticuerpos o farmacos diferentes.
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En la figura 42 se representa un esquema similar, que muestra que, dado que los TIL tumorales coexpresan multiples
puntos de control, una unién bivalente aumenta la avidez, potenciando la actividad antitumoral y evitando la toxicidad
periférica.

La figura 43 muestra que los anticuerpos de punto de control biespecificos descritos en la presente memoria (por
ejemplo, anti-LAG-3 x anti-CTLA-4) pueden combinarse con otros anticuerpos de punto de control monoespecificos
(por ejemplo, nivolumab, pemobrolizumab).

La figura 44 muestra que PD-1 y CTLA-4 se coexpresan en diversos tipos de tumores, como los de vejiga, mama,
colon, préstata, pulmoén, melanoma y ovario.

La figura 45A-C muestra una comparacion de la potenciacion de IL-2 B) por anti-PD-1 bivalente y anti-CTLA-4 x anti-
PD-1 y C) y anti-PD-1 de un brazo + anti-CTLA-4 de un brazo y anti-CTLA-4 x anti-PD-1 en un ensayo con PBMC
estimuladas con SEB, asi como C) un experimento de control sin estimulacién con SEB.

Las figuras 46A y B muestran el bloqueo de PD-1 a los ligandos PD-L1 y PD-L2 por un anticuerpo biespecifico anti-
CTLA-4 x anti-PD-1 ilustrativo en comparacién con anticuerpos anti-PD-1 de un brazo y anticuerpos anti-CTLA-4 de
un brazo.

La figura 47 muestra la unién de células T en un ensayo con PBMC estimuladas con SEB mediante un anticuerpo
biespecifico anti-CTLA-4 x anti-PD-1 ilustrativo.

La figura 48 muestra que los biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-1 mejoran el injerto (medido por recuentos de CD45
humanos) en ratones NSG injertados con PBMC humanas. La mejora es mayor que la observada con nivolumab
(XENP16432) solo.

La figura 49 muestra que los candidatos biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1 se unen més avidamente a las células T
en comparacién con los controles de “un solo brazo” en un ensayo con PBMC estimuladas con SEB.

Las figuras 50A y B muestran que el biespecifico quimérico anti-BTLA x anti-PD-1 promueve la secrecion de IL-2 a
partir de PBMC estimuladas con SEB. Las PBMC se estimularon con 10 ng/ml de SEB durante 3 dias con los articulos
de prueba indicados. Se recogieron los sobrenadantes celulares y se analizaron con MSD para el analito indicado. A:
20 pg/ml de articulo de prueba; B 5 pg/ml de articulo de prueba.

Las figuras 51A y B muestran que el biespecifico quimérico anti-BTLA x anti-PD-1 promueve la secrecién de IFNy a
partir de PBMC estimuladas con SEB. Las PBMC se estimularon con 10 ng/ml de SEB durante 3 dias con los articulos
de prueba indicados. Se recogieron los sobrenadantes celulares y se analizaron con MSD para el analito indicado. A:
20 pg/ml de articulo de prueba; B 5 pg/ml de articulo de prueba.

Las figuras 52A y B muestran que los anticuerpos biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1 (quiméricos y con brazos Fab
anti-BTLA humanizados/optimizados) promueven la secrecién de IL-2 e IFN-y a partir de PBMC estimuladas con SEB.
Ambos paneles eran PBMC estimuladas con 10 ng/ml de SEB durante 3 dias con 20 pug/ml de los articulos de prueba
indicados. Los sobrenadantes celulares se recogieron 72 horas después y se analizaron para el analito indicado.

La figura 53A-F muestra el curso temporal (dias 10, 14 y 22) de la mejora en los recuentos de células CD45 y la
secrecion de IFNy por un anticuerpo biespecifico anti-BTLA x anti-PD-1 ilustrativo en un estudio de EICH.

La figura 54 muestra algunos datos de ingenieria del dominio de unién a antigeno anti-BTLA 9C6. Esto representa el
codigo XENP para ejemplos bivalentes, las designaciones de los dominios de ingenieria vh y vl, y la constante de
unién KD contra BTLA humana medida por Octet.

La figura 55A-E muestra algunos datos de ingenieria del dominio de unién a antigeno 2A11 anti-LAG-3. Esto
representa el cédigo XENP para ejemplos de Fab, las designaciones de los dominios de ingenieria vh y v, la constante
de unién KD contra LAG-3 humano medida por Octet y la Tm del Fab.

La figura 56A-K muestra algunos datos de ingenieria del dominio de unién a antigeno 7G8 anti-LAG-3. Esto representa
el cédigo XENP para ejemplos de Fab, las designaciones de los dominios de ingenieria vh y vl, la constante de unién
KD contra LAG-3 humano medida por Octet y la Tm del Fab.

La figura 57A y B muestra las Kd para los formatos abrebotellas heterodiméricos biespecificos anti-LAG-3 X anti-
CTLA-4 basados en brazos Fab anti-LAG-3 optimizados 2A11 o 7G8 medidos por Octet.

La figura 58 muestra que los biespecificos anti-LAG-3 (7G8) x anti-CTLA-4 y anti-LAG-3 (2A11) x anti-CTLA-4 se unen
mas avidamente que los controles anti-LAG-3 de un solo brazo. Las PBMC se estimularon con 100 ng/ml de SEB
durante 3 dias. A continuacion, las células se trataron con los articulos de ensayo indicados durante 30 min a 4C
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grados y se lavaron dos veces. A continuacion, las células se trataron con un anticuerpo anti-CD3-FITC y anti-Fc-APC
humano. A continuacion, las células se lavaron dos veces y se analizaron mediante citometria de flujo.

Las figuras 59A y B muestran que los biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 basados en 7G8 presentan una funcién
mas selectiva en las PBMC que los biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 basados en 2A11, como indica el aumento
de la liberacién de IL-2 e IFNy. Las PBMC se estimularon con 500 ng/ml de SEB durante 2 dias. A continuacion, las
células se lavaron dos veces en medio de cultivo y se estimularon con 500 ng/ml de SEB en combinacién con las
cantidades indicadas de articulos de ensayo. Las células se analizaron para el analito indicado (IL-2 o IFN-y)} 24 horas
después del tratamiento. Cada punto representa un nico donante probado en singlete técnico.

Las figuras 60A y B muestran reacciones linfocitarias mixtas (MLR) con anticuerpos biespecificos anti-LAG-3 X anti-
CTLA-4. Se realizaron 40 reacciones Unicas de MLR en presencia de 20 ug/ml de los articulos de prueba indicados.
Los sobrenadantes celulares se analizaron mediante MSD 6 dias después del tratamiento para determinar la presencia
de A: IL-2 y B: IFNy.

La figura 61A y B muestra la potenciacién de la liberacién de IL-2 e IFNy por candidatos adicionales anti-LAG-3 X anti-
CTLA-4 en los ensayos de SEB. Las PBMC se estimularon con 500 ng/ml de SEB durante 2 dias. A continuacién, las
células se lavaron dos veces en medio de cultivo y se estimularon con 500 ng/ml de SEB en combinacién con las
cantidades indicadas de articulos de ensayo. Se analizaron las células para determinar el analito indicado (IL-2 o IFN-
Y} 24 horas después del tratamiento. Cada punto representa un Unico donante probado en singlete técnico.

La figura 62A y B muestra las Kd para los formatos abrebotellas heterodiméricos biespecificos anti-LAG-3 X anti-PD-
1 basados en brazos Fab anti-LAG-3 optimizados 2A11 o0 7G8 medidos por Octet.

Las figuras 63A y 63B muestran la capacidad de los clones humanizados/optimizados 7G8 y 2A11 anti-LAG-3 para
bloquear la unién de LAG-3 a células Daudi que expresan MHC-II de forma endégena.

La figura 64A y B muestra la funcion candidata anti-LAG-3 x anti-PD-1 en células T estimuladas con SEB. Las PBMC
se estimularon con 500 ng/ml de SEB durante 2 dias. A continuacion, las células se lavaron dos veces en medio de
cultivo y se estimularon con 500 ng/ml de SEB en combinacién con las cantidades indicadas de articulos de ensayo.
Las células se analizaron para el analito indicado 24 h después del tratamiento. Cada punto representa un Unico
donante probado en singlete técnico.

La figura 65 son graficos que muestran que los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) coexpresan multiples receptores
de puntos de control en varios tumores. En particular, los graficos muestran que varios tumores coexpresan PD-1y
CTLA-4, PD-1y BTLA, PD-1y LAG-3; y LAG-3 y CTLA-4. Los resultados mostrados se basan en datos generados por
la red TCGA Research: http://cancergenome.nih.gov/

La figura 66 muestra que los anticuerpos biespecificos del sujeto proporcionados en la presente memoria se dirigen
selectivamente a células T positivas para punto de control dual. Los anticuerpos biespecificos PD-1 x LAG-3 se utilizan
para mostrar la ocupacién de los receptores PD-1 y LAG-3 en células T CD3+ estimulados con enterotoxina
estafilococica B (SEB) en comparacién con un control negativo.

La figura 67A-F son graficos que muestran que los dominios de anticuerpos componentes de los presentes anticuerpos
proporcionados en la presente memoria son capaces de bloquear las interacciones receptor/ligando de punto de
control. En particular, un anticuerpo biespecifico que comprende un brazo 1G6 scFv anti-PD-1 es capaz de bloquear
las interacciones PD-1/PD-L1 y PD-1/PD-L2; un brazo 7G8 anti-LAG-3 es capaz de bloquear la interaccién LAG-
3/MHC II; un anticuerpo biespecifico que comprende un brazo Fab anti-PD-1 ilustrativo es capaz de bloquear las
interacciones CTLA-4/CD80 y CTLA-4/CD86; y un anticuerpo biespecifico que comprende un brazo Fab 9C6 anti-
BTLA es capaz de bloquear la interacciéon BTLA/HVEM.

La figura 68 compara la potenciacion de la liberacién de IL-2 por un anticuerpo biespecifico anti-CTLA-4 x anti-PD-1
ilustrativo y nivolumab.

La figura 69 compara el aumento de la liberacién de IL-2 mediante un anticuerpo biespecifico anti-LAG-3 x anti-CTLA-
4 ilustrativo, el mismo anticuerpo biespecifico en combinacion con nivolumab y nivolumab solo.

La figura 70 compara la potenciacién de la liberacién de IL-2 por un anticuerpo biespecifico anti-LAG-3 x anti-PD-1
ilustrativo y nivolumab.

La figura 71 compara la potenciacién de la liberacién de IL-2 por un anticuerpo biespecifico anti-BTLA x anti-PD-1
ilustrativo y nivolumab.

En la figura 72 se compara la mejora de la EICH (indicada por el recuento de células CD45) mediante un anticuerpo
biespecifico anti-PD-1 x anti-CTLA-4 ilustrativo, nivolumab solo y nivolumab en combinacién con ipilimumab.
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En la figura 73 se compara la mejora de la EICH (indicada por el recuento de células CD45) mediante un anticuerpo
biespecifico anti-BTLA x anti-PD-1 ilustrativo y nivolumab.

En la figura 74 se compara la mejora de la EICH (indicada por el recuento de células CD45) mediante un anticuerpo
biespecifico anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 ilustrativo, el mismo anticuerpo biespecifico en combinacién con nivolumab y
nivolumab solo.

La figura 75 compara la mejora de la EICH (indicada por el recuento de células CD45) mediante un anticuerpo
biespecifico anti-LAG-3 x anti-PD-1 ilustrativo y nivolumab.

En las figuras 76A-D se muestran dos estudios que demuestran que los anticuerpos biespecificos anti-CTLA-4 x anti-
PD-1 pueden promover la eficacia antitumoral in vivo mediada por células T. Las células cancerosas KG1a-luc se
injertaron en ratones. Veintiln dias después, las huPMC se injertaron en los mismos ratones y se sometieron a
tratamientos semanales con anticuerpos (anticuerpos biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-1; anticuerpos bivalentes
anti-PD-1; o anticuerpo bivalente anti-PD-1 + anticuerpo bivalente anti-CTLA-4). Se realiz6 un estudio por la imagen
de células cancerosas IVIS en ratones para evaluar el tamafio del tumor, determinado por el cambio en el flujo tumoral.

lll. Descripcion detallada de la invencion

Se hace referencia al listado de secuencias adjunto como sigue: las secuencias anti-PD-1 adecuadas para su uso
como ABD incluyen las Id. de sec. n.®: 6209-11464 (secuencias scFv de PD-1, aunque las secuencias de Fv en ellas
contenidas pueden formatearse como Fab), las Id. de sec. n.®: 11465-17134 (secuencias PD-1 Fab, aunque las
secuencias de Fv en ellas contenidas pueden formatearse como scFv), las Id. de sec. n.°: 33003-33072 (secuencias
Fab de PD-1 adicionales, aunque las secuencias de Fv de las mismas pueden formatearse como scFv), las Id. de sec.
n.° 33073-35394 (secuencias scFv de PD-1 adicionales, aunque las secuencias de Fv de las mismas pueden
formatearse como Fab) y las Id. de sec. n.°: 36127-36146 (construcciones bivalentes de PD-1, que pueden formatearse
como scFv o Fab). Las secuencias anti-CTLA-4 adecuadas para su uso como ABD incluyen las Id. de sec. n.® 21-
2918 (secuencias scFv de CTLA-4, aunque las secuencias de Fv de las mismas pueden formatearse como Fab), las
Id. de sec. n.% 2919-6208 (secuencias Fab de CTLA-4, aunque las secuencias de Fv de las mismas pueden
formatearse como scFv), las Id. de sec. n.° 36739-36818 (secuencias Fab de CTLA-4 adicionales, aunque las
secuencias de Fv de las mismas pueden formatearse como scFv) y las |d. de sec. n.° 35395-35416 (construcciones
de CTLA-4 de un brazo, que pueden formatearse como Fab o scFv). Entre las secuencias anti-LAG-3 adecuadas para
su uso como ABD se incluyen las Id. de sec. n.% 17135-20764 (Fab de LAG-3, aunque las secuencias de Fv de las
mismas pueden formatearse como scFv), las Id. de sec. n.® 36819-36962 (Fab de LAG-3 adicionales aunque las
secuencias de Fv de las mismas pueden formatearse como scFv), las Id. de sec. n.°: 35417-35606 (Fab de LAG-3
adicionales aunque sus secuencias de Fv pueden formatearse como scFv), las Id. de sec. n.®: 25194-32793 (Fab de
LAG-3 adicionales aunque sus secuencias de Fv pueden formatearse como scFv) y las Id. de sec. n.® 32794-33002
(construcciones LAG-3 de un brazo que pueden formatearse como Fab o scFv). Entre las secuencias anti-TIM-3
adecuadas para su uso como ABD se incluyen las Id. de sec. n.° 20765-20884 (Fab de TIM-3, aunque las secuencias
de Fv de las mismas pueden formatearse como scFv), las Id. de sec. n.°: 37587-37698 (Fab de TIM-3 adicionales, las
secuencias de Fv de las mismas pueden formatearse como scFv) y las |d. de sec. n.° 36347-36706 (construcciones
TIM-3 bivalentes que pueden formatearse como Fab o scFv). Las secuencias anti-BTLA adecuadas para su uso como
ABD incluyen las Id. de sec. n.°: 20885-21503 (Fab de BTLA aunque las secuencias de Fv de los mismos pueden
formatearse como scFv) y las Id. de sec. n.°: 36707-36738 (Fab de BTLA adicionales aunque las secuencias de Fv de
los mismos pueden formatearse como scFv). Las secuencias anti-TIGIT adecuadas para su uso como ABD incluyen
las Id. de sec. n.%: 21504-21523 (TIGIT Fab aunque las secuencias de Fv en ellos pueden ser formateadas como scFv)
y las Id. de sec. n.° 37435-37586 (TIGIT Fab adicionales aunque las secuencias de Fv en ellos pueden formatearse
como scFv).

Los anticuerpos biespecificos de la descripcién incluyen las construcciones LAG3 X CTLA4 de las Id. de sec. n.*
35607-35866 y las Id. de sec. n.%: 21524-22620. Las construcciones PD-1 X CTLA4 incluyen las enumerados como
las Id. de sec. n.®: 36167-36346 y las Id. de sec. n.% 23316-23735. Las construcciones PD-1 X TIM3 incluyen las
enumeradas como las Id. de sec. n.°: 25174-25193. Las construcciones PD-1 X LAG3 incluyen las enumerados como
las Id. de sec. n.” 35867-36126 y las Id. de sec. n.® 23736-25133. Las construcciones PD-1 X TIGIT incluyen las
enumeradas como las Id. de sec. n.®: 25134-25173. Las construcciones PD-1 X BTLA incluyen las enumeradas como
las Id. de sec. n.®: 22724-23315 y las Id. de sec. n.° 36147-36166. Las construcciones CTLA4 X BTLA incluyen las
enumeradas como las Id. de sec. n.% 22624-22723. Por Ultimo, los nombres de XENP23552, XENP22841,
XENP22842, XENP22843, XENP22844, XENP22845, XENP22846, XENP22847, XENP22848, XENP22849,
XENP22850, XENP22851, XENP22852, XENP22858, XENP22854, XENP22855 deberian haber incluido la anotacién
“M428L/N434S” en el titulo, que se omitid por error.

B. Vision general
Los anticuerpos terapéuticos dirigidos contra los inhibidores de los puntos de control inmunitarios, como PD-1, estan

resultando muy prometedores en circunstancias limitadas en la clinica para el tratamiento del cancer. El cancer puede
considerarse como una incapacidad del paciente para reconocer y eliminar las células cancerosas. En muchos casos,
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estas células transformadas (por ejemplo, cancerosas) contrarrestan la inmunovigilancia. Existen mecanismos de
control naturales que limitan la activacion de las células T en el organismo para evitar una actividad desenfrenada de
estas células, que pueden aprovechar las células cancerosas para eludir o suprimir la respuesta inmunitaria. El objetivo
de la inmunoterapia es restaurar la capacidad de las células efectoras inmunitarias, especialmente las células T, para
reconocer y eliminar el cancer. El campo de la inmunooncologia, a veces denominada “inmunoterapia”, esta
evolucionando rapidamente, con varias aprobaciones recientes de anticuerpos inhibidores del punto de control de
células T, como Yervoy, Keytruda y Opdivo. Estos anticuerpos suelen denominarse “inhibidores de los puntos de
control” porque bloquean los reguladores normalmente negativos de la inmunidad de las células T. Por lo general, se
entiende que pueden utilizarse diversas sefiales inmunomoduladoras, tanto coestimuladoras como coinhibidoras, para
orquestar una respuesta inmunitaria 6ptima especifica de antigeno.

Por lo general, estos anticuerpos monoclonales se unen a proteinas inhibidoras del punto de control, como CTLA-4 y
PD-1, que en circunstancias normales impiden o suprimen la activacion de las células T citotdxicas (CTL). Inhibiendo
la proteina del punto de control, por ejemplo mediante el uso de anticuerpos que se unen a estas proteinas, se puede
conseguir una mayor respuesta de las células T contra los tumores. Es decir, estas proteinas de control del cancer
suprimen la respuesta inmunitaria; cuando se bloquean las proteinas, por ejemplo utilizando anticuerpos contra la
proteina del punto de control, se activa el sistema inmunitario, lo que conduce a la estimulacién inmunitaria, dando
lugar al tratamiento de afecciones como el cancer y las enfermedades infecciosas.

Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, los estudios han demostrado que los TIL suelen expresar
multiples receptores de puntos de control; esto puede sugerir que el bloqueo Unico de los puntos de control podria ser
insuficiente para promover una respuesta completa de las células T. Ademas, es probable que los TIL que expresan
multiples puntos de control sean de hecho los mas reactivos al tumor, lo que sugiere que las terapias que atacan a
mas de un antigeno de punto de control podrian ser muy (tiles.

Por consiguiente, la presente descripcidn proporciona anticuerpos biespecificos de punto de control, que se unen a
células que expresan los dos antigenos y métodos de activacién de células T y/o células NK para tratar enfermedades
como el cancer y las enfermedades infecciosas, y otras afecciones en las que el aumento de la actividad inmunitaria
da lugar a un tratamiento.

Por lo tanto, la descripcion se refiere, en algunos casos, a resolver el problema de la toxicidad y el gasto de administrar
multiples anticuerpos proporcionando anticuerpos biespecificos que se unen a dos moléculas inhibidoras de puntos
de control diferentes en una sola célula y que ventajosamente requieren la administraciéon de una sola sustancia
terapéutica.

Los anticuerpos biespecificos, que pueden unirse simultdneamente a dos dianas diferentes, ofrecen la posibilidad de
mejorar la selectividad de las células TIL frente a las células T periféricas, al tiempo que reducen el coste del
tratamiento. La interaccién bivalente de un anticuerpo con dos dianas en una superficie celular deberia, en algunos
casos, conducir a una mayor avidez de unién en relacién con una interaccién monovalente con una diana a la vez. Por
ello, los anticuerpos bivalentes normales tienden a tener una gran avidez por su diana en la superficie celular. Con los
anticuerpos biespecificos, existe la posibilidad de crear una mayor selectividad para las células que expresan
simultaneamente dos dianas diferentes, utilizando la mayor avidez que ofrece la unién simultanea a ambas dianas.

Por consiguiente, la presente descripcion se refiere a construcciones novedosas para proporcionar anticuerpos
heterodiméricos que permiten la unidon a mas de un antigeno o ligando de punto de control, p. ej. para permitir la unién
biespecifica. Por lo tanto, por ejemplo, se espera que un anticuerpo biespecifico anti-PD1 x anti-CTLA4 (PD1 x CTLA4)
sea mas selectivo para las células TIL doblemente positivas PD1+CTLA4+ frente a las células T positivas solo para
PD1 o solo para CTLA4. Por lo tanto, se espera que el bloqueo selectivo de las células TIL doblemente positivas frente
a las células T unipositivas mejore el indice terapéutico del bloqueo combinado de los puntos de control. Lo mismo
ocurre con las demas combinaciones posibles que se describen en la presente memoria. Por consiguiente, los
anticuerpos biespecificos adecuados de la invencién se unen a PD-1y CTLA-4, PD-1y TIM-3, PD-1y LAG-3, PD-1y
TIGIT, PD-1 y BTLA, CTLA-4 y TIM-3, CTLA-4 y LAG-3, CTLA-4 y TIGIT, CTLA-4 y BTLA, TIM-3 y LAG-3, TIM-3 y
TIGIT, TIM-3y BTLA, LAG-3y TIGIT, LAG-3y BTLA y TIGIT y BTLA. Obsérvese que generalmente estos anticuerpos
biespecificos se denominan “anti-PD-1 X anti-CTLA-4", o de forma simplista o por facilidad (y por tanto indistintamente)
como “PD-1 X CTLA-4”, etc. para cada par.

Los anticuerpos de punto de control biespecificos heterodiméricos de la invencion son (tiles para tratar una variedad
de tipos de canceres. Como apreciaran los expertos en la materia, a diferencia de los anticuerpos monoclonales
tradicionales que se unen a antigenos tumorales, o de las clases mas recientes de anticuerpos biespecificos que se
unen, por ejemplo, a CD3 y a antigenos tumorales (como los descritos en el documento US—2016-0355608 A1, por
ejemplo), los anticuerpos de punto de control se utilizan para aumentar la respuesta inmunitaria, pero en general su
accion no es especifica del tumor. Es decir, los anticuerpos de punto de control biespecificos de la invencién inhiben
la supresién del sistema inmunitario, lo que generalmente conduce a la activacién de las células T, que a su vez
conduce a una mayor respuesta inmunitaria frente a las células cancerosas y, por tanto, al tratamiento. Por tanto, cabe
esperar que estos anticuerpos resulten Utiles para el tratamiento de una amplia variedad de tipos de tumores. Por
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ejemplo, la FDA aprobo recientemente Keytruda®, un anticuerpo monoespecifico anti-PD-1 en funcién de una
caracteristica genética, en lugar de un tipo de tumor.

Como se expone mas adelante, existen diversas formas de medir la activacion de las células T. Los efectos funcionales
de los anticuerpos biespecificos contra los puntos de control en las células NK y T pueden evaluarse in vitro (y en
algunos casos in vivo, como se describe con mas detalle a continuaciéon) midiendo los cambios en los siguientes
parametros: proliferaciéon, liberacion de citocinas y marcadores de la superficie celular. En el caso de las células NK,
el aumento de la proliferacién celular, la citotoxicidad (capacidad de eliminar células diana medida por el aumento de
la expresion de CD107a, granzima y perforina, o midiendo directamente la eliminacion de células diana), la producciéon
de citocinas (por ejemplo, IFN-y y TNF) y la expresion de receptores de superficie celular (por ejemplo, CD25) es
indicativo de modulacién inmunitaria, por ejemplo, una mayor eliminacién de células cancerosas. En el caso de las
células T, el aumento de la proliferacién, el aumento de la expresién de marcadores de activacion de la superficie
celular (p. ej. CD25, CD69, CD137 y PD1), la citotoxicidad (capacidad de destruir células diana) y la produccién de
citocinas (p. €j. IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-17A) son indicativos de modulacién inmunitaria, por ejemplo,
una mayor destruccion de células cancerosas. Por consiguiente, la evaluacién del tratamiento puede realizarse
mediante ensayos que evallen uno o mas de los siguientes aspectos: (i) aumentos en la respuesta inmunitaria, (i)
aumentos en la activacién de células T af y/o yd, (i) aumentos en la actividad de células T citotoxicas, (iv) aumentos
en la actividad de células NK y/o NKT, (v) alivio de la supresién de células T af y/o vy, (vi) aumentos en la secrecién
de citocinas proinflamatorias, (vii) aumentos en la secrecion de IL-2; (viii) aumento de la produccion de interferon-y,
(ix) aumento de la respuesta Th1, (x) disminucién de la respuesta Th2, (xi) disminucién del nimero de células y/o de
la actividad de al menos una de las células y células T reguladoras (xii) aumento de los infiltrados inmunitarios
tumorales.

En la presente memoria se describe el uso de anticuerpos biespecificos contra puntos de control para realizar uno o
mas de los siguientes procedimientos en un sujeto que lo necesite: (a) aumento de las citocinas proinflamatorias; (b)
aumento de la proliferacion, expansién o infiltracion tumoral de las células T; (c) aumento de la produccién de
interferon-y, TNF-a y otras citocinas por parte de las células T; (d) aumento de la secrecion de IL-2; (e) estimulo de
las respuestas de anticuerpos; (f) inhibicion del crecimiento de las células cancerosas; (g) promocion de la inmunidad
antigénica especifica de las células T; (h) promocién de la activacion de células T CD4+ y/o CD8+; (i) alivio de la
supresion de células T; (j) promocion de la actividad de las células NK; (k) promocién de la apoptosis o la lisis de las
células cancerosas; y/o (I} efecto citotdxico o citostatico sobre las células cancerosas.

En la presente memoria se describen anticuerpos heterodiméricos biespecificos contra puntos de control. Las
construcciones de anticuerpos heterodiméricos se basan en la naturaleza de autoensamblaje de los dos dominios Fc
de las cadenas pesadas de los anticuerpos, por ejemplo, dos “monémeros” que se ensamblan en un “dimero”. Los
anticuerpos heterodiméricos se preparan por alteracion de la secuencia de aminoacidos de cada mondémero, como se
analiza mas completamente a continuacién. Por tanto, la presente descripcion se refiere en general a la creacion de
anticuerpos heterodiméricos, que pueden coenlazar antigenos de punto de control de varias maneras, basandose en
variantes de aminoacidos en las regiones constantes que son diferentes en cada cadena para promover la formacién
heterodimérica y/o permitir la facilidad de purificaciéon de los heterodimeros sobre los homodimeros.

Por tanto, la presente descripcidn proporciona anticuerpos biespecificos contra puntos de control. Un problema actual
en las tecnologias de anticuerpos es el deseo de obtener anticuerpos “biespecificos” que se unan a dos (0 mas)
antigenos diferentes simultaneamente, permitiendo en general acercar los diferentes antigenos y dando lugar a nuevas
funcionalidades y nuevas terapias. En general, estos anticuerpos se fabrican incluyendo genes para cada cadena
pesada y ligera en las células hospedadoras (en general, en la presente invencién, genes para dos monémeros de
cadena pesaday una cadena ligera, como se describe en la presente memoria). Esto generalmente da como resultado
la formacién del heterodimero deseado (AB), asi como los dos homodimeros (AA y BB). Sin embargo, un obstaculo
principal en la formacién de anticuerpos biespecificos es la dificultad de purificar los anticuerpos heterodiméricos
aparte de los anticuerpos homodiméricos y/o sesgar la formaciéon del heterodimero sobre la formaciéon de los
homodimeros.

Para resolver este problema, existen varios mecanismos que pueden utilizarse para generar los heterodimeros de la
presente invencion. Ademas, como apreciaran los expertos en la técnica, estos mecanismos pueden combinarse para
asegurar una alta heterodimerizacién. Por tanto, las variantes de aminoacidos que conducen a la produccién de
anticuerpos heterodiméricos se denominan “variantes de heterodimerizacién”. Como se analiza a continuacion, las
variantes de heterodimerizacion pueden incluir variantes estéricas (por ejemplo, las variantes de “botones y ojales” o
“de sesgo” descritas a continuacion y las variantes de “pares de carga” descritas a continuacioén), asi como las
“variantes de pl”, las cuales permiten la purificacion de homodimeros lejos de la de los heterodimeros.

También puede utilizarse opcionalmente un mecanismo, generalmente denominado en la técnica “botones y ojales™
(“KIH} 0 a veces en la presente memoria variantes “sesgadas”, que se refiere a la ingenieria de aminoacidos que
crea influencias estéricas y/o electrostaticas para favorecer la formacion heterodimérica y desfavorecer la formacién
homodimérica, como se describe en Ridgway y col., Protein Engineering 9(7):617 (1996); Atwell y col., J. Mol. Biol.
1997 270:26; Patente estadounidense n.2 8.216.805, documento US—2012/0149876.
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Las figuras identifican una serie de pares de “mondémero A - monémero B que incluyen sustituciones de aminoacidos
de “botones y ojales”. Ademas, como se describe en Merchant y col, Nature Biotech. 16:677 (1998), estas mutaciones
de “botones y ojales” pueden combinarse con enlaces disulfuro para sesgar la formacion hacia la heterodimerizacién.
Son de utilidad T366S/L368A/Y407V emparejada con T366W, asi como esta variante con un puente disulfuro,
T366S/L368A/Y407V/Y349C emparejada con T366W/S354C, particularmente en combinacién con otras variantes de
heterodimerizacién, incluidas las variantes de pl que se describen a continuacién.

Un mecanismo adicional que se utiliza en la generacion de anticuerpos heterodiméricos se denomina a veces
“direccion electrostatica” o “pares de carga”, como se describe en Gunasekaran y col., J. Biol. Chem. 285(25):19637
(2010).

Esto a veces se denomina en la presente memoria “pares de carga”. En este ejemplo, se utiliza la electrostatica para
sesgar la formacion hacia la heterodimerizacién. Como apreciaran los expertos en la técnica, estos también pueden
tener un efecto sobre el pl y, por lo tanto, sobre la purificacion y, por lo tanto, en algunos casos también podrian
considerarse variantes de pl. Sin embargo, como estos se generaron para forzar la heterodimerizaciéon y no se
utilizaron como herramientas de purificacién, se clasifican como “variantes estéricas”. Estos incluyen, entre otros,
D221E/P228E/L368E emparejados con D221R/P228R/K409R (por ejemplo, estos son “conjuntos correspondientes
de monomeros) y C220E/P228E/368E emparejados con C220R/E224R/P228R/K409R y otros que se muestran en las
figuras.

En algunos ejemplos, se utilizan variantes de pl para alterar el pl de uno o ambos monémeros y permitir asi la
separacion isoeléctrica de proteinas diméricas A-A, A-By B-B.

Existen varios mecanismos basicos que pueden facilitar la purificacion de proteinas heterodiméricas; uno se basa en
el uso de variantes de pl, de forma que cada monémero tiene un pl diferente, permitiendo asi la purificacion isoeléctrica
de proteinas diméricas A-A, A-B y B-B. Alternativamente, algunos formatos de andamios, como el formato de “triple
F”, también permiten la separacién en funcién del tamafio. Como se describe con mas detalle a continuacién, también
es posible “sesgar” la formacién de los heterodimeros con respecto a los homodimeros. Por lo tanto, una combinacién
de variantes de heterodimerizacion estérica y variantes de pl o par de carga encuentran un uso particular en la presente
memoria. Ademas, como se describe con mas detalle a continuacion, los armazones que utilizan los scFv como el
formato de Triple F pueden incluir conectores de scFv cargados (positivos o negativos), que dan un impulso adicional
de pl con fines de favorecer la purificacién. Como apreciaran los expertos en la materia, algunos formatos Triple F son
Utiles solo con enlazadores scFv cargados y sin ajustes adicionales de pl, aunque la descripcién también contempla
el uso de variantes de sesgo con enlazadores scFv cargados (y combinaciones de variantes Fc, FcRn y KO
comentadas en la presente memoria).

En la presente descripcién que utiliza el pl como mecanismo de separacién para permitir la purificacién de proteinas
heterodiméricas, pueden introducirse variantes de aminoacidos en uno o ambos polipéptidos monoméricos; es decir,
el pl de uno de los mondmeros (denominado en la presente memoria “mondémero A” para simplificar) puede
modificarse para alejarlo del monémero B, o pueden modificarse tanto el monémero A como el B, aumentando el pl
del monémero A y disminuyendo el pl del monémero B. Como se describe con mas detalle a continuacioén, los cambios
de pl de uno o ambos monémeros pueden realizarse eliminando o afiadiendo un residuo cargado (por ejemplo, un
aminoacido neutro se sustituye por un residuo de aminoacido cargado positiva o negativamente, por ejemplo, glicina
por acido glutamico), cambiando un residuo cargado de positivo 0 negativo a la carga opuesta (por ejemplo, acido
aspartico por lisina) o cambiando un residuo cargado por un residuo neutro (por ejemplo, pérdida de una carga; lisina
a serina). Varias de estas variantes se muestran en las figuras. Ademas, las variantes de pl adecuadas para su uso
en la creacion de anticuerpos heterodiméricos en la presente memoria son aquellas que son isotipicas, por ejemplo,
importando variantes de pl de diferentes isotipos de IgG de manera que se cambie el pl sin introducir inmunogenicidad
significativa; véase la figura 29 de la publicacion estadounidense n.2 20140288275.

Por consiguiente, en este ejemplo, la descripcién prevé la creacion de un cambio suficiente en el pl de al menos uno
de los monémeros, de manera que los heterodimeros puedan separarse de los homodimeros. Como apreciaran los
expertos en la técnica, y como se analiza a continuacién, esto puede realizarse mediante el uso de una regién
constante de cadena pesada de “tipo salvaje” y una region variante modificada para aumentar o disminuir su pl (wt A-
+B o wt A - -B), o al aumentar una region y disminuir la otra regién (A + -B- 0 A- B+).

Por tanto, en general, un componente de algunos ejemplos de la presente descripcion son las variantes de
aminoacidos en las regiones constantes de los anticuerpos dirigidas a alterar el punto isoeléctrico (pl) de al menos
uno, si no ambos, de los monémeros de una proteina dimérica para formar “heterodimeros pI”” (cuando la proteina es
un anticuerpo, se denominan “anticuerpos pl”) mediante la incorporacion de sustituciones de aminoacidos (“variantes
de pl” o “sustituciones pl”} en uno o ambos de los monémeros. Como se muestra en la presente memoria, la
separacion de los heterodimeros de los dos homodimeros puede lograrse si los pl de los dos monémeros difieren en
tan solo 0,1 unidades de pH, con 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 0 mas, todos usados en la presente invencion.

Como apreciaran los expertos en la técnica, el nimero de variantes de pl que se incluirdn en cada uno o ambos
mondémeros para obtener una buena separacién dependera en parte del pl inicial del scFv y Fab de interés. Es decir,
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para determinar qué monémero modificar o en qué “direccién” (por ejemplo, mas positiva 0 mas negativa), se calculan
las secuencias Fv de los dos antigenos diana y se toma una decisién a partir de ahi. Como se conoce en la técnica,
los diferentes Fv tendran diferentes pl de partida, los cuales se explotan en la presente invencion. En general, como
se describe en la presente memoria, l0s pl se modifican para dar como resultado una diferencia de pl total de cada
monémero de al menos aproximadamente 0,1 logaritmos, y de preferencia de 0,2 a 0,5 como se describe en la
presente memoria.

Ademas, como apreciaran los expertos en la materia y se describe en la presente memoria, en algunos casos
(dependiendo del formato) los heterodimeros pueden separarse de los homodimeros en funcién del tamafio (por
ejemplo, el peso molecular). Por ejemplo, como se muestra en algunas realizaciones de la figura 1, algunos formatos
dan lugar a homodimeros y heterodimeros con diferentes tamafios (p. €j., para los abrebotellas, un homodimero es
un formato “scFv dual”, un homodimero es un anticuerpo estandar, y el heterodimero tiene un Fab y un scFv.

Ademas, como se representa en la figura 1, se reconocera que es posible que algunos antigenos se unan de forma
bivalente (p. ej., dos sitios de unién a un Unico antigeno). Como se apreciara, cualguier combinacién de Fab y scFv
puede utilizarse para lograr el resultado y las combinaciones deseados.

En el caso de que se utilicen variantes de pl para conseguir heterodimeros purificados en lugar de homodimeros,
mediante el uso de la regién o regiones constantes de la cadena o cadenas pesadas, se proporciona una estrategia
mas modular para disefiar y purificar proteinas multiespecificas, incluidos los anticuerpos. Por tanto, en algunos
ejemplos, las variantes de heterodimerizacion (incluidas las variantes de heterodimerizacion de desviacion y
purificacién) no se incluyen en las regiones variables, de modo que cada anticuerpo individual debe ser disefiado.
Ademés, en algunos ejemplos, la posibilidad de inmunogenicidad resultante de las variantes de pl se reduce
significativamente importando variantes de pl de diferentes isotipos de IgG de tal manera que se cambie el pl sin
introducir inmunogenicidad significativa. Por tanto, un problema adicional a resolver es la elucidacion de los dominios
constantes de pl bajo con alto contenido de secuencia humana, por ejemplo, la minimizacién o evitacion de los residuos
no humanos en cualquier posicién particular.

Un beneficio secundario que puede ocurrir con esta modificacién de pl es también la extensién de la vida media en
suero y el aumento de la unién al FcRn. Es decir, como se describe en el documento US 2012 -0028304 A1,

la reduccién del pl de los dominios constantes de los anticuerpos (incluidos los que se encuentran en los anticuerpos
y las fusiones Fc) puede dar lugar a una mayor retencién en suero in vivo. Estas variantes de pl para aumentar la vida
media en suero también facilitan los cambios del pl para la purificacion.

Ademas, cabe sefialar que las variantes de pl de las variantes de heterodimerizacion brindan un beneficio adicional
para el proceso de analisis y control de calidad de los anticuerpos biespecificos, ya que la capacidad de eliminar,
minimizar y distinguir cuando los homodimeros estan presentes es significativa. De manera similar, es importante la
capacidad de probar de manera confiable la reproducibilidad de la produccién de las proteinas heterodiméricas.

Como apreciaran los expertos en la materia, y como se explica mas adelante, las proteinas de fusién heterodiméricas
de la presente descripcion pueden adoptar una amplia variedad de configuraciones, como se muestra en la figura 1.
Algunas figuras representan configuraciones de “un solo extremo”, donde hay un tipo de especificidad en un “brazo”
de la molécula y una especificidad diferente en el otro “brazo”. Otras figuras representan configuraciones de “extremos
dobles™, donde hay al menos un tipo de especificidad en la “parte superior” de la molécula y una o mas especificidades
diferentes en la “parte inferior” de la molécula. Por lo tanto, la presente descripcién se refiere a nuevas composiciones
de inmunoglobulina que se acoplan simultaneamente a un primer y un segundo antigeno. Los antigenos primero y
segundo de la invencién se denominan en la presente memoria antigeno-1 y antigeno-2 respectivamente (o “punto de
control-1” y “punto de control-27).

Un armazén heterodimérico que se utiliza especialmente en la presente descripcion es el formato de armazén de
“triple F” o0 “abrebotellas”, como se muestra en la figura 1A. En este ejemplo, una cadena pesada del anticuerpo
contiene un Fv monocatenario (“scFv”, como se define a continuacion) y la otra cadena pesada es un formato de FAb
“regular”, que comprende una cadena pesada y una cadena ligera variables. Esta estructura a veces se denomina en
la presente memoria formato “triple F” (scFv-Fab-Fc) o formato “abrebotellas”, debido a su similitud visual con un
abrebotellas (véase la figura 1A). Las dos cadenas se unen mediante el uso de variantes de aminoacidos en las
regiones constantes (por ejemplo, el dominio Fc y/o la regidn bisagra) que promueven la formacién de anticuerpos
heterodiméricos como se describe con mas detalle a continuacion.

Hay varias ventajas distintas en el actual formato de “triple F”. Como se conoce en la técnica, los analogos de
anticuerpos gque se basan en dos construcciones scFv a menudo tienen problemas de estabilidad y agregacion, que
pueden aliviarse en la presente invencién mediante la adicién de un apareamiento “regular” de cadenas pesadas y
ligeras. Ademas, a diferencia de los formatos que se basan en dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, no hay
ningun problema con el emparejamiento incorrecto de las cadenas pesadas y ligeras (por ejemplo, el emparejamiento
pesado 1 con ligero 2, etc.)
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Ademas, como se describe en la presente memoria, pueden introducirse variantes de aminoacidos adicionales en los
anticuerpos biespecificos de la descripcion, para afiadir funcionalidades adicionales. Por ejemplo, se pueden afiadir
cambios de aminoacidos dentro de la regiéon Fc (ya sea a un monémero o a ambos) para facilitar el aumento de la
ADCC o la CDC (por ejemplo, alteracién de la unién a los receptores Fcy), asi como para aumentar la uniéon a FcRn
y/o aumentar la semivida sérica de las moléculas resultantes. Como se describe adicionalmente en la presente
memoria y como apreciaran los expertos en la técnica, cualquiera y todas las variantes descritas en la presente
memoria pueden combinarse opcional e independientemente con otras variantes.

Del mismo modo, otra categoria de variantes funcionales son las “variantes de supresiéon de Fcy” o “variantes de
desactivacion génica de Fc (FcKO o KO)”. Para algunas aplicaciones terapéuticas, es deseable reducir o eliminar la
unién normal del dominio Fc a uno o mas o a todos los receptores Fcy (p. ej. FcyR1, FcyRlla, FcyRllb, FcyRllla, etc.)
para evitar mecanismos de accién adicionales. Es decir, por ejemplo, generalmente es deseable eliminar la unién de
FcyRIllla para eliminar o reducir significativamente la actividad de ADCC. Las variantes de supresion adecuadas se
muestran en la figura 5.

C. Nomenclatura

Los anticuerpos biespecificos de la descripcion se presentan en varios formatos diferentes. A cada polipéptido se le
asigna un numero “XENP” Gnico, aunque como se apreciara en la técnica, una secuencia mas larga puede contener
una mas corta. Por ejemplo, la cadena pesada del monémero lateral scFv de un formato abrebotellas para una
secuencia dada tendra un primer nimero XENP, mientras que el dominio scFv tendra un nimero XENP diferente.
Algunas moléculas tienen tres polipéptidos, por lo que el nimero XENP, con los componentes, se utiliza como nombre.
Por tanto, la molécula XENP20717, que esta en formato abrebotellas, comprende tres secuencias, generalmente
denominadas “XENP20717 HC-Fab”, XENP20717 HC-scFv” y “XENP20717 LC” o equivalentes, aunque un experto
en la materia podria identificarlas facilmente mediante la alineacién de secuencias. Estos nimeros XENP figuran en
la lista de secuencias como identificadores y se utilizan en las figuras. Ademas, una molécula, formada por los tres
componentes, da lugar a multiples identificadores de secuencia. Por ejemplo, el listado del monémero Fab tiene la
secuencia de longitud completa, la secuencia pesada variable y las tres CDR de la secuencia pesada variable; la
cadena ligera tiene una secuencia de longitud completa, una secuencia ligera variable y las tres CDR de la secuencia
ligera variable; y el dominio scFv-Fc tiene una secuencia de longitud completa, una secuencia scFv, una secuencia
ligera variable, 3 CDR ligeras, un enlazador scFv, una secuencia pesada variable y 3 CDR pesadas; Nétese que todas
las moléculas de la presente memoria con un dominio scFv utilizan un enlazador scFv de carga Unica (+H), aunque
pueden utilizarse otros. Ademas, la nomenclatura de determinados dominios variables utiliza un formato del tipo
“Hx.xx_Ly.yy”, en el que los nimeros son identificadores Unicos de determinadas secuencias de cadenas variables.
Por tanto, el dominio variable de la cara Fab de XENP22841 es “7G8_H3.30 _L1.34", lo que indica que el dominio
variable pesado H3.30 se combiné con el dominio ligero L1.34. En el caso de que estas secuencias se utilicen como
scFv, la designacion “7G8_H3.30_L1.34”, indica que el dominio pesado variable H3.30 se combiné con el dominio
ligero L1.34 y esta en orientacién vh-enlazador-vl, de aminoterminal a carboxiloterminal. Esta molécula con las
secuencias idénticas de los dominios variables pesado y ligero pero en el orden inverso se denominaria “7G8_ L1.34_
H3.30”. Del mismo modo, diferentes construcciones pueden “mezclar y combinar’ las cadenas pesadas y ligeras,
como se desprende del listado de secuencias y de las figuras.

D. Definiciones

Para que la solicitud se entienda mas completamente, a continuacién se exponen varias definiciones. Dichas
definiciones estan destinadas a abarcar los equivalentes gramaticales.

Por “supresiéon” en la presente memoria se entiende una disminucion o eliminacién de la actividad. Por tanto, por
ejemplo, “supresién de la unién FcyR” significa que la variante de aminoacido de la regién Fc tiene menos del 50 %
de unién inicial en comparacién con una regioén Fc que no contenga la variante especifica, siendo preferible una pérdida
de actividad superior al 70-80-90-95-98 % y, en general, que la actividad esté por debajo del nivel de unién detectable
en un ensayo Biacore, SPR o BLI. De especial utilidad en la supresién de la union a FcyR son los que se muestran en
la figura 5, que generalmente se afiaden a ambos monémeros.

Por “ADCC” o “citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos”, como se usa en la presente memoria,
se entiende la reaccién mediada por células en la que las células citotdxicas no especificas que expresan los FcyR
reconocen el anticuerpo unido a una célula diana y posteriormente causan la lisis de la célula diana. La ADCC esta
correlacionada con la unién a FcyRllla; una mayor unién a FcyRllla conduce a un aumento de la actividad ADCC.

Por “ADCP” o fagocitosis mediada por células dependiente de anticuerpos, tal como se utiliza en la presente memoria,
se entiende la reaccién mediada por células en la que células fagociticas inespecificas que expresan FcyR reconocen
el anticuerpo unido en una célula diana y posteriormente provocan la fagocitosis de la célula diana.

Por “dominio de unién a antigeno” o “ABD” se entiende en la presente memoria un conjunto de seis regiones

determinantes de la complementariedad (CDR) que, cuando estan presentes como parte de una secuencia
polipeptidica, se unen especificamente a un antigeno diana como se discute en la presente memoria. Por tanto, un
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“dominio de unién a antigeno de punto de control” se une a un antigeno de punto de control diana como se describe
en la presente memoria. Como es conocido en la técnica, estas CDR estan generalmente presentes como un primer
conjunto de CDR pesadas variables (vhCDR o VHCDR) y un segundo conjunto de CDR ligeras variables (vICDR o
VLCDR), cada uno comprendiendo tres CDR: vhCDR1, vhCDR2, vhCDR3 para la cadena pesada y vICDR1, viICDR2
y vVICDR3 para la ligera. Las CDR estan presentes en los dominios variable pesado y variable ligero, respectivamente,
y juntos forman una regién Fv. (Véanse los esquemas de numeracion de las CDR en la tabla 1 y en el analisis anterior).
Por tanto, en algunos casos, las seis CDR del dominio de unién a antigeno se aportan por un dominio variable pesado
y un dominio variable ligero. En un formato “Fab”, el conjunto de 6 CDR es aportado por dos secuencias polipeptidicas
diferentes, el dominio pesado variable (vh o VH; que contiene las vaiCDR1, vhCDR2 y vhCDR3) y el dominio ligero
variable (vl o VL; que contiene la vICDR1, vICDR2 y vICDR3), con el carboxiloterminal del dominio vh unido al
aminoterminal del dominio CH1 de la cadena pesada y el carboxiloterminal del dominio vl unido al aminoterminal del
dominio ligero constante (y formando asi la cadena ligera). En un formato scFv, los dominios vh y vl se unen
covalentemente, generalmente mediante el uso de un enlazador (un “enlazador scFv”’) como se describe en la
presente memoria, en una Unica secuencia polipeptidica, que puede ser (empezando por el extremo N} vh-enlazador-
vl 0 vl-enlazador-vh, siendo preferiblemente el primero (incluyendo enlazadores de dominio opcionales a cada lado,
dependiendo del formato utilizado (p. €j. de la figura 1). En general, el carboxiloterminal del dominio scFv esta unido
al aminoterminal de la bisagra en el segundo monémero.

Por “modificacién” en la presente memoria se entiende una sustitucién, insercién y/o eliminacién de aminoacidos en
una secuencia polipeptidica o una alteracién de una porcién unida quimicamente a una proteina. Por ejemplo, una
modificacion puede ser un carbohidrato alterado o una estructura de PEG unida a una proteina. Por “modificacion de
aminoacido™ en la presente memoria se entiende una sustitucion, insercién y/o eliminacién de aminoacidos en una
secuencia polipeptidica. Para mayor claridad, a menos que se indique lo contrario, la modificacién de aminoacidos es
siempre a un aminoacido codificado por ADN, por ejemplo, los 20 aminoacidos que tienen codones en ADN y ARN.

Por “sustitucion de aminoacido” o “sustitucién” en la presente memoria se entiende el reemplazo de un aminoacido
en una posicién particular en una secuencia polipeptidica original con un aminoacido diferente. En particular, en
algunas realizaciones, la sustitucién es por un aminoacido que no se encuentra de forma natural en la posicion
particular, ni de forma natural dentro del organismo ni en ningin organismo. Por ejemplo, la sustitucién E272Y se
refiere a un polipéptido variante, en este caso una variante de Fc, en la cual se reemplaza el acido glutamico en la
posicion 272 con la tirosina. Para mayor claridad, una proteina que ha sido modificada para cambiar la secuencia de
codificacion del &cido nucleico pero no el amino&cido inicial (por ejemplo, cambiando CGG (que codifica arginina) por
CGA (que sigue codificando arginina) para aumentar los niveles de expresién del organismo hospedador) no es una
“sustitucién de aminoéacidos™; es decir, a pesar de la creacién de un nuevo gen que codifica la misma proteina, si la
proteina tiene el mismo aminoacido en la posicidon concreta con la que empezd, no se trata de una sustitucion de
aminodcidos.

Por “insercién de aminoacidos” o “insercidon”, como se usa en la presente memoria, se entiende la adicion de un
aminoacido en una posicién particular en una secuencia de polipéptido original. Por ejemplo, -233E o 233E designa
una insercion de acido glutamico después de la posicién 233 y antes de la posicién 234. Ademas, -233ADE o A233ADE
designa una insercién de AlaAspGlu después de la posicién 233 y antes de la posicién 234.

Por “eliminaciéon de aminoacido™” o “eliminacién” como se usa en la presente memoria se entiende la eliminacion de
una secuencia de aminoacido en una posicion particular en una secuencia polipeptidica original. Por ejemplo, E233-
o E233#, E233() o E233del designa una eliminacion de &cido glutamico en la posicién 233. Ademas, EDA233- o
EDAZ233 # designa una eliminacién de la secuencia GluAspAla que comienza en la posicién 233.

Por “proteina variante”, o “variante proteica” o “variante”, como se usa en la presente memoria, se entiende una
proteina que difiere de una proteina original en virtud de al menos una modificaciéon de aminoacido. La variante de
proteina tiene al menos una modificacién de aminoacidos en comparacion con la proteina original, pero no tantas
como para que la proteina variante no se alinee con la proteina original utilizando un programa de alineacién como el
que se describe a continuacién. En general, las proteinas variantes (como los dominios Fc variantes, etc., descritos
en la presente memoria, son generalmente al menos 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % idénticas a
la proteina original, utilizando los programas de alineacién descritos a continuacién, como BLAST.

Como se describe a continuacién, en algunos ejemplos el polipéptido original, por ejemplo un polipéptido original Fc,
es una secuencia humana de tipo salvaje, como el dominio constante pesado o la regién Fc de I1gG1, IgG2, 1IgG3 o
IgG4, aunque también pueden servir como “polipéptidos originales” secuencias humanas con variantes, por ejemplo
el hibrido IgG1/2 de la publicacién US 2006/0134105. La secuencia variante de la proteina en la presente memoria
poseera preferiblemente al menos aproximadamente un 80 % de identidad con una secuencia de proteina original, y
mas preferiblemente al menos aproximadamente un 90 % de identidad, mas preferiblemente al menos
aproximadamente un 95-98-99 % de identidad. Por consiguiente, por “variante de anticuerpo” o “anticuerpo variante”
como se usa en la presente memoria se entiende un anticuerpo que difiere de un anticuerpo original en virtud de al
menos una modificacion de aminoacido, “IgG variante” o “variante de IgG” como se usa en la presente memoria
significa un anticuerpo que difiere de una IgG original (de nuevo, en muchos casos, de una secuencia de IgG humana)
en virtud de al menos una modificacién de aminoacido, y “variante de inmunoglobulina” o “inmunoglobulina variante™
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COmo se usa en la presente memoria, se refiere a una secuencia de inmunoglobulina que difiere de la de una secuencia
de inmunoglobulina original en virtud de al menos una modificacion de aminoacidos. Por “variante Fc” o “Fc variante”,
tal como se utiliza en la presente memoria, se entiende una proteina que comprende una modificacion aminoacidica
en un dominio Fc en comparacién con un dominio Fc de IgG1, IgG2 o IgG4 humana.

Las variantes Fc de la presente descripcion se definen segun las modificaciones de aminoacidos que las componen.
Por tanto, por ejemplo, N434S o 434S es una variante de Fc con la sustitucién de serina en la posicién 434, con
respecto al polipéptido Fc original, en donde la numeracién esté segun el indice EU. Del mismo modo, la modificacién
M428L/N434S define una variante de Fc con las sustituciones M428L y N434S con respecto al polipéptido Fc original.
La identidad del aminoacido WT puede no estar especificada, en cuyo caso la variante mencionada anteriormente se
denomina 428L/434S. Se observa que el orden en que se proporcionan las sustituciones es arbitrario, es decir, que,
por ejemplo, N434S/M428L es la misma variante de Fc que M428L/N434S, etc. Para todas las posiciones analizadas
en la presente invencién que se relacionan con anticuerpos, a menos que se indique lo contrario, la numeracioén de
las posiciones de los aminoacidos esta segun el indice EU. El indice EU o indice EU como en Kabat o esquema de
numeracién de EU se refiere a la numeraciéon del anticuerpo EU. Por otra parte, Kabat y otros colectaron numerosas
secuencias primarias de las regiones variables de las cadenas pesadas y las cadenas ligeras. Basandose en el grado
de conservacién de las secuencias, clasificaron las secuencias primarias individuales en CDR y marco y
confeccionaron una lista de las mismas (véase SEQUENCES OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, 5.2 edicién,
publicacién NIH, n.? 91-3242, E.A. Kabat y col.). Véase también Edelman y col., 1969, Proc Natl Acad Sci USA 63:78
- 85. La modificacion puede ser una adicién, eliminacién o sustitucion.

Por “proteina” se entiende en la presente memoria al menos dos aminoacidos unidos covalentemente, lo que incluye
proteinas, polipéptidos, oligopéptidos y péptidos. Ademas, los polipéptidos que componen los anticuerpos de la
descripcién pueden incluir derivatizacién sintética de una o mas cadenas laterales o terminales, glucosilacion,
PEGilacién, permutacion circular, ciclacién, enlazadores a otras moléculas, fusién a proteinas o dominios proteicos, y
adicion de etiquetas o rotulos peptidicos.

Por “residuc” como se usa en la presente memoria se entiende una posicién en una proteina y su identidad de
aminoacido asociada. Por ejemplo, la Asparagina 297 (también denominada Asn297, también denominada N297) es
un residuo en la posicién 297 en el anticuerpo humano IgG1.

Por “Fab” o “regién Fab”, tal como se utiliza en la presente memoria, se entiende el polipéptido que comprende los
dominios de inmunoglobulina VH, CH1, VL y CL, generalmente en dos cadenas polipeptidicas diferentes (p. ej. VH-
CH1 en una cadena y VL-CL en la otra). Fab puede referirse a esta regién de forma aislada, o a esta regién en el
contexto de un anticuerpo biespecifico de la invencion. En el contexto de un Fab, el Fab comprende una region Fv
ademas de los dominios CH1 y CL.

Por “Fv” o “fragmento Fv” o “regién Fv”, tal como se utiliza en la presente memoria, se entiende un polipéptido que
comprende los dominios VL y VH de un ABD. Las regiones Fv pueden formatearse tanto como Fab (como se discutio
anteriormente, generalmente dos polipéptidos diferentes que también incluyen las regiones constantes como se
describié anteriormente) y scFv, donde los dominios vl y vh se combinan (generalmente con un enlazador como se
discutio en la presente memoria) para formar un scFv.

Por “Fv monocatenario” o “scFv” se entiende en la presente memoria un dominio pesado variable unido
covalentemente a un dominio ligero variable, generalmente utilizando un enlazador de scFv como se discute en la
presente memoria, para formar un scFv o dominio scFv. Un dominio scFv puede estar en cualquier orientacion de
aminoterminal a carboxiloterminal (vh-enlazador-vl o vl-enlazador-vh). En las secuencias representadas en el listado
de secuencias y en las figuras, el orden del dominio vh y vl se indica en el nombre, p. ej. H.X_L.Y de aminoterminal a
carboxiloterminal es vh-enlazador-vl, y L.Y_H.X es vl-enlazador-vh.

Por “modificacién de subclase de IgG” o “modificacion de isotipo”” como se usa en la presente memoria, se entiende
una modificacién de aminoacido que convierte un aminoacido de un isotipo de IgG en el aminoacido correspondiente
en un isotipo de IgG alineado diferente. Por ejemplo, debido a que la IgG1 comprende una tirosina y la IgG2 una
fenilalanina en la posicion 296 de la UE, una sustitucion F296Y en la IgG2 se considera una modificacion de la subclase
de la IgG.

Por “modificacion de origen no natural”, como se usa en la presente memoria, se entiende una modificacion de
aminoacido que no es isotipica. Por ejemplo, dado que ninguna de las IgG humanas comprende una serina en la
posicion 434, la sustitucion 434S en IgG1, 1IgG2, IgG3 o IgG4 (o sus hibridos) se considera una modificacion no natural.

Por “aminoacido” e “identidad de aminoacidos”, como se usa en la presente memoria, se entiende uno de los 20
aminoacidos de origen natural que estan codificados por el ADN y ARN.

Por “funcién efectora” como se usa en la presente memoria se entiende un evento bioquimico que resulta de la

interaccion de una regién Fc de un anticuerpo con un receptor Fc o ligando. Las funciones efectoras incluyen, entre
otras, la ADCC, ADCP y CDC.
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Por “ligando de Fc de IgG”, como se usa en la presente memoria, se entiende una molécula, preferiblemente un
polipéptido, de cualquier organismo que se une a la regién Fc de un anticuerpo IgG para formar un complejo de ligando
Fc/Fc. Los ligandos de Fc incluyen, entre otros, los FcyRI, FcyRIl, FcyRIll, FcRn, C1q, C3, lectina de unién a manosa,
receptor de manosa, proteina A de estafilococo, proteina G de estreptococo y FcyR viral. Los ligandos de Fc también
incluyen homologos del receptor de Fc (FCRH), que son una familia de receptores de Fc que son homoélogos a los
FcyR (Davis et al., 2002, Immunological Reviews 190: 123-136). Los ligandos de Fc pueden incluir moléculas no
descubiertas que se unen a Fc. Los ligandos de Fc de IgG particulares son los receptores FcRn y Fc gamma. Por
“ligando de Fc”, como se usa en la presente memoria, se entiende una molécula, preferiblemente un polipéptido, de
cualquier organismo gque se une a la region Fc de un anticuerpo para formar un complejo de ligando Fc/Fc.

Por “receptor Fc gamma” o “FcyR”, como se usa en la presente memoria, se entiende cualquier miembro de la familia
de las proteinas que se unen a la regién Fc del anticuerpo IgG y estan codificadas por un gen de FcyR. En humanos,
esta familia incluye, pero sin limitacion, FcyRI (CD64), incluidas las isoformas FcyRIa, FcyRIb y FeyRlc; FeyRIl (CD32),
incluidas las isoformas FcyRlla (incluidos los alotipos H131 y R131), FcyRIlb (incluidos FcyRllb-1 y FcyRIIb-2) y
FcyRllc; y FcyRIll (CD16), incluidas las isoformas de FcyRllla (incluidos los alotipos V158 y F158) y FcyRIllb (incluidos
los alotipos FcyRIIb-NA1 y FcyRIIb-NA2) (Jefferis y col., 2002, Immunol Lett 82:57-65), asi como cualquier FcyR o
isoforma o alotipo de FcyR humano no descubierto. Un FcyR puede ser de cualquier organismo, que incluye, pero sin
limitarse a, seres humanos, ratones, ratas, conejos y monos. Los FcyR de raton incluyen, entre otros, FcyRI (CD64),
FcyRII (CD32), FcyRIll (CD16) y FcyRII-2 (CD16-2), asi como cualquier FcyR de raton no descubierto o isoformas o
alotipos de FcyR.

Por “FcRn” o “receptor Fc neonatal”, como se usa en la presente memoria, se entiende una proteina que se une a la
region Fc del anticuerpo IgG y esta codificada al menos en parte por un gen FcRn. El FcRn puede ser de cualquier
organismo, que incluye, pero sin limitarse a, humanos, ratones, ratas, conejos y monos. Como se conoce en la técnica,
la proteina FcRn funcional comprende dos polipéptidos, a menudo denominados cadena pesada y cadena ligera. La
cadena ligera es la beta-2-microglobulina y la cadena pesada esta codificada por el gen FcRn. A menos que se indique
lo contrario, en la presente memoria el FcRn o una proteina FcRn se refiere al complejo de la cadena pesada de FcRn
con la beta-2-microglobulina. Diversas variantes del FcRn utilizadas para aumentar la unién al receptor FcRn y, en
algunos casos, para aumentar la semivida sérica. Una “variante FcRn” es aquella que aumenta la union al receptor
FcRn, y las variantes de FcRn adecuadas se muestran a continuacion.

Por “polipéptido original”, como se usa en la presente memoria, se entiende un polipéptido de partida que se modifica
posteriormente para generar una variante. El polipéptido original puede ser un polipéptido de origen natural, o una
variante o version modificada de un polipéptido de origen natural. Por consiguiente, por “inmunoglobulina original”
como se usa en la presente memoria se entiende un polipéptido de inmunoglobulina no modificado que se modifica
para generar una variante, y por “anticuerpo original” como se usa en la presente memoria, se entiende un anticuerpo
no modificado que se modifica para generar un anticuerpo variante. Cabe sefialar que “anticuerpo original” incluye
anticuerpos comerciales conocidos producidos de forma recombinante como se describe a continuacién. En este
contexto, un “dominio Fc original” sera relativo a la variante recitada; asi, una “variante del dominio Fc de IgG1
humana” se compara con el dominio Fc original de IgG1 humana, una “variante del dominio Fc de IgG4 humana” se
compara con el dominio Fc original de IgG4 humana, etc.

Por “Fc¢” o “region F¢” o “dominio Fc”, tal como se utiliza en la presente memoria, se entiende el polipéptido que
comprende los dominios CH2-CH3 de una molécula IgG y, en algunos casos, incluida la bisagra. En la numeracién de
EU para la IgG1 humana, el dominio CH2-CH3 comprende los aminoacidos 231 a 447, y la bisagra es de 216 a 230.
Por tanto, la definicion de “dominio F¢” incluye tanto los aminoacidos 231-447 (CH2-CH3) o 216-447 (bisagra-CH2-
CH3), o fragmentos de los mismos. Un “fragmento Fc” en este contexto puede contener menos aminoacidos de uno
o ambos de los extremos aminoterminales y carboxiloterminales, pero ain conserva la capacidad de formar un dimero
con otro dominio Fc o fragmento Fc como puede detectarse utilizando métodos estandar, generalmente basados en
el tamafio (por ejemplo, cromatografia no desnaturalizante, cromatografia de exclusién por tamafio, etc.). Los dominios
Fc de IgG humana son de uso particular en la presente invencién, y pueden ser el dominio Fc de 1gG1, 1IgG2 o IgG4
humana.

Un “dominio Fc variante” contiene modificaciones de aminoacidos en comparacién con un dominio Fc original. Por
tanto, una “variante del dominio Fc IgG1 humano” es aquella que contiene modificaciones de aminoacidos
(generalmente sustituciones de aminoacidos, aunque en el caso de las variantes de supresién se incluyen
eliminaciones de aminoacidos) en comparacion con el dominio Fc de IgG1 humana. En general, los dominios Fc
variantes tienen al menos un 80, 85, 90, 95, 97, 98 0 99 por ciento de identidad con el correspondiente dominio Fc de
IgG humana original (utilizando los algoritmos de identidad que se comentan a continuacion, con un ejemplo utilizando
el algoritmo BLAST como es conocido en la técnica, utilizando parametros por defecto). Como alternativa, los dominios
Fc variantes pueden tenerde 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 190 20
modificaciones de aminoacidos en comparacion con el dominio Fc original. Ademas, como se analiza en la presente
memoria, los dominios Fc variantes en la presente memoria aln conservan la capacidad de formar un dimero con otro
dominio Fc como se mide utilizando técnicas conocidas como se describe en la presente memoria, tales como
electroforesis en gel no desnaturalizante.
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Por “regién constante de la cadena pesada” se entiende en la presente memoria la porcion CH1-bisagra-CH2-CH3
de un anticuerpo (o fragmentos del mismo), excluyendo el dominio pesado variable; en la numeracién de EU de la
IgG1 humana se trata de los aminoacidos 118-447. Por “fragmento de regién constante de cadena pesada” en la
presente memoria se entiende una regién constante de cadena pesada que contiene menos aminoacidos de uno de
los extremos aminoterminal o carboxiloterminal, o de ambos, pero que aun conserva la capacidad de formar un dimero
con otra regién constante de cadena pesada.

Por “posicién” como se usa en la presente memoria se entiende una ubicacion en la secuencia de una proteina. Las
posiciones pueden numerarse secuencialmente, o segun un formato establecido, por ejemplo, el indice EU para la
numeracién de los anticuerpos.

Por “antigeno diana”, tal como se utiliza en la presente memoria, se entiende la molécula que esta unida
especificamente al dominio de unién a antigeno que comprende las regiones variables de un anticuerpo dado. Como
se expone mas adelante, en el presente caso los antigenos diana son proteinas inhibidoras del punto de control.

Por “capacidad de concatenacién” en el contexto de los mondmeros de los anticuerpos heterodiméricos de la
invencion en la presente memoria se entiende que, de forma similar a las dos hebras de ADN que “coinciden”, las
variantes de heterodimerizacion se incorporan en cada monémero para preservar la capacidad de “coincidir” para
formar heterodimeros. Por ejemplo, si algunas variantes de pl se modifican en el monémero A (por ejemplo, al hacer
que el pl sea mas alto), las variantes estéricas que son “pares de carga”, que también pueden utilizarse no interfieren
con las variantes de pl, por ejemplo, las variantes de carga que forman un pl superiores se colocan en la misma
“hebra” o “monémero’ para preservar ambas funcionalidades. Del mismo modo, para las variantes “sesgadas” que
vienen en pares de un conjunto como se describe mas detalladamente a continuacion, el artesano experto tendra en
cuenta el pl para decidir en qué hebra o mondémero ird un conjunto del par, de modo que la separacién del pl se
maximice utilizando también el pl de los sesgos.

Por “célula diana”, como se usa en la presente memoria, se entiende una célula que expresa un antigeno diana.

Por “célula hospedadora” en el contexto de la produccidon de un anticuerpo biespecifico segln la invencién en la
presente memoria se entiende una célula que contiene los acidos nucleicos exégenos que codifican los componentes
del anticuerpo biespecifico y es capaz de expresar el anticuerpo biespecifico en condiciones adecuadas. A
continuacién se describen las células hospedadoras adecuadas.

Por “regién variable” o “dominio variable™, tal como se utiliza en la presente memoria, se entiende la regién de una
inmunoglobulina que comprende uno o mas dominios Ig codificados sustancialmente por cualquiera de los genes VK,
VA y/o VH que componen los locus genéticos de las inmunoglobulinas de cadena kappa, lambda y pesada,
respectivamente, y contiene las CDR que confieren especificidad antigénica. Por tanto, un “dominio pesado variable”
se empareja con un “dominio ligero variable” para formar un dominio de unién a antigeno (“ABD”). Ademas, cada
dominio variable comprende tres regiones hipervariables (“regiones determinantes de la complementariedad”, “CDR”)
(vhCDR1, vhCDR2 y vhCDR3 para el dominio variable pesado y vICDR1, vICDR2 y vICDR3 para el dominio variable
ligero) y cuatro regiones marco (FR), dispuestas desde el aminoterminal al carboxiloterminal en el siguiente orden:
FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FRA4.

Por “tipo salvaje o WT” en la presente memoria se entiende una secuencia de aminoacidos o una secuencia de
nucleétidos que se encuentra en la naturaleza, y que incluye las variaciones alélicas. Una proteina WT tiene una
secuencia de aminoacidos o una secuencia de nucledtidos que no se ha modificado intencionalmente.

La invencion proporciona una serie de dominios de anticuerpos que tienen identidad de secuencia con los dominios
de anticuerpos humanos. La identidad de secuencias entre dos secuencias similares (p. ej., dominios variables de
anticuerpos) puede medirse mediante algoritmos como el de Smith, T.F. y Waterman, M.S. (1981) “Comparison Of
Biosequences,” Adv. Appl. Math. 2:482 [algoritmo de homologia local]; Needleman, S.B. y Wunsch, CD. (1970) “A
General Method Applicable To The Search For Similarities In The Amino Acid Sequence Of Two Proteins,” J. Mol.
Biol.48:443 [algoritmo de alineaciéon por homologia], Pearson, W.R. y Lipman, D.J. (1988) “Improved Tools For
Biological Sequence Comparison,” Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85:2444 [método de busqueda de similitudes]; o
Altschul, S.F. y col, (1990) “Basic Local Alignment Search Tool,” J. Mol. Biol. 215:403-10, el algoritmo “BLAST”,
véase https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi. Al utilizar cualquiera de los algoritmos mencionados, se utilizan los
parametros por defecto (para longitud de ventana, penalizacién por hueco, etc.). En un ejemplo, la identidad de
secuencias se realiza mediante el algoritmo BLAST, utilizando los parametros por defecto.

Los anticuerpos de la presente invencioén son generalmente aislados o recombinantes. El término “aislado”, cuando
se usa para describir los diversos polipéptidos descritos en la presente memoria, significa un polipéptido previamente
identificado y separado y/o recuperado a partir de una célula o cultivo celular, a partir del cual se expreso.
Normalmente, un polipéptido aislado se preparara mediante al menos una etapa de purificacién. Un “anticuerpo
aislado” se refiere a un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes
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especificidades antigénicas. “Recombinante” significa que los anticuerpos se generan mediante técnicas de acido
nucleico recombinante en células hospedadoras exbégenas, y que también pueden aislarse.

El término “unién especifica” o “se une especificamente a” o es “especifico para” un antigeno o un epitopo particular
significa una unién que es mediblemente diferente de una interaccién no especifica. La unién especifica puede
medirse, por ejemplo, al determinar la unién de una molécula en comparacion con la unién de una molécula de control,
la cual generalmente es una molécula de estructura similar que no tiene actividad de unién. Por ejemplo, la union
especifica puede determinarse por la competencia con una molécula de control que sea similar a la diana.

La unioén especifica para un antigeno particular o un epitopo puede exhibirse, por ejemplo, por un anticuerpo que tiene
una KD para un antigeno o epitopo de al menos aproximadamente 10 M, al menos aproximadamente 10° M, al
menos aproximadamente 10 M, al menos aproximadamente 107 M, al menos aproximadamente 10 M, al menos
aproximadamente 10° M, como alternativa al menos aproximadamente 10-'° M, al menos aproximadamente 101! M,
al menos aproximadamente 10712 M, o mayor, donde KD se refiere a una velocidad de disociacién de una interaccion
anticuerpo-antigeno particular. Normalmente, un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno tendra una KD
que es de 20-, 50-, 100-, 500-, 1000-, 5000-, 10 000- 0 mas veces mayor para una molécula de control con respecto
al antigeno o epitopo.

Ademas, la unién especifica para un antigeno o un epitopo particular puede exhibirse, por ejemplo, por un anticuerpo
que tiene una KA o Ka para un antigeno o epitopo de al menos 20-, 50-, 100-, 500-, 1000-, 5000-, 10 000- o0 mas veces
mayor para el epitopo con respecto a un control, donde KA o Ka se refiere a una tasa de asociacion de una interaccion
anticuerpo-antigeno particular. La afinidad de unién se mide generalmente mediante un ensayo Biacore, SPR o BLI.

E. Anticuerpos

La presente descripcién se refiere a la generacién de anticuerpos de punto de control biespecificos que se unen a dos
antigenos de punto de control diferentes como se expone en la presente memoria. Como se analiza a continuacion,
el término “anticuerpo” se usa generalmente. Los anticuerpos que se utilizan en la presente descripcidon pueden
adoptar diversos formatos, como se describe en la presente memoria, incluidos los anticuerpos tradicionales, asi como
los derivados, fragmentos y miméticos de anticuerpos, descritos en la presente memoria y representados en las
figuras.

Las unidades estructurales de los anticuerpos tradicionales tipicamente comprenden un tetramero. Cada tetramero
esta compuesto tipicamente por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, cada par tiene una cadena “ligera”
(que tipicamente tiene un peso molecular de aproximadamente 25 kDa) y una cadena “pesada’ (que tipicamente tiene
un peso molecular de aproximadamente 50-70 kDa). Las cadenas ligeras humanas se clasifican como cadenas ligeras
kappa y lambda. La presente descripcion se refiere a anticuerpos biespecificos que generalmente se basan en la clase
IgG, que tiene varias subclases, incluyendo, pero sin limitarse a, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En general, las IgG1, 1gG2
e lgG4 se utilizan con mas frecuencia que las IgG3. Cabe sefialar que la IgG1 tiene diferentes alotipos con
polimorfismos en 356 (D o E) y 358 (L o M). Las secuencias representadas en la presente memoria utilizan el alotipo
356E/358M, sin embargo en la presente memoria se incluye el otro alotipo. Es decir, cualquier secuencia que incluya
un dominio Fc de IgG1 incluido en la presente memoria puede tener 356D/358L en sustitucion del alotipo 356E/358M.

Ademas, muchos de los anticuerpos en la presente memoria tienen al menos una de las cisteinas en la posicién 220
sustituida por una serina; generalmente es el lado del “monémero scFv” para la mayoria de las secuencias
representadas en la presente memoria, aunque también puede ser el lado del “monémero Fab™, o ambos, para reducir
la formacion de disulfuro. Se incluyen especificamente dentro de las secuencias en la presente memoria una o ambas
de estas cisteinas reemplazadas (C220S).

Por “isotipo”, como se usa en la presente memoria, se entiende cualquiera de las subclases de inmunoglobulinas
definidas por las caracteristicas quimicas y antigénicas de sus regiones constantes. Debe entenderse que los
anticuerpos terapéuticos también pueden comprender hibridos de isotipos y/o subclases. Por ejemplo, como se
muestra en la publicacién US 2009/0163699, la presente descripcion el uso de hibridos IgG1/G2 humanos.

La region hipervariable generalmente abarca residuos de amino&cidos desde aproximadamente los residuos de
aminoacidos 24-34 (LCDR1; “L” denota cadena ligera), 50-56 (LCDR2) y 89-97 (LCDR3) en la regioén variable de la
cadena ligera y aproximadamente de 31-35B (HCDR1; “H” significa cadena pesada), 50-65 (HCDR2) y 95-102
(HCDR3) en la regién variable de la cadena pesada; Kabat y col., SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL
INTEREST, 5.2 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991) y/o los residuos que
forman un bucle hipervariable (por ejemplo, los residuos 26-32 (LCDR1), 50-52 (LCDR2) y 91-96 (LCDRS3) en la regi6n
variable de la cadena ligera y 26-32 (HCDR1), 53-55 (HCDR2) y 96-101 (HCDRS3) en la region variable de la cadena
pesada; Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917. Las CDR especificas de la invencién se describen a
continuacion.

Como podran apreciar los expertos en la materia, la numeracién exacta y la colocacion de las CDR pueden variar
segun los distintos sistemas de numeracion. Sin embargo, debe entenderse que la descripcién de una secuencia
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variable pesada y/o variable ligera incluye la descripcion de las CDR (inherentes) asociadas. Por consiguiente, la
descripcion de cada regién pesada variable es una descripcion de las vhCDR (por ejemplo, vhCDR1, vhCDR2 y
vhCDR3) y la descripcion de cada region ligera variable es una descripcion de las vICDR (por ejemplo, VICDRI1,
vICDR2 y vICDR3). Una comparacion util de la numeracion CDR es la siguiente, véase Lafranc y col., Dev. Comp.
Immunol. 27(1):55-77 (2003):

Tabla 1

Kabat+ Chothia | IMGT Kabat AbM Chothia Contact Xencor
vhCDR1 26-35 27-38 31-35 26-35 26-32 30-35 27-35
vhCDR2 50-65 56-65 50-65 50-58 52-56 47-58 54-61
vhCDR3 95-102 105-117 95-102 95-102 95-102 93-101 103-116
vICDR1 24-34 27-38 24-34 24-34 24-34 30-36 27-38
vICDR2 50-56 56-65 50-56 50-56 50-56 46-55 56-62
vICDR3 89-97 105-117 89-97 89-97 89-97 89-96 97-105

A lo largo de la presente descripcion, el sistema de numeracion de Kabat se usa generalmente cuando se hace
referencia a un residuo en el dominio variable (aproximadamente, los residuos del 1-107 de la regién variable de la
cadena ligera y los residuos del 1-113 de la regién variable de cadena pesada) y el sistema de numeracién EU para
las regiones Fc¢ (por ejemplo, Kabat y otros, supra (1991)).

Otro tipo de dominio de Ig de la cadena pesada es la region bisagra. Por “bisagra” o “regién bisagra™ o “regién bisagra
del anticuerpo” o “dominio bisagra” se entiende en la presente memoria el polipéptido flexible que comprende los
aminoacidos entre el primer y segundo dominios constantes de un anticuerpo. Estructuralmente, el dominio CH1 de la
IgG termina en la posicién EU 215, y el dominio CH2 de la IgG comienza en el residuo EU 231. De este modo, para la
IgG, la bisagra del anticuerpo se define en la presente memoria para incluir las posiciones de la 216 (E216 en la IgG1)
a la 230 (p230 en la IgG1), en donde la numeracion esta segin el indice EU como en el Kabat. En algunos casos, se
utiliza un “fragmento bisagra”, que contiene menos aminoacidos en uno o ambos extremos aminoterminal y
carboxiloterminal del dominio bisagra. Como se indica en la presente memoria, también pueden prepararse las
variantes de pl en la regién bisagra.

La cadena ligera generalmente comprende dos dominios, el dominio ligero variable (que contiene las CDR de la
cadena ligera y junto con los dominios pesados variables que forman la regién Fv), y una regién de la cadena ligera
constante (a menudo denominada CL o Ck).

Otra region de interés para las sustituciones adicionales, descrita a continuacion, es la region Fc.

La presente descripcion proporciona un gran nimero de conjuntos de CDR diferentes. En este caso, un “conjunto de
CDR completo” comprende las tres CDR ligeras variables y las tres pesadas variables, por gjemplo, una vICDR1,
vICDR2, vICDR3, vhCDR1, vhCDR2 y vhCDR3. Estas pueden ser parte de un dominio ligero variable o pesado variable
mas grande, respectivamente. Ademas, como se describe mas completamente en la presente memoria, los dominios
pesados variables y ligeros variables pueden estar en cadenas polipeptidicas separadas, cuando se usa una cadena
pesada y ligera (por ejemplo, cuando se usan Fab), o en una sola cadena polipeptidica en el caso de secuencias scFv.

Las CDR contribuyen a la formacién del sitio de unién a antigeno, o mas especificamente, al sitio de unién de los
anticuerpos al epitopo. El término “epitopo™ se refiere a un determinante que interactlia con un sitio de unién a antigeno
especifico en la region variable de una molécula de anticuerpo conocida como paratopo. Los epitopos son
agrupaciones de moléculas tales como aminoacidos o cadenas laterales de azlcar y generalmente tienen
caracteristicas estructurales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Un solo antigeno puede tener
mas de un epitopo.

El epitopo puede comprender residuos de aminoacidos directamente implicados en la unién (también llamado
componente inmunodominante del epitopo) y otros residuos de aminoacidos, que no estan directamente implicados
en la unién, tales como los residuos de aminoacidos que son bloqueados de manera eficaz por el péptido que se une
especificamente al antigeno; en otras palabras, el residuo de aminoacido esta dentro de la huella del péptido que se
une especificamente al antigeno.

Los epitopos pueden ser conformacionales o lineales. Un epitopo conformacional se produce mediante los
aminoacidos yuxtapuestos espacialmente a partir de diferentes segmentos de la cadena polipeptidica lineal. Un
epitopo lineal es uno producido por los residuos de aminoacidos adyacentes en una cadena polipeptidica. Los epitopos
conformacionales y no conformacionales pueden distinguirse en que la unién al primero, pero no al segundo se pierde
en presencia de disolventes desnaturalizantes.
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Un epitopo incluye tipicamente al menos 3, y mas generalmente, al menos 5 o de 8-10 aminoacidos en una
conformacion espacial Unica. Los anticuerpos que reconocen el mismo epitopo pueden verificarse en un
inmunoensayo simple que muestra la capacidad de un anticuerpo para bloguear la unién de otro anticuerpo a un
antigeno diana, por ejemplo, un “ensayo de secuestro”. Como se describe a continuacion, la descripcién no solo
incluye los dominios de unién a antigeno enumerados y los anticuerpos en la presente memoria, sino también aquellos
que compiten por la unién con los epitopos unidos por los dominios de unién a antigeno enumerados.

Por tanto, la presente descripcion proporciona diferentes dominios de anticuerpos. Como se describe en la presente
memoria y se conoce en la técnica, los anticuerpos heterodiméricos de la descripcion comprenden diferentes dominios
dentro de las cadenas pesada y ligera, que también pueden solaparse. Estos dominios incluyen, pero no se limitan a,
el dominio Fc, el dominio CH1, el dominio CH2, el dominio CH3, el dominio bisagra, el dominio constante pesado
(CH1-bisagra-dominio Fc o CH1-bisagra-CH2-CH3), el dominio pesado variable, el dominio ligero variable, el dominio
constante ligero, los dominios Fab y los dominios scFv.

Por tanto, el “dominio Fc” incluye el dominio -CH2-CH3, y opcionalmente un dominio bisagra (-H-CH2-CH3). En las
realizaciones en la presente memoria, cuando un scFv se une a un dominio Fc, es el extremo carboxiloterminal de la
construccion scFv el que se une a toda o parte de la bisagra del dominio Fc; por ejemplo, generalmente se une a la
secuencia EPKS que es el principio de la bisagra. La cadena pesada comprende un dominio pesado variable y un
dominio constante, que incluye un dominio CH1-bisagra opcional-Fc que comprende un CH2-CH3. La cadena ligera
comprende una cadena ligera variable y el dominio constante ligero. Un scFv comprende una cadena pesada variable,
un enlazador scFv y un dominio ligero variable. En la mayoria de las construcciones y secuencias esbozadas en la
presente memoria, el carboxiloterminal de la cadena pesada variable esta unido al aminoterminal del enlazador scFv,
cuyo carboxiloterminal esta unido al aminoterminal de una cadena ligera variable (N-vh-enlazador-vI-C) aunque puede
conmutarse (N-vl-enlazador-vh-C).

Algunas realizaciones de la descripcién comprenden al menos un dominio scFv, que, aunque no se produce de forma
natural, generalmente incluye un dominio pesado variable y un dominio ligero variable, unidos entre si por un enlazador
scFv. Como se describe en la presente memoria, mientras que el dominio scFv esta generalmente orientado de
aminoterminal a carboxiloterminal como vh-scFv enlazador-vl, esto puede invertirse para cualquiera de los dominios
scFv (o0 los construidos usando secuencias vh y vl de Fab), a vl-scFv enlazador-vh, con enlazadores opcionales en
uno o ambos extremos dependiendo del formato (véase generalmente la figura 1).

Como se muestra en la presente memoria, hay una serie de enlazadores adecuados (para su uso como enlazadores
de dominio 0 enlazadores de scFv) que se pueden utilizar para unir covalentemente los dominios recitados, incluidos
los enlaces peptidicos tradicionales, generados por técnicas recombinantes. En algunos ejemplos, el péptido
enlazador puede incluir predominantemente los siguientes residuos de aminoacidos: Gly, Ser, Ala o Thr. El péptido
enlazador debe tener una longitud adecuada para unir dos moléculas de tal manera que asuman la conformacién
correcta entre si para que conserven la actividad deseada. En una realizacién, el enlazador tiene una longitud de
aproximadamente 1 a 50 aminoacidos, preferiblemente una longitud de aproximadamente 1 a 30 aminoacidos. En
algunas realizaciones, pueden utilizarse enlazadores de 1 a 20 aminoacidos de longitud, y en algunos ejemplos, de 5
a 10 aminoécidos. Los enlazadores (tiles incluyen polimeros de glicina-serina, entre los que se incluyen, por gjemplo,
(GS)n, (GSGGS)n (Id. de sec. n.°: 37756), (GGGGS)n (Id. de sec. n.® 37757) y (GGGS)n (Id. de sec. n.®: 37758),
donde n es un nimero entero de al menos uno (y generalmente de 3 a 4}, polimeros de glicina-alanina, polimeros de
alanina-serina y otros enlazadores flexibles. Alternativamente, una variedad de polimeros no proteicos, que incluyen
pero no se limitan a polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol, polioxialquilenos o copolimeros de polietilenglicol y
polipropilenglicol, pueden ser utilizados como enlazadores.

Otras secuencias enlazadoras pueden incluir cualquier secuencia de cualquier longitud del dominio CL/CH1 pero no
todos los residuos del dominio CL/CH1; por ejemplo, los primeros 5-12 residuos de aminoacidos de los dominios
CL/CH1. Los enlazadores pueden derivarse de la cadena ligera de inmunoglobulina, por ejemplo Ck o CA. Los
enlazadores pueden derivarse de cadenas pesadas de inmunoglobulina de cualquier isotipo, que incluye, por ejemplo,
Cy1, Cy2, Cy3, Cy4, Cal, Ca2, CB, Cey Cp. Las secuencias enlazadoras también pueden derivarse de otras proteinas
tales como las proteinas similares a Ig (por ejemplo, TCR, FcR, KIR), secuencias derivadas de la regién bisagra y
otras secuencias naturales de otras proteinas.

En algunos ejemplos, el enlazador es un “enlazador de dominio”, utilizado para enlazar dos dominios cualesquiera,
tal como se describe en la presente memoria. Por ejemplo, en la figura 1F, puede haber un enlazador de dominio que
une el carboxiloterminal del dominio CH1 del Fab al aminoterminal del scFv, con otro enlazador de dominio opcional
que une el carboxiloterminal del scFv al dominio CH2 (aunque en muchas realizaciones se utiliza la bisagra como este
enlazador de dominio). Aunque puede utilizarse cualquier enlazador adecuado, muchos ejemplos utilizan un polimero
de glicina-serina como enlazador del dominio, incluyendo por ejemplo (GS)n, (GSGGS)n (Id. de sec. n.° 37756),
(GGGGS)n (Id. de sec. n.% 37757), y (GGGS)n (Id. de sec. n.° 37758), donde n es un nimero entero de al menos
uno (y generalmente de 3 a 4 a 5), asi como cualquier secuencia peptidica que permita la unién recombinante de los
dos dominios con longitud y flexibilidad suficientes para permitir que cada dominio conserve su funcién biolégica. En
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algunos casos, y prestando atencién a la “capacidad de concatenacion”, como se describe a continuacién, pueden
usarse enlazadores de dominio cargados, como se usan en algunas realizaciones de enlazadores de scFv.

En algunas realizaciones, el enlazador es un enlazador scFv, utilizado para unir covalentemente los dominios vh y vl
como se discute en la presente memoria. En muchos casos, el enlazador scFv es un enlazador scFv cargado, algunos
de los cuales se muestran en la

Figura 7. Por consiguiente, la presente descripcion proporciona ademas enlazadores scFv cargados, para facilitar la
separacion en pl entre un primer y un segundo monémero. Es decir, al incorporar un enlazador de scFv cargado, ya
sea positivo o negativo (o ambos, en el caso de andamios que usan scFv en diferentes monémeros), esto permite que
el mondmero que comprende el enlazador cargado altere el pl sin realizar mas cambios en los dominios Fc. Estos
enlazadores cargados pueden sustituirse en cualquier scFv que contenga enlazadores estandar. De nuevo, como
apreciaran los expertos en la técnica, los enlazadores de scFv cargados se usan en la “hebra” o0 monémero correcto,
segun los cambios deseados en el pl. Por ejemplo, como se analiza en la presente memoria, para hacer un anticuerpo
heterodimérico de formato de triple F, se calcula el pl original de la regién Fv para cada uno de los dominios de unién
a antigeno deseados, y se elige uno para hacer un scFv, y en dependencia del pl, se eligen los enlazadores positivos
0 negativos.

Los enlazadores de dominio cargado también pueden utilizarse para aumentar la separacién de pl de los monémeros
de la descripcién, y asi los incluidos en

la figura 7 puede utilizarse en cualquier realizacion de la presente memoria en la que se utilice un enlazador.

En particular, los formatos representados en la figura 1 son anticuerpos, normalmente denominados “anticuerpos
heterodiméricos™, lo que significa que la proteina tiene al menos dos secuencias Fc asociadas autoensambladas en
un dominio Fc heterodimérico y al menos dos regiones Fv, ya sea como Fab o como scFv.

F. Anticuerpos quiméricos y humanizados

En ciertos ejemplos, los anticuerpos de la descripcion comprenden una regién variable de cadena pesada de un gen
particular de inmunoglobulina de cadena pesada de linea germinal y/o una region variable de cadena ligera de un gen
particular de inmunoglobulina de cadena ligera de linea germinal. Por ejemplo, dichos anticuerpos pueden comprender
0 consistir en un anticuerpo humano que comprenda regiones variables de cadena pesada o ligera que sean “producto
de” o “derivadas de” una secuencia particular de linea germinal. Un anticuerpo humano que es “producto de” o
“derivado de” una secuencia de inmunoglobulina de la linea germinal humana puede identificarse como tal
comparando la secuencia de aminoacidos del anticuerpo humano con las secuencias de aminoacidos de las
inmunoglobulinas de la linea germinal humana y seleccionando la secuencia de inmunoglobulina de la linea germinal
humana mas cercana en secuencia (es decir, con el mayor % de identidad) a la secuencia del anticuerpo humano
(utilizando los métodos descritos en la presente memoria). Un anticuerpo humano que es “el producto de” o “derivado
de” una secuencia particular de inmunoglobulina de linea germinal humana puede contener diferencias de
aminoacidos en comparacién con la secuencia de linea germinal, debido, por ejemplo, a mutaciones somaticas de
origen natural o a la introduccién intencionada de una mutacién dirigida al sitio. Sin embargo, un anticuerpo
humanizado suele ser al menos un 90 % idéntico en secuencia de aminoacidos a una secuencia de aminoacidos
codificada por un gen de inmunoglobulina de linea germinal humana y contiene residuos de aminoacidos que
identifican al anticuerpo como derivado de secuencias humanas cuando se compara con las secuencias de
aminoacidos de inmunoglobulina de linea germinal de otras especies (p. €j., secuencias de linea germinal murina). En
ciertos casos, un anticuerpo humanizado puede ser al menos 95, 96, 97, 98 0 99 %, o incluso al menos 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % idéntico en secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de
inmunoglobulina de la linea germinal. Tipicamente, un anticuerpo humanizado derivado de una secuencia particular
de linea germinal humana mostrara no mas de 10-20 diferencias de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos
codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal humana (antes de la introduccion de cualquier variante de
sesgo, pl y supresion en la presente memoria; es decir, el nimero de variantes es generalmente bajo, antes de la
introduccion de las variantes de la invencion). En ciertos casos, el anticuerpo humanizado puede mostrar no mas de
5, oincluso no mas de 4, 3, 2, o 1 aminoacido de diferencia de la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de
inmunoglobulina de linea germinal (de nuevo, antes de la introduccién de cualquier variante de sesgo, pl y supresion
en la presente memoria; es decir, el nimero de variantes es generalmente bajo, antes de la introduccién de las
variantes de la descripcion).

En un ejemplo, se ha madurado la afinidad del anticuerpo original, como es conocido en la técnica. Pueden emplearse
métodos basados en la estructura para la humanizacion y la maduracién de la afinidad, por ejemplo como se describe
en el documento USSN 11/004.590. Pueden emplearse métodos basados en seleccién para humanizar y/o madurar
la afinidad de regiones variables de anticuerpos, que incluyen, pero sin limitarse a, los métodos descritos en Wu y
otros, 1999, J. Mol. Biol. 294:151-162; Baca y col., 1997, J. Biol. Chem. 272(16):10678-10684; Rosok y col., 1996, J.
Biol. Chem. 271(37): 22611-22618; Radery col., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 8910-8915; Krauss y col., 2003,
Protein Engineering 16(10): 753-759. Otros métodos de humanizacién pueden implicar el injerto de solo partes de las
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CDR, incluidos, entre otros, los métodos descritos en el documento US 2001-0035606A1, Tan y col., 2002, J Immunol.
169:1119-1125; De Pascalis y col., 2002, J. Immunol. 169:3076-3084.

IV. Anticuerpos heterodiméricos

Por consiguiente, en algunas realizaciones la presente descripciéon proporciona anticuerpos heterodiméricos contra
puntos de control que se basan en el uso de dos secuencias Fc variantes de cadena pesada diferentes, que se
autoensamblaran para formar dominios Fc heterodiméricos y anticuerpos heterodiméricos.

La presente descripcién se dirige a construcciones novedosas para proporcionar anticuerpos heterodiméricos que
permiten la unidon a mas de un antigeno o ligando de punto de control, p. ej. para permitir la union biespecifica. Las
construcciones de anticuerpos heterodiméricos se basan en la naturaleza de autoensamblaje de los dos dominios Fc
de las cadenas pesadas de los anticuerpos, por ejemplo, dos “monémeros” que se ensamblan en un “dimero”. Los
anticuerpos heterodiméricos se preparan por alteracion de la secuencia de aminoacidos de cada mondémero, como se
analiza mas completamente a continuacion. Por tanto, la presente descripcion se dirige en general a la creacion de
anticuerpos heterodiméricos contra puntos de control que pueden coacoplarse a antigenos de varias maneras,
basandose en variantes de aminoacidos en las regiones constantes que son diferentes en cada cadena para promover
la formacion heterodimérica y/o permitir la facilidad de purificaciéon de los heterodimeros sobre los homodimeros.

Por tanto, la presente descripcién proporciona anticuerpos biespecificos. Un problema en curso en las tecnologias de
anticuerpos es el deseo de anticuerpos “biespecificos” que se unan a dos antigenos diferentes simultdneamente, lo
que permite en general que los diferentes antigenos se acerquen y produzcan nuevas funcionalidades y nuevas
terapias. En general, estos anticuerpos se fabrican mediante la inclusiéon de genes para cada cadena ligera y pesada
en las células hospederas. Esto generalmente da como resultado la formacién del heterodimero (A-B) deseado, asi
como los dos homodimeros (A-A y B-B (sin incluir los aspectos heterodiméricos de cadena ligera)). Sin embargo, un
obstaculo principal en la formacién de anticuerpos biespecificos es la dificultad de purificar los anticuerpos
heterodiméricos aparte de los anticuerpos homodiméricos y/o sesgar la formacion del heterodimero sobre la formacion
de los homodimeros.

Hay varios mecanismos que pueden usarse para generar los heterodimeros de la presente invencion. Ademas, como
apreciaran los expertos en la técnica, estos mecanismos pueden combinarse para asegurar una alta
heterodimerizacién. Por tanto, las variantes de aminoacidos que conducen a la produccion de heterodimeros se
denominan “variantes de heterodimerizaciéon”. Como se analiza a continuacién, las variantes de heterodimerizacién
pueden incluir variantes estéricas (por ejemplo, las variantes de “botones y ojales” o “de sesgo” descritas a
continuacioén y las variantes de “pares de carga” descritas a continuacién), asi como las “variantes de pl”, las cuales
permiten la purificacion de homodimeros lejos de la de los heterodimeros. Como se describe en general en el
documento W02014/1458086,y especificamente como se indica a continuacién para la discusién de las “variantes de
heterodimerizacién™, entre los mecanismos Utiles para la heterodimerizacion se incluyen los “botones y ojales™ (“KIH”;
a veces en la presente memoria como variantes “sesgadas” (véase la discusion en el documento W02014/145806),
“direccion electrostatica” o “pares de carga” como se describe en el documento W02014/145806, variantes de pl
como se describe en el documento W02014/1458086, y variantes Fc generales adicionales como se describe en el
documento W02014/145806 y a continuacion.

En la presente descripcién, existen varios mecanismos basicos que pueden facilitar la purificacién de anticuerpos
heterodiméricos; uno se basa en el uso de variantes de pl, de forma que cada monémero tiene un pl diferente,
permitiendo asi la purificacion isoeléctrica de proteinas diméricas A-A, A-B y B-B. Alternativamente, algunos formatos
de andamios, como el formato de “triple F, también permiten la separacion en funcién del tamafio. Como se describe
con mas detalle a continuacion, también es posible “sesgar” la formacion de los heterodimeros con respecto a los
homodimeros. Por lo tanto, una combinacién de variantes de heterodimerizacién estérica y variantes de pl o par de
carga encuentran un uso particular en la descripcién.

En general, las realizaciones de uso particular en la presente descripcién se basan en conjuntos de variantes que
incluyen variantes de sesgo, que fomentan la formacion de heterodimerizaciéon frente a la formaciéon de
homodimerizacién, junto con variantes de pl, que aumentan la diferencia de pl entre los dos monémeros para facilitar
la purificacion de los heterodimeros lejos de los homodimeros.

Ademas, como se describe mas completamente a continuacién, en dependencia del formato del anticuerpo
heterodimero, las variantes de pl pueden estar contenidas dentro de los dominios constante y/o Fc de un monémero,
0 pueden usarse enlazadores cargados, ya sean enlazadores de dominio o enlazadores de scFv. Es decir, los
andamios que utilizan scFv(s) tales como el formato Triple F pueden incluir enlazadores de scFv cargados (positivos
0 negativos), que dan un impulso adicional de pl con fines de purificacion. Como apreciaran los expertos en la técnica,
algunos formatos Triple F son Utiles con solo enlazadores de scFv cargados y sin ajustes de pl adicionales, aunque la
descripcién proporciona variantes de pl que estan en uno o ambos monémeros, y/o también enlazadores de dominio
cargados. Ademas, la modificacién de aminoacidos adicionales para funcionalidades alternativas también puede
conferir cambios de pl, tales como variantes de Fc, FcRn y KO.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 995 596 T3

En la presente descripcién que utiliza el pl como mecanismo de separacién para permitir la purificacién de proteinas
heterodiméricas, pueden introducirse variantes de aminoacidos en uno o ambos polipéptidos monoméricos; es decir,
el pl de uno de los monémeros (denominado en la presente memoria “monémero A” para simplificar) puede
modificarse para alejarlo del monémero B, o pueden modificarse tanto el monémero A como el B, aumentando el pl
del monomero A y disminuyendo el pl del monémero B. Como se ha comentado, los cambios de pl de uno o0 ambos
monémeros pueden realizarse eliminando o afiadiendo un residuo cargado (por ejemplo, un aminoacido neutro se
sustituye por un residuo de aminoacido cargado positiva o negativamente, por ejemplo, glicina por acido glutamico),
cambiando un residuo cargado de positivo 0 negativo a la carga opuesta (por ejemplo, acido aspartico por lisina) o
cambiando un residuo cargado por un residuo neutro (por ejemplo, pérdida de una carga; lisina a serina). Varias de
estas variantes se muestran en las figuras.

Por consiguiente, este ejemplo de la presente descripcion prevé la creacion de un cambio suficiente en el pl de al
menos uno de los mondémeros, de manera que los heterodimeros puedan separarse de los homodimeros. Como
apreciaran los expertos en la técnica, y como se analiza a continuacion, esto puede realizarse mediante el uso de una
region constante de cadena pesada de “tipo salvaje” y una regién variante modificada para aumentar o disminuir su
p! (wt A- +B o wt A - -B), o al aumentar una region y disminuir la otra regién (A + -B- 0 A- B+).

Por tanto, en general, un componente de algunos ejemplos de la presente descripcion son las variantes de
aminoacidos en las regiones constantes de los anticuerpos dirigidas a alterar el punto isoeléctrico (pl) de al menos
uno, si no ambos, de los monémeros de una proteina dimérica para formar “anticuerpos pl” mediante la incorporacién
de sustituciones de aminoacidos (“variantes de pl” o “sustituciones pl”} en uno o ambos de los monémeros. Como se
muestra en la presente memoria, la separacion de los heterodimeros de los dos homodimeros puede lograrse si los
pl de los dos monémeros difieren en tan solo 0,1 unidades de pH, con 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 0 mas, todos usados en la
presente descripcion.

Como apreciaran los expertos en la técnica, el nimero de variantes de pl que se incluirdn en cada uno o ambos
mondémeros para obtener una buena separacion dependera en parte del pl inicial de los componentes, por ejemplo en
el formato triple F, el pl inicial del scFv y Fab de interés. Es decir, para determinar qué monémero modificar o en qué
“direccion” (por ejemplo, mas positiva 0 mas negativa), se calculan las secuencias Fv de los dos antigenos diana y se
toma una decision a partir de ahi. Como se conoce en la técnica, los diferentes Fv tendran diferentes pl de partida, los
cuales se explotan en la presente descripcién. En general, como se describe en la presente memoria, los pl se
modifican para dar como resultado una diferencia de pl total de cada monémero de al menos aproximadamente 0,1
logaritmos, y de preferencia de 0,2 a 0,5 como se describe en la presente memoria.

Ademas, como apreciaran los expertos en la técnica y se describe en la presente memoria, en algunos ejemplos, los
heterodimeros pueden separarse de los homodimeros en funcién del tamafio. Como se muestra en la figura 1, por
ejemplo, varios de los formatos permiten la separacién de heterodimeros y homodimeros en funcion del tamario.

A. Variantes de heterodimerizacién

La presente descripcién proporciona las proteinas heterodiméricas, que incluyen los anticuerpos heterodiméricos en
una variedad de formatos, los cuales utilizan las variantes las heterodiméricas para permitir la formacién y/o
purificacion heterodimérica lejos de los homodimeros.

Hay varios pares adecuados de conjuntos de variantes de sesgo de heterodimerizacion. Estas variantes vienen en
“pares” de “conjuntos”. Es decir, un conjunto del par se incorpora al primer monémero y el otro conjunto del par se
incorpora al segundo monémero. Cabe sefialar que estos conjuntos no se comportan necesariamente como variantes
de “botones y ojales™, con una correspondencia uno a uno entre un residuo de un monémero y un residuo del otro; es
decir, estos pares de conjuntos forman una interfaz entre los dos monémeros que favorece la formacién de
heterodimeros y desalienta la de homodimeros, lo que permite que el porcentaje de heterodimeros que se forman
espontaneamente en condiciones biologicas sea superior al 90 %, en lugar del 50 % esperado (25 % homodimero
A/A:50 % heterodimero A/B:25 % homodimero B/B).

B. Variantes estéricas

En algunos ejemplos, la formacién de heterodimeros puede facilitarse mediante la adicién de variantes estéricas. Es
decir, al cambiar los aminoacidos en cada cadena pesada, es mas probable que diferentes cadenas pesadas se
asocien para formar la estructura heterodimérica que para formar homodimeros con las mismas secuencias de
aminoacidos del Fc. En las figuras se incluyen variantes estéricas adecuadas.

Un mecanismo generalmente conocido en la técnica como “botones y ojales”, que se refiere a la ingenieria de
aminoacidos que crea influencias estéricas para favorecer la formacion heterodimérica y desfavorecer la formacion
homodimérica, también puede utilizarse opcionalmente; Esto se denomina a veces “botones y ojales”, como se
describe en Ridgway y col., Protein Engineering 9(7):617 (1996); Atwell y col., J. Mol. Biol. 1997 270:26; Patente
estadounidense n.° 8.216.805. Las figuras identifican una serie de pares de “monémero A - monémero B” que se
basan en los “botones y ojales”. Ademas, como se describe en Merchant y col, Nature Biotech. 16:677 (1998), estas
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mutaciones de “botones y ojales” pueden combinarse con enlaces disulfuro para sesgar la formacién hacia la
heterodimerizacién.

Un mecanismo adicional Util en la generacién de heterodimeros a veces se denomina “orientacion electrostatica”,
como se describe en Gunasekaran y col, J. Biol. Chem. 285(25):19637 (2010). Esto a veces se denomina en la
presente memoria “pares de carga”. En este gjemplo, la electrostatica se utiliza para sesgar la formacién hacia la
heterodimerizacién. Como apreciaran los expertos en la técnica, estos también pueden tener un efecto sobre el pl y,
por lo tanto, sobre la purificacién y, por lo tanto, en algunos casos también podrian considerarse variantes de pl. Sin
embargo, como estos se generaron para forzar la heterodimerizacién y no se utilizaron como herramientas de
purificacién, se clasifican como “variantes estéricas”. Estos incluyen, entre otras, las modificaciones
D221E/P228E/L368E emparejadas con D221R/P228R/K409R (por ejemplo, estos son “conjuntos correspondientes
de mondémeros) y C220E/P228E/368E emparejadas con C220R/E224R/P228R/K409R.

Variantes adicionales de monémero A y monémero B que pueden combinarse con otras variantes, opcional e
independientemente en cualquier cantidad, como las variantes de pl descritas en la presente memoria u otras variantes
estéricas que se muestran en la figura 37 del documento US 2012/0149876.

En algunos ejemplos, las variantes estéricas descritas en la presente memoria pueden incorporarse opcional e
independientemente con cualquier variante de pl (u otras variantes tales como las variantes de Fc, las variantes de
FcRn, etc.) en uno o ambos mondmeros, y pueden incluirse o excluirse de forma independiente y opcional de las
proteinas de la invencion.

En la figura 3 y en la figura 8 se muestra una lista de variantes de sesgo adecuadas que muestran algunos pares de
especial utilidad en muchos ejemplos. De especial utilidad son los pares de conjuntos que incluyen, entre otros,
S364K/E357Q: L368D/K370S; L368D/K370S: S364K; L368E/K370S: S364K; T411T/E360E/Q362E: D401K;
L368D/K370S: S364K/E357L, K370S: S364K/E357Q y T366S/L368A/Y407V: T366W (incluyendo opcionalmente un
puente disulfuro, T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C). En términos de nomenclatura, el par “S364K/E357Q:
L368D/K370S” significa que uno de los monémeros tiene el conjunto de variante doble S364K/E357Q y el otro tiene
el conjunto de variante doble L368D/K370S; como en el caso anterior, el “trenzado” de estos pares depende del pl de
partida.

C. Variantes de pl (punto isoeléctrico) para heterodimeros

En general, como apreciaran los expertos en la técnica, existen dos categorias generales de las variantes de pl: las
que aumentan el pl de la proteina (cambios basicos) y las que disminuyen el pl de la proteina (cambios acidos). Como
se describe en la presente memoria, pueden realizarse todas las combinaciones de estas variantes: un monémero
puede ser de tipo salvaje, o una variante que no muestra un pl significativamente diferente del de tipo salvaje, y el otro
puede ser mas basico o mas acido. Alternativamente, cada mondmero se cambia, de uno a mas basico y de uno a
mas acido.

Las combinaciones preferidas de variantes de pl se muestran en la figura 4. Como se describe en la presente memoria
y se muestra en las figuras, estos cambios se muestran con respecto a la IgG1, pero todos los isotipos pueden alterarse
de esta manera, asi como los hibridos de los isotipos. En el caso de que el dominio constante de la cadena pesada
sea de IgG2-4, también pueden usarse R133E y R133Q.

En un caso, por ejemplo, en los formatos de la figura 1A, E, F, G, H e |, una combinacion preferida de variantes de pl
tiene un mondmero (el lado Fab negativo) que comprende variantes 208D/295E/384D/418E/421D
(N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D en relacion con IgG1 humana) y un segundo monémero (el lado scFv positivo)
que comprende un enlazador scFv cargado positivamente, incluyendo (GKPGS)4 (Id. de sec. n. ©: 37755). Sin embargo,
como apreciaran los expertos en la materia, el primer monémero incluye un dominio CH1, incluida la posicién 208. Por
consiguiente, en las construcciones que no incluyen un dominio CH1 (por ejemplo, para anticuerpos que no utilizan
un dominio CH1 en uno de los dominios, por ejemplo en un formato scFv dual o un formato de “un brazo” como los
representados en la figura 1B, C o D), un conjunto de variantes Fc de pl negativo preferido incluye variantes
295E/384D/418E/421D (Q295E/N384D/Q418E/N421D cuando se relacionan con IgG1 humana).

Por consiguiente, en algunos casos, un monémero tiene un conjunto de sustituciones de la figura 4 y el otro monémero
tiene un enlazador cargado (ya sea en forma de enlazador scFv cargado porque ese mondémero comprende un scFv
o un enlazador de dominio cargado, segun dicte el formato, que puede seleccionarse entre los representados en la
figura 7).

1. Variantes isotipicas
Ademas, muchos casos de la descripcidon se basan en la “importacién™ de aminoacidos de pl en posiciones particulares

de un isotipo de IgG a otro, lo cual reduce o elimina la posibilidad de que se introduzca inmunogenicidad no deseada
en las variantes. Varios de estos se muestran en la figura 21 de la publicacién de EE. UU. 2014/0370013.
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Es decir, la IgG1 es un isotipo com(n para los anticuerpos terapéuticos por una variedad de razones, que incluye una
funcién efectora alta. Sin embargo, la region constante pesada de la IgG1 tiene un pl mas alto que el de IgG2 (8,10
frente a 7,31). Al introducir residuos de IgG2 en posiciones particulares en el esqueleto de la IgG1, el pl del monémero
resultante disminuye (o0 aumenta) y, ademas, exhibe una vida media en suero mas prolongada. Por ejemplo, la IgG1
tiene una glicina (pl 5,97) en la posicion 137, y la IgG2 tiene un acido glutamico (pl 3,22); importar el acido glutamico
afectara al pl de la proteina resultante. Como se describe a continuacién, generalmente se requieren varias
sustituciones de aminodacidos para afectar significativamente el pl del anticuerpo variante. Sin embargo, cabe sefialar
que, como se analiza a continuacion, que incluso los cambios en las moléculas de IgG2 permiten un aumento de la
vida media en suero.

En otros casos, se realizan cambios de aminoacidos no isotipicos, ya sea para reducir el estado de carga general de
la proteina resultante (por ejemplo, al cambiar un aminoacido de pl mas alto por un aminoacido de pl mas bajo), o
para permitir adaptaciones en la estructura para la estabilidad, etc., como se describe con mas detalle a continuacion.

Ademas, mediante la modificacién de pl tanto de los dominios constantes pesados como ligeros, pueden verse
cambios significativos en cada monomero del heterodimero. Como se analiza en la presente memoria, el hecho de
que los pl de los dos monémeros difieran en al menos 0,5 puede permitir la separacién mediante una cromatografia
de intercambio i6nico o enfoque isoeléctrico u otros métodos sensibles al punto isoeléctrico.

D. Célculo del pl

El pl de cada monémero puede depender del pl del dominio constante de la cadena pesada variante y del pl del
monémero total, que incluye el dominio constante de la cadena pesada variante y la pareja de fusién. Por tanto, en
algunos ejemplos, el cambio en el pl se calcula sobre la base de la variante del dominio constante de la cadena
pesada, utilizando el grafico de la figura 19 de la US Pub. 2014/0370013. Como se analiza en la presente memoria,
se decide generalmente cual monémero modificar por el pl inherente de las regiones Fv y del andamio.
Alternativamente, puede compararse el pl de cada monémero.

E. Variantes de pl que también confieren una mejor unién in vivo al FcRn

En el caso donde la variante de pl disminuye el pl del monémero, este pueden tener el beneficio adicional de mejorar
la retencion en el suero in vivo.

Aunque todavia se encuentran en estudio, se cree que las regiones Fc tienen vidas medias mas largas in vivo, porque
la unién al FcRn a pH 6 en un endosoma secuestra el Fc (Ghetie y Ward, 1997 Immunol Today. 18(12): 592-598). El
compartimento endosomico luego recicla el Fc a la superficie celular. Una vez que el compartimento se abre al espacio
extracelular, el pH mas alto, ~ 7,4, induce la liberacion del Fc de regreso a la sangre. En ratones, Dall' Acqua y col.
demostraron que los mutantes de Fc con una mayor unién al FcRn a pH 6 y pH 7,4 en realidad tenian concentraciones
séricas reducidas y la misma vida media que el Fc de tipo salvaje (Dall' Acqua y col. 2002, J. Immunol. 196:5171-
5180). Se cree que la mayor afinidad del Fc por el FcRn a pH 7,4 prohibe la liberacion del Fc de vuelta a la sangre.
Por lo tanto, las mutaciones del Fc que aumentaran la vida media del Fc in vivo aumentaran idealmente la unién al
FcRn a un pH mas bajo mientras aun permiten la liberacion del Fc a un pH mas alto. El aminoacido histidina cambia
su estado de carga en el intervalo de pH de 6,0 a 7,4. Por Io tanto, no es sorprendente encontrar residuos de His en
posiciones importantes en el complejo Fc/FcRn.

Recientemente se sugirid que los anticuerpos con regiones variables que tienen puntos isoeléctricos mas bajos
también pueden tener vidas medias en suero mas largas (Igawa y otros, 2010 PEDS. 23(5): 385-392). Sin embargo,
el mecanismo de esto aln no se conoce bien. Ademas, las regiones variables difieren de un anticuerpo a otro. Las
variantes de la regidén constante con un pl reducido y una vida media extendida proporcionarian un enfoque mas
modular para mejorar las propiedades farmacocinéticas de los anticuerpos, como se describe en la presente memoria.

F. Variantes adicionales de F¢ para funcionalidad adicional

Ademas de las variantes de aminoacidos de pl, hay una serie de modificaciones uUtiles de aminoacidos de Fc que
pueden realizarse por una variedad de razones, que incluyen, pero sin limitarse a, la alteracion de la unién a uno o
mas receptores FcyR, la union alterada a los receptores FcRn, etc.

Por consiguiente, las proteinas de la descripcion pueden incluir modificaciones de aminoacidos, incluidas las variantes
de heterodimerizacion descritas en la presente memoria, que incluyen las variantes de pl y las variantes estéricas.
Cada conjunto de variantes puede incluirse o excluirse independiente y opcionalmente de cualquier proteina
heterodimérica particular.

G. Variantes de FcyR

Por consiguiente, hay varias sustituciones de Fc (tiles que pueden realizarse para alterar la unidon a uno o mas de los
receptores FcyR. Pueden ser Utiles las sustituciones que dan como resultado un aumento de la unién asi como una
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disminucion de la unién. Por ejemplo, se sabe que el aumento de la unién a FcyRllla produce un aumento de la ADCC
(citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos); la reaccién mediada por células en donde las células
citotoxicas inespecificas que expresan FcyR reconocen el anticuerpo unido en una célula diana y posteriormente
causan la lisis de la célula diana). De manera similar, la disminucién de la unién a FcyRIllb (un receptor inhibidor)
también puede ser beneficiosa en algunas circunstancias. Las sustituciones de aminoacidos que se utilizan en la
presente descripcion incluyen las enumeradas en los documentos US 2006-0024298 A1 (en particular la figura 41),
US2006-0121032 A1, US2006-0235208 A1, y US 2007-0148170 Alespecificamente para las variantes descritas en
ellos. Las variantes particulares que encuentran un uso incluyen, entre otras, 236A, 239D, 239E, 332E, 332D,
239D/332E, 267D, 267E, 328F, 267E/328F, 236A/332E, 239D/332E/330Y, 239D, 332E/330L, 243A, 243L, 264A, 264V
y 299T.

Ademas, hay sustituciones de Fc adicionales que se utilizan para aumentar la unién al receptor FcRn y aumentar la
semivida sérica, como se describe especificamente en el documento US 2009-0163699 A1, que incluye, entre otras,
434S, 434A, 428L, 308F, 2591, 428L/434S, 2591/308F, 4361/428L, 4361 0 V/4348S, 436V/428L y 2591/308F/428L.

H. Variantes de supresion

De manera similar, otra categoria de variantes funcionales son las variantes de “supresion de FcyR” o las variantes
de “desactivacion génica de Fc (FCKO o KO)”. En estos ejemplos, para algunas aplicaciones terapéuticas, es deseable
reducir o eliminar la unién normal del dominio Fc a uno o mas o a todos los receptores Fcy (p. ej. FcyR1, FcyRlla,
FcyRllb, FcyRllla, etc.) para evitar mecanismos de accion adicionales. Esto es, por ejemplo, en muchos casos,
particularmente en el uso de anticuerpos biespecificos de punto de control deseables para suprimir la unién a FcyRllla
para eliminar o reducir significativamente la actividad ADCC de tal manera que uno de los dominios Fc comprenda
una o mas variantes de supresion del receptor Fcy. Estas variantes de supresion se representan en la figura 5, y cada
una puede incluirse o excluirse independiente y opcionalmente, con aspectos preferidos con el uso de variantes de
supresién seleccionadas del grupo que consiste en G236R/L328R, E233P/L234V/L235A/G236del/S239K,
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, E233P/L234V/L235A/G236del/S239K/A327G,
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K/A327G y E233P/L234V/L235A/G236del. Cabe sefialar que las variantes de
supresién a las que se hace referencia en la presente memoria suprimen la unién a FcyR pero generalmente no la
unién a FcRn.

Como es conocido en la técnica, el dominio Fc de la IgG1 humana tiene la mayor unién a los receptores Fcy, y por o
tanto se pueden utilizar variantes de supresiéon cuando el dominio constante (o0 dominio Fc) en el armazén del
anticuerpo heterodimérico es IgG1. Como alternativa, o ademas de las variantes de supresién en un origen de IgG1,
las mutaciones en la posicién de glicosilacion 297 (generalmente a A o S) pueden anular significativamente la unién a
FcyRllla, por ejemplo. Las I1gG2 e IgG4 humanas tienen una unién natural reducida a los receptores Fcy, por lo que
esos armazones pueden utilizarse con o sin las variantes de supresion.

I. Combinacién de variantes heterodiméricas y Fc

Como apreciaran los expertos en la técnica, todas las variantes de heterodimerizacion mencionadas (que incluyen las
variantes de sesgo y/o pl) pueden combinarse opcional e independientemente de cualquier forma, siempre que
conserven su “capacidad de concatenacién” o “division en mondémeros”. Ademas, todas estas variantes pueden
combinarse en cualquiera de los formatos de heterodimerizacién.

En el caso de las variantes de pl, aunque las figuras muestran casos que encuentran un uso particular, pueden
generarse otras combinaciones, al seguir la regla basica de alterar la diferencia de pl entre los dos monémeros para
facilitar la purificacién.

Ademas, cualquiera de las variantes de heterodimerizacién, sesgo y pl, también se combina independiente y
opcionalmente con variantes de supresion de Fc, variantes de Fc, variantes de FcRn, como se describe generalmente
en la presente memoria.

V. Formatos Utiles de la descripcion

Como apreciaran los expertos en la materia, y como se expone con mas detalle a continuacién, los anticuerpos
heterodiméricos biespecificos de la presente descripcion pueden adoptar una amplia variedad de configuraciones,
como se representa en general en la figura 1. Algunas figuras representan configuraciones de “un solo extremo”,
donde hay un tipo de especificidad en un “brazo™ de la molécula y una especificidad diferente en el otro “brazo”. Otras
figuras representan configuraciones de “extremos dobles”, donde hay al menos un tipo de especificidad en la “parte
superior” de la molécula y una o mas especificidades diferentes en la “parte inferior” de la molécula. Por tanto, la
presente descripcién se refiere a nuevas composiciones de inmunoglobulina que actian conjuntamente sobre un
primer y un segundo antigeno diferentes.

Como apreciaran los expertos en la materia, los formatos heterodiméricos de la descripcion pueden tener diferentes
valencias, asi como ser biespecificos. Es decir, los anticuerpos heterodiméricos de la invencién pueden ser bivalentes
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y biespecificos, en donde una diana de punto de control esta unida por un ABD y la otra diana de punto de control esta
unida por un segundo ABD. Los anticuerpos heterodiméricos también pueden ser trivalentes y biespecificos, en donde
el primer antigeno esta unido por dos ABD y el segundo antigeno por un segundo ABD.

A. Formato abrebotellas

Un armazoén heterodimérico que se utiliza especialmente en la presente invencion es el formato de andamio “triple F”
o “abrebotellas” que se muestra en la figura 1A. En esta realizacién, una cadena pesada del anticuerpo contiene un
Fv de cadena unica (“scFv”, como se define a continuacion) y la otra cadena pesada es un formato de Fab “regular”,
que comprende una cadena pesada y una cadena ligera variables. Esta estructura a veces se denomina en la presente
memoria formato “triple F” (scFv-Fab-Fc) o formato “abrebotellas™”, debido a su similitud visual con un abrebotellas
(véase la figura 1A). Las dos cadenas se aproximan mediante el uso de variantes de aminoacidos en las regiones
constantes (por ejemplo, el dominio Fc, el dominio CH1 y/o la regién bisagra) que promueven la formaciéon de
anticuerpos heterodiméricos como se describe mas completamente a continuacién.

Hay varias ventajas distintas en el actual formato de “triple F”. Como se conoce en la técnica, los analogos de
anticuerpos que se basan en dos construcciones scFv a menudo tienen problemas de estabilidad y agregacion, que
pueden aliviarse en la presente invencién mediante la adicién de un apareamiento “regular” de cadenas pesadas y
ligeras. Ademas, a diferencia de los formatos que se basan en dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, no hay
problema con el apareamiento incorrecto de cadenas pesadas y ligeras (por ejemplo, apareamiento de la pesada 1
con la ligera 2, etc.).

Los ejemplos esbozados en la presente memoria se basan en general en el formato de abrebotellas que comprende
un primer monémero que comprende un scFv, que comprende un dominio variable pesado y un dominio variable
ligero, unido covalentemente utilizando un enlazador de scFv (cargado, en muchos casos, pero no en todos), donde
el scFv esta unido covalentemente al aminoterminal de un primer dominio Fc normalmente a través de un enlazador
de dominio (que, como se esboza en la presente memoria puede ser no cargado o cargado y puede ser exdgeno o
endoégeno (p. ej. todo o parte del dominio bisagra nativo). El segundo monémero del formato de abrebotellas es una
cadena pesada y la composicion comprende ademas una cadena ligera.

Ademas, los dominios Fc del formato abrebotellas comprenden variantes de sesgo (p. €j., un conjunto de sustituciones
de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8, siendo las variantes de sesgo particularmente (tiles
S364K/E357Q: L368D/K370S;), variantes de supresion opcionales (incluidas las mostradas en la figura 5), enlazadores
scFv opcionalmente cargados (incluidos los mostrados en la figura 7} y la cadena pesada comprende variantes de pl
(incluidas las mostradas en la figura 4).

El formato abrebotellas incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresion. Por consiguiente, algunos
ejemplos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero (el “mondmero scFv”) que
comprende un enlazador scFv cargado (siendo preferible en algunas realizaciones la secuencia +H de la figura 7), las
variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresién E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un Fv que se
une a un receptor de punto de control segun se describe en la presente memoria; b) un segundo monémero (el
“monémero Fab”) que comprende las variantes de sesgo L368D/K370S, las variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, y un dominio
pesado variable que, con el dominio ligero variable, constituye un Fv que se une a un segundo receptor de punto de
control como se describe en la presente memoria; y ¢) una cadena ligera. En este ejemplo particular, los pares de Fv
monoméricos adecuados incluyen (Fab enumerados en primer lugar, scFv en segundo lugar) PD-1y CTLA-4, CTLA-
4y PD-1, PD-1y TIM-3, TIM-3y PD-1, PD-1y LAG-3, LAG-3 X PD1, PD-1 y TIGIT, TIGIT y PD-1, PD-1 y BTLA, BTLA
y PD-1, CTLA-4y TIM-3, TIM-3y CTLA-4, CTLA-4y LAG-3, LAG-3y CTLA-4, CTLA-4y TIGIT, TIGIT y CTLA-4, CTLA-
4yBTLA, BTLAy CTLA-4, TIM-3y LAG-3, LAG-3y TIM-3, TIM-3y TIGIT, TIGIT y TIM-3, TIM-3 y BTLA, BTLAy TIM-
3. LAG-3y TIGIT, TIGIT y LAG-3, LAG-3y BTLA, BTLAy LAG-3, BTLA y TIGIT, y TIGIT y BTLA. En esta realizacién
particular, un abrebotellas con estas variantes tiene el lado scFv que comprende el ABD 1G6_L1. 194_H1.279 que se
une a PD-1 encuentra un uso particular. En esta realizacién particular, un abrebotellas con estas variantes tiene el
lado scFv que comprende el ABD [CTLA-4] H3.23_L0.129 que se une a CTLA-4 encuentra un uso particular.

Son particularmente (tiles en algunos ejemplos, particularmente en el formato abrebotellas, CTLA-4 X PD-1, LAG-3 X
PD-1, BTLA X PD-1, TIM-3 X PD-1 y LAG-3 X CTLA-4.

Las secuencias ABD para estas combinaciones pueden ser como se indica en el listado de secuencias o como se
muestra en las figuras 9 a 13, y en cualquier combinacién como se muestra en la figura 39 y la figura 40.

En algunos ejemplos, el formato abrebotellas incluye variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresion y
variantes de FcRn. Por consiguiente, algunas realizaciones incluyen formatos de abrebotellas que comprenden: a) un
primer monomero (el “mondémero de scFv”) que comprende un enlazador de scFv cargado (siendo preferible en
algunas realizaciones la secuencia +H de la figura 7}, las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un Fv que se une a un inhibidor de punto
de control segun se describe en la presente memoria; b) un segundo mondémero (el “mondémero Fab”) que comprende
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las variantes de sesgo L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/ Q418E/N421D, las variantes de
supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FCRn M428L/N434S y un dominio pesado variable
que, con el dominio ligero variable, constituye un Fv que se une a un segundo inhibidor del punto de control como se
describe en la presente memoria; y ¢) una cadena ligera. En este ejemplo particular, los pares de Fv adecuados
incluyen (Fab enumerados primero, scFv segundo) PD-1y CTLA-4, CTLA-4 y PD-1, PD-1y TIM-3, TIM-3 y PD-1, PD-
1y LAG-3, LAG-3 X PD1, PD-1 y TIGIT, TIGIT y PD-1, PD-1y BTLA, BTLA y PD-1, CTLA-4 y TIM-3, TIM-3 y CTLA-
4, CTLA-4 y LAG-3, LAG-3 y CTLA-4, CTLA-4 y TIGIT, TIGIT y CTLA-4, CTLA-4 y BTLA, BTLA y CTLA-4, TIM-3 y
LAG-3, LAG-3y TIM-3, TIM-3 y TIGIT, TIGIT y TIM-3, TIM-3 y BTLA, BTLA y TIM-3. LAG-3 y TIGIT, TIGIT y LAG-3,
LAG-3 y BTLA, BTLA y LAG-3, BTLA y TIGIT, y TIGIT y BTLA. En esta realizacién particular, un abrebotellas con
estas variantes tiene el lado scFv que comprende el ABD 1G6_11.194_H1.279 que se une a PD-1 encuentra un uso
particular. En esta realizacién particular, un abrebotellas con estas variantes tiene el lado scFv que comprende el
[CTLA-4]_H3.23_L0. 129 ABD que se une a CTLA-4 encuentra un uso particular.

Son particularmente (tiles en algunos ejemplos, particularmente en el formato abrebotellas, CTLA-4 X PD-1, LAG-3 X
PD-1, BTLA X PD-1, TIM-3 X PD-1 y LAG-3 X CTLA-4.

Especificamente, la figura 37 muestra algunas secuencias “armazén” de abrebotellas a las que les faltan las
secuencias de Fv que pueden utilizarse en la presente invencion. Es decir, pueden utilizarse secuencias de Fv para
la porcién scFv y la porcion Fab de cualquier combinacién de PD-1 y CTLA-4, PD-1 y TIM-3, PD-1y LAG-3, PD-1y
TIGIT, PD-1 y BTLA, CTLA-4 y TIM-3, CTLA-4 y LAG-3, CTLA-4 y TIGIT, CTLA-4 y BTLA, TIM-3 y LAG-3, TIM-3 y
TIGIT, TIM-3y BTLA, LAG-3 y TIGIT, LAG-3y BTLAy TIGIT y BTLA. Las secuencias pueden ser cualquiera de las
descritas en la presente memoria en el listado de secuencias y/o en las figuras 9 a 13.

Para el armazén abrebotellas 1 de la figura 37, las combinaciones de Fv especificas de uso en la presente invenciéon
incluyen PD-1y CTLA-4, PD-1y TIM-3, PD-1 y LAG-3, PD-1 y TIGIT, PD-1 y BTLA, CTLA-4y TIM-3, CTLA-4y LAG-
3, CTLA-4 y TIGIT, CTLA-4 y BTLA, TIM-3 y LAG-3, TIM-3 y TIGIT, TIM-3 y BTLA, LAG-3 y TIGIT, LAG-3y BTLAy
TIGIT y BTLA. Las secuencias pueden ser cualquiera de las descritas en la presente memoria en el listado de
secuencias y/o en las figuras 9 a 13.

Para el armazo6n abrebotellas 1 de la figura 37, las combinaciones de Fv especificas de uso en la presente descripcion
incluyen CTLA-4 (Fab) X PD-1 (scFv), PD-1 (Fab) X CTLA-4 (scFv), LAG-3 (Fab) X PD-1 (scFv), BTLA (Fab) X PD-1
(scFv) y LAG-3 (Fab) X CTLA-4 (scFv).

Para el armazén abrebotellas 1 de la figura 37 (que incluye opcionalmente las variantes 428L/434S), los ABD
especificos que se unen a PD-1 humana incluyen, pero no se limitan a, 1G6_H1.279_L1.194, 1G6_H1.280_1 1.224;
1G6_L1.194_H1.279,1G6_L1.210_H1.288 y 2E9_H1L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n. " 6209-11464,
las Id. de sec. n.°: 11465-17134, las Id. de sec. n.% 33003-33072, las Id. de sec. n.%: 33073-35394 y las |d. de sec. n.*:
36127-36146.

Para el armazén abrebotellas 1 de la figura 37 (incluyendo opcionalmente las variantes 428L/434S), los ABD
especificos que se unen a CTLA-4 humano incluyen, entre otros, [CTLA-4]_HO0.25_L0; [CTLA-4]_H0.26_L0; [CTLA-
4] H0.27_L0; [CTLA-4] H0.29 L0O; [CTLA-4] H0.38_L0O; [CTLA-4] H0.39 LO; [CTLA-4] H0.40_L0O; [CTLA-
4] H0.70_L0; [CTLA-4]_HO_L0.22; [CTLA-4] H2_L0O; [CTLA-4] H3.21_L0.124; [CTLA-4] H3.21_L0.129; [CTLA-
4] H3.21_L0.132; [CTLA-4]_H3.23_L0.124; [CTLA-4]_H3.23_L0.129; [CTLA-4]_H3.23_L0.132; [CTLA-
4] H3.25_L0.124; [CTLA-4]_H3.25_L0.129; [CTLA-4] H3.25_L0.132; [CTLA-4]_H3.4_10.118; [CTLA-
4] H3.4 L0.119; [CTLA-4]_ H3.4_L0.12; [CTLA-4] H3.4 L0.121; [CTLA-4] H3.4_L0.122; [CTLA-4] H3.4 1 0.123;
[CTLA-4]_ H3.4 10.124; [CTLA-4]_H3.4 10.125; |[CTLA-4] H3.4_L0.126; [CTLA-4] H3.4_L0.127; [CTLA-
4] H3.4 1L0.128; [CTLA-4] H3.4_L0.129; [CTLA-4] H3.4_L0.130; [CTLA-4] H3.4 1 0.131; [CTLA-4] H3.4 1 0.132;
[CTLA-4]_ H3.5 L2.1; [CTLA-4]_H3.5 | 2.2; [CTLA-4]_H3.5_L2.3; [CTLA-4] H3 LO; [CTLA-4] H3_L0.22; [CTLA-
4] H3_10.44; [CTLA-4] H3_L0.67 y [CTLA-4] H3 L0.74, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.° 21-2918,
las Id. de sec. n.°: 2919-6208, las Id. de sec. n.°: 36739-36818 y las Id. de sec. n.*: 35395-35416.

Para el armazén abrebotellas 1 de la figura 37 (incluyendo opcionalmente las variantes 428L/434S), los ABD
especificos que se unen a LAG-3 humano incluyen, pero sin limitacién, 2A11_HOLO; ; 2A11_H1.125 1 2.113;
2A_H1.144_12.142; 2A11_H1_L2.122; 2A11_H1_12.123; 2A11_H1_L2.124; 2A11_H1_L2.25; 2A11_H1_L2.47;
2A11_H1_L2.50; 2A11_H1_12.91; 2A11_H1_12.93; 2A11_H1_12.97; 2A11_HiL1; 2A11_HiL2; 2A11_H2L2;
2A11_H3L1; 2A11_H3L2; 2A11_H4L1; 2A11_H4L2; 7G8 HOLO; 7G8_H1L1; 7G8_H3.18_L1.11; 7G8_H3.23_L1.11;
7G8 H3.28 11;7G8_H3.28 L1.11;7G8 H3.28 11.13;7G8_H3.30_11.34; 7G8_H3.30_L1.34;y 7G8_H3L1, asi como
los enumerados en las Id. de sec. n.°: 17135-20764, las Id. de sec. n.°: 36819-36962, las Id. de sec. n.°: 35417-35606,
las Id. de sec. n.°: 25194-32793 y las Id. de sec. n.°: 32794-33002.

Para el armazén abrebotellas 1 de la figura 37 (incluyendo opcionalmente las variantes 428L/434S), los ABD

especificos que se unen a BTLA humana incluyen, pero no se limitan a, 9C6_HOL0; 9C6_H1.1_L1;y 9C6_H1.11_L1,
asi como los enumerados en las Id. de sec. n.® 20885-21503 y las Id. de sec. n.* 36707-36738.
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Para el armazén abrebotellas 1 de la figura 37 (incluyendo opcionalmente las variantes 428L/434S), los ABD
especificos que se unen a TIM-3 humano incluyen, pero sin limitacién, 1D10_HOLO; 1D12_HOLO; 3H3_H1_L2.1;
6C8_HOLO; 6D9_HO_1D12_L0; 7A9_HOLO; 7B11_HOLO; 7B11var_HOLOy 7C2_HOLO, asi como los enumerados en la
Id. de sec. n.®: 20765-20884, las Id. de sec. n.°: 37587-37698 y las Id. de sec. n.°: 36347-36706.

A continuacion se exponen ejemplos concretos de abrebotellas.
B. Formato mAb-Fv

Un armazén heterodimérico que encuentra un uso particular en la presente descripcion es el formato mAb-Fv mostrado
en la figura 1H. En este caso, el formato se basa en el uso de una unién carboxiloterminal de un dominio pesado
variable “adicional” a un mondmero y la unién carboxiloterminal de un dominio ligero variable “adicional” al otro
monémero, formando asi un tercer dominio de unién a antigeno, en donde las porciones Fab de los dos monémeros
se unen a una diana de punto de control y el dominio scFv “adicional” se une a una diana de punto de control diferente.

En este caso, el primer monémero comprende una primera cadena pesada, que comprende un primer dominio pesado
variable y un primer dominio pesado constante que comprende un primer dominio Fc, con un primer dominio ligero
variable unido covalentemente al carboxiloterminal del primer dominio Fc utilizando un enlazador de dominio (vhi-
CH1-bisagra-CH2-CH3-[enlazador opcional]-vl2). El segundo monémero comprende un segundo dominio pesado
variable del segundo dominio pesado constante que comprende un segundo dominio Fc, y un tercer dominio pesado
variable unido covalentemente al carboxiloterminal del segundo dominio Fc utilizando un enlazador de dominio (vh1i-
CH1-bisagra-CH2-CH3-[enlazador opcional]-vh2. Los dos dominios variables unidos por el extremo carboxiloterminal
constituyen un scFv. Este caso utiliza ademas una cadena ligera comin que comprende un dominio ligero variable y
un dominio ligero constante, que se asocia con las cadenas pesadas para formar dos Fab idénticas. Como en muchas
de las realizaciones de la presente memoria, estas construcciones incluyen variantes de sesgo, variantes de pl,
variantes de supresion, variantes de Fc adicionales, etc., segin se desee y se describa en la presente memoria. En
este caso, los pares Fv adecuados incluyen (Fab enumerados en primer lugar, scFv en segundo lugar) PD-1 y CTLA-
4, CTLA-4 y PD-1, PD-1 y TIM-3, TIM-3 y PD-1, PD-1 y LAG-3, LAG-3 X PD1, PD-1 y TIGIT, TIGIT y PD-1, PD-1y
BTLA, BTLAy PD-1, CTLA-4y TIM-3, TIM-3 y CTLA-4, CTLA-4 y LAG-3, LAG-3y CTLA-4, CTLA-4 y TIGIT, TIGIT y
CTLA-4, CTLA-4 y BTLA, BTLAy CTLA-4, TIM-3 y LAG-3, LAG-3 y TIM-3, TIM-3 y TIGIT, TIGIT y TIM-3, TIM-3 y
BTLA, BTLAy TIM-3. LAG-3 y TIGIT, TIGIT y LAG-3, LAG-3 y BTLA, BTLAy LAG-3, BTLAy TIGIT, y TIGIT y BTLA.

Las secuencias ABD para estas combinaciones pueden ser como se indica en el listado de secuencias o como se
muestra en las figuras 9 a 13, y en cualquier combinacién como se muestra en la figura 39 y la figura 40.

Ademas, los dominios Fc del formato mAb-Fv comprenden variantes de sesgo (por ejemplo, un conjunto de
sustituciones de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8, siendo particularmente Utiles las variantes
de sesgo seleccionadas del grupo que consiste en S364K/E357Q: L368D/K370S; L368D/K370S: S364K;
L368E/K370S: S364K; T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S: S364K/E357Q,
T366S/L368A/Y407V: T366W y T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C), opcionalmente variantes de supresion
(que incluyen las mostradas en la figura 5), enlazadores de scFv opcionalmente cargados (que incluyen los mostrados
en la figura 7) y la cadena pesada comprende variantes de pl (que incluye las mostradas en la figura 4).

En algunos casos, el formato mAb-Fv incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresién. Por
consiguiente, algunos casos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero que comprende
las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un primer
dominio pesado variable que, con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a
un primer inhibidor de punto de control, y un segundo dominio pesado variable; b) un segundo monémero que
comprende las variantes de sesgo L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/ Q418E/N421D, las
variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un primer dominio pesado variable que, con el primer
dominio ligero variable, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe en la presente
memoria, y una segunda cadena ligera variable, que junto con la segunda cadena pesada variable forma un Fv (ABD)
que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢) una cadena ligera que comprende un primer dominio ligero
variable y un dominio ligero constante. En algunas realizaciones en este formato, son de uso particular (orden Fab-
scFv) CTLA-4 X PD-1, LAG-3 X PD-1, BTLA X PD-1, y LAG-3 X CTLA-4.

En algunos casos, el formato mAb-Fv incluye variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresién y variantes
de FcRn. Por consiguiente, algunos casos incluyen formatos de abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero
que comprende las variantes de s$esgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a un primer inhibidor de punto
de control, y un segundo dominio pesado variable; b) un segundo monémero que comprende las variantes de sesgo
L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio variable ligero, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe
en la presente memoria, y una segunda cadena variable ligera, que junto con la segunda cadena variable pesada
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forma un Fv (ABD) que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢} una cadena ligera que comprende un
primer dominio ligero variable y un dominio ligero constante. En algunas realizaciones en este formato, son de uso
particular (orden Fab-scFv) CTLA-4 X PD-1, LAG-3 X PD-1, BTLA X PD-1, y LAG-3 X CTLA-4.

Para secuencias mAb-Fv que son similares al armazén 1 mAb-scFv (opcionalmente incluyendo M428L/N4348S) de la
figura 38, los ABD especificos que se unen a PD-1 humana incluyen, pero no se limitan a, 1G6_H1.279_L1.194, 1G6
_H1.280_11.224;1G6_L1.194_H1.279,1G6_L1.210_H1.288 y 2E9_H1L1, asi como los enumerados en las Id. de sec.
n.%: 6209-11464, las Id. de sec. n.®: 11465-17134, las Id. de sec. n.° 33003-33072, las Id. de sec. n.° 33073-35394 y
las Id. de sec. n.* 36127-36146.

Para las secuencias mAb-Fv que son similares al armazén 1 mAb-scFv (opcionalmente incluyendo M428L/N434S) de
la figura 38, los ABD especificos que se unen a CTLA-4 humano incluyen, pero no se limitan a, [CTLA-4]_H0.25_LO0;
[CTLA-4]_H0.26_L0O; [CTLA-4]_H0.27_L0; [CTLA-4]_H0.29_L0; [CTLA-4] H0.38 L0; [CTLA-4] H0.39_LO; [CTLA-
4] H0.40_L0O; [CTLA-4]_H0.70_LO; [CTLA-4] HO L0.22; [CTLA-4] H2 L0O; [CTLA-4] H3.21_L0.124; [CTLA-
4] H3.21_L0.129; [CTLA-4]_H3.21_L0.132; [CTLA-4]_H3.23_L0.124; [CTLA-4]_H3.23_L0.129; [CTLA-
4] H3.23_L0.132; [CTLA-4]_H3.25_L0.124; [CTLA-4]_H3.25_L0.129; [CTLA-4]_H3.25_L0.132; [CTLA-
4] H3.4 L0.118; [CTLA-4]_H3.4_L0.119; [CTLA-4]_H3.4_L0.12; [CTLA-4] H3.4_L0.121; [CTLA-4] H3.4_10.122;
[CTLA-4]_ H3.4 10.123; [CTLA-4]_H3.4 10.124; [CTLA-4]_H3.4_L0.125; [CTLA-4] H3.4_L0.126; [CTLA-
4] H3.4 L0.127; [CTLA-4] H3.4_L0.128; [CTLA-4] H3.4_10.129; [CTLA-4] H3.4 1 0.130; [CTLA-4] H3.4 1 0.131;
[CTLA-4]_H3.4 10.132; [CTLA-4]_H3.5_L2.1; [CTLA-4] H3.5_1L2.2; [CTLA-4] H3.5_12.3; [CTLA-4] H3 LO; [CTLA-
4] H3_10.22; [CTLA-4]_H3 L0.44;[CTLA-4]_H3 L0.67 y [CTLA-4] H3_L0.74, asi como los enumerados en las Id. de
sec. n.%: 21-2918, las Id. de sec. n.®: 2919-6208, las Id. de sec. n.*: 36739-36818 y las Id. de sec. n.®: 35395-35416.

Para las secuencias mAb-Fv que son similares al armazén 1 mAb-scFv (opcionalmente incluyendo M428L/N434S) de
la figura 38, los ABD especificos que se unen a LAG-3 humano incluyen, pero no se limitan a, 2A11 _HOLO;
2A11_H1.125 1 2.113; 2A11_H1.144_12.142; 2A11_H1_L2.122; 2A11_H1_L2.123; 2A11_H1_L2.124;
2A11_H1_L2.25;2A11_H1_L2.47;2A11_H1_L2.50; 2A11_H1_L2.91; 2A11_H1_1L2.93; 2A11_H1_1L2.97; 2A11_H1L1;
2A11_H1L2; 2A11_H2L2; 2A11_H3L1; 2A11_H3L2; 2A11_H4L1; 2A11_H4L2; 7G8 HOLO; 7G8 HI1LT;
7G8 H3.18 L1.11; 7G8_H3.23 L1.11; 7G8_H3.28 L1; 7G8_H3.28_L1.11; 7G8_H3.28_11.13; 7G8_H3.30_L1.34;
7G8 _H3.30_L1.34; y 7G8_H3L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.% 17135-20764, las Id. de sec. n.*
36819-36962, las Id. de sec. n.°: 35417-356086, las Id. de sec. n.°: 25194-32793 y las Id. de sec. n.®: 32794-33002.

Para secuencias mAb-Fv que son similares al armazén 1 mAb-scFv (incluyendo opcionalmente M428L/N4348S) de la
figura 38, los ABD especificos que se unen a BTLA humana incluyen, pero no se limitan a, 9C6 HOLO; 9C6_H1.1_L1;
y 9C6_H1.11_L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.°: 20885-21503 y las Id. de sec. n.®: 36707-36738.

Para las secuencias mAb-Fv que son similares al armazén 1 mAb-scFv (opcionalmente incluyendo M428L/N434S) de
la figura 38, los ABD especificos que se unen a TIM-3 humano incluyen, pero no se limitan a, 1D10 HOLO; 1D12 HOLO;
3H3_H1_L2.1; 6€C8 HOLO; 6D9_HO_1D12_L0; 7A9 HOLO; 7B11_HOLO; 7B11var_HOLO y 7C2_HOLO, asi como los
enumerados en la Id. de sec. n.®: 20765-20884, las Id. de sec. n.®: 37587-37698 y las Id. de sec. n.*: 36347-36706.

C. mAb-scFv

Un armazén heterodimérico que encuentra un uso particular en la presente descripcion es el formato mAb-scFv
mostrado en la figura 11. En este caso, el formato se basa en el uso de una unién carboxiloterminal de un scFv a uno
de los monémeros, formando asi un tercer dominio de unién a antigeno, en donde las porciones Fab de los dos
mondémeros se unen a una diana de punto de control y el dominio scFv “adicional” se une a una diana de punto de
control diferente.

En este caso, el primer monémero comprende una primera cadena pesada (que comprende un dominio pesado
variable y un dominio constante), con un scFv unido covalentemente carboxiloterminalmente que comprende un
dominio ligero variable scFv, un enlazador scFv y un dominio pesado variable scFv en cualquier orientacion (vh1-CH1-
bisagra-CH2-CH3-[enlazador opcional]-vh2-scFv enlazador-vl2 o vh1-CH1-bisagra-CH2-CH3-[enlazador opcionall-
vl2-scFv enlazador-vh2). Esta realizacion utiliza ademas una cadena ligera comuin que comprende un dominio ligero
variable y un dominio ligero constante, que se asocia con las cadenas pesadas para formar dos Fab idénticos que se
unen a uno de los antigenos diana. Como en muchos de los casos de la presente memoria, estas construcciones
incluyen variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresion, variantes de Fc adicionales, etc., segun se desee
y se describa en la presente memoria. En esta realizacién, los pares Fv adecuados incluyen (Fab enumerados en
primer lugar, scFv en segundo lugar) PD-1 y CTLA-4, CTLA-4 y PD-1, PD-1 y TIM-3, TIM-3 y PD-1, PD-1 y LAG-3,
LAG-3 X PD1, PD-1y TIGIT, TIGIT y PD-1, PD-1 y BTLA, BTLA y PD-1, CTLA-4 y TIM-3, TIM-3 y CTLA-4, CTLA-4y
LAG-3, LAG-3y CTLA-4, CTLA-4 y TIGIT, TIGIT y CTLA-4, CTLA-4 y BTLA, BTLAy CTLA-4, TIM-3y LAG-3, LAG-3
y TIM-3, TIM-3 y TIGIT, TIGIT y TIM-3, TIM-3 y BTLA, BTLAy TIM-3. LAG-3 y TIGIT, TIGIT y LAG-3, LAG-3 y BTLA,
BTLAy LAG-3, BTLAy TIGIT, y TIGIT y BTLA.

Las secuencias ABD para estas combinaciones pueden ser como se indica en el listado de secuencias o como se
muestra en las figuras 9 a 13, y en cualquier combinacién como se muestra en la figura 39 y la figura 40.
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Ademas, los dominios Fc del formato mAb-scFv generalmente comprenden variantes de sesgo (p. €j. un conjunto de
sustituciones de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8, siendo particularmente Utiles las variantes
de sesgo seleccionadas del grupo que consiste en S364K/E357Q: L368D/K370S; L368D/K370S: S364K;
L368E/K370S: S364K; T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S: S364K/E357Q,
T366S/L368A/Y407V: T366W y T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C), opcionalmente variantes de supresion
(que incluyen las mostradas en la figura 5), enlazadores de scFv opcionalmente cargados (que incluyen los mostrados
en la figura 7) y la cadena pesada comprende variantes de pl (que incluye las mostradas en la figura 4).

En algunos casos, el formato mAb-scFv incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresién. Por
consiguiente, algunos casos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero que comprende
las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un primer
dominio pesado variable que, con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a
un primer inhibidor de punto de control, y un segundo dominio pesado variable; b) un segundo monémero que
comprende las variantes de sesgo L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/ Q418E/N421D, las
variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un primer dominio pesado variable que, con el primer
dominio ligero variable, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe en la presente
memoria, y una segunda cadena ligera variable, que junto con la segunda cadena pesada variable forma un Fv (ABD)
que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢) una cadena ligera que comprende un primer dominio ligero
variable y un dominio ligero constante. De particular uso en algunos casos n este formato, son (orden Fab-scFv) CTLA-
4 X PD-1, LAG-3 X PD-1, BTLA X PD-1, y LAG-3 X CTLA-4.

En algunos casos, el formato mAb-scFv incluye variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresion y variantes
de FcRn. Por consiguiente, algunos casos incluyen formatos de abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero
que comprende las variantes de s$esgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a un primer inhibidor de punto
de control, y un segundo dominio pesado variable; b) un segundo monémero que comprende las variantes de sesgo
L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio variable ligero, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe
en la presente memoria, y una segunda cadena variable ligera, que junto con la segunda cadena variable pesada
forma un Fv (ABD) que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢} una cadena ligera que comprende un
primer dominio ligero variable y un dominio ligero constante. En formatos mAb-scFv, las combinaciones Fv especificas
de uso en la presente invencion incluyen CTLA-4 (Fab) X PD-1 (scFv), PD-1 (Fab) X CTLA-4 (scFv), LAG-3 (Fab) X
PD-1 (scFv), BTLA (Fab) X PD-1 (scFv) y LAG-3 (Fab) X CTLA-4 (scFv).

En el armazén mAb-scFv 1 (que incluye opcionalmente M428L/N434S) de la figura 38, los ABD especificos que se
unen a PD-1 humana incluyen, pero no se limitan a, 1G6_H1.279_1.1.194, 1G6_H1.280_L1.224;1G6_L1.194_H1.279,
1G6_L1.210_H1.288 y 2E9 _H1L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.® 6209-11464, las Id. de sec. n.*
11465-17134, las |d. de sec. n.% 33003-33072, las Id. de sec. n.*: 33073-35394 y las Id. de sec. n.®: 36127-36146.

En el armazén mAb-scFv 1 (que incluye opcionalmente M428L/N434S) de la figura 38, los ABD especificos que se
unen a CTLA-4 humano incluyen, entre otros, [CTLA-4] H0.25 L0; [CTLA-4]_H0.26_L0; [CTLA-4]_HO0.27_L0; [CTLA-
4] H0.29 _L0O; [CTLA-4] H0.38_L0O; [CTLA-4] H0.39_L0; [CTLA-4]_ H0.40_LO; [CTLA-4] H0.70_L0O; [CTLA-
4] HO_L0.22; [CTLA-4]_H2_L0; [CTLA-4]_H3.21_L0.124; [CTLA-4] H3.21_10.129; [CTLA-4] H3.21_10.132; [CTLA-
4] H3.23_L0.124; [CTLA-4]_H3.23_L0.129; [CTLA-4]_H3.23_L0.132; [CTLA-4]_H3.25_L0.124; [CTLA-
4] H3.25_L0.129; [CTLA-4] H3.25 1 0.132; [CTLA-4] H3.4_10.118; [CTLA-4] H3.4 1 0.119; [CTLA-4]_H3.4_L0.12;
[CTLA-4]_ H3.4 10.121; [CTLA-4]_H3.4 10.122; [CTLA-4]_H3.4_L0.123; [CTLA-4] H3.4_L0.124; [CTLA-
4] H3.4 L0.125; [CTLA-4] H3.4_L0.126; [CTLA-4] H3.4_10.127; [CTLA-4] H3.4_10.128; [CTLA-4] H3.4_10.129;
[CTLA-4]_H3.4_10.130; [CTLA-4] H3.4_L0.131; [CTLA-4] H3.4_10.132; [CTLA-4]_H3.5 L2.1; [CTLA-4]_H3.5 L2.2;
[CTLA-4]_ H3.5 1L2.3; [CTLA-4] H3_LO; [CTLA-4] H3 L0.22; [CTLA-4]_H3 L0.44; [CTLA-4] H3_L0.67 y [CTLA-
4] _H3_10.74, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.® 21-2918, las Id. de sec. n.®: 2919-6208, las Id. de sec.
n.° 36739-36818 y las Id. de sec. n.®: 35395-35416.

En el armazén mAb-scFv 1 (que incluye opcionalmente M428L/N434S) de la figura 38, los ABD especificos que se
unen a LAG-3 humano incluyen, entre oftros, 2A11_HOLO; 2A11_H1.125 L2.113; 2A11_H1.144_12.142;
2A11_H1_L2.122; 2A11_H1_12.123; 2A11_H1_L2.124; 2A11_H1_L2.25; 2A11_H1_L2.47; 2A11_H1_L2.50;
2A11_H1_L2.91;2A11_H1_12.93;2A11_H1_1L2.97; 2A11_H1L1; 2A11_H1L2; 2A11_H2L2; 2A11_H3L1; 2A11_H3L2;
2A11_H4L1; 2A11_H4L2; 7G8 HOLO; 7G8 HiL1; 7G8_H3.18_L1.11; 7G8 H3.23 L1.11; 7G8_H3.28 L1;
7G8 H3.28 11.11;7G8_H3.28_11.13;7G8_H3.30_L1.34; 7G8_H3.30_L1.34;y 7G8_H3L1, asi como los enumerados
en las Id. de sec. n.%: 17135-20764, las Id. de sec. n.° 36819-36962, las Id. de sec. n.°: 35417-35606, las |d. de sec.
n.°% 25194-32793 y las Id. de sec. n.°: 32794-33002.
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En el armazén de mAb-scFv 1 (que incluye opcionalmente M428L/N4348) de |a figura 38, los ABD especificos que se
unen a BTLA humana incluyen, entre otros, 9C6_HOLO; 9C6_H1.1_L1; y 9C6_H1.11_L1, asi como los enumerados
en las Id. de sec. n.”: 20885-21503 y las Id. de sec. n.°: 36707-36738.

En el armazén mAb-scFv 1 (que incluye opcionalmente M428L/N434S) de la figura 38, los ABD especificos que se
unen a TIM-3 humano incluyen, entre otros, 1D10_HOLO; 1D12_HOLO0; 3H3_H1_12.1; 6C8 HOLO; 6D9_HO_1D12_L0;
7A9 HOLO; 7B11_HOLO; 7B11var_HOLO y 7C2_HOLO, asi como los enumerados en la Id. de sec. n.°: 20765-20884, las
Id. de sec. n.©: 37587-37698 y las Id. de sec. n.°: 36347-36706.

D. scFv central

Un armazén heterodimérico que encuentra un uso particular en la presente descripcién es el formato Central-scFv
mostrado en la figura 1F. En este ejemplo, el formato se basa en el uso de un dominio scFv insertado formando asi
un tercer dominio de unién a antigeno, en donde las porciones Fab de los dos monémeros se unen a una diana de
punto de control y el dominio scFv “adicional” se une a otra. El dominio scFv se inserta entre el dominio Fc y la regién
CH1-Fv de uno de los monomeros, para proporcionar asi un tercer dominio de unién a antigeno.

En este ejemplo, un monémero comprende una primera cadena pesada que comprende un primer dominio pesado
variable, un dominio CH1 (y una bisagra opcional)} y un dominio Fc, con un scFv que comprende un dominio ligero
variable scFv, un enlazador scFv y un dominio pesado variable scFv. El scFv se une covalentemente entre el
carboxiloterminal del dominio CH1 del dominio constante pesado y el aminoterminal del primer dominio Fc utilizando
enlazadores de dominio opcionales (vh1-CH1-enlazador opcional]-vh2-scFv enlazador-vI2-[enlazador opcional
incluyendo la bisagra]-CH2-CH3, o la orientaciéon opuesta para el scFv, vh1-CH1-[enlazador opcional]-vl2-scFv
enlazador-vh2-[enlazador opcional incluyendo la bisagra]-CH2-CH3). El otro monémero es una cara Fab estandar.
Este ejemplo utiliza ademas una cadena ligera comun que comprende un dominio ligero variable y un dominio ligero
constante, que se asocia con las cadenas pesadas para formar dos Fab idénticos que se unen a un inhibidor del punto
de control. Como para muchos de los ejemplos en la presente memoria, estas construcciones incluyen variantes de
sesgo, variantes de pl, variantes de supresion, variantes de Fc adicionales, etc., segin se desee y se describe en la
presente memoria. En este ejemplo, los pares de Fv adecuados incluyen (Fab enumerados primero, scFv segundo)
PD-1 y CTLA-4, CTLA-4 y PD-1, PD-1 y TIM-3, TIM-3 y PD-1, PD-1 y LAG-3, LAG-3 X PD1, PD-1 y TIGIT, TIGIT y
PD-1, PD-1y BTLA, BTLAy PD-1, CTLA-4 y TIM-3, TIM-3 y CTLA-4, CTLA-4 y LAG-3, LAG-3y CTLA-4, CTLA4 y
TIGIT, TIGITy CTLA-4, CTLA-4 y BTLA, BTLAy CTLA-4, TIM-3 y LAG-3, LAG-3 y TIM-3, TIM-3 y TIGIT, TIGIT y TIM-
3, TIM-3y BTLA, BTLAy TIM-3. LAG-3 y TIGIT, TIGIT y LAG-3, LAG-3y BTLA, BTLAy LAG-3, BTLAy TIGIT, y TIGIT
y BTLA.

Las secuencias ABD para estas combinaciones pueden ser como se indica en el listado de secuencias o como se
muestra en las figuras 9 a 13, y en cualquier combinacién como se muestra en la figura 39 y la figura 40.

Ademas, los dominios Fc del formato scFv central generalmente comprenden variantes de sesgo (p. €j. un conjunto
de sustituciones de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8, siendo particularmente (tiles las variantes
de sesgo seleccionadas del grupo que consiste en S364K/E357Q : L368D/K370S; L368D/K370S: S364K;
L368E/K370S: S364K; T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S: S364K/E357Q,
T366S/L368A/Y407V: T366W y T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C), opcionalmente variantes de supresion
(que incluyen las mostradas en la figura 5), enlazadores de scFv opcionalmente cargados (que incluyen los mostrados
en la figura 7) y la cadena pesada comprende variantes de pl (que incluye las mostradas en la figura 4).

En algunos ejemplos, el formato scFv central incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresién. Por
consiguiente, algunos ejemplos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero que
comprende las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y
un primer dominio pesado variable que, con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que
se une a un primer inhibidor del punto de control, y un segundo dominio pesado variable; b} un segundo monémero
que comprende las variantes de sesgo L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/ Q418E/N421D, las
variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un primer dominio pesado variable que, con el primer
dominio ligero variable, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe en la presente
memoria, y una segunda cadena ligera variable, que junto con la segunda cadena pesada variable forma un Fv (ABD)
que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢) una cadena ligera que comprende un primer dominio ligero
variable y un dominio ligero constante. En este ejemplo, los pares de Fv adecuados incluyen (Fab enumerados en
primer lugar, scFv en segundo lugar) CTLA-4 X PD-1, PD-1 X CTLA-4, LAG-3 X PD-1, BTLA X PD-1, y LAG-3 X CTLA-
4.

En algunos ejemplos, el formato scFv central incluye variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresion y
variantes de FCRn. Por consiguiente, algunos ejemplos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer
monémero que comprende las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a un primer inhibidor de punto
de control, y un segundo dominio pesado variable; b) un segundo monémero que comprende las variantes de sesgo
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L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio variable ligero, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe
en la presente memoria, y una segunda cadena variable ligera, que junto con la segunda cadena variable pesada
forma un Fv (ABD) que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢} una cadena ligera que comprende un
primer dominio ligero variable y un dominio ligero constante. En este ejemplo, los pares de Fv adecuados incluyen
(Fab enumerados en primer lugar, scFv en segundo lugar) CTLA-4 X PD-1, PD-1 X CTLA-4, LAG-3 X PD-1, BTLA X
PD-1,y LAG-3 X CTLA-4.

Para secuencias centrales-scFv que son similares a/utilizan el armazén abrebotellas 1 de la figura 37 (opcionalmente
incluyendo M428L/N434S), las combinaciones Fv especificas de uso en la presente descripcién incluyen CTLA-4 (Fab)
X PD-1 (scFv), PD-1 (Fab) X CTLA-4 (scFv), LAG-3 (Fab) X PD-1 (scFv), BTLA (Fab) X PD-1 (scFv) y LAG-3 (Fab) X
CTLA-4 (scFv).

Para las secuencias centrales-scFv que son similares a/utilizan el armazén abrebotellas 1 de la figura 37,
(opcionalmente incluyendo M428L/N434S), los ABD especificos que se unen a PD-1 humana incluyen, pero no se
limitan a, 1G6_H1.279_L1.194, 1G6 _H1.280_L1.224; 1G6_L1.194 H1.279, 1G6_L1.210_H1.288 y 2E9 _H1L1, asi
como los enumerados en las Id. de sec. n.°: 6209-11464, las Id. de sec. n.°: 11465-17134, las Id. de sec. n.°: 33003-
33072, las Id. de sec. n.: 33073-35394 y las Id. de sec. n.®: 36127-36146.

Para las secuencias centrales-scFv que son similares a/utilizan el armazon abrebotellas 1 de la figura 37
(opcionalmente incluyendo M428L/N434S), los ABD especificos que se unen a CTLA-4 humano incluyen, pero no se
limitan a, [CTLA-4]_H0.25_L0; [CTLA-4]_H0.26_L0; [CTLA-4]_H0.27_L0; [CTLA-4] H0.29 L0; [CTLA-4] H0.38_LO;
[CTLA-4]_H0.39_LO; [CTLA-4]_H0.40_L0O; [CTLA-4] H0.70_L0O; [CTLA-4] HO_L0.22; [CTLA-4]_H2_ L0; [CTLA-
4] H3.21_L0.124; [CTLA-4]_H3.21_L0.129; [CTLA-4]_H3.21_L0.132; [CTLA-4]_H3.23_L0.124; [CTLA-
4] H3.23_L0.129; [CTLA-4]_H3.23_L0.132; [CTLA-4]_H3.25_L0.124; [CTLA-4]_H3.25_L0.129; [CTLA-
4] H3.25_L0.132; [CTLA-4] H3.4_L0.118; [CTLA-4] H3.4_L0.119; [CTLA-4] H3.4_L0.12; [CTLA-4] H3.4_L0.121;
[CTLA-4]_ H3.4 10.122; [CTLA-4]_H3.4 10.123; |[CTLA-4] H3.4_L0.124; [CTLA-4] H3.4_L0.125; [CTLA-
4] H3.4 L0.126; [CTLA-4] H3.4_L0.127; [CTLA-4] H3.4_10.128; [CTLA-4] H3.4_10.129; [CTLA-4] H3.4_10.130;
[CTLA-4]_ H3.4 10.131; [CTLA-4] H3.4_L0.132; [CTLA-4] H3.5 L2.1; [CTLA-4] H3.5 | 2.2; [CTLA-4] H3.5 L2.3;
[CTLA-4]_H3_LO;[CTLA-4] H3 L0.22; [CTLA-4]_H3_L0.44; [CTLA-4]_H3 1L0.67 y [CTLA-4] H3 1 0.74, asi como los
enumerados en las Id. de sec. n.®: 21-2918, las Id. de sec. n.®: 2919-6208, las Id. de sec. n.°: 36739-36818 y las Id.
de sec. n.*: 35395-35416.

Para las secuencias centrales-scFv que son similares a/utilizan el armazén abrebotellas 1 de la figura 37 (incluyendo
opcionalmente M428L/N4348S), los ABD especificos que se unen a LAG-3 humano incluyen, pero no se limitan a,
2A11_HOLO; ; 2A11_H1.125 L2.113; 2A11_H1.144_12.142; 2A11_H1_L2.122; 2A11_H1_12.123; 2A11_H1_L2.124;
2A11_H1_L2.25;2A11_H1_L2.47;2A11_H1_L2.50; 2A11_H1_L2.91; 2A11_H1_1L2.93; 2A11_H1_1L2.97; 2A11_H1L1;
2A11_H1L2; 2A11_H2L2; 2A11_H3L1; 2A11_H3L2; 2A11_H4L1; 2A11_H4L2; 7G8 HOLO; 7G8 HiLi;
7G8 H3.18 L1.11; 7G8_H3.23 L1.11; 7G8_H3.28 L1; 7G8_H3.28_L1.11; 7G8_H3.28_11.13; 7G8_H3.30_L1.34;
7G8 _H3.30_L1.34;y 7G8 _H3L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.% 17135-20764, las Id. de sec. n.*:
36819-36962, las Id. de sec. n.°: 35417-356086, las Id. de sec. n.°: 25194-32793 y las Id. de sec. n.®: 32794-33002.

Para secuencias centrales-scFv que son similares a/utilizan el armazén abrebotellas 1 de la figura 37 (opcionalmente
incluyendo M428L/N434S), los ABD especificos que se unen a BTLA humana incluyen, pero no se limitan a, 9C6
HOLO; 9C6_H1.1_L1;y 9C6_H1.11_L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.* 20885-21503 y las Id. de sec.
n.° 36707-36738.

Para secuencias centrales-scFv que son similares a/utilizan el armazén abrebotellas 1 de la figura 37 (opcionalmente
incluyendo M428L/N4348S), los ABD especificos que se unen a TIM-3 humano incluyen, pero no se limitan a, 1D10
HOLO; 1D12 HOLO; 3H3 H1_L2.1; 6C8_HOLO; 6D9 HO_1D12_L0; 7A9 HOLO; 7B11_HOLO; 7B11var_HOLO y
7C2_HOLO, asi como los enumerados en la Id. de sec. n.: 20765-20884, las Id. de sec. n.° 37587-37698 y las Id. de
sec. n.°: 36347-36706.

E. Formato central-Fv

Un armazén heterodimérico que encuentra un uso particular en la presente descripcion es el formato Central-Fv
mostrado en la figura 1G. En este caso, el formato se basa en el uso de un dominio scFv insertado, formando asi un
tercer dominio de unién a antigeno, en donde las porciones Fab de los dos monémeros se unen a una diana de punto
de control y el dominio scFv “adicional” se une a otra. El dominio scFv se inserta entre el dominio Fc y la regién CH1-
Fv de los monoémeros, para proporcionar asi un tercer dominio de unién a antigeno, en donde cada monémero contiene
un componente del scFv (por ejemplo, un monémero comprende un dominio pesado variable y el otro un dominio
ligero variable).

En este caso, un monémero comprende una primera cadena pesada que comprende un primer dominio pesado
variable, un dominio CH1 y un dominio Fc y un dominio ligero variable adicional. El dominio ligero esta unido
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covalentemente entre el carboxiloterminal del dominio CH1 del dominio constante pesado y el aminoterminal del primer
dominio Fc utilizando enlazadores de dominio (vh1-CH1-[enlazador opcional]-vi2-bisagra-CH2-CH3). El otro
mondémero comprende una primera cadena pesada que comprende un primer dominio pesado variable, un dominio
CH1 y un dominio Fc y un dominio pesado variable adicional (vh1-CH1-[enlazador opcional]-vh2-bisagra-CH2-CHS3).
El dominio ligero se une covalentemente entre el extremo C-terminal del dominio CH1 del dominio constante pesado
y el extremo N-terminal del primer dominio Fc con el uso de enlazadores de dominio. Este caso utiliza ademas una
cadena ligera comun que comprende un dominio ligero variable y un dominio ligero constante, que se asocia con las
cadenas pesadas para formar dos Fab idénticos que se unen aun TTA. Como en muchos de los casos de la presente
memoria, estas construcciones incluyen variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresioén, variantes de Fc
adicionales, etc., segun se desee y se describa en la presente memoria. En esta realizacion, los pares Fv adecuados
incluyen (Fab enumerados en primer lugar, scFv en segundo lugar) PD-1 y CTLA-4, CTLA-4 y PD-1, PD-1 y TIM-3,
TIM-3y PD-1, PD-1 y LAG-3, LAG-3 X PD1, PD-1y TIGIT, TIGIT y PD-1, PD-1 y BTLA, BTLA y PD-1, CTLA-4 y TIM-
3, TIM-3 y CTLA-4, CTLA-4 y LAG-3, LAG-3y CTLA-4, CTLA-4 y TIGIT, TIGIT y CTLA-4, CTLA-4 y BTLA, BTLAy
CTLA-4, TIM-3y LAG-3, LAG-3y TIM-3, TIM-3 y TIGIT, TIGIT y TIM-3, TIM-3y BTLA, BTLAy TIM-3. LAG-3 y TIGIT,
TIGIT y LAG-3, LAG-3y BTLA, BTLAy LAG-3, BTLAy TIGIT, y TIGIT y BTLA.

Las secuencias ABD para estas combinaciones pueden ser como se indica en el listado de secuencias o como se
muestra en las figuras 9 a 13, y en cualquier combinacién como se muestra en la figura 39 y la figura 40.

En formatos de scFv central, las combinaciones de Fv especificas de uso en la presente invencién incluyen CTLA-4
(Fab) X PD-1 (scFv), PD-1 (Fab) X CTLA-4 (scFv), LAG-3 (Fab) X PD-1 (scFv), BTLA (Fab) X PD-1 (scFv) y LAG-3
(Fab) X CTLA-4 (scFv).

En formatos central-scFv, los ABD especificos que se unen a PD-1 humana incluyen, pero no se limitan a,
1G6_H1.279_11.194, 1G6_H1.280_11.224; 1G6_1.1.194 H1.279, 1G6_L1.210_H1.288 y 2E9 _H1L1, asi como los
enumerados en las Id. de sec. n.% 6209-11464, las Id. de sec. n.® 11465-17134, las Id. de sec. n.® 33003-33072, las
Id. de sec. n.©: 33073-35394 y las Id. de sec. n.°: 36127-36146.

En formatos central-scFv, los ABD especificos que se unen a CTLA-4 humano incluyen, entre otros, [CTLA-
4] H0.25_L0; [CTLA-4] H0.26_L0O; [CTLA-4] H0.27_L0; [CTLA-4]_ H0.29 LO; [CTLA-4] H0.38 L0O; [CTLA-
4] H0.39_L0; [CTLA-4]_H0.40 LO; [CTLA-4]_HO0.70_L0O; [CTLA-4] HO L0.22; [CTLA-4] H2_L0O; [CTLA-
4] H3.21_L0.124; [CTLA-4]_H3.21_L0.129; [CTLA-4]_H3.21_L0.132; [CTLA-4]_H3.23_L0.124; [CTLA-
4] H3.23_L0.129; [CTLA-4]_H3.23_L0.132; [CTLA-4]_H3.25_L0.124; [CTLA-4]_H3.25_L0.129; [CTLA-
4] H3.25_L0.132; [CTLA-4] H3.4_L0.118; [CTLA-4] H3.4_L0.119; [CTLA-4] H3.4_L0.12; [CTLA-4] H3.4_L0.121;
[CTLA-4]_ H3.4 10.122; [CTLA-4]_H3.4 10.123; |[CTLA-4] H3.4_L0.124; [CTLA-4] H3.4_L0.125; [CTLA-
4] H3.4 L0.126; [CTLA-4] H3.4_L0.127; [CTLA-4] H3.4_10.128; [CTLA-4] H3.4_10.129; [CTLA-4] H3.4_10.130;
[CTLA-4]_ H3.4 10.131; [CTLA-4] H3.4_L0.132; [CTLA-4] H3.5 L2.1; [CTLA-4] H3.5 | 2.2; [CTLA-4] H3.5 L2.3;
[CTLA-4]_H3_LO;[CTLA-4] H3 L0.22; [CTLA-4]_H3_L0.44; [CTLA-4]_H3 1L0.67 y [CTLA-4] H3 1 0.74, asi como los
enumerados en las Id. de sec. n.®: 21-2918, las Id. de sec. n.®: 2919-6208, las Id. de sec. n.°: 36739-36818 y las Id.
de sec. n.® 35395-35416.

En los formatos centrales-scFv, los ABD especificos que se unen a LAG-3 humano incluyen, entre otros, 2A11_HOLO;
; 2A11_H1.125 12.113; 2A11_H1.144 12.142; 2A11_H1_L2.122; 2A11_H1_L2.123; 2A11_H1_L2.124;
2A11_H1_L2.25;2A11_H1_L2.47;2A11_H1_L2.50; 2A11_H1_L2.91; 2A11_H1_1L2.93; 2A11_H1_1L2.97; 2A11_H1L1;
2A11_H1L2; 2A11_H2L2; 2A11_H3L1; 2A11_H3L2; 2A11_H4L1; 2A11_H4L2; 7G8 HOLO; 7G8 HILT;
7G8 H3.18 L1.11; 7G8_H3.23 L1.11; 7G8_H3.28 L1; 7G8_H3.28_L1.11; 7G8_H3.28_11.13; 7G8_H3.30_L1.34;
7G8 _H3.30_L1.34;y 7G8 _H3L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.% 17135-20764, las Id. de sec. n.*:
36819-36962, las Id. de sec. n.°: 35417-356086, las Id. de sec. n.°: 25194-32793 y las Id. de sec. n.®: 32794-33002.

En los formatos centrales-scFv, los ABD especificos que se unen a la BTLA humana incluyen, entre otros, 9C6_HOLO;
9C6_H1.1_L1;y 9C6_H1.11_L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.% 20885-21503 y las Id. de sec. n.*
36707-36738.

En los formatos centrales-scFv, los ABD especificos que se unen a TIM-3 humano incluyen, entre otros, 1D10 HOLO;
1D12 HOLO; 3H3_H1_L2.1; 6C8_HOLO; 6D9_HO_1D12_L0; 7A9 HOLO; 7B11_HOLO; 7B11var_HOLO y 7C2_HOLO, asi
como los enumerados en la Id. de sec. n.®: 20765-20884, las |d. de sec. n.°: 37587-37698 y las Id. de sec. n.°: 36347-
36706.

F. Central-scFv de un brazo

Un armazén heterodimérico que encuentra un uso particular en la presente descripcion es el formato de SCFv central
armado que se muestra en la figura 1C. En este caso, un monémero comprende solo un dominio Fc, mientras que el
otro mondémero utiliza un dominio scFv insertado, formando asi el segundo dominio de unién al antigeno. En este
formato, la porcién Fab se une a una diana de control y el scFv se une a otra. El dominio scFv se inserta entre el
dominio Fc y la regién CH1-Fv de uno de los monémeros.
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En este caso, un monémero comprende una primera cadena pesada que comprende un primer dominio pesado
variable, un dominio CH1 y un dominio Fc, con un scFv que comprende un dominio ligero variable de scFv, un
enlazador de scFv y un dominio pesado variable de scFv. El scFv se une covalentemente entre el extremo C-terminal
del dominio CH1 del dominio constante pesado y el extremo N-terminal del primer dominio Fc con el uso de
enlazadores de dominio. El segundo monémero comprende un dominio Fc. Este caso utiliza ademas una cadena ligera
que comprende un dominio ligero variable y un dominio ligero constante, que se asocia con la cadena pesada para
formar un Fab. Como en muchos de los casos de la presente memoria, estas construcciones incluyen variantes de
sesgo, variantes de pl, variantes de supresion, variantes de Fc adicionales, etc., segin se desee y se describa en la
presente memoria. En este caso, los pares Fv adecuados incluyen (Fab enumerados en primer lugar, scFv en segundo
lugar) PD-1y CTLA-4, CTLA-4y PD-1, PD-1 y TIM-3, TIM-3y PD-1, PD-1y LAG-3, LAG-3 XPD1, PD-1 y TIGIT, TIGIT
y PD-1, PD-1 y BTLA, BTLA y PD-1, CTLA-4 y TIM-3, TIM-3y CTLA-4, CTLA-4y LAG-3, LAG-3y CTLA-4, CTLA-4y
TIGIT, TIGITy CTLA-4, CTLA-4 y BTLA, BTLAy CTLA-4, TIM-3 y LAG-3, LAG-3 y TIM-3, TIM-3 y TIGIT, TIGIT y TIM-
3, TIM-3y BTLA, BTLAy TIM-3. LAG-3 y TIGIT, TIGIT y LAG-3, LAG-3y BTLA, BTLAy LAG-3, BTLAy TIGIT, y TIGIT
y BTLA.

Las secuencias ABD para estas combinaciones pueden ser como se indica en el listado de secuencias o como se
muestra en las figuras 9 a 13, y en cualquier combinacién como se muestra en la figura 39 y la figura 40.

Ademas, los dominios Fc del formato central-scFv de un brazo generalmente comprenden variantes de sesgo (p. ej.
un conjunto de sustituciones de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8, siendo particularmente Gtiles
las variantes de sesgo seleccionadas del grupo que consiste en S364K/E357Q : L368D/K370S; L368D/K370S: S364K;
L368E/K370S: S364K; T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S: S364K/E357Q,
T366S/L368A/Y407V: T366W y T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C), opcionalmente variantes de supresion
(que incluyen las mostradas en la figura 5), enlazadores de scFv opcionalmente cargados (que incluyen los mostrados
en la figura 7) y la cadena pesada comprende variantes de pl (que incluye las mostradas en la figura 4).

En algunos casos, el formato central-scFv de un brazo incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de
supresion. Por consiguiente, algunos casos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero
que comprende las variantes de s$esgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un primer dominio pesado variable que, con el primer dominio ligero variable
de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a un primer inhibidor de punto de control, y un segundo dominio
pesado variable; b) un segundo monémero que comprende las variantes de sesgo L368D/K3708S, las variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, y un primer
dominio pesado variable que, con el primer dominio ligero variable, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto
de control como se describe en la presente memoria, y una segunda cadena ligera variable, que junto con la segunda
cadena pesada variable forma un Fv (ABD) que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢) una cadena
ligera que comprende un primer dominio ligero variable y un dominio ligero constante. En este caso, los pares de Fv
adecuados incluyen (Fab enumerados en primer lugar, scFv en segundo lugar) CTLA-4 X PD-1, PD-1 X CTLA-4, LAG-
3 X PD-1, BTLA X PD-1, y LAG-3 X CTLA-4.

En algunos casos, el formato central-scFv de un brazo incluye variantes de desviacion, variantes de pl, variantes de
supresion y variantes de FcRn. Por consiguiente, algunos casos incluyen formatos de abrebotellas que comprenden:
a) un primer monémero que comprende las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a un primer inhibidor de punto
de control, y un segundo dominio pesado variable; b) un segundo monémero que comprende las variantes de sesgo
L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio variable ligero, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe
en la presente memoria, y una segunda cadena variable ligera, que junto con la segunda cadena variable pesada
forma un Fv (ABD) que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢} una cadena ligera que comprende un
primer dominio ligero variable y un dominio ligero constante. En este caso, los pares de Fv adecuados incluyen (Fab
enumerados en primer lugar, scFv en segundo lugar) CTLA-4 X PD-1, PD-1 X CTLA-4, LAG-3 X PD-1, BTLA X PD-1,
y LAG-3 X CTLA-4.

En uno de los formatos central-scFv de un brazo, los ABD especificos que se unen a PD-1 humana incluyen, pero no
se limitan a, 1G6_H1.279_11.194, 1G6 _H1.280_L1.224; 1G6_L1.194_H1.279, 1G6_L1.210_H1.288 y 2E9 _H1L1,
asi como los enumerados en las Id. de sec. n.% 6209-11464, las Id. de sec. n.% 11465-17134, las |d. de sec. n.®:
33003-33072, las Id. de sec. n.*: 33073-35394 y las Id. de sec. n.*: 36127-36146.

En los formatos central-scFv de un brazo, los ABD especificos que se unen a CTLA-4 humano incluyen, entre otros,
[CTLA-4]_H0.25_L0O; [CTLA-4]_H0.26_L0; [CTLA-4]_H0.27_L0; [CTLA-4] H0.29 L0; [CTLA-4] H0.38_LO; [CTLA-
4] H0.39_L0; [CTLA-4]_H0.40 LO; [CTLA-4]_HO0.70_L0O; [CTLA-4] HO L0.22; [CTLA-4] H2_L0O; [CTLA-
4] H3.21_L0.124; [CTLA-4]_H3.21_L0.129; [CTLA-4]_H3.21_L0.132; [CTLA-4]_H3.23_L0.124; [CTLA-
4] H3.23_L0.129; [CTLA-4]_H3.23_L0.132; [CTLA-4]_H3.25_L0.124; [CTLA-4]_H3.25_L0.129; [CTLA-
4] H3.25_L0.132; [CTLA-4] H3.4_L0.118; [CTLA-4] H3.4_L0.119; [CTLA-4] H3.4_L0.12; [CTLA-4] H3.4_L0.121;
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[CTLA-4]_ H3.4 10.122; [CTLA-4]_H3.4 10.123; |[CTLA-4] H3.4_L0.124; [CTLA-4] H3.4_L0.125; [CTLA-
4] H3.4 L0.126; [CTLA-4] H3.4_L0.127; [CTLA-4] H3.4_10.128; [CTLA-4] H3.4_10.129; [CTLA-4] H3.4_10.130;
[CTLA-4]_ H3.4 10.131; [CTLA-4] H3.4_L0.132; [CTLA-4] H3.5 L2.1; [CTLA-4] H3.5 | 2.2; [CTLA-4] H3.5 L2.3;
[CTLA-4]_H3_LO;[CTLA-4] H3 L0.22; [CTLA-4]_H3_L0.44; [CTLA-4]_H3 1L0.67 y [CTLA-4] H3 1 0.74, asi como los
enumerados en las Id. de sec. n.®: 21-2918, las Id. de sec. n.®: 2919-6208, las Id. de sec. n.°: 36739-36818 y las Id.
de sec. n.° 35395-35416.

En los formatos central-scFv de un brazo, los ABD especificos que se unen a LAG-3 humano incluyen, pero no se
limitan a, 2A11_HOLO; ; 2A11_H1.125 1 2.113; 2A11_H1.144 12.142; 2A11_H1_L2.122; 2A11_H1_L2.123;
2A11_H1_L2.124; 2A11_H1_L2.25; 2A11_H1_L2.47; 2A11_H1_L2.50; 2A11_H1_L2.91; 2A11_H1_L2.93;
2A11_H1_L2.97; 2A11_H1L1; 2A11_H1L2; 2A11_H2L2; 2A11_H3L1; 2A11_H3L2; 2A11_H4L1; 2A11_H4L2; 7G8
HOLO; 7G8_H1iL1; 7G8 H3.18_L1.11; 7G8_H3.23 L1.11; 7G8 H3.28 L1; 7G8 H3.28 L1.11; 7G8 H3.28 |.1.13;
7G8 _H3.30_L1.34; 7G8_H3.30_L1.34; y 7G8_H3L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.% 17135-20764,
las Id. de sec. n.°: 36819-36962, las Id. de sec. n.°: 35417-35606, las Id. de sec. n.%: 25194-32793 y las Id. de sec. n.*:
32794-33002.

En los formatos central-scFv de un brazo, los ABD especificos que se unen a BTLA humana incluyen, pero no se
limitan a, 9C6 HOLO; 9C6_H1.1_L1;y 9C6_H1.11_L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.: 20885-21503 y
las Id. de sec. n.”: 36707-36738.

En los formatos central-scFv de un brazo, los ABD especificos que se unen a TIM-3 humano incluyen, entre otros,
1D10 HOLO; 1D12 HOLO; 3H3_H1_L2.1; 6C8_HOLO; 6D9_HO_1D12_L0; 7A9 HOLO; 7B11_HOLO; 7B11var_HOLO y
7C2_HOLO, asi como los enumerados en la Id. de sec. n.: 20765-20884, las Id. de sec. n.° 37587-37698 y las Id. de
sec. n.°%: 36347-36706.

G. scFv-mAb de un brazo

Un armazén heterodimérico que encuentra un uso particular en la presente descripcion es el formato scFv-mAb de un
brazo que se muestra en la figura 1D. En este caso, un monémero comprende solo un dominio Fc, mientras que el
otro monémero utiliza un dominio scFv unido al extremo aminoterminal de la cadena pesada, generalmente mediante
el uso de un enlazador: vh-scFv enlazador-vl-[enlazador de dominio opcional]-CH1-bisagra-CH2-CH3 o (en la
orientacién opuesta) vl-scFv enlazador-vh-[enlazador de dominio opcional]-CH1-bisagra-CH2-CH3. En este formato,
la porcién Fab se une a una diana de control y el scFv se une a otra. Este caso utiliza ademas una cadena ligera que
comprende un dominio ligero variable y un dominio ligero constante, que se asocia con la cadena pesada para formar
un Fab. Como en muchos de los casos de la presente memoria, estas construcciones incluyen variantes de sesgo,
variantes de pl, variantes de supresion, variantes de Fc adicionales, etc., segun se desee y se describa en la presente
memoria. En este caso, los pares Fv adecuados incluyen (Fab enumerados en primer lugar, scFv en segundo lugar)
PD-1 y CTLA-4, CTLA-4 y PD-1, PD-1 y TIM-3, TIM-3 y PD-1, PD-1 y LAG-3, LAG-3 X PD1, PD-1 y TIGIT, TIGIT y
PD-1, PD-1y BTLA, BTLAy PD-1, CTLA-4 y TIM-3, TIM-3 y CTLA-4, CTLA-4 y LAG-3, LAG-3y CTLA-4, CTLA4 y
TIGIT, TIGITy CTLA-4, CTLA-4 y BTLA, BTLAy CTLA-4, TIM-3 y LAG-3, LAG-3 y TIM-3, TIM-3 y TIGIT, TIGIT y TIM-
3, TIM-3y BTLA, BTLAy TIM-3. LAG-3 y TIGIT, TIGIT y LAG-3, LAG-3y BTLA, BTLAy LAG-3, BTLAy TIGIT, y TIGIT
y BTLA.

Las secuencias ABD para estas combinaciones pueden ser como se indica en el listado de secuencias o como se
muestra en las figuras 9 a 13, y en cualquier combinacién como se muestra en la figura 39 y la figura 40.

Ademas, los dominios Fc comprenden variantes de sesgo (por ejemplo, un conjunto de sustituciones de aminoacidos
como se muestra en la figura 3 y la figura 8, siendo particularmente Utiles las variantes de sesgo seleccionadas del
grupo que consiste en S364K/E357Q : L368D/K370S; L368D/K370S: S364K; L368E/K370S: S364K;
T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S: S364K/E357Q), T366S/L368A/Y407V: T366W y
T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C), opcionalmente variantes de supresion (que incluyen las mostradas en
la figura 5), enlazadores de scFv opcionalmente cargados (que incluyen los mostrados en la figura 7) y la cadena
pesada comprende variantes de pl (que incluye las mostradas en la figura 4).

En algunos casos, el formato scFv-mAb de un brazo incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de
supresion. Por consiguiente, algunos casos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero
que comprende las variantes de s$esgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un primer dominio pesado variable que, con el primer dominio ligero variable
de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a un primer inhibidor de punto de control, y un segundo dominio
pesado variable; b) un segundo monémero que comprende las variantes de sesgo L368D/K3708S, las variantes de pl
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, y un primer
dominio pesado variable que, con el primer dominio ligero variable, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto
de control como se describe en la presente memoria, y una segunda cadena ligera variable, que junto con la segunda
cadena pesada variable forma un Fv (ABD) que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢) una cadena
ligera que comprende un primer dominio ligero variable y un dominio ligero constante. En esta realizacion, los pares
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de Fv adecuados incluyen (Fab enumerados en primer lugar, scFv en segundo lugar) CTLA-4 X PD-1, PD-1 X CTLA-
4, LAG-3 X PD-1, BTLA X PD-1, y LAG-3 X CTLA-4.

En algunos casos, el formato scFv-mAb de un brazo incluye variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresion
y variantes de FcRn. Por consiguiente, algunos casos incluyen formatos de abrebotellas que comprenden: a) un primer
monomero que comprende las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a un primer inhibidor de punto
de control, y un segundo dominio pesado variable; b) un segundo monémero que comprende las variantes de sesgo
L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio variable ligero, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe
en la presente memoria, y una segunda cadena variable ligera, que junto con la segunda cadena variable pesada
forma un Fv (ABD) que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢} una cadena ligera que comprende un
primer dominio ligero variable y un dominio ligero constante. En este caso, los pares de Fv adecuados incluyen (Fab
enumerados en primer lugar, scFv en segundo lugar) CTLA-4 X PD-1, PD-1 X CTLA-4, LAG-3 X PD-1, BTLA X PD-1,
y LAG-3 X CTLA-4.

En los formatos scFv-mAb de un brazo, los ABD especificos que se unen a PD-1 humana incluyen, pero no se limitan
a, 1G6_H1.279 11.194,1G6 _H1.280 _1.1.224;1G6_11.194 H1.279,1G6_L1.210_H1.288 y 2E9 _H1L1, asi como los
enumerados en las Id. de sec. n.% 6209-11464, las Id. de sec. n.% 11465-17134, las Id. de sec. n.°: 33003-33072, las
Id. de sec. n.©: 33073-35394 y las Id. de sec. n.°: 36127-36146.

En los formatos de scFv-mAb de un brazo, los ABD especificos que se unen a CTLA-4 humano incluyen, entre otros,
[CTLA-4]_H0.25_L0O; [CTLA-4]_H0.26_L0; [CTLA-4]_H0.27_L0; [CTLA-4] H0.29 L0; [CTLA-4] H0.38_LO; [CTLA-
4] H0.39_L0; [CTLA-4]_H0.40 LO; [CTLA-4]_HO0.70_L0O; [CTLA-4] HO L0.22; [CTLA-4] H2_L0O; [CTLA-
4] H3.21_L0.124; [CTLA-4]_H3.21_L0.129; [CTLA-4]_H3.21_L0.132; [CTLA-4]_H3.23_L0.124; [CTLA-
4] H3.23_L0.129; [CTLA-4]_H3.23_L0.132; [CTLA-4]_H3.25_L0.124; [CTLA-4]_H3.25_L0.129; [CTLA-
4] H3.25_L0.132; [CTLA-4] H3.4_L0.118; [CTLA-4] H3.4_L0.119; [CTLA-4] H3.4_L0.12; [CTLA-4] H3.4_L0.121;
[CTLA-4]_ H3.4 10.122; [CTLA-4]_H3.4 10.123; |[CTLA-4] H3.4_L0.124; [CTLA-4] H3.4_L0.125; [CTLA-
4] H3.4 L0.126; [CTLA-4] H3.4_L0.127; [CTLA-4] H3.4_10.128; [CTLA-4] H3.4_10.129; [CTLA-4] H3.4_10.130;
[CTLA-4]_ H3.4 10.131; [CTLA-4] H3.4_L0.132; [CTLA-4] H3.5 L2.1; [CTLA-4] H3.5 |2.2; [CTLA-4] H3.5 L2.3;
[CTLA-4]_H3_LO;[CTLA-4] H3 L0.22; [CTLA-4]_H3_L0.44; [CTLA-4]_H3 1L0.67 y [CTLA-4] H3 1 0.74, asi como los
enumerados en las Id. de sec. n.®: 21-2918, las Id. de sec. n.®: 2919-6208, las Id. de sec. n.°: 36739-36818 y las Id.
de sec. n.® 35395-35416.

En los formatos scFv-mAb de un brazo, los ABD especificos que se unen a LAG-3 humano incluyen, pero no se limitan
a, 2A11_HOLO; ; 2A11_H1.12512.113; 2A11_H1.144_12.142; 2A11_H1_L2.122; 2A11_H1_L2.123;
2A11_H1_L2.124; 2A11_H1_L2.25; 2A11_H1_L2.47; 2A11_H1_L2.50; 2A11_H1_L2.91; 2A11_H1_L2.93;
2A11_H1_L2.97; 2A11_HiL1; 2A11_H1L2; 2A11_H2L2; 2A11_H3L1; 2A11_H3L2; 2A11_H4L1; 2A11_H4L2;
7G8_HOLO; 7G8_H1L1; 7G8 _H3.18_L1.11; 7G8 _H3.23 L1.11; 7G8 _H3.28 L1; 7G8 _H3.28 11.11;
7G8 H3.28 1.1.13; 7G8_H3.30_L1.34; 7G8_H3.30_L1.34; y 7G8 H3L1, asi como los enumerados en las Id. de sec.
n.°: 17135-20764, las Id. de sec. n.°: 36819-36962, las Id. de sec. n.°: 35417-35606, las Id. de sec. n.°: 25194-32793
y las Id. de sec. n.*: 32794-33002.

En los formatos scFv-mAb de un brazo, los ABD especificos que se unen a BTLA humano incluyen, pero no se limitan
a, 9C6 HOLO; 9C6_H1.1_L1;y9C6_H1.11_L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.°: 20885-21503 y las Id.
de sec. n.®: 36707-36738.

En los formatos scFv-mAb de un brazo, los ABD especificos que se unen a TIM-3 humano incluyen, pero no se limitan
a, 1D10 HOLO; 1D12 HOLO; 3H3_H1_L2.1; 6C8_HOLO; 6D9_HO_1D12_L0; 7A9 HOLO; 7B11_HOLO; 7B11var_HOLO y
7C2_HOLO, asi como los enumerados en la Id. de sec. n.: 20765-20884, las Id. de sec. n.° 37587-37698 y las Id. de
sec. n.°%: 36347-36706.

H. Formato scFv-mAb

Un armazén heterodimérico que encuentra un uso particular en la presente descripcion es el formato mAb-scFv
mostrado en la figura 1E. En este caso, el formato se basa en el uso de una unién aminoterminal de un scFv a uno de
los monémeros, formando asi un tercer dominio de unién a antigeno, en donde las porciones Fab de los dos
mondémeros se unen a una diana de punto de control y el dominio scFv “adicional” se une a una diana de punto de
control diferente.

En este caso, el primer monémero comprende una primera cadena pesada (que comprende un dominio pesado
variable y un dominio constante), con un scFv unido covalentemente aminoterminal que comprende un dominio ligero
variable scFv, un enlazador scFv y un dominio pesado variable scFv en cualquier orientacion ((enlazador vh1-scFv-
vl1-[enlazador de dominio opcional]- vh2-CH1-bisagra-CH2-CH3) o (con el scFv en la orientacién opuesta) ((enlazador
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vl1-scFv-vh1-[enlazador de dominio opcional]-vh2-CH1-bisagra-CH2-CH3)). Este caso utiliza ademas una cadena
ligera comun que comprende un dominio ligero variable y un dominio ligero constante, que se asocia con las cadenas
pesadas para formar dos Fab idénticos que se unen a uno de los antigenos diana. Como en muchos de los casos de
la presente memoria, estas construcciones incluyen variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresion,
variantes de Fc adicionales, etc., segun se desee y se describa en la presente memoria. En esta realizacion, los pares
Fv adecuados incluyen (Fab enumerados en primer lugar, scFv en segundo lugar) PD-1 y CTLA-4, CTLA-4 y PD-1,
PD-1y TIM-3, TIM-3y PD-1, PD-1 y LAG-3, LAG-3 X PD1, PD-1 y TIGIT, TIGIT y PD-1, PD-1 y BTLA, BTLA y PD-1,
CTLA-4y TIM-3, TIM-3 y CTLA-4, CTLA-4 y LAG-3, LAG-3 y CTLA-4, CTLA-4 y TIGIT, TIGIT y CTLA-4, CTLA-4 y
BTLA, BTLAy CTLA-4, TIM-3 y LAG-3, LAG-3y TIM-3, TIM-3 y TIGIT, TIGIT y TIM-3, TIM-3 y BTLA, BTLA y TIM-3.
LAG-3y TIGIT, TIGIT y LAG-3, LAG-3 y BTLA, BTLAy LAG-3, BTLAy TIGIT, y TIGIT y BTLA.

Las secuencias ABD para estas combinaciones pueden ser como se indica en el listado de secuencias o como se
muestra en las figuras 9 a 13, y en cualquier combinacién como se muestra en la figura 39 y la figura 40.

Ademas, los dominios Fc del formato scFv-mAb comprenden variantes de sesgo (por ejemplo, un conjunto de
sustituciones de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8, siendo particularmente Utiles las variantes
de sesgo seleccionadas del grupo que consiste en S364K/E357Q : L368D/K370S; L368D/K370S: S364K;
L368E/K370S: S364K; T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S: S364K/E357Q,
T366S/L368A/Y407V: T366W y T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C), opcionalmente variantes de supresion
(que incluyen las mostradas en la figura 5), enlazadores de scFv opcionalmente cargados (que incluyen los mostrados
en la figura 7) y la cadena pesada comprende variantes de pl (que incluye las mostradas en la figura 4).

En algunos casos, el formato mAb-scFv incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresién. Por
consiguiente, algunas realizaciones incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer mondémero que
comprende las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y
un primer dominio pesado variable que, con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que
se une a un primer inhibidor de punto de control, y un segundo dominio pesado variable; b) un segundo monémero
que comprende las variantes de sesgo L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/ Q418E/N421D, las
variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un primer dominio pesado variable que, con el primer
dominio ligero variable, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe en la presente
memoria, y una segunda cadena ligera variable, que junto con la segunda cadena pesada variable forma un Fv (ABD)
que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢) una cadena ligera que comprende un primer dominio ligero
variable y un dominio ligero constante. En algunas realizaciones en este formato, son de uso particular (orden Fab-
scFv) CTLA-4 X PD-1, LAG-3 X PD-1, BTLA X PD-1, y LAG-3 X CTLA-4.

En algunos casos, el formato mAb-scFv incluye variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresion y variantes
de FcRn. Por consiguiente, algunos casos incluyen formatos de abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero
que comprende las variantes de s$esgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a un primer inhibidor de punto
de control, y un segundo dominio pesado variable; b) un segundo monémero que comprende las variantes de sesgo
L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio variable ligero, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe
en la presente memoria, y una segunda cadena variable ligera, que junto con la segunda cadena variable pesada
forma un Fv (ABD) que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢} una cadena ligera que comprende un
primer dominio ligero variable y un dominio ligero constante. Son particularmente Utiles en algunos casos en este
formato, (orden Fab-scFv) CTLA-4 X PD-1, LAG-3 X PD-1, BTLA X PD-1, y LAG-3 X CTLA-4.

Para el armazén 1 en formato mAb-scFv (incluyendo opcionalmente M428L/N434S) de la figura 38, los ABD
especificos que se unen a PD-1 humano incluyen, pero no se limitan a, 1G6_H1.279_L1.194, 1G6_H1.280_1L1.224;
1G6_L1.194_H1.279,1G6_L1.210_H1.288y 2E9 H1L1, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.° 6209-11464,
las Id. de sec. n.°: 11465-17134, las Id. de sec. n. % 33003-33072, las Id. de sec. n.%: 33073-35394 y las Id. de sec. n.*:
36127-36146.

Para el armazon 1 en formato mAb-scFv (que incluye opcionalmente M428L/N434S) de la figura 38, los ABD
especificos que se unen a CTLA-4 humano incluyen, pero no se limitan a, [CTLA-4] H0.25_L0; [CTLA-4]_H0.26_L0;
[CTLA-4]_H0.27_L0O; [CTLA-4]_H0.29_L0; [CTLA-4]_H0.38_L0; [CTLA-4] H0.39 L0; [CTLA-4] H0.40_LO; [CTLA-
4] H0.70_L0O; [CTLA-4]_HO_L0.22; [CTLA-4] H2_L0O; [CTLA-4] H3.21_L0.124; [CTLA-4] H3.21_L0.129; [CTLA-
4] H3.21_L0.132; [CTLA-4]_H3.23_L0.124; [CTLA-4]_H3.23_L0.129; [CTLA-4]_H3.23_L0.132; [CTLA-
4] H3.25_10.124; [CTLA-4]_H3.25_L0.129; [CTLA-4] H3.25 10.132; [CTLA-4]_H3.4_10.118; [CTLA-
4] H3.4 10.119; [CTLA-4]_H3.4_L0.12; [CTLA-4] H3.4 1L0.121; [CTLA-4] H3.4_L0.122; [CTLA-4] H3.4 1 0.123;
[CTLA-4]_H3.4 10.124; [CTLA-4]_H3.4 10.125; |[CTLA-4]_H3.4_L0.126; [CTLA-4] H3.4_L0.127; [CTLA-
4] H3.4 10.128; [CTLA-4] H3.4_L0.129; [CTLA-4] H3.4_10.130; [CTLA-4] H3.4 1 0.131; [CTLA-4] H3.4 1 0.132;
[CTLA-4]_H3.5 L2.1; [CTLA-4]_H3.5 | 2.2; [CTLA-4]_H3.5 1L2.3; [CTLA-4] H3 LO; [CTLA-4] H3_L0.22; [CTLA-
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4] H3_10.44; [CTLA-4] H3_L0.67 y [CTLA-4] H3 L0.74, asi como los enumerados en las Id. de sec. n.° 21-2918,
las Id. de sec. n.°: 2919-6208, las Id. de sec. n.°: 36739-36818 y las Id. de sec. n.*: 35395-35416.

Para el armazon 1 en formato mAb-scFv (que incluye opcionalmente M428L/N434S) de la figura 38, los ABD
especificos que se unen a LAG-3 humano incluyen, entre otros, 2A11HOLO; ; 2A11_H1.125 1 2.113;
2A11_H1.144 1 2.142; 2A11_H1_L2.122; 2A11_H1_L2.123; 2A11_H1_L2.124; 2A11_H1_L2.25; 2A11_H1_L2.47;
2A11_H1_L2.50; 2A11_H1_12.91; 2A11_H1_L2.93; 2A11_H1_L2.97; 2A11_HI1L1; 2A11_H1L2; 2A11_H2L2;
2A11_H3L1; 2A11_H3L2; 2A11_H4L1; 2A11_H4L2; 7G8 HOLO; 7G8_H1L1; 7G8_H3.18_L1.11; 7G8_H3.23_L1.11;
7G8 H3.28 L1; 7G8_H3.28 L1.11; 7G8_H3.28_L1.13; 7G8 H3.30_L1.34; 7G8 H3.30_L1.34; y 7G8 _H3L1, asi
como los enumerados en las Id. de sec. n.®: 17135-20764, las Id. de sec. n.°: 36819-36962, las Id. de sec. n.®: 35417-
35606, las Id. de sec. n.®: 25194-32793 y las Id. de sec. n.°: 32794-33002.

Para el armazén 1 en formato mAb-scFv (incluyendo opcionalmente M428L/N434S) de la figura 38, los ABD
especificos que se unen a BTLA humana incluyen, pero no se limitan a, 9C6_HOL0; 9C6_H1.1_L1;y 9C6_H1.11_L1,
asi como los enumerados en las Id. de sec. n.® 20885-21503 y las Id. de sec. n.* 36707-36738.

Para el armazon 1 en formato mAb-scFv (que incluye opcionalmente M428L/N434S) de la figura 38, los ABD
especificos que se unen a TIM-3 humano incluyen, entre otros, 1D10_HOLO; 1D12 HOLO; 3H3_H1_L2.1; 6C8 HOLO;
6D9_HO_1D12_L0; 7A9_HOLO; 7B11_HOLO; 7B11var_HOLO y 7C2_HOLO, asi como los enumerados en la Id. de sec.
n.%: 20765-20884, las Id. de sec. n.%: 37587-37698 y las Id. de sec. n. 36347-36706.

|. Formatos scFv duales

La presente descripcion también proporciona formatos scFv duales como se conocen en la técnica y se muestran en
la figura 1B. En este caso, el anticuerpo biespecifico heterodimérico se compone de dos monémeros scFv-Fc (ambos
en formato (vh-scFv enlazador-vl-[enlazador de dominio opcional]-CH2-CH3) o (vl-scFv enlazador-vh-[enlazador de
dominio opcional]-CH2-CH3), o con un monémero en una orientacion y el otro en |a otra orientacion.

En este caso, todos los ABD estan en el formato scFv, con cualquier combinacién de PD-1 y CTLA-4, PD-1y TIM-3,
PD-1y LAG-3, PD-1y TIGIT, PD-1y BTLA, CTLA-4y TIM-3, CTLA-4 y LAG-3, CTLA-4y TIGIT, CTLA-4 y BTLA, TIM-
3y LAG-3, TIM-3 y TIGIT, TIM-3 y BTLA, LAG-3 y TIGIT, LAG-3y BTLAy TIGIT y BTLA. Las secuencias ABD para
estas combinaciones pueden ser como se indica en el listado de secuencias o0 como se muestra en las figuras 9 a 13,
y en cualquier combinacién como se muestra en la figura 39 y la figura 40.

Ademas, los dominios Fc del formato scFv dual comprenden variantes de sesgo (p. €j. un conjunto de sustituciones
de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8, siendo particularmente (tiles las variantes de sesgo
seleccionadas del grupo que consiste en S364K/E357Q): L368D/K3708S; L368D/K370S: S364K; L368E/K370S: S364K;
T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S: S364K/E357Q), T366S/L368A/Y407V: T366W y
T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C), opcionalmente variantes de supresion (que incluyen las mostradas en
la figura 5), enlazadores de scFv opcionalmente cargados (que incluyen los mostrados en la figura 7) y la cadena
pesada comprende variantes de pl (que incluye las mostradas en la figura 4).

En algunos casos, el formato scFv dual incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresion. Por
consiguiente, algunos casos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero que comprende
las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un primer
dominio pesado variable que, con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a
un primer inhibidor de punto de control, y un segundo dominio pesado variable; b) un segundo monémero que
comprende las variantes de sesgo L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/ Q418E/N421D, las
variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un primer dominio pesado variable que, con el primer
dominio ligero variable, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe en la presente
memoria, y una segunda cadena ligera variable, que junto con la segunda cadena pesada variable forma un Fv (ABD)
que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢) una cadena ligera que comprende un primer dominio ligero
variable y un dominio ligero constante. Son particularmente (tiles en algunos casos en este formato, (orden Fab-scFv)
CTLA-4 X PD-1, LAG-3 X PD-1, BTLA X PD-1, y LAG-3 X CTLA-4.

En algunos casos, el formato scFv dual incluye variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresion y variantes
de FcRn. Por consiguiente, algunos casos incluyen formatos de abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero
que comprende las variantes de s$esgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio ligero variable de la cadena ligera, constituye un Fv que se une a un primer inhibidor de punto
de control, y un segundo dominio pesado variable; b) un segundo monémero que comprende las variantes de sesgo
L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un primer dominio pesado variable que,
con el primer dominio variable ligero, forma el Fv que se une al primer inhibidor de punto de control como se describe
en la presente memoria, y una segunda cadena variable ligera, que junto con la segunda cadena variable pesada
forma un Fv (ABD) que se une a un segundo inhibidor de punto de control; y ¢} una cadena ligera que comprende un
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primer dominio ligero variable y un dominio ligero constante. En algunas realizaciones en este formato, son de uso
particular (orden Fab-scFv) CTLA-4 X PD-1, LAG-3 X PD-1, BTLA X PD-1, y LAG-3 X CTLA-4.

J. Anticuerpos biespecificos no heterodiméricos

Como apreciaran los expertos en la materia, las secuencias de Fv descritas en la presente memoria también pueden
utilizarse en anticuerpos monoespecificos (p. ej., “anticuerpos monoclonales tradicionales™ o en formatos
biespecificos no heterodiméricos.

Los formatos biespecificos no heterodiméricos adecuados son conocidos en la técnica, e incluyen una serie de
formatos diferentes, como se representa en general en Spiess y otros, Molecular Immunology (67):95-106 (2015) y
Kontermann, mAb 4:2, 182-197 (2012).

K. Anticuerpos monoclonales monoespecificos

Como apreciaran los expertos en la materia, las nuevas secuencias de Fv descritas en la presente memoria también
pueden utilizarse en anticuerpos monoespecificos (p. gj., “anticuerpos monoclonales tradicionales”) o en formatos
biespecificos no heterodiméricos. Por consiguiente, la presente descripcion proporciona anticuerpos monoclonales
(monoespecificos) que comprenden las 6 CDR y/o las secuencias vh y vl de las figuras, generalmente con regiones
constantes IgG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4, encontrando uso particular en algunos casos IgG1 , IgG2 e IgG4 (incluyendo
regiones constantes IgG4 que comprenden una sustitucién de aminoacidos S228P). Es decir, cualquier secuencia en
la presente memoria con una designacién “H L~ puede vincularse a la regién constante de un anticuerpo IgG1 humano.

VI. Dominios de unién a antigenos diana

Los anticuerpos biespecificos de la invencion tienen dos dominios de unién a antigeno (ABD) diferentes que se unen
a dos antigenos de punto de control diana diferentes (“pares diana”), en formatos bivalentes, biespecificos o
trivalentes, biespecificos, como se muestra en general en la figura 1. Entre los antigenos de punto de control diana
adecuados se incluyen PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3, TIGIT y BTLA humanos (y a veces de macaco), cuyas
secuencias se muestran en la figura 2. Por consiguiente, los anticuerpos biespecificos adecuados se unen a PD-1y
CTLA-4, PD-1y TIM-3, PD-1 y LAG-3, PD-1 y TIGIT, PD-1 y BTLA, CTLA-4 y TIM-3, CTLA-4 y LAG-3, CTLA4 y
TIGIT, CTLA-4y BTLA, TIM-3y LAG-3, TIM-3y TIGIT, TIM-3y BTLA, LAG-3y TIGIT, LAG-3y BTLAy TIGIT y BTLA.
Obsérvese que generalmente estos anticuerpos biespecificos se denominan “anti-PD-1 X anti-CTLA-4”, o de forma
simplista o por facilidad (y por tanto indistintamente) como “PD-1 X CTLA-4”, etc. para cada par. Obsérvese que, a
menos que se especifique en la presente memoria, el orden de la lista de antigenos en el nombre no confiere
estructura; que es un anticuerpo abrebotellas dirigido contra PD-1 X CTLA-4 puede hacer que el scFv se una a PD-1
o CTLA-4, aunque en algunos casos, el orden especifica la estructura como se indica.

Como se describe mas detalladamente en la presente memoria, estas combinaciones de ABD pueden tener diversos
formatos, como se describe a continuacién, generalmente en combinaciones en las que un ABD tiene un formato Fab
y el otro tiene un formato scFv. Como se expone en la presente memoria y se muestra en la figura 1, algunos formatos
utilizan un Unico Fab y un Unico scFv (figura 1A, C y D), y otros formatos utilizan dos Fab y un Unico scFv (figura 1E,
F,G,Hel).

A. Dominios de union a antigeno

Como se expone en la presente memoria, los anticuerpos heterodiméricos biespecificos de punto de control de la
invencion incluyen dos dominios de unién a antigeno (ABD), cada uno de los cuales se une a una proteina de punto
de control diferente. Como se describe en la presente memoria, estos anticuerpos heterodiméricos pueden ser
biespecificos y bivalentes (cada antigeno esta unido a un tnico ABD, por ejemplo, en el formato representado en la
figura 1A), o biespecificos y trivalentes (un antigeno esta unido a un Gnico ABD vy el otro esta unido a dos ABD, por
ejemplo, como se representa en la figura 1F).

Ademas, en general, uno de los ABD comprende un scFv como se describe en la presente memoria, en una orientacion
de aminoterminal a carboxiloterminal de vh-scFv enlazador-vl o vl-scFv enlazador-vh. Uno o ambos de los otros ABD,
segun el formato, generalmente es un Fab, que comprende un dominio vh en una cadena proteica (generalmente
como componente de una cadena pesada) y un vl en otra cadena proteica (generalmente como componente de una
cadena ligera).

La descripcion proporciona una serie de ABD que se unen a una serie de proteinas de punto de control diferentes,
como se describe a continuacién. Como apreciaran los expertos en la materia, cualquier conjunto de 6 CDR o dominios
vh y vl puede estar en el formato scFv o en el formato Fab, que luego se afade a los dominios constantes pesado y
ligero, donde los dominios constantes pesados comprenden variantes (incluyendo dentro del dominio CH1 asi como
el dominio Fc). Las secuencias de scFv contenidas en el listado de secuencias utilizan un enlazador cargado particular,
pero como se indica en la presente memoria, pueden utilizarse enlazadores no cargados u otros enlazadores
cargados, incluidos los representados en la figura 7.
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Ademas, como se ha comentado anteriormente, la numeracién utilizada en el listado de secuencias para la
identificacién de las CDR es Kabat, sin embargo, se puede utilizar una numeracién diferente, lo que cambiara las
secuencias de aminoacidos de las CDR como se muestra en la tabla 1.

Para todos los dominios pesados y ligeros variables enumerados en la presente memoria, se pueden realizar otras
variantes. Como se describe en la presente memoria, en algunas realizaciones el conjunto de 6 CDR puede tener de
0, 1, 2, 3, 4 0 5 modificaciones de aminoacidos (con sustituciones de aminoacidos que encuentran un uso particular),
asi como cambios en las regiones marco de los dominios variables pesados y ligeros, siempre que las estructuras
(excluyendo las CDR) conserven al menos alrededor del 80, 85 o0 90 % de identidad con una secuencia de linea
germinal humana seleccionada de entre las enumeradas en la figura 1 de la Patente de EE. UU. n.? 7.657.380, cuya
figura y Leyenda. Por tanto, por ejemplo, las CDR idénticas descritas en la presente memoria pueden combinarse con
diferentes secuencias marco procedentes de secuencias de la linea germinal humana, siempre que las regiones marco
mantengan al menos un 80, 85 0 90 % de identidad con una secuencia de la linea germinal humana seleccionada de
entre las enumeradas en la figura 1 de la Patente de EE.UU. n.? 7.657.380. Como alternativa, las CDR pueden tener
modificaciones de aminoéacidos (p. gj. de 1, 2, 3, 4 0 5 modificaciones de aminoacidos en el conjunto de CDR (es decir,
las CDR pueden modificarse siempre que el nimero total de cambios en el conjunto de 6 CDR sea inferior a 6
modificaciones de aminoacidos, pudiendo modificarse cualquier combinacién de CDR; p. €j., puede haber un cambio
en vICDR1, dos en vhCDR2, ninguno en vhCDR3, etc.)}, asi como tener cambios en la regidon marco, siempre que las
regiones marco conserven al menos un 80, 85 0 90 % de identidad con una secuencia de linea germinal humana
seleccionada de entre las enumeradas en la figura 1 de la Patente de EE.UU. n.® 7.657.380.

B. Dominios de unién a antigeno PD-1

En algunos casos, uno de los ABD se une a PD-1. En las Id. de sec. n.®: 6209-11464, las Id. de sec. n.°: 11465-17134,
las Id. de sec. n.° 33003-33072, las Id. de sec. n.*: 33073-35394 y las Id. de sec. n.®: 36127-36146 se representan
conjuntos adecuados de 6 CDR y/o dominios vh y vl, asi como secuencias scFv. Las secuencias ABD de especial
interés en algunos casos se muestran en la figura 9 e incluyen aquellas secuencias del listado de secuencias con los
identificadores 1G6_H1.279_11.194; 1G6_H1.280_11.224;1G6_1L1.194 H1.279; 1G6_L1.210_H1.288;y 2E9 H1L1.

Como apreciaran los expertos en la materia, los ABD anti-PD-1 adecuados pueden comprender un conjunto de 6 CDR
como se representa en estas secuencias y figuras, ya sea como estan subrayadas o, en el caso de que se utilice un
esquema de numeracién diferente como se describe en la presente memoria y como se muestra en la Tabla 1, como
las CDR que se identifican utilizando otras alineaciones dentro de las secuencias vh y vl de las Id. de sec. n.° 6209-
11464, las Id. de sec. n.®: 11465-17134, las Id. de sec. n.*: 33003-33072, las Id. de sec. n.°: 33073-35394 y las Id. de
sec. n.% 36127-36146. Los ABD adecuados también pueden incluir las secuencias vh y vl completas como se
representa en estas secuencias y figuras, utilizadas como scFv o0 como Fab. En muchos de los casos en la presente
memoria que contienen un Fv dirigido contra PD-1, es el monomero scFv el que se une a PD-1. Como se discute en
la presente memoria, el otro del par diana cuando PD-1 es uno de los antigenos se selecciona de CTLA-4 (las
secuencias adecuadas se representan en las Id. de sec. n.®: 21-2918, las Id. de sec. n.®: 2919-6208, las Id. de sec.
n.° 36739-36818 y las Id. de sec. n.°: 35395-35416 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR
0 secuencias vh y vl}), TIM-3 (las secuencias adecuadas se describen en las Id. de sec. n.% 20765-20884, las Id. de
sec. n.°%: 37587-37698 y las Id. de sec. n.: 36347-36706 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias
CDR o secuencias vh y vl}}, LAG-3 (las secuencias adecuadas se describen en las Id. de sec. n.% 17135-20764, las
Id. de sec. n.°: 36819-36962, las Id. de sec. n.°: 35417-35606, las Id. de sec. n.% 25194-32793 y las |d. de sec. n.*:
32794-33002 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl}), BTLA
(secuencias adecuadas representadas en las Id. de sec. n.®: 20885-21503 y las Id. de sec. n.°: 36707-36738 (que
pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)}, y TIGIT (secuencias adecuadas
representadas en las Id. de sec. n.*: 21504-21523 y las Id. de sec. n. : 37435-37586 (que pueden ser secuencias scFv,
conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)).

Los ABD particularmente Utiles que se unen a PD-1 humana incluyen, pero no se limitan a, 1G6_H1.279_11.194,
1G6_H1.280_11.224;1G6_11.194_H1.279, 1G6_L1.210_H1.288 y 2E9 _H1L1.

Ademas de los conjuntos de CDR originales descritos en el listado de secuencias que forman un ABD contra PD-1, la
descripcién proporciona conjuntos de CDR variantes. En un caso, un conjunto de 6 CDR puede tener 1,2, 3,405
cambios de aminoacidos con respecto a las CDR originales, siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al
antigeno diana, segun se mida mediante al menos uno de los ensayos Biacore, resonancia de plasmones superficiales
(SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet), siendo este (ltimo particularmente utilizado en muchos
€asos.

Ademas de los dominios pesados y ligeros variables originales descritos en la presente memoria que forman un ABD
contra PD-1, la descripcién proporciona dominios vh y vl variantes. En un caso, los dominios vh y vl variantes pueden
tenercadaunode 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9 o 10 cambios de aminoacidos con respecto a los dominios vh y vl originales,
siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al antigeno diana, segun se mida en al menos uno de los ensayos
Biacore, de resonancia de plasmones de superficie (SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet),
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siendo este (ltimo particularmente utilizado en muchos casos. En otro caso, las variantes vh y vl son al menos 90, 95,
97, 98 0 99 % idénticas a las respectivas vh o vl precursoras, siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al
antigeno diana, medido mediante al menos uno de los ensayos Biacore, de resonancia de plasmones superficiales
(SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet), siendo este (ltimo particularmente utilizado en muchos
€asos.

Algunos ejemplos preferidos especificos incluyen el Fv anti-PD-1 1G6_1L1.194_H1.279, en un formato scFv, incluido
dentro de cualquiera de los armazones de formato abrebotellas de la figura 37.

Algunos ejemplos especificos preferidos incluyen el Fv anti-PD-1 1G6_1L1.194_H1.279, en un formato scFv, incluido
dentro de cualquiera de los armazones de formato mAb-scFv de la figura 38.

C. Dominios de unién a antigeno CTLA-4

En algunos casos, uno de los ABD se une a CTLA-4. En las Id. de sec. n.%: 21-2918, las Id. de sec. n.° 2919-6208,
las Id. de sec. n.° 36739-36818 y las Id. de sec. n.°: 35395-35416 se muestran conjuntos adecuados de 6 CDR y/o
dominios vh y vl, asi como secuencias de scFv. Las secuencias de ABD de especial interés en algunos casos se
muestran en la figura 10 y también incluyen aquellas secuencias del listado de secuencias con los identificadores
[CTLA-4]_H0.25_L0O; [CTLA-4]_H0.26_L0; [CTLA-4]_H0.27_L0; [CTLA-4] H0.29 L0; [CTLA-4] H0.38_LO; [CTLA-
4] H0.39_L0; O[CTLA-4] H0.40_L0; [CTLA-4]_ H0.70_L0; |[CTLA-4]_HO_L0.22; [CTLA-4]_H2_L0; |[CTLA-
4] H3.21_L0.124; [CTLA-4]_H3.21_L0.129; [CTLA-4]_H3.21_L0.132; [CTLA-4]_H3.23_L0.124; [CTLA-
4] H3.23_L0.129; [CTLA-4]_H3.23_L0.132; [CTLA-4]_H3.25_L0.124; [CTLA-4]_H3.25_L0.129; [CTLA-
4] H3.25_L0.132; [CTLA-4] H3.4_L0.118; [CTLA-4] H3.4_L0.119; [CTLA-4] H3.4_L0.12; [CTLA-4] H3.4_L0.121;
[CTLA-4]_ H3.4 10.122; [CTLA-4]_H3.4 10.123; |[CTLA-4] H3.4_L0.124; [CTLA-4] H3.4_L0.125; [CTLA-
4] H3.4 L0.126; [CTLA-4] H3.4_L0.127; [CTLA-4] H3.4_10.128; [CTLA-4] H3.4_10.129; [CTLA-4] H3.4_10.130;
[CTLA-4]_ H3.4 10.131; [CTLA-4] H3.4_L0.132; [CTLA-4] H3.5 L2.1; [CTLA-4] H3.5 | 2.2; [CTLA-4] H3.5 L2.3;
[CTLA-4] H3_LO;[CTLA-4] H3 _L0.22; [CTLA-4]_H3_L0.44; [CTLA-4]_H3 L0.67;y [CTLA-4]_H3_L0.74.

Como apreciaran los expertos en la materia, los ABD anti-CTLA-4 adecuados pueden comprender un conjunto de 6
CDR como se representa en estas secuencias y figuras, bien como estan subrayadas o, en el caso de que se utilice
un esquema de numeracion diferente como se describe en la presente memoria y como se muestra en la tabla 1,
como las CDR que se identifican usando otros alineamientos dentro de las secuencias vh y vl de las Id. de sec. n.%
21-2918, las |d. de sec. n.®: 2919-6208, las Id. de sec. n.°: 36739-36818 y las Id. de sec. n.®: 35395-35416. Los ABD
adecuados también pueden incluir las secuencias vh y vl completas como se representa en estas secuencias y figuras,
utilizadas como scFv 0 como Fab. En muchos de los casos en la presente memoria que contienen un Fv dirigido contra
CTLA-4, es el monémero scFv el que se une a CTLA-4. Como se expone en la presente memoria, el otro del par diana
cuando CTLA-4 es uno de los antigenos se selecciona entre PD-1 (las secuencias adecuadas se representan en las
Id. de sec. n.% 6209-11464, las Id. de sec. n.® 11465-17134, las Id. de sec. n.° 33003-33072, las Id. de sec. n.*:
33073-35394 y las Id. de sec. n.®: 36127-36146 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o
secuencias vh y vl)}, TIM-3 (las secuencias adecuadas se representan en las Id. de sec. n.®: 20765-20884, las Id. de
sec. n.°%: 37587-37698 y las Id. de sec. n.: 36347-36706 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias
CDR o secuencias vh y vl}), LAG-3 (las secuencias adecuadas se representan en las Id. de sec. n.°: 17135-20764, las
Id. de sec. n.°: 36819-36962, las Id. de sec. n.°: 35417-35606, las Id. de sec. n.% 25194-32793 y las Id. de sec. n.*:
32794-33002 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl}), BTLA
(secuencias adecuadas representadas en las Id. de sec. n.®: 20885-21503 y las Id. de sec. n.°: 36707-36738 (que
pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)}, y TIGIT (secuencias adecuadas
representadas en las Id. de sec. n.©: 21504-21523 y las |d. de sec. n.*: 37435-37586 (que pueden ser secuencias scFv,
conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)).

Ademas de los conjuntos de CDR originales descritos en el listado de secuencias que forman un ABD contra CTLA-4,
la descripcion proporciona conjuntos de CDR variantes. En un caso, un conjunto de 6 CDR puede tener 1,2, 3,405
cambios de aminoacidos con respecto a las CDR originales, siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al
antigeno diana, segun se mida mediante al menos uno de los ensayos Biacore, resonancia de plasmones superficiales
(SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet), siendo este (ltimo particularmente utilizado en muchos
€asos.

Ademas de los dominios pesados y ligeros variables originales descritos en la presente memoria que forman un ABD
para CTLA-4, la invencién proporciona dominios vh y vl variantes. En un caso, los dominios vh y vl variantes pueden
tenercadaunode 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9 o 10 cambios de aminoacidos con respecto a los dominios vh y vl originales,
siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al antigeno diana, segun se mida en al menos uno de los ensayos
Biacore, de resonancia de plasmones de superficie (SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet),
siendo este (ltimo particularmente utilizado en muchos casos. En otro caso, las variantes vh y vl son al menos 90, 95,
97, 98 0 99 % idénticas a las respectivas vh o vl precursoras, siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al
antigeno diana, medido mediante al menos uno de los ensayos Biacore, de resonancia de plasmones superficiales
(SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet), siendo este (ltimo particularmente utilizado en muchos
€asos.
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Ejemplos especificos preferidos incluyen el Fv [CTLA-4] H3_L0.22 anti-CTLA-4, en un formato Fab, incluido dentro
de cualquiera de los armazones de formato abrebotellas de la figura 37.

Los casos preferidos especificos incluyen el Fv [CTLA-4]_H3 L 0.22 anti-CTLA-4, en un formato scFv, incluido dentro
de cualquiera de los armazones de formato abrebotellas de la figura 37.

Los casos especificos preferidos incluyen el Fv [CTLA-4]_H3 L 0.22 anti-CTLA-4, en un formato scFv, incluido dentro
de cualquiera de los armazones de formato mAb-scFv de la figura 38.

Los casos especificos preferidos incluyen el Fv [CTLA-4]_H3_L0.22 anti-CTLA-4, en un formato Fab, incluido dentro
de cualquiera de los armazones de formato mAb-scFv de la figura 38.

D. Dominios de union a antigeno TIM-3

En algunos ejemplos, uno de los ABD se une a TIM-3. Los conjuntos adecuados de 6 CDR y/o dominios vh y vl, asi
como las secuencias scFv, se representan en las Id. de sec. n.°: 20765-20884, las Id. de sec. n.*: 37587-37698 y las
Id. de sec. n.% 36347-36706. Las secuencias ABD de particular interés en algunos ejemplos incluyen aquellas
secuencias en el listado de secuencias con los identificadores 1D10_HOLO; 1D12 HOLO; 3H3 _H1_L2.1; 6C8 HOLO;
6D9_HO_1D12_L0; 7A9 HOLO; 7B11_HOLO; 7B11var_HOLO; y 7C2_HOLO.

Como apreciaran los expertos en la materia, los ABD anti-TIM-3 adecuados pueden comprender un conjunto de 6
CDR tal como se representa en estas secuencias y figuras, ya sea tal como estan subrayadas o, en el caso de que se
utilice un esquema de numeracién diferente como se describe en la presente memoria y como se muestra en la tabla
1, como las CDR que se identifican utilizando otros alineamientos dentro de las secuencias vh y vl de las Id. de sec.
n.° 20765-20884, las Id. de sec. n.®: 37587-37698 y las Id. de sec. n.°: 36347-36706. Los ABD adecuados también
pueden incluir las secuencias vh y vl completas como se representa en estas secuencias y figuras, utilizadas como
scFv o0 como Fab. En muchos de los ejemplos en la presente memoria que contienen un Fv contra TIM-3, es el
monoémero Fab el que se une a TIM-3. Como se expone en la presente memoria, el otro del par diana cuando TIM-3
es uno de los antigenos se selecciona entre PD-1 (las secuencias adecuadas se representan en las Id. de sec. n.*
6209-11464, las |d. de sec. n.® 11465-17134, las Id. de sec. n.* 33003-33072, las Id. de sec. n.°: 33073-35394 y las
Id. de sec. n.” 36127-36146 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl}),
CTLA-4 (las secuencias adecuadas se representan en las Id. de sec. n.®: 21-2918, las Id. de sec. n.® 2919-6208, las
Id. de sec. n.®: 36739-36818 y las Id. de sec. n.® 35395-35416 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de
secuencias CDR o secuencias vh y vl}), LAG-3 (las secuencias adecuadas se representan en las Id. de sec. n.® 17135-
20764, las Id. de sec. n.*: 36819-36962, las Id. de sec. n.®: 35417-35606, las Id. de sec. n.°: 25194-32793 y las Id. de
sec. n. % 32794-33002 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vi}}, BTLA
(secuencias adecuadas representadas en las Id. de sec. n.®: 20885-21503 y las Id. de sec. n.°: 36707-36738 (que
pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)}, y TIGIT (secuencias adecuadas
representadas en las Id. de sec. n.*: 21504-21523 y las Id. de sec. n. : 37435-37586 (que pueden ser secuencias scFv,
conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)).

Ademas de los conjuntos de CDR originales descritos en el listado de secuencias que forman un ABD contra TIM-3,
la descripcion proporciona conjuntos de CDR variantes. En un ejemplo, un conjunto de 6 CDR puede tener 1, 2, 3, 4
o 5 cambios de aminoacidos con respecto a las CDR originales, siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al
antigeno diana, segun se mida mediante al menos uno de los ensayos Biacore, resonancia de plasmones superficiales
(SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet), siendo este (ltimo particularmente utilizado en muchos
ejemplos.

Ademas de los dominios pesados y ligeros variables originales descritos en la presente memoria que forman un ABD
contra TIM-3, la descripcién proporciona dominios vh y vl variantes. En un ejemplo, los dominios vh y vl variantes
pueden tener cada uno de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 cambios de aminoacidos con respecto a los dominios vh y vl
originales, siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al antigeno diana, segun se mida en al menos uno de los
ensayos Biacore, de resonancia de plasmones de superficie (SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. €j. ensayo
Octet), siendo este ultimo particularmente utilizado en muchos ejemplos. En otro ejemplo, las variantes vh y vl son al
menos 90, 95, 97, 98 0 99 % idénticas a las respectivas vh o vl precursoras, siempre que el ABD siga siendo capaz
de unirse al antigeno diana, medido mediante al menos uno de los ensayos Biacore, de resonancia de plasmones
superficiales (SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet), siendo este Ultimo particularmente
utilizado en muchos casos.

Dominios de unién a antigeno LAG-3
En algunos ejemplos, uno de los ABD se une a LAG-3. Los conjuntos adecuados de 6 CDR y/o dominios vh y vl, asi
como las secuencias scFv, se describen en las Id. de sec. n.®: 17135-20764, las Id. de sec. n.°: 36819-36962, las Id.

de sec. n.°: 35417-35606, las Id. de sec. n.©: 25194-32793 y las Id. de sec. n. % 32794-33002. Las secuencias ABD de
especial interés en algunos ejemplos se muestran en la figura 11 y también incluyen aquellas secuencias del listado
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de secuencias con los identificadores 2A11_HOLO; 2A11_H1.125_L2.113; 2A11_H1.144_12.142; 2A11_H1_1L2.122;
2A11_H1_L2.123; 2A11_H1_L2.124; 2A11_H1_12.25; 2A11_H1_12.47; 2A11_H1_L2.50; 2A11_H1_L2.91;
2A11_H1_L2.93; 2A11_H1_L2.97; 2A11_H1L1; 2A11_H1L2; 2A11_H2L2; 2A11_H3L1; 2A11_H3L2; 2A11_H4L1;
2A11_H4L2; 7G8_HOLO; 7G8_H1L1; 7G8 H3.18 L1.11; 7G8 H3.23 L1.11; 7G8 _H3.28 L1; 7G8_H3.28_L1.11;
7G8 H3.28 11.13; 7G8_H3.30_1L1.34; 7G8_H3.30_L1.34;y 7G8_H3L1.

Como apreciaran los expertos en la materia, los ABD anti-LAG-3 adecuados pueden comprender un conjunto de 6
CDR tal como se representa en estas secuencias y figuras, ya sea tal como estan subrayadas o, en el caso de que se
utilice un esquema de numeracién diferente como se describe en la presente memoria y como se muestra en la tabla
1, como las CDR que se identifican utilizando otros alineamientos dentro de las secuencias vh y vl de las Id. de sec.
n.°: 17135-20764, las Id. de sec. n.°: 36819-36962, las Id. de sec. n.°: 35417-35606, las Id. de sec. n.°: 25194-32793
y las Id. de sec. n.°: 32794-33002. Los ABD adecuados también pueden incluir las secuencias vh y vl completas como
se representa en estas secuencias y figuras, utilizadas como scFv o como Fab. En muchos de los ejemplos en la
presente memoria que contienen un Fv contra LAG-3, es el monémero Fab el que se une a LAG-3. Como se expone
en la presente memoria, el otro del par diana cuando LAG-3 es uno de los antigenos se selecciona entre PD-1 (las
secuencias adecuadas se representan en las Id. de sec. n.®: 6209-11464, las |d. de sec. n.®: 11465-17134, las Id. de
sec. n. % 33003-33072, las Id. de sec. n.°: 33073-35394 y las Id. de sec. n.®: 36127-36146 (que pueden ser secuencias
scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl}}, CTLA-4 (las secuencias adecuadas se representan en las
Id. de sec. n.°: 21-2918, las Id. de sec. n.®: 2919-6208, las Id. de sec. n.®: 36739-36818 y las |d. de sec. n.°: 35395-
35416 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)}, TIM-3 (las secuencias
adecuadas se representan en las Id. de sec. n.°: 20765-20884, las Id. de sec. n.*: 37587-37698 y las Id. de sec. n.*:
36347-36706 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl}), BTLA
(secuencias adecuadas representadas en las Id. de sec. n.®: 20885-21503 y las Id. de sec. n.°: 36707-36738 (que
pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)}, y TIGIT (secuencias adecuadas
representadas en las Id. de sec. n.®: 21504-21523 y las Id. de sec. n. : 37435-37586 (que pueden ser secuencias scFv,
conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl).

Ademas de los conjuntos de CDR originales descritos en el listado de secuencias que forman un ABD contra LAG-3,
la descripcion proporciona conjuntos de CDR variantes. En un ejemplo, un conjunto de 6 CDR puede tener 1, 2, 3, 4
o 5 cambios de aminoacidos con respecto a las CDR originales, siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al
antigeno diana, segun se mida mediante al menos uno de los ensayos Biacore, resonancia de plasmones superficiales
(SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet), siendo este (ltimo particularmente utilizado en muchos
ejemplos.

Ademas de los dominios pesados y ligeros variables originales descritos en la presente memoria que forman un ABD
para LAG-3, la invencién proporciona dominios vh y vl variantes. En un ejemplo, los dominios vh y vl variantes pueden
tenercadaunode 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9 o 10 cambios de aminoacidos con respecto a los dominios vh y vl originales,
siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al antigeno diana, segun se mida mediante al menos uno de los
ensayos Biacore, de resonancia de plasmones de superficie (SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. €j. ensayo
Octet), encontrando este Ultimo un uso particular en muchos ejemplos. En otro ejemplo, las variantes vh y vl son al
menos 90, 95, 97, 98 0 99 % idénticas a las respectivas vh o vl precursoras, siempre que el ABD siga siendo capaz
de unirse al antigeno diana, medido mediante al menos uno de los ensayos Biacore, de resonancia de plasmones
superficiales (SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet), siendo este Ultimo particularmente
utilizado en muchos casos.

Algunos ejemplos preferidos especificos incluyen el Fv anti-LAG-3 7G8_H3.30_L1.34, en un formato Fab, incluido
dentro de cualquiera de los armazones de formato abrebotellas de la figura 37.

Algunos ejemplos preferidos especificos incluyen el Fv anti-LAG-3 7G8_H3.30_L1.34, en un formato scFv, incluido
dentro de cualquiera de los armazones de formato abrebotellas de la figura 37.

E. Dominios de unién a antigeno BTLA

En algunos ejemplos, uno de los ABD se une a BTLA. En las Id. de sec. n.°: 20885-21503 y las Id. de sec. n.°: 36707-
36738 se muestran conjuntos adecuados de 6 CDR y/o dominios vh y vl, asi como secuencias scFv. Las secuencias
ABD de especial interés en algunos ejemplos se muestran en la figura 12 y también incluyen aquellas secuencias del
listado de secuencias con los identificadores 9C6_HOLO; 9C6_H1.1_L1;y 9C6_H1.11_L1.

Como apreciaran los expertos en la materia, los ABD anti-BTLA adecuados pueden comprender un conjunto de 6 CDR
como se representa en estas secuencias y figuras, ya sea como estan subrayados o, en el caso de que se utilice un
esquema de numeracién diferente como se describe en la presente memoria y como se muestra en la Tabla 1, como
las CDR que se identifican utilizando otros alineamientos dentro de las secuencias vh y vl en las Id. de sec. n.°: 20885-
21503y las Id. de sec. n.°: 36707-36738. Los ABD adecuados también pueden incluir las secuencias vh y vl completas
como se representa en estas secuencias y figuras, utilizadas como scFv 0 como Fab. En muchos de los ejemplos en
la presente memoria que contienen un Fv a BTLA, es el mon6émero Fab el que se une a BTLA. Como se expone en la
presente memoria, €l otro del par diana cuando LAG-3 es uno de los antigenos se selecciona entre PD-1 (las
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secuencias adecuadas se representan en las Id. de sec. n.®: 6209-11464, las |d. de sec. n.®: 11465-17134, las Id. de
sec. n.% 33003-33072, las Id. de sec. n.*: 33073-35394 y las |d. de sec. n.°: 36127-36146 (que pueden ser secuencias
scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl}}, CTLA-4 (las secuencias adecuadas se representan en las
Id. de sec. n.°: 21-2918, las Id. de sec. n.®: 2919-6208, las Id. de sec. n.®: 36739-36818 y las |d. de sec. n.°: 35395-
35416 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)}, TIM-3 (las secuencias
adecuadas se representan en las Id. de sec. n.°: 20765-20884, las Id. de sec. n.*: 37587-37698 y las Id. de sec. n.*:
36347-36706 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)), LAG-3
(secuencias adecuadas representadas en las Id. de sec. n.®: 17135-20764, las Id. de sec. n.*: 36819-36962, las Id. de
sec. n.% 35417-35606, las Id. de sec. n.®: 25194-32793 y las |d. de sec. n.°: 32794-33002 (que pueden ser secuencias
scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)}, y TIGIT (secuencias adecuadas representadas en las Id.
de sec. n.®:21504-21523y las Id. de sec. n.©: 37435-37586 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias
CDR o secuencias vh y vl).

Ademas de los conjuntos de CDR originales descritos en el listado de secuencias que forman un ABD con BTLA, la
descripcién proporciona conjuntos de CDR variantes. En un ejemplo, un conjunto de 6 CDR puede tener 1,2, 3,405
cambios de aminoacidos con respecto a las CDR originales, siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al
antigeno diana, segun se mida en al menos uno de los ensayos Biacore, resonancia de plasmones superficiales (SPR)
y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet), encontrando este ultimo un uso particular en muchos
ejemplos.

Ademas de los dominios pesados y ligeros variables originales descritos en la presente memoria que forman un ABD
con BTLA, la descripcion proporciona dominios vh y vl variantes. En un ejemplo, los dominios vh y vl variantes pueden
tenercadaunode 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9 o 10 cambios de aminoacidos con respecto a los dominios vh y vl originales,
siempre que el ABD siga siendo capaz de unirse al antigeno diana, segun se mida mediante al menos uno de los
ensayos Biacore, de resonancia de plasmones de superficie (SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. €j. ensayo
Octet), encontrando este Ultimo un uso particular en muchos ejemplos. En otro ejemplo, las variantes vh y vl son al
menos 90, 95, 97, 98 0 99 % idénticas a las respectivas vh o vl precursoras, siempre que el ABD siga siendo capaz
de unirse al antigeno diana, medido mediante al menos uno de los ensayos Biacore, de resonancia de plasmones
superficiales (SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet), siendo este Ultimo particularmente
utilizado en muchos casos.

Ejemplos especificos preferidos incluyen el Fv 9C6_H1.1_L1 anti-LAG-3, en un formato Fab, incluido dentro de
cualquiera de los armazones de formato abrebotellas de la figura 37.

Algunos ejemplos preferidos especificos incluyen el Fv anti-LAG-3 7G8_H3.30_L1.34, en un formato scFv, incluido
dentro de cualquiera de los armazones de formato abrebotellas de la figura 37.

F. Dominios de unién a antigeno TIGIT

En algunos ejemplos, uno de los ABD se une a TIGIT. En las Id. de sec. n.° 21504-21523 y las Id. de sec. n.®: 37435-
37586 se muestran conjuntos adecuados de 6 CDR y/o dominios vh y v, asi como secuencias scFv.

Como apreciaran los expertos en la materia, los ABD anti-TIGIT adecuados pueden comprender un conjunto de 6
CDR como se representa en estas secuencias y figuras, ya sea como estan subrayadas o, en el caso de que se utilice
un esquema de numeracion diferente como se describe en la presente memoria y como se muestra en la tabla 1,
como las CDR que se identifican utilizando otros alineamientos dentro de las secuencias vh y vl de las Id. de sec. n.*:
21504-21523 y las Id. de sec. n.®: 37435-37586. Los ABD adecuados también pueden incluir las secuencias vh y vl
completas como se representa en estas secuencias y figuras, utilizadas como scFv 0 como Fab. En muchos de los
ejemplos en la presente memoria que contienen un Fv a TIGIT, es el monémero Fab el que se une a TIGIT. Como se
expone en la presente memoria, el otro del par diana cuando LAG-3 es uno de los antigenos se selecciona entre PD-
1 (las secuencias adecuadas se representan en las Id. de sec. n.® 6209-11464, las Id. de sec. n.* 11465-17134, las
Id. de sec. n.°: 33003-33072, las Id. de sec. n.®: 33073-35394 vy las Id. de sec. n.®: 36127-36146 (que pueden ser
secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)), CTLA-4 (las secuencias adecuadas se
representan en las Id. de sec. n.©: 21-2918, las Id. de sec. n.: 2919-6208, las Id. de sec. n.%: 36739-36818 y las Id. de
sec. n.° 35395-35416 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl)), TIM-3
(las secuencias adecuadas se representan en las Id. de sec. n.°: 20765-20884, las Id. de sec. n.°: 37587-37698 y las
Id. de sec. n.” 36347-36706 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl}),
LAG-3 (secuencias adecuadas representadas en las Id. de sec. n.®: 17135-20764, las Id. de sec. n.°: 36819-36962,
las |d. de sec. n.®: 35417-356086, las |d. de sec. n.*: 25194-32793 y las Id. de sec. n.°: 32794-33002 (que pueden ser
secuencias scFv, conjuntos de secuencias CDR o secuencias vh y vl}), y BTLA (secuencias adecuadas representadas
en las Id. de sec. n.®: 20885-21503 y las Id. de sec. n.*: 36707-36738 (que pueden ser secuencias scFv, conjuntos de
secuencias CDR o secuencias vh y vl)).

G. Ejemplos especificos biespecificos

La descripcion proporciona una serie de anticuerpos biespecificos particulares como se indica a continuacién.
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1. LAG-3 X CTLA4

En algunos casos, la descripcién proporciona anticuerpos heterodiméricos biespecificos que comprenden un primer
ABD que se une a LAG-3 humano y un segundo ABD que se une a CTLA-4 humano, y puede estar en cualquier
formato mostrado en la figura 1. La mayor parte de la descripcién se refiere a un formato de abrebotellas en el que el
Fab es el lado LAG-3 y el lado CLTA-4 es el lado scFv, pero esto puede invertirse para todos los ejemplos en la
presente memoria.

En un caso, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X CTLA-4 tiene el formato de abrebotellas de la figura 1A, en donde el
ABD CTLA-4 es el scFv. En otro caso, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X CTLA-4 tiene el formato central-scFv de la
figura 1F, siendo el ABD contra LAG-3 los componentes Fab. En otro caso, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X CTLA-
4 tiene el formato central-scFv de la figura 1F, siendo el ABD contra CTLA-4 el scFv.

Los anticuerpos biespecificos LAG-3 X CTLA-4 (en el formato de abrebotellas o en el formato de SCFv central)
generalmente incluyen variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresidon como se describe en la presente
memoria. Es decir, en cualquier formato, los dominios Fc de los dos monémeros pueden comprender variantes de
sesgo (por ejemplo, un conjunto de sustituciones de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8),
opcionalmente variantes de supresioén (incluidas las mostradas en la figura 5), y el monémero que comprende el lado
Fab (por ejemplo, el dominio constante de cadena pesada) comprende variantes de pl (incluidas las mostradas en la
figura 4).

En algunos casos, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X CTLA-4 comprende dominios Fc con variantes de sesgo, siendo
particularmente Utiles las variantes de sesgo seleccionadas del grupo que consiste en S364K/E357Q: L368D/K370S;
L368D/K370S: S364K; L368E/K370S: S364K; T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S:
S364K/E357Q), T366S/L368A/Y407V: T366W y T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C.

En algunos casos, el anticuerpo LAG-3 X CTLA-4 incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresion.
Por consiguiente, algunos casos incluyen formatos de abrebotellas que comprenden: a} un primer monémero (el
“monémero de scFv”) que comprende un enlazador de scFv cargado (siendo preferible en algunas realizaciones la
secuencia +H de la figura 7), las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un Fv que se une a un inhibidor de punto de control seglin se describe en la
presente memoria; b) un segundo monémero (el “monémero Fab”) que comprende las variantes de sesgo
L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, y un dominio pesado variable que, con el dominio ligero variable, constituye un
Fv que se une a un segundo inhibidor del punto de control segin se describe en la presente memoria; y ¢) una cadena
ligera. Un ejemplo especifico utiliza el Fab de LAG-3 7G8_H3.30_L1.34 y el CTLA-4 scFv [CTLA-4] H3.23 1L0.129,
aunque cualquiera de los Fv de CTLA-4 o LAG-3 del listado de secuencias puede emparejarse en cualquier
combinacion y utilizarse.

En algunos casos, el anticuerpo LAG-3 X CTLA-4 incluye variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresion
y variantes de FcRn. Por consiguiente, algunos casos incluyen formatos de abrebotellas que comprenden: a) un primer
monémero (el “monémero de scFv”) que comprende un enlazador de scFv cargado (siendo preferible en algunas
realizaciones la secuencia +H de la figura 7), las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un Fv que se une a un inhibidor de
punto de control segun se describe en la presente memoria; b) un segundo monémero (el “monémero Fab™) que
comprende las variantes de sesgo L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/ Q418E/N421D, las
variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FCRn M428L/N434S y un dominio
pesado variable que, con el dominio ligero variable, constituye un Fv que se une a un segundo inhibidor del punto de
control como se describe en la presente memoria; y ¢) una cadena ligera. Un ejemplo especifico de esta realizacion
utiliza el Fab de LAG-3 7G8_H3.30_L1.34 y el CTLA-4 scFv [CTLA-4]_H3.23 1 0.129, aunque cualquiera de los Fv de
CTLA-4 o LAG-3 del listado de secuencias puede emparejarse en cualquier combinacién y utilizarse.

Algunos ejemplos adicionales incluyen cualquiera de los armazones de la figura 37 con el Fab de LAG-3
7G8_H3.30_L1.34 y el scFv de CTLA-4 [CTLA-4]_H3.23 L0.129.

Otros casos incluyen cualquiera de los armazones de la figura 38 con el Fab de LAG-3 7G8_H3.30_L1.34 y el scFv
de CTLA-4 [CTLA-4]_H3.23_L0.129.

En algunos casos, para los anticuerpos biespecificos LAG-3 X CLTA-4, el Fv para el lado Fab de LAG-3 se selecciona
de entre las secuencias del listado de secuencias con los identificadores 2A11_HOLO; 2A11 _H1.125 L2.113;
2A11_H1.144_12.142; 2A11_H1_L2.122; 2A11_H1_L2.123; 2A11_H1_L2.124; 2A11_H1_L2.25; 2A11_H1_L2.47;
2A11_H1_L2.50; 2A11_H1_12.91; 2A11_H1_12.93; 2A11_H1_L2.97; 2A11_HiL1; 2A11_HiL2; 2A11_H2L2;
2A11_H3L1; 2A11_H3L2; 2A11_H4L1; 2A11_H4L2; 7G8 HOLO; 7G8_H1L1; 7G8_H3.18_L1.11; 7G8_H3.23_L1.11;
7G8 H3.28 L1; 7G8_H3.28 L1.11; 7G8_H3.28 L 1.13; 7G8_H3.30_L1.34; 7G8_H3.30_L1.34; y 7G8_H3L1. El Fv
para el lado scFv de CTLA-4 se selecciona de entre las secuencias del listado de secuencias con los identificadores
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[CTLA-4] H0.25 LO; [CTLA-4] HO0.26_LO; [CTLA-4] H0.27 LO; [CTLA-4] H0.29 LO; [CTLA-4] H0.38_LO; [CTLA-
4] H0.39_LO; O[CTLA-4] H0.40 LO; [CTLA-4] H0.70_LO; [CTLA-4] HO L0.22; [CTLA-4] H2 LO; [CTLA-
4] H3.21_L0.124;  [CTLA-4] H3.21 L0.129; [CTLA-4] H3.21 L0.132;  [CTLA-4] H3.23 L0.124;  [CTLA-
4] H3.23 L0.129;  [CTLA-4] H3.23 L0.132;  [CTLA-4] H3.25 L0.124;  [CTLA-4] H3.25_L0.129;  [CTLA-
4] H3.25 L0.132; [CTLA-4] H3.4 L0.118; [CTLA-4] H3.4 L0.119; [CTLA-4] H3.4 L0.12; [CTLA-4] H3.4 L0.121;
[CTLA-4] H3.4 L0.122; [CTLA4] H3.4 L0.123; [CTLA-4] H3.4 L0.124; [CTLA-4] H3.4 L0.125; [CTLA-
4] H3.4 10.126; [CTLA-4] H3.4 10.127; [CTLA-4] H3.4 10.128; [CTLA-4] H3.4 L0.129; [CTLA-4] H3.4_L0.130;
[CTLA-4] H3.4 L0.131; [CTLA-4] H3.4 L0.132; [CTLA-4] H3.5 L2.1; [CTLA-4] H3.5 L2.2; [CTLA-4] H3.5 L2.3;
[CTLA-4] H3 LO;[CTLA-4] H3_L0.22; [CTLA-4] H3 L0.44;[CTLA-4] H3 L0.67;y [CTLA-4] H3_L0.74.

En algunos casos, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X CTLA-4 se selecciona de las construcciones enumeradas en
las Id. de sec. n.°: 35607-35866 y las Id. de sec. n.*: 21524-22620.

En algunos casos, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X CTLA-4 se selecciona entre XENP20206, XENP21582,
XENP21584, XENP21588, XENP22123, XENP22124, XENP22125, XENP22604, XENP22672, XENP22847,
XENP22847, XENP22841 y XENP22849.

2. BTLA X PD-1

En algunos casos, la descripcién proporciona anticuerpos heterodiméricos biespecificos que comprenden un primer
ABD que se une a BTLA humana y un segundo ABD que se une a PD-1 humana, y pueden estar en cualquier formato
mostrado en la figura 1. La mayor parte de la descripcién se refiere a un formato de abrebotellas en el que el Fab es
el lado BTLA y el lado PD-1 es el lado scFv, pero esto puede invertirse para todos los casos en la presente memoria.

En un ejemplo, el anticuerpo biespecifico BTLA X PD-1 esta en el formato abrebotellas de la figura 1A, en donde el
ABD PD-1 es el scFv. En otro caso, el anticuerpo biespecifico BTLA X PD-1 tiene el formato central-scFv de la figura
1F, siendo el ABD BTLA los componentes Fab. En otro caso, el anticuerpo biespecifico BTLA X PD-1 tiene el formato
central-scFv de la figura 1F, siendo el ABD PD-1 el scFv.

Los anticuerpos biespecificos BTLA X PD-1 (en el formato de abridor de botella o en el formato de SCFv central)
generalmente incluyen variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresidon como se describe en la presente
memoria. Es decir, en cualquier formato, los dominios Fc de los dos monémeros pueden comprender variantes de
sesgo (por ejemplo, un conjunto de sustituciones de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8),
opcionalmente variantes de supresioén (incluidas las mostradas en la figura 5), y el monémero que comprende el lado
Fab (por ejemplo, el dominio constante de cadena pesada) comprende variantes de pl (incluidas las mostradas en la
figura 4).

En algunos casos, el anticuerpo biespecifico BTLA X PD-1 comprende dominios Fc con variantes de sesgo, siendo
particularmente Utiles las variantes de sesgo seleccionadas del grupo que consiste en S364K/E357Q: L368D/K370S;
L368D/K370S: S364K; L368E/K370S: S364K; T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S:
S364K/E357Q), T366S/L368A/Y407V: T366W y T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C.

En algunos ejemplos, el anticuerpo BTLA X PD-1 incluye variantes de desviacién, variantes de pl y variantes de
supresion. En consecuencia, algunos ejemplos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer
monémero (el “monémero scFv”’} que comprende un enlazador scFv cargado (siendo preferible en algunos ejemplos
la secuencia +H de la figura 7), las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un Fv que se une a un inhibidor de punto de control seglin se describe en la
presente memoria; b) un segundo monémero (el “monémero Fab”) que comprende las variantes de sesgo
L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, y un dominio pesado variable que, con el dominio ligero variable, constituye un
Fv que se une a un segundo inhibidor del punto de control segin se describe en la presente memoria; y ¢) una cadena
ligera. Un ejemplo especifico de este ejemplo utiliza el Fab BTLA 9C6_H1.1_L1y el scFv PD-1 1G6_L1.194 _H1.279
aungue cualquiera de los Fv de BTLA o PD-1 del listado de secuencias puede emparejarse en cualquier combinacion
y utilizarse.

En algunos ejemplos, el anticuerpo BTLA X PD-1 incluye variantes de desviacion, variantes de pl, variantes de
supresion y variantes de FcRn. Por consiguiente, algunos ejemplos incluyen formatos abrebotellas que comprenden:
a) un primer monémero (el “mondémero scFv”) que comprende un enlazador scFv cargado (siendo preferible en
algunos ejemplos la secuencia +H de la figura 7), las variantes de inclinacién S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un Fv que se une a un inhibidor de
punto de control como se describe en la presente memoria; b) un segundo monémero (el “monémero Fab™) que
comprende las variantes de sesgo L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/ Q418E/N421D, las
variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FCRn M428L/N434S y un dominio
pesado variable que, con el dominio ligero variable, constituye un Fv que se une a un segundo inhibidor del punto de
control como se describe en la presente memoria; y ¢) una cadena ligera. Un ejemplo especifico utiliza el Fab BTLA
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9C6 _H1.1_L1 y el scFv PD-1 1G6_L1.194_H1.279 aunque cualquiera de los Fv de BTLA o PD-1 del listado de
secuencias puede emparejarse en cualquier combinacién y utilizarse.

Algunos ejemplos adicionales incluyen cualquiera de los armazones de la figura 37 con el Fab de BTLA9C6_H1.1_L1
y el scFvde PD-1 1G6_L1.194 H1.279.

Algunos ejemplos adicionales incluyen cualquiera de los armazones de la figura 38 con el Fab de BTLA9C6_H1.1_L1
y el scFvde PD-1 1G6_L1.194 H1.279.

En algunos ejemplos, para los anticuerpos biespecificos BTLA X PD-1, el Fv para el lado Fab de BTLA se selecciona
de aquellas secuencias en el listado de secuencias con los identificadores 9C6_HOLO, 9C6_H1.1_L1,9C6_H1.11_L1.
El Fv para el lado scFv de PD-1 se selecciona de entre las secuencias del listado de secuencias con los identificadores
1G6_H1.279_11.194; 1G6_H1.280_L1.224; 1G6_L1.194 H1.279; 1G6_L1.210_H1.288;y 2E9_H1L1.

En algunos ejemplos, el anticuerpo biespecifico BTLA X PD-1 se selecciona a partir de construcciones que incluyen
las enumeradas como las Id. de sec. n.® 22724-23315 y las Id. de sec. n.*: 36147-36166.

En algunos ejemplos, el anticuerpo biespecifico BTLA X PD-1 se selecciona entre XENP20895, XENP21220,
XENP21221 y XENP22858.

3. CTLA-4 X PD-1

En algunos casos, la invencién proporciona anticuerpos heterodiméricos biespecificos que comprenden un primer
ABD que se une a CTLA-4 humano y un segundo ABD que se une a PD-1 humano, y pueden estar en cualquier
formato mostrado en la figura 1. La mayor parte de la descripcién se refiere a un formato de abrebotellas en el que el
Fab es el lado de CTLA-4 y el lado de PD-1 es el lado de scFv, pero esto puede invertirse para todas las realizaciones
en |la presente memoria.

En una realizacién, el anticuerpo biespecifico CTLA-4 X PD-1 tiene el formato de abrebotellas de la figura 1A, en
donde el ABD PD-1 es el scFv. En otro caso, €l anticuerpo biespecifico CTLA-4 X PD-1 tiene el formato central-scFv
de la figura 1F, siendo el ABD contra CTLA-4 los componentes Fab. En otro caso, el anticuerpo biespecifico CTLA-4
X PD-1 tiene el formato central-scFv de la figura 1F, siendo el ABD contra PD-1 el scFv.

Los anticuerpos biespecificos CTLA-4 X PD-1 (en el formato de abrebotellas o en el formato de SCFv central)
generalmente incluyen variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresidon como se describe en la presente
memoria. Es decir, en cualquier formato, los dominios Fc de los dos monémeros pueden comprender variantes de
sesgo (por ejemplo, un conjunto de sustituciones de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8),
opcionalmente variantes de supresioén (incluidas las mostradas en la figura 5), y el monémero que comprende el lado
Fab (por ejemplo, el dominio constante de cadena pesada) comprende variantes de pl (incluidas las mostradas en la
figura 4).

En algunos casos, el anticuerpo biespecifico CTLA-4 X PD-1 comprende dominios Fc con variantes de sesgo, siendo
particularmente Utiles las variantes de sesgo seleccionadas del grupo que consiste en S364K/E357Q: L368D/K370S;
L368D/K370S: S364K; L368E/K370S: S364K; T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S:
S364K/E357Q), T366S/L368A/Y407V: T366W y T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C.

En algunas realizaciones, el anticuerpo CTLA-4 X PD-1 incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de
supresion. Por consiguiente, algunas realizaciones incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer
monémero (el “mondémero scFv”) que comprende un enlazador scFv cargado (siendo preferible en algunas
realizaciones la secuencia +H de la figura 7), las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un Fv que se une a un inhibidor de punto de control seglin se describe en la
presente memoria; b) un segundo monémero (el “monémero Fab”) que comprende las variantes de sesgo
L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, y un dominio pesado variable que, con el dominio ligero variable, constituye un
Fv que se une a un segundo inhibidor del punto de control segin se describe en la presente memoria; y ¢} una cadena
ligera. Un ejemplo especifico de esta realizacién utiliza el Fab de CTLA-4 [CTLA-4]_H3_L0.22 y el scFv de PD-1
1G6_L1.194_H1.279 aunque cualquiera de los Fv de CTLA-4 o PD-1 del listado de secuencias puede emparejarse en
cualquier combinacion y utilizarse.

En algunas realizaciones, el anticuerpo CTLA-4 X PD-1 incluye variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de
supresion y variantes de FcRn. Por consiguiente, algunas realizaciones incluyen formatos de abrebotellas que
comprenden: a) un primer mondmero (el “monémero de scFv”’) que comprende un enlazador de scFv cargado (siendo
preferible en algunas realizaciones la secuencia +H de la figura 7), las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes
de supresion E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, las variantes de FCRn M428L/N434S y un Fv que se une a un
inhibidor de punto de control segun se describe en la presente memoria; b) un segundo monémero (el “monémero
Fab”) que comprende las variantes de sesgo L368D/K3708S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/ Q418E/N421D,
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las variantes de supresién E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un dominio
pesado variable que, con el dominio ligero variable, constituye un Fv que se une a un segundo inhibidor del punto de
control como se describe en la presente memoria; y ¢) una cadena ligera. Un ejemplo especifico de esta realizacion
utiliza el Fab de CTLA-4 [CTLA-4]_H3_L0.22 y el scFv de PD-1 1G6_L1.194_H1.279 aunque cualquiera de los Fv de
CTLA-4 o PD-1 del listado de secuencias puede emparejarse en cualquier combinacion y utilizarse.

Algunos ejemplos adicionales incluyen cualquiera de los armazones de la figura 37 con el Fab de CTLA-4 [CTLA-
4] H3_10.22y el scFv de PD-1 1G6_L1.194 H1.279.

Algunos ejemplos adicionales incluyen cualquiera de los armazones de la figura 38 con el Fab de CTLA-4 [CTLA-
4] H3_10.22y el scFv de PD-1 1G6_L1.194 H1.279.

En algunos ejemplos, para los anticuerpos biespecificos CTLA-4 X PD-1, el Fv para el lado Fab de CTLA-4 se
selecciona de aquellas secuencias en el listado de secuencias con los identificadores con los identificadores [CTLA-
4] H0.25_L0; [CTLA-4] H0.26_L0O; [CTLA-4] H0.27_L0; [CTLA-4]_ H0.29 LO; [CTLA-4] H0.38 L0O; [CTLA-
4] H0.39_L0; O[CTLA-4] H0.40_L0; [CTLA-4]_ H0.70_L0; |[CTLA-4]_HO_L0.22; [CTLA-4]_H2_L0; |[CTLA-
4] H3.21_L0.124; [CTLA-4]_H3.21_L0.129; [CTLA-4]_H3.21_L0.132; [CTLA-4]_H3.23_L0.124; [CTLA-
4] H3.23_L0.129; [CTLA-4]_H3.23_L0.132; [CTLA-4]_H3.25_L0.124; [CTLA-4]_H3.25_L0.129; [CTLA-
4] H3.25_L0.132; [CTLA-4] H3.4_L0.118; [CTLA-4] H3.4_L0.119; [CTLA-4] H3.4_L0.12; [CTLA-4] H3.4_L0.121;
[CTLA-4]_ H3.4 10.122; [CTLA-4]_H3.4 10.123; |[CTLA-4] H3.4_L0.124; [CTLA-4] H3.4_L0.125; [CTLA-
4] H3.4 L0.126; [CTLA-4] H3.4_L0.127; [CTLA-4] H3.4_10.128; [CTLA-4] H3.4_10.129; [CTLA-4] H3.4_10.130;
[CTLA-4]_ H3.4 10.131; [CTLA-4] H3.4_L0.132; [CTLA-4] H3.5 L2.1; [CTLA-4] H3.5 | 2.2; [CTLA-4] H3.5 L2.3;
[CTLA-4]_H3_LO;[CTLA-4] H3_L0.22;[CTLA-4] H3 1 0.44;[CTLA-4]_H3 L0.67;y [CTLA-4]_H3_L0.74. El Fv parael
lado scFv de PD-1 se selecciona de entre las secuencias del listado de secuencias con los identificadores
1G6_H1.279_11.194; 1G6_H1.280_1.1.224; 1G6_11.194 H1.279; 1G6_L1.210_H1.288;y 2E9_H1L1.

En algunos ejemplos, el anticuerpo biespecifico CTLA-4 X PD-1 se selecciona entre los enumerados como las Id. de
sec. n.®: 36167-36346 y las Id. de sec. n.°: 23316-23735.

En algunos ejemplos, el anticuerpo biespecifico CTLA-4 X PD-1 se selecciona entre XENP19738, XENP19739,
XENP19741, XENP20053, XENP20066, XENP20130, XENP20146, XENP20717 y XENP22836.

4. LAG-3 X PD-1

En algunos casos, la descripcién proporciona anticuerpos heterodiméricos biespecificos que comprenden un primer
ABD que se une a LAG-3 humano y un segundo ABD que se une a PD-1 humano, y puede estar en cualquier formato
mostrado en la figura 1. La mayor parte de la descripcién se refiere a un formato de abrebotellas en el que el Fab es
el lado LAG-3 y el lado PD-1 es el lado scFv, pero esto puede invertirse para todos los ejemplos en la presente
memoria.

En un ejemplo, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X PD-1 tiene el formato de abrebotellas de la figura 1A, en donde el
ABD PD-1 es el scFv. En otro caso, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X PD-1 tiene el formato central-scFv de la figura
1F, siendo el ABD contra LAG-3 los componentes Fab. En otro caso, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X PD-1 tiene el
formato central-scFv de la figura 1F, siendo el ABD contra PD-1 el scFv.

Los anticuerpos biespecificos LAG-3 X PD-1 (en el formato de abrebotellas o en el formato de SCFv central)
generalmente incluyen variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresidon como se describe en la presente
memoria. Es decir, en cualquier formato, los dominios Fc de los dos monémeros pueden comprender variantes de
sesgo (por ejemplo, un conjunto de sustituciones de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8),
opcionalmente variantes de supresion (incluidas las mostradas en la figura 5), y el monémero que comprende el lado
Fab (por ejemplo, el dominio constante de cadena pesada) comprende variantes de pl (incluidas las mostradas en la
figura 4).

En algunos casos, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X PD-1 comprende dominios Fc con variantes de sesgo, siendo
particularmente Utiles las variantes de sesgo seleccionadas del grupo que consiste en S364K/E357Q: L368D/K370S;
L368D/K370S: S364K; L368E/K370S: S364K; T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S:
S364K/E357Q), T366S/L368A/Y407V: T366W y T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C.

En algunos ejemplos, el anticuerpo LAG-3 X PD-1 incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresion.
Por consiguiente, algunos ejemplos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero (el
“mondémero scFv”) que comprende un enlazador scFv cargado (siendo preferible en algunos ejemplos la secuencia
+H de la figura 7), las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un Fv que se une a un inhibidor de punto de control seglin se describe en la
presente memoria; b) un segundo monoémero (el “monémero Fab”) que comprende las variantes de sesgo
L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, y un dominio pesado variable que, con el dominio ligero variable, constituye un
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Fv que se une a un segundo inhibidor del punto de control segin se describe en la presente memoria; y ¢} una cadena
ligera. Un ejemplo especifico de este ejemplo utiliza el Fab de LAG-3 7G8 H3.30_L1.34 y el scFv de PD-1
1G6_L1.194_H1.279 aunque cualquiera de los Fv de LAG-3 o PD-1 del listado de secuencias puede emparejarse en
cualquier combinacion y utilizarse.

En algunos ejemplos, el anticuerpo LAG-3 X PD-1 incluye variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresion
y variantes de FcRn. Por consiguiente, algunos ejemplos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer
monémero (el “monémero scFv”’} que comprende un enlazador scFv cargado (siendo preferible en algunos ejemplos
la secuencia +H de la figura 7), las variantes de inclinacion S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un Fv que se une a un inhibidor de
punto de control como se describe en la presente memoria; b) un segundo monémero (el “monémero Fab™) que
comprende las variantes de sesgo L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/ Q418E/N421D, las
variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FCRn M428L/N434S y un dominio
pesado variable que, con el dominio ligero variable, constituye un Fv que se une a un segundo inhibidor del punto de
control como se describe en la presente memoria; y ¢) una cadena ligera. Un ejemplo especifico de este ejemplo utiliza
el Fab de LAG-3 7G8_H3.30_L1.34 y el scFv de PD-1 1G6_L1.194_H1.279 aunque cualquiera de los Fv de LAG-3 o
PD-1 del listado de secuencias puede emparejarse en cualquier combinacion y utilizarse.

Algunos ejemplos adicionales incluyen cualquiera de los armazones de la figura 37 con el Fab de LAG-3
7G8_H3.30_L1.34y el scFvde PD-1 1G6_L1.194_H1.279.

Algunos ejemplos adicionales incluyen cualquiera de los armazones de la figura 38 con el Fab de LAG-3
7G8_H3.30_L1.34y el scFvde PD-1 1G6_L1.194 _H1.279.

En algunos ejemplos, para los anticuerpos biespecificos LAG-3 X PD-1, el Fv para el lado Fab de LAG-3 se selecciona
de entre las secuencias del listado de secuencias con los identificadores 2A11_HOLO; 2A11 _H1.125 L2.113;
2A11_H1.144_12.142; 2A11_H1_L2.122; 2A11_H1_L2.123; 2A11_H1_L2.124; 2A11_H1_L2.25; 2A11_H1_L2.47;
2A11_H1_L2.50; 2A11_H1_12.91; 2A11_H1_12.93; 2A11_H1_1L2.97; 2A11_HiL1; 2A11_HiL2; 2A11_H2L2;
2A11_H3L1; 2A11_H3L2; 2A11_H4L1; 2A11_H4L2; 7G8 HOLO; 7G8_H1L1; 7G8_H3.18_L1.11; 7G8_H3.23_L1.11;
7G8_H3.28 L1; 7G8_H3.28 L1.11; 7G8_H3.28 L1.13; 7G8_H3.30_L1.34; 7G8_H3.30_L1.34; y 7G8_H3L1. El Fv
para el lado scFv de PD-1 se selecciona de entre las secuencias del listado de secuencias con los identificadores
1G6_H1.279_11.194;1G6_H1.280_11.224; 1G6_1.1.194 H1.279; 1G6_L1.210_H1.288;y 2E9 H1L1.

En algunos ejemplos, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X PD-1 se selecciona a partir de construcciones que incluyen
las enumeradas como las Id. de sec. n.*: 35867-36126 y las Id. de sec. n.®: 23736-25133.

En algunos ejemplos, el anticuerpo biespecifico LAG-3 X PD-1 se selecciona entre XENP20206, XENP21582,
XENP21584, XENP21588, XENP22123, XENP22124, XENP22125, XENP22604, XENP22672, XENP22847,
XENP22847 y XENP22849.

5. TIGIT X PD-1

En algunos ejemplos, el anticuerpo biespecifico TIGIT X PD-1 se selecciona entre las construcciones enumeradas en
las Id. de sec. n.® 25134-25173.

6. TIM-3 X PD-1

En algunos casos, la descripcién proporciona anticuerpos heterodiméricos biespecificos que comprenden un primer
ABD que se une a TIM-3 humano y un segundo ABD que se une a PD-1 humano, y puede estar en cualquier formato
mostrado en la figura 1. La mayor parte de la descripcién se refiere a un formato de abrebotellas en el que el Fab es
el lado TIM-3 y el lado PD-1 es el lado scFv, pero esto puede invertirse para todos los ejemplos en la presente memoria.

En un ejemplo, el anticuerpo biespecifico TIM-3 X PD-1 tiene el formato de abrebotellas de la figura 1A, en donde el
ABD contra PD-1 es el scFv. En otro caso, el anticuerpo biespecifico TIM-3 X PD-1 tiene el formato central-scFv de la
figura 1F, siendo el ABD contra TIM-3 los componentes Fab. En otro caso, el anticuerpo biespecifico TIM-3 X PD-1
tiene el formato central-scFv de la figura 1F, siendo el ABD contra PD-1 el scFv.

Los anticuerpos biespecificos TIM-3 X PD-1 (en el formato de abrebotellas o en el formato de ScFv central)
generalmente incluyen variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresidon como se describe en la presente
memoria. Es decir, en cualquier formato, los dominios Fc de los dos monémeros pueden comprender variantes de
sesgo (por ejemplo, un conjunto de sustituciones de aminoacidos como se muestra en la figura 3 y la figura 8),
opcionalmente variantes de supresioén (incluidas las mostradas en la figura 5), y el monémero que comprende el lado
Fab (por ejemplo, el dominio constante de cadena pesada) comprende variantes de pl (incluidas las mostradas en la
figura 4).
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En algunos casos, el anticuerpo biespecifico TIM-3 X PD-1 comprende dominios Fc con variantes de sesgo, siendo
particularmente Utiles las variantes de sesgo seleccionadas del grupo que consiste en S364K/E357Q: L368D/K370S;
L368D/K370S: S364K; L368E/K370S: S364K; T411T/E360E/Q362E: D401K; L368D/K370S: S364K/E357L, K370S:
S364K/E357Q), T366S/L368A/Y407V: T366W y T366S/L368A/Y407V/Y349C: T366W/S354C.

En algunos ejemplos, el anticuerpo TIM-3 X PD-1 incluye variantes de sesgo, variantes de pl y variantes de supresion.
Por consiguiente, algunos ejemplos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer monémero (el
“mondémero scFv”) que comprende un enlazador scFv cargado (siendo preferible en algunos ejemplos la secuencia
+H de la figura 7), las variantes de sesgo S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, y un Fv que se une a un inhibidor de punto de control seglin se describe en la
presente memoria; b) un segundo monoémero (el “monémero Fab”) que comprende las variantes de sesgo
L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, y un dominio pesado variable que, con el dominio ligero variable, constituye un
Fv que se une a un segundo inhibidor del punto de control segin se describe en la presente memoria; y ¢) una cadena
ligera. Un ejemplo especifico de este ejemplo utiliza el scFv de PD-1 1G6_L1.194_H1.279 aunque cualquiera de los
Fv de TIM-3 o PD-1 del listado de secuencias puede emparejarse en cualquier combinacion y utilizarse.

En algunos ejemplos, el anticuerpo TIM-3 X PD-1 incluye variantes de sesgo, variantes de pl, variantes de supresion
y variantes de FcRn. Por consiguiente, algunos ejemplos incluyen formatos abrebotellas que comprenden: a) un primer
monoémero (el “mondémero scFv”’} que comprende un enlazador scFv cargado (siendo preferible en algunos ejemplos
la secuencia +H de la figura 7), las variantes de inclinacion S364K/E357Q, las variantes de supresion
E233P/L234V/L235A/ G236del/S267K, las variantes de FcRn M428L/N434S y un Fv que se une a un inhibidor de
punto de control como se describe en la presente memoria; b) un segundo monémero (el “monémero Fab™) que
comprende las variantes de sesgo L368D/K370S, las variantes de pl N208D/Q295E/N384D/ Q418E/N421D, las
variantes de supresion E233P/L234V/L235A/G236del/S267K, las variantes de FCRn M428L/N434S y un dominio
pesado variable que, con el dominio ligero variable, constituye un Fv que se une a un segundo inhibidor del punto de
control como se describe en la presente memoria; y ¢) una cadena ligera. Un ejemplo especifico de esta realizacion
utiliza el scFv de PD-1 1G6_1L1.194 H1.279 aunque cualquiera de los Fv de TIM-3 o PD-1 del listado de secuencias
puede emparejarse en cualquier combinacién y utilizarse.

Algunos ejemplos adicionales incluyen cualquiera de los armazones de la figura 37 con un lado Fab de TIM-3 y el scFv
de PD-1 1G6_L1.194_H1.279.

Algunos ejemplos adicionales incluyen cualquiera de los armazones de la figura 38 con el lado Fab de TIM-3 y el scFv
de PD-1 1G6_L1.194 _H1.279.

En algunos ejemplos, para anticuerpos biespecificos de lado del Fab de TIM-3 X PD1, el Fv para el Fab del lado del
Fab de TIM3 se selecciona entre aquellas secuencias en el listado de secuencias con los identificadores 1D10_HOLO;
1D12_HOLO; 3H3_H1_L2.1; 6C8_HOLO; 6D9_HO_1D12_L0; 7A9_HOLO; 7B11_HOLO; 7B11var_HOLO; y 7C2_HOLO. El
Fv para el lado scFv de PD-1 se selecciona de entre las secuencias del listado de secuencias con los identificadores
1G6_H1.279_11.194; 1G6_H1.280_L1.224; 1G6_L1.194 H1.279; 1G6_L1.210_H1.288;y 2E9 H1L1.

Ademas, los anticuerpos de la descripcién incluyen aquellos que se unen al mismo epitopo que los dominios de unién
a antigeno descritos en la presente memoria, o que compiten por unirse a los dominios de unién a antigeno descritos
en la presente memoria. En algunas realizaciones, el anticuerpo biespecifico de punto de control puede contener uno
de los ABD descritos en la presente memoria y un segundo ABD que compite por la unién con uno de los ABD descritos
en la presente memoria. En algunos ejemplos, ambos ABD compiten por la unién con el ABD correspondiente descrito
en la presente memoria. La competencia de unién se determina generalmente utilizando al menos uno de los ensayos
Biacore, resonancia de plasmones superficiales (SPR) y/o BLI (interferometria de biocapas, p. ej. ensayo Octet),
siendo este Ultimo particularmente utilizado en muchos ejemplos.

VII. Ejemplos utiles

En un caso, una combinacion particular de variantes de sesgo y pl que encuentra uso en la presente descripcion es
T366S/L368A/Y407V: T366W (incluyendo opcionalmente un puente disulfuro, T366S/L368A/Y407V/Y349C:
T366W/S354C) con un monémero compuesto por Q295E/N384D/Q418E/N481D y el otro un enlazador scFv cargado
positivamente (cuando el formato incluye un dominio scFv). Como se apreciara en la técnica, las variantes de “botones
y ojales” no cambian el pl y, por tanto, pueden utilizarse en cualquiera de los monémeros.

VIII. Acidos nucleicos de la descripcién

La descripcion proporciona ademas composiciones de acido nucleico que codifican los anticuerpos biespecificos de
la invencion (o, en el caso de anticuerpos “monoespecificos”, acidos nucleicos que también los codifican).

Como apreciaran los expertos en la técnica, las composiciones de &cidos nucleicos dependeran del formato y el
andamio de la proteina heterodimérica. Por tanto, por ejemplo, cuando el formato requiere tres secuencias de
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aminoacidos, como para todos los formatos representados en la figura 1 excepto para el formato scFv dual, pueden
incorporarse tres secuencias de acido nucleico en uno o mas vectores de expresion para su expresion. Del mismo
modo, en algunos formatos (p. ej., formatos scFv duales como los que se muestran en la figura 1) solo se necesitan
dos acidos nucleicos; de nuevo, pueden colocarse en uno o dos vectores de expresion.

Como se conoce en la técnica, los acidos nucleicos que codifican los componentes de la invencién pueden
incorporarse en vectores de expresién como se conoce en la técnica, y en dependencia de las células huésped usadas
para producir los anticuerpos heterodiméricos de la invencién. Generalmente, los &cidos nucleicos se unen
operativamente a cualquier nimero de elementos reguladores (promotores, origen de replicacién, marcadores de
seleccién, sitios de unidon al ribosoma, inductores, etc.). Los vectores de expresion pueden ser vectores
extracromosomicos o de integracion.

Los acidos nucleicos y/o vectores de expresion de la descripcién se transforman después en cualquier nimero de
diferentes tipos de células hospedadoras como bien se conoce en la técnica, que incluyen células de mamiferos,
bacterias, levaduras, insectos y/u hongos, las células de mamiferos (por ejemplo, células CHO) son Utiles en muchas
realizaciones.

En algunos ejemplos, los acidos nucleicos que codifican cada mondmero y el acido nucleico opcional que codifica una
cadena ligera, segun corresponda en dependencia del formato, estan contenidos cada uno dentro de un Unico vector
de expresion, generalmente bajo controles de promotores diferentes o iguales. En ejemplos de uso particular en la
presente descripcion, cada uno de estos dos o tres acidos nucleicos estan contenidos en un vector de expresion
diferente.

Se pueden utilizar diferentes proporciones de vectores para impulsar la formacién de heterodimeros. Es decir,
sorprendentemente, si bien las proteinas comprenden primer monémero:segundo monémero:cadenas ligeras (en el
caso de muchas de las realizaciones en la presente memoria que tienen tres polipéptidos que comprenden el
anticuerpo heterodimérico) en una relaciéon de 1:1:2, estas no son las relaciones que dan los mejores resultados.

Los anticuerpos heterodiméricos de la descripcién se fabrican cultivando células hospedadoras que comprenden el
vector o vectores de expresion, como es bien conocido en la técnica. Una vez producidos, se realizan las etapas
tradicionales de purificacion de anticuerpos, que incluyen una etapa de cromatografia de intercambio iénico. Como se
analiza en la presente memoria, el hecho de que los pl de los dos monémeros difieran en al menos 0,5 puede permitir
la separacién mediante una cromatografia de intercambio idnico o enfoque isoeléctrico u otros métodos sensibles al
punto isoeléctrico. Es decir, la inclusién de sustituciones de pl que alteran el punto isoeléctrico (pl) de cada monémero
de modo que cada mondémero tenga un pl diferente y el heterodimero también tenga un pl distinto, para facilitar asi la
purificacion isoeléctrica del heterodimero “triple F” (por ejemplo, columnas de intercambio aniénico, columnas de
intercambio catiénico). Estas sustituciones también ayudan en la determinacién y monitorizacién de cualquier
homodimero de doble scFv-Fc y mAb contaminante después de la purificacion (por ejemplo, geles de IEF, clEF y
columnas IEX analiticas).

IX. Funcionalidad biolégica y bioguimica de los anticuerpos heterodiméricos contra puntos de control

En general, los anticuerpos biespecificos contra puntos de control de la invencién se administran a pacientes con
cancer y su eficacia se evallia de diversas maneras, tal como se describe en la presente memoria. Por tanto, mientras
que pueden realizarse ensayos estandar de eficacia, como la carga de cancer, el tamafio del tumor, la evaluacion de
la presencia o extensidén de metastasis, etc., los tratamientos inmunooncolégicos pueden evaluarse también en funcién
de las evaluaciones del estado inmunitario. Esto puede hacerse de varias maneras, incluyendo ensayos in vitro e in
vivo. Por ejemplo, se pueden evaluar los cambios en el estado inmunitario (por ejemplo, la presencia de células T
CD4+ ICOS+ tras el tratamiento con ipi} junto con mediciones “a la antigua” como la carga tumoral, el tamario, la
invasividad, la afectaciéon del NL, la metastasis, etc. De este modo, pueden evaluarse todos o alguno de los siguientes
aspectos los efectos inhibidores de los puntos de control sobre la activacién o proliferacion de células T CD4+, la
activacion o proliferacion de células T CD8+ (CTL), la actividad citotoxica mediada por células T CD8+ y/o el
agotamiento celular mediado por CTL, la actividad de células NK y el agotamiento celular mediado por NK, los efectos
potenciadores de los puntos de control sobre la diferenciacion y proliferacion de células Treg y la inmunosupresién o
tolerancia inmunitaria mediada por células Treg o células supresoras mieloides derivadas (MDSC), y/o los efectos de
los puntos de control sobre la produccién de citocinas proinflamatorias por células inmunitarias, p. €j., produccién de
IL-2, IFN-y o TNF-a por células T u otras células inmunitarias.

En algunos casos, la evaluacion del tratamiento se realiza evaluando la proliferacién de células inmunitarias, utilizando,
por ejemplo, el método de dilucion CFSE, la tincién intracelular Ki67 de células efectoras inmunitarias y el método de
incorporacion de 3H-timidina,

En algunos casos, la evaluacion del tratamiento se realiza evaluando el aumento de la expresién génica o el aumento

de los niveles proteicos de marcadores asociados a la activacién, incluyendo uno o mas de: CD25, CD69, CD137,
ICOS, PD1, GITR, OX40, y desgranulaciéon celular medida por la expresién superficial de CD107A.
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En general, los ensayos de expresion génica se realizan como se conoce en la técnica.

En general, las mediciones de la expresion de proteinas también se realizan de forma similar, como es conocido en la
técnica.

En algunos casos, la evaluacion del tratamiento se realiza evaluando la actividad citotéxica medida mediante la
deteccién de la viabilidad de la célula diana a través de la estimacion de numerosos parametros celulares como la
actividad enzimatica (incluida la actividad proteasa), la permeabilidad de la membrana celular, la adherencia celular,
la produccién de ATP, la produccion de coenzimas y la actividad de captacion de nucledtidos. Algunos ejemplos
especificos de estos ensayos incluyen, entre otros, la tincién con azul tripano o PI, el método de liberacién de 51Cr o
35S, la actividad de LDH, los ensayos de MTT y/o WST, el ensayo Calcein-AM, el ensayo basado en luminiscencia, y
otros.

En algunos casos, la evaluacién del tratamiento se realiza evaluando la actividad de las células T medida por la
produccién de citocinas, medida intracelularmente en el sobrenadante de cultivo utilizando citocinas que incluyen, pero
no se limitan a, IFNy, TNFa, GM-CSF, IL2, IL6, IL4, IL5, IL10, IL13 utilizando técnicas bien conocidas.

Por consiguiente, la evaluacién del tratamiento puede realizarse mediante ensayos que evallen uno o mas de los
siguientes aspectos: (i) aumentos en la respuesta inmunitaria, (ii) aumentos en la activacién de células T ap y/o yd,
(iii) aumentos en la actividad de células T citotoxicas, (iv) aumentos en la actividad de células NK y/o NKT, (v} alivio
de la supresién de células T ap y/o yd, (vi) aumentos en la secrecién de citocinas proinflamatorias, (vii) aumentos en
la secrecién de IL-2; (viii) aumenta la produccion de interferén-y, (ix) aumenta la respuesta Th1, (x) disminuye la
respuesta Th2, (xi) disminuye o elimina el nimero de células y/o la actividad de al menos una de las células T
reguladores (Tregs).

Ensayos para medir la eficacia

En algunos casos, la activacion de las células T se evalla mediante un ensayo de reaccién linfocitaria mixta (MLR)
como se conoce en la técnica. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuacién se
describen los incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide los aumentos o disminuciones de la respuesta inmunitaria
medidos, por ejemplo, por la fosforilacion o desfosforilacion de diferentes factores, o midiendo otras modificaciones
postraduccionales. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuacion se describen los
incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacion mide aumentos o disminuciones en la activacion de células T af y/o
yd segun se mida, por ejemplo, por secrecion de citocinas o por proliferacién o por cambios en la expresién de
marcadores de activaciéon como, por ejemplo, CD137, CD107a, PD1, etc. Un aumento de la actividad indica actividad
inmunoestimuladora. A continuacion se describen los incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la actividad de células T
citotoxicas medida, por ejemplo, por la destruccion directa de células diana como, por ejemplo, células cancerosas o
por la secrecion de citocinas o por la proliferacién o por cambios en la expresion de marcadores de activacion como,
por ejemplo, CD137, CD107a, PD1, etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A
continuacion se describen los incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide los aumentos o disminuciones de la actividad de las células NK
y/o NKT medida, por ejemplo, por la destruccién directa de células diana como, por ejemplo, células cancerosas o por
la secrecién de citocinas o por cambios en la expresién de marcadores de activacion como, por ejemplo, CD107a, etc.
Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuaciéon se describen los incrementos de
actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide aumentos o disminuciones en la supresién de células ap y/o yd
T, medidos por ejemplo por secrecién de citocinas o por proliferacion o por cambios en la expresién de marcadores
de activacion como por ejemplo CD137, CD107a, PD1, etc. Un aumento de la actividad indica actividad
inmunoestimuladora. A continuacion se describen los incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacion mide el aumento o la disminucién de la secrecién de citocinas
proinflamatorias, por ejemplo mediante ELISA, Luminex, métodos multiplexados basados en microesferas, tincion
intracelular y analisis FACS, Alispot, etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A
continuacion se describen los incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide el aumento o la disminucién de la secrecién de IL-2, por ejemplo,
mediante ELISA o Luminex o métodos basados en microesferas Multiplex o tincién intracelular y andlisis FACS o
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Alispot, etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuacién se describen los
incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide el aumento o la disminucién de la produccién de interferén-y, por
ejemplo, mediante ELISA o Luminex o métodos basados en microesferas Multiplex o tincién intracelular y analisis
FACS o Alispot, etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuacion se describen los
incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la respuesta Th1, medidos,
por ejemplo, por la secrecion de citocinas o por cambios en la expresion de marcadores de activacion. Un aumento
de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuacién se describen los incrementos de actividad
adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la respuesta Th2, medidos,
por ejemplo, por la secrecion de citocinas o por cambios en la expresion de marcadores de activacion. Un aumento
de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuacién se describen los incrementos de actividad
adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide el aumento o la disminucién del nimero de células y/o la actividad
de al menos una de las células T reguladoras (Tregs), segun se mida, por ejemplo, por citometria de flujo o por IHC.
Una disminucién de la respuesta indica actividad inmunoestimuladora. Las disminuciones adecuadas son las mismas
que para los aumentos, que se describen a continuacién.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide el aumento o la disminucion del nimero de células de macréfagos
M2, medido, por ejemplo, por citometria de flujo o por IHC. Una disminucion de la respuesta indica actividad
inmunoestimuladora. Las disminuciones adecuadas son las mismas que para los aumentos, que se describen a
continuacion.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacion mide el aumento o la disminucién de la actividad protumorigénica de
los macréfagos M2, medida, por ejemplo, por la secrecién de citocinas o por cambios en la expresién de marcadores
de activaciéon. Una disminucién de la respuesta indica actividad inmunoestimuladora. Las disminuciones adecuadas
son las mismas que para los aumentos, que se describen a continuacién.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide los aumentos o disminuciones en el aumento de neutréfilos N2,
medido, por ejemplo, por citometria de flujo o por IHC. Una disminuciéon de la respuesta indica actividad
inmunoestimuladora. Las disminuciones adecuadas son las mismas que para los aumentos, que se describen a
continuacion.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide los aumentos o disminuciones de la actividad protumorigénica
de los neutrofilos N2, medida, por ejemplo, por la secrecion de citocinas o por cambios en la expresion de marcadores
de activacion. Una disminucién de la respuesta indica actividad inmunoestimuladora. Las disminuciones adecuadas
son las mismas que para los aumentos, que se describen a continuacién.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacion mide aumentos o disminuciones en la inhibicion de la activacion de
células T, segun se mida, por ejemplo, por la secrecion de citocinas o por la proliferacion o por cambios en la expresién
de marcadores de activacion como, por ejemplo, CD137, CD107a, PD1, etc. Un aumento de la actividad indica
actividad inmunoestimuladora. A continuacién se describen los incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide los aumentos o disminuciones en la inhibicién de la activacién
de CTL segun se mida, por ejemplo, mediante la destruccidén directa de células diana como, por ejemplo, células
cancerosas o mediante la secrecién de citocinas o mediante la proliferacién o mediante cambios en la expresion de
marcadores de activaciéon como, por ejemplo, CD137, CD107a, PD1, etc. Un aumento de la actividad indica actividad
inmunoestimuladora. A continuacion se describen los incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide aumentos o disminuciones en el agotamiento de células T ap
y/o0 yd segun se mide para un ejemplo por cambios en la expresion de marcadores de activacion. Una disminucién de
la respuesta indica actividad inmunoestimuladora. Las disminuciones adecuadas son las mismas que para los
aumentos, que se describen a continuacion.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la respuesta de las células T
ap y/o yd segun se mida, por ejemplo, por la secrecién de citocinas o por la proliferacién o por cambios en la expresién
de marcadores de activacion como, por ejemplo, CD137, CD107a, PD1, etc. Un aumento de la actividad indica
actividad inmunoestimuladora. A continuacién se describen los incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones en la estimulacion de las
respuestas de memoria especificas de antigeno, medidas, por ejemplo, por la secrecién de citocinas o por la
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proliferacién o por cambios en la expresiéon de marcadores de activacion como, por ejemplo, CD45RA, CCR7, etc. Un
aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuacién se describen los incrementos de actividad
adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide los aumentos o disminuciones en la apoptosis o lisis de células
cancerosas segun se mida, por ejemplo, mediante ensayos de citotoxicidad como, por ejemplo, MTT, liberacién de Cr,
Calcine AM, o mediante ensayos basados en citometria de flujo como, por ejemplo, dilucién de CFSE o tincién con
yoduro de propidio, etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuacion se describen
los incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones en la estimulacién del efecto
citotoxico o citostatico sobre las células cancerosas, como se mide, por ejemplo, mediante ensayos de citotoxicidad
como, por ejemplo, MTT, liberacion de Cr, Calcine AM, o mediante ensayos basados en citometria de flujo como, por
ejemplo, dilucién de CFSE o tincién con yoduro de propidio, etc. Un aumento de la actividad indica actividad
inmunoestimuladora. A continuacién se describen los incrementos de actividad adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializaciéon mide el aumento o la disminucion de la destruccion directa de células
cancerosas, medida, por ejemplo, mediante ensayos de citotoxicidad, como MTT, liberacién de Cr, Calcine AM, o
mediante ensayos basados en citometria de flujo, como dilucién de CFSE o tincién con yoduro de propidio, etc. Un
aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuacién se describen los incrementos de actividad
adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide el aumento o la disminucién de la actividad Th17, medida, por
ejemplo, por la secrecion de citocinas, la proliferacién o los cambios en la expresion de marcadores de activacion. Un
aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuacion se describen los incrementos de actividad
adecuados.

En un caso, el ensayo de la via de sefializacién mide aumentos o disminuciones en la induccion de citotoxicidad
dependiente del complemento y/o citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos, medida por ejemplo
mediante ensayos de citotoxicidad como por ejemplo MTT, liberacién de Cr, Calcine AM, o mediante ensayos basados
en citometria de flujo como por ejemplo dilucién de CFSE o tincién con yoduro de propidio, etc. Un aumento de la
actividad indica actividad inmunoestimuladora. A continuacién se describen los incrementos de actividad adecuados.

En un caso, la activacién de las células T se mide, por ejemplo, por la destruccion directa de células diana, como por
ejemplo células cancerosas, o por la secrecién de citocinas, o por la proliferacion, o por cambios en la expresion de
marcadores de activacién, como por ejemplo CD137, CD107a, PD1, etc. En el caso de las células T, el aumento de la
proliferacién, de los marcadores de activacion de la superficie celular (por ejemplo, CD25, CD69, CD137, PD1), de la
citotoxicidad (capacidad de destruir células diana) y de la produccion de citocinas (por ejemplo, IL-2, IL-4, IL-6, IFNy,
TNF-a, IL-10, IL-17A) seria indicativo de una modulacién inmunitaria coherente con una mayor destruccion de células
cancerosas.

En un caso, la activacion de las células NK se mide, por ejemplo, por la destruccion directa de células diana como,
por ejemplo, células cancerosas, por la secreciéon de citocinas o por cambios en la expresién de marcadores de
activacion como, por ejemplo, CD107a, etc. En el caso de las células NK, el aumento de la proliferacién, la citotoxicidad
(capacidad de matar células diana y aumento de la expresion de CD107a, granzima y perforina), la produccién de
citocinas (por ejemplo, IFNy y TNF) y la expresioén de receptores de superficie celular (por ejemplo, CD25) serian
indicativos de una modulacién inmunitaria que seria coherente con una mayor destruccion de células cancerosas.

En un caso, la activacion de células T yd se mide, por ejemplo, por la secrecion de citocinas o por la proliferacién o
por cambios en la expresién de marcadores de activacion.

En un caso, la activacion de las células Th1 se mide, por ejemplo, por la secrecion de citocinas o por cambios en la
expresion de marcadores de activacion.

Los aumentos apropiados de la actividad o respuesta (o0 disminuciones, segun proceda como se ha indicado
anteriormente), son aumentos del 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % 0 98 a 99 % sobre
la sefial en una muestra de referencia 0 en muestras de control, por ejemplo muestras de ensayo que no contienen
un anticuerpo de la invencién. Del mismo modo, los aumentos de al menos una, dos, tres, cuatro o cinco veces en
comparacién con las muestras de referencia o de control demuestran la eficacia.

X. Tratamientos
Una vez fabricadas, las composiciones de la invencién encuentran uso en una serie de aplicaciones oncolégicas,
mediante el tratamiento del cancer, generalmente inhibiendo la supresién de la activacion de células T (por ejemplo,

las células T dejan de estar suprimidos) con la unién de los anticuerpos biespecificos contra puntos de control de la
invencion.
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Por consiguiente, las composiciones heterodiméricas de la invencién encuentran uso en el tratamiento de estos
canceres.

XI. Terapias de combinacién

En algunos casos, cuando el punto de control biespecifico no incluye un dominio de unién a antigeno anti-PD-1, el
anticuerpo biespecifico puede coadministrarse con un anticuerpo anti-PD-1 separado, como pembrolizumab
(Keytruda®) o nivolumab (Opdivo®). La coadministracion puede hacerse simultanea o secuencialmente, como
apreciaran los expertos en la materia.

Es decir, un anticuerpo biespecifico contra el punto de control CTLA-4 X LAG-3 descrito en la presente memoria, 0
como cualquiera de los que incorporan secuencias anti-LAG-3 y secuencias anti-CTLA-4 del listado de secuencias, y
en particular XENP22602, XENP 22675, XENP22841 o XENP 22843, puede coadministrarse con un anticuerpo anti-
PD-1.

Del mismo modo, un punto de control biespecifico BTLA X CTLA-4 descrito en la presente memoria, 0 como cualquiera
de los que incorporan secuencias anti-BTLA y secuencias anti-CTLA-4 del listado de secuencias, puede
coadministrarse con un anticuerpo anti-PD-1.

Un anticuerpo de punto de control biespecifico CTLA-4 X TIM-3, como cualquiera de los que incorporan secuencias
anti-TIM-3 y secuencias anti-CTLA-4 del listado de secuencias, puede coadministrarse con un anticuerpo anti-PD-1.

Un anticuerpo biespecifico contra puntos de control CTLA-4 y TIGIT, como cualquiera de los que incorporan
secuencias anti-CTLA-4 y anti-TIGIT del listado de secuencias, puede coadministrarse con un anticuerpo anti-PD-1.

Un anticuerpo biespecifico de punto de control TIM-3 y LAG-3, como cualquiera de los que incorporan secuencias
anti-TIM-3 y secuencias anti-LAG-3 del listado de secuencias, puede coadministrarse con un anticuerpo anti-PD-1.

Un anticuerpo biespecifico de punto de control TIM-3 y TIGIT, como cualquiera de los que incorporan secuencias anti-
TIM-3 y secuencias anti-TIGIT del listado de secuencias, puede coadministrarse con un anticuerpo anti-PD-1.

Un anticuerpo biespecifico contra puntos de control TIM-3 y BTLA, como cualquiera de los que incorporan secuencias
anti-TIM-3 y anti-BTLA del listado de secuencias, puede coadministrarse con un anticuerpo anti-PD-1.

Un anticuerpo biespecifico de punto de control LAG-3 y TIGIT, como cualquiera de los que incorporan secuencias anti-
LAG-3 y secuencias anti-TIGIT del listado de secuencias, puede coadministrarse con un anticuerpo anti-PD-1.

Un anticuerpo biespecifico de punto de control LAG-3 y BTLA, como cualquiera de los que incorporan secuencias anti-
LAG-3 y secuencias anti-BTLA del listado de secuencias, puede coadministrarse con un anticuerpo anti-PD-1.

Un anticuerpo de punto de control biespecifico TIGIT y BTLA, como cualquiera de los que incorporan secuencias anti-
TIGIT y secuencias anti-BTLA del listado de secuencias, puede coadministrarse con un anticuerpo anti-PD-1.

XIl. Composiciones de anticuerpos para la administracién in vivo

Las formulaciones de los anticuerpos utilizados segun la presente descripcién se preparan para su almacenamiento
mezclando un anticuerpo que tenga el grado de pureza deseado con portadores, excipientes o estabilizadores
opcionales farmacéuticamente aceptables (como se indica en general en Remington's Pharmaceutical Sciences 16th
edition, Osol, A. Ed. [1980]), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los portadores, tampones,
excipientes o estabilizadores aceptables no son téxicos para los receptores en las dosis y concentraciones empleadas,
e incluyen tampones como el fosfato, el citrato y otros acidos organicos; antioxidantes como el acido ascorbico y la
metionina; conservantes (como el cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de
benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos, como el metilparabeno o el
propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos
de aproximadamente 10 residuos); proteinas, como la albumina sérica, la gelatina o las inmunoglobulinas; polimeros
hidréfilos como la polivinilpirrolidona; aminoacidos como la glicina, la glutamina, la asparagina, la histidina, la arginina
o la lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono como la glucosa, la manosa o las dextrinas; agentes
quelantes como el EDTA; azlicares como la sacarosa, €l manitol, la trehalosa o el sorbitol; contraiones formadores de
sal, como el sodio; complejos metalicos (p. g]., complejos Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos como TWEEN™,
PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

Realizaciones de administracion

Los anticuerpos y agentes quimioterapéuticos de la descripcion se administran a un sujeto, segiin métodos conocidos,
como la administracién intravenosa en forma de bolo o mediante infusién continua durante un periodo de tiempo.
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Realizaciones de tratamiento

En los métodos de la descripcion, el agente terapéutico se utiliza para proporcionar una respuesta terapéutica positiva
con respecto a una enfermedad o afeccién. Por “respuesta terapéutica positiva” se entiende una mejora de la
enfermedad o afeccién y/o una mejora de los sintomas asociados a la enfermedad o afeccién. Por ejemplo, una
respuesta terapéutica positiva se referiria a una o mas de las siguientes mejoras en la enfermedad: (1) una reduccién
del nimero de células neoplasicas; (2) un aumento de la muerte de las células neoplasicas; (3) inhibicién de la
supervivencia de las células neoplasicas; (5) inhibicién (es decir, ralentizacion hasta cierto punto, preferiblemente
detenci6n) del crecimiento tumoral; (6) una mayor tasa de supervivencia de los pacientes; y (7) cierto alivio de uno o
mas sintomas asociados a la enfermedad o afeccion.

Las respuestas terapéuticas positivas en cualquier enfermedad o afeccion dada pueden determinarse mediante los
criterios de respuesta estandarizados especificos para esa enfermedad o afeccion. La respuesta del tumor puede
evaluarse para detectar los cambios en la morfologia del tumor (es decir, la carga tumoral general, el tamafio del tumor
y similares) al utilizar técnicas de deteccién como la exploracién por imagenes de resonancia magnética (MRI), la
exploracion por imagenes radiograficas, la tomografia computarizada (CT), la exploracién ésea por imagenes,
endoscopia y toma de muestras de biopsia tumoral, que incluye la aspiracién de la médula 6sea (BMA) y el recuento
de células tumorales en la circulacion.

Ademas de estas respuestas terapéuticas positivas, el sujeto sometido a terapia puede experimentar el efecto
beneficioso de una mejora en los sintomas asociados a la enfermedad.

El tratamiento segun la presente descripcion incluye una “cantidad terapéuticamente eficaz” de los medicamentos
utilizados. Una “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, en las dosis y durante los periodos
de tiempo necesarios, para lograr un resultado terapéutico deseado.

Una cantidad terapéuticamente eficaz puede variar segun factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el
sexo y el peso del individuo, y la capacidad de los medicamentos para provocar una respuesta deseada en el individuo.
Una cantidad terapéuticamente eficaz es también aquella en la que los efectos terapéuticamente beneficiosos superan
los efectos toxicos o perjudiciales del anticuerpo o la porcién de anticuerpo.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” para la terapia tumoral también puede medirse por su capacidad para
estabilizar la progresién de la enfermedad. La capacidad de un compuesto para inhibir el cancer puede evaluarse en
un sistema de modelo animal predictivo de la eficacia en los tumores humanos.

Alternativamente, esta propiedad de una composicion puede evaluarse al examinar la capacidad del compuesto para
inhibir el crecimiento celular o para inducir la apoptosis mediante ensayos in vitro conocidos por el médico experto.
Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto terapéutico puede disminuir el tamafio del tumor o mejorar de
otro modo los sintomas en un sujeto. Un experto en la materia seria capaz de determinar tales cantidades en base a
factores tales como el tamafio del sujeto, la gravedad de los sintomas del sujeto y la composicién particular o via de
administracién seleccionada.

Los regimenes de dosificacién se ajustan para proporcionar la respuesta éptima deseada (por ejemplo, una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, puede administrarse un solo bolo, pueden administrarse varias dosis divididas a lo largo del
tiempo o la dosis puede reducirse o aumentarse proporcionalmente segun lo indiquen las exigencias de la situacién
terapéutica. Las composiciones parenterales pueden formularse en forma de unidad de dosificacion para facilitar la
administracion y uniformidad de la dosificacion. La forma farmacéutica utilizada en la presente memoria se refiere a
unidades fisicas individuales adecuadas como dosis unitarias para los sujetos a tratar; cada unidad contiene una
cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion
con el portador farmacéutico requerido.

La especificacion de las formas unitarias de dosificacion de la presente invencion esta dictada y depende directamente
de (a) las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que se va a lograr, y (b) las
limitaciones inherentes a la técnica de combinar tal compuesto activo para el tratamiento de la sensibilidad de los
individuos.

Las dosis eficaces y las pautas posoldgicas para los anticuerpos multiespecificos usados en la presente invenciéon
dependen de la enfermedad o afeccion a tratar y pueden determinarse por los expertos en la técnica.

Un intervalo ilustrativo y no limitativo para una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo biespecifico utilizado
en la presente invencién es de aproximadamente 0,1-100 mg/kg.

Ejemplos
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La invencion se define en las reivindicaciones. Cualquiera de los siguientes ejemplos que no estén comprendidos en
el ambito de las reivindicaciones no forman parte de la invencidon y se proporcionan Unicamente a efectos
comparativos.

A continuacién se proporcionan ejemplos para ilustrar la presente invencion.

Para todas las posiciones de las regiones constantes analizadas en la presente invencion, la numeracién se realiza
segun el indice EU como en Kabat (Kabat y col, 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 Ed., United
States Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda). Los expertos en la técnica de los anticuerpos
apreciaran que esta convencion consiste en una numeracion no secuencial en regiones especificas de una secuencia
de inmunoglobulina, lo que permite una referencia normalizada a las posiciones conservadas en las familias de
inmunoglobulinas. Por consiguiente, las posiciones de cualquier inmunoglobulina determinada tal como se define por
el indice EU no corresponderan necesariamente a su secuencia secuencial.

Las técnicas cientificas generales y especificas se describen en las publicaciones estadounidenses 2015/0307629,
2014/0288275 y W02014/145806.

A. Ejemplo 1: Los TIL de multiples tipos de cancer coexpresan receptores de puntos de control inmunitarios

Para investigar las posibles asociaciones entre PD-1, CTLA-4, LAG-3 y BTLA, se utilizaron para el analisis los datos
de secuenciacién de ARN del proyecto The Cancer Genome Atlas (TCGA). Los datos RSEM V2 se descargaron de
FireBrowse (http://firebrowse.org/). El andlisis se realiz6 utilizando R con rutinas personalizadas. La correlacion entre
la expresion de PD-1y CTLA-4 se representa en la figura 66, junto con los valores de R2 calculados (figura 1; cuadrado
del coeficiente de correlacién de Pearson). La figura 66 muestra ademas la correlacién entre la expresién de PD-1y
LAG-3, la expresion de PD-1y BTLA, y la expresion de LAG-3 y CTLA-4.

La figura 44 muestra que los conjuntos de PD-1 y CTLA-4 se coexpresaron en canceres como los de vejiga, mama,
colon, préstata, melanoma, ovario y pulmén, muestra que los conjuntos PD-1 y CTLA-4, PD-1 y LAG-3, PD-1y BTLA,
y LAG-3 y CTLA-4 se coexpresaron en canceres como los de vejiga, mama, colon, cabeza y cuello, rifién,
adenocarcinoma de pulmon, carcinoma epidermoide de pulmén, ovario, pancreas, prostata y melanoma.

B. Ejemplo 2: Los anticuerpos biespecificos contra puntos de control inmunitarios son superiores a los
monoespecificos

Se produjeron prototipos de anticuerpos contra puntos de control inmunitarios (por ejemplo, nivolumab e ipilimumab)
y anticuerpos biespecificos contra puntos de control inmunitarios basados en los anticuerpos prototipo para demostrar
el efecto de los blogueos duales de puntos de control. A menos que se indique lo contrario, los biespecificos se
denominan en la presente memoria utilizando la regién variable Fab en primer lugar y la region variable scFv en
segundo lugar. Las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos prototipo figuran en el listado de secuencias. El
ADN que codifica las cadenas pesada y ligera se gener6é mediante sintesis génica (Blue Heron Biotechnology, Bothell,
Wash.), se subclond utilizando técnicas estandar de biologia molecular en el vector de expresién pTT5 que contiene
regiones constantes bivalentes o biespecificas y se transfecté transitoriamente en células HEK293E. Los anticuerpos
se purificaron mediante cromatografia de proteina A (y cromatografia de intercambio catidnico para los anticuerpos
biespecificos). La pureza se evalué mediante cromatografia de exclusién por tamafio, cromatografia analitica de
intercambio catiénico e isoelectroenfoque capilar.

1. Las células doblemente positivas son ocupadas selectivamente por anticuerpos biespecificos contra puntos de
control inmunitarios

La seleccion de células TIL reactivas al tumor que expresan multiples receptores de puntos de control inmunitarios
(como se muestra en el ejemplo 1) frente a células T no reactivas al tumor que expresan receptores de puntos de
control inmunitarios Unicos podria mejorar la actividad antitumoral y evitar la toxicidad periférica (como se muestra en
la figura 42).

Se utilizé un ensayo con PBMC estimuladas con SEB para investigar la unién de los anticuerpos biespecificos de
punto de control inmunitario contra células T. El ensayo con PBMC estimuladas con SEB es un método in vitro para
evaluar la proliferacion de células T colaboradoras (TH) y para generar una poblacién de linfocitos T citotéxicos (CTL).
Cuando las PBMC se estimulan con enterotoxina estafilococica B (SEB), las poblaciones de células TH se expanden,
seguidas por la expansién de una poblacion de CTL. Las PBMC se estimularon con 100 ng/ml de SEB durante 3 dias
y luego se trataron con un prototipo de anticuerpo biespecifico anti-LAG-3 x anti-PD-1 y un control negativo (Numax
bivalente) durante 30 minutos a 4 °C. Tras el tratamiento, las células se incubaron con anticuerpo anti-LAG-3 de un
brazo marcado con APC, anticuerpo anti-PD-1 de un brazo marcado con FITC y anticuerpo anti-CD3 marcado con
BV605 durante 30 minutos a4 °C. En la figura 67 se muestran graficos de dispersion de las células T CD3*. Los datos
muestran que las células doblemente positivas que expresan tanto PD-1 como LAG-3 son ocupadas selectivamente
por el biespecifico anti-LAG-3 x anti-PD-1, lo que demuestra que los anticuerpos biespecificos de punto de control
inmunitario se dirigen selectivamente a las células T que expresan multiples receptores de punto de control.
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2. Anti-CTLA-4 x anti-PD-1 biespecifico mejora la respuesta de IL-2 en una reaccién linfocitaria mixta

Los prototipos de anticuerpos de punto de control inmunitario XENP 16432 (nivolumab) y XENP 16433 (ipilimumab}), el
anticuerpo de punto de control inmunitario biespecifico XENP16004 basado en nivolumab e ipilimumab, y un control
de combinacién de un brazo (monoespecifico, monovalente) se probaron en una reaccién de linfocitos mixtos (también
conocida como reaccion de leucocitos mixtos o MLR). La MLR es otro método in vitro para evaluar la proliferacion de
células T colaboradoras (TH) y para generar una poblacién de linfocitos T citotdxicos (CTL). Cuando se cultivan
conjuntamente linfocitos alogénicos (de diferente haplotipo MHC), se produce una expansién de las poblaciones de
células TH, seguida de la expansion de una poblacion de CTL. La secrecion de interleucina-2 (IL-2) se utilizé para
supervisar la activacion de las células T.

Se purificaron diferentes conjuntos de PBMC humanas procedentes de leucaféresis de diferentes voluntarios sanos
anénimos (HemaCare, VanNuys, CA) utilizando gradientes de densidad Ficoll-Paque™ Plus. Se mezclaron PBMC de
dos donantes y se trataron con 20 pg/ml de los articulos de ensayo indicados. Se recogi6é el sobrenadante y se midid
la concentracién de IL-2 utilizando un ELISA de IL-2 y los datos se muestran en representa los resultados de algunas
pruebas de deteccion de Fab anti-CTLA-4. Esto representa el codigo XENP para las realizaciones de Fab y scFv, la
designacién de los dominios de ingenieria vh y vl, la constante de union KD contra CTLA-4 humano y cyno medida
por Octet, y la Tm del scFv y Fab. Ademas, el nimero de secuencias de 9 unidades monoméricas que coincidian
exactamente con al menos una linea germinal de VH o VL humana se representa como una medida de humanidad
para las regiones variables tanto de los Fab como de los scFv.

Figura 25A. Para cada columna, cada punto de datos es una reaccion separada con una combinacién donante-donante
diferente.

Los datos muestran que el prototipo de anticuerpo biespecifico anti-PD-1 x anti-CTLA-4 potenci6 la respuesta a IL-2
en mayor medida que nivolumab e ipilimumab solos. En particular, la combinacién de un brazo (cada brazo
monovalente del biespecifico afiadido por separado) es inferior al biespecifico anti-PD-1 x anti-CTLA-4, lo que sugiere
una unién mas avida del biespecifico a las células PD-1+CTLA-4+ doblemente positivas, lo que concuerda con el
hallazgo descrito en la figura 67 para un anticuerpo biespecifico anti-LAG-3 x anti-PD-1.

3. Anticuerpos de punto de control inmunitario biespecificos adicionales mejoran la respuesta de IL-2 en una reaccién
linfocitaria mixta

Se probaron otros prototipos de anticuerpos contra puntos de control inmunitarios y anticuerpos biespecificos contra
puntos de control inmunitarios dirigidos contra otros receptores de puntos de control inmunitarios en un ensayo de
MLR como el descrito anteriormente. Se crearon dos conjuntos de MLR en los que 20 donantes se dirigian a 1 donante
receptor y otro conjunto de 20 donantes se dirigian a otro donante receptor, con un total de 40 reacciones de MLR.
Las reacciones se incubaron con 20 pg/ml de los articulos de ensayo indicados durante 6 dias. En la figura 32 se
muestran los datos que representan el aumento de veces de IL-2 e IFNy (ensayados mediante ELISA) tras el
tratamiento con los articulos de ensayo indicados en comparacién con el tratamiento con anti-PD-1 bivalente
(XENP16432). Los datos muestran que los anticuerpos de punto de control inmunitario biespecificos adicionales
también fueron superiores al nivolumab solo en |a activaciéon de las células T.

4. Triple bloqueo de puntos de control inmunitarios: los anticuerpos bivalentes anti-PD-1 y biespecificos anti-LAG-3 x
anti-CTLA-4 son sinérgicos en la potenciacion de la respuesta IL-2 en un ensayo con PBMC estimuladas con SEB.

Se planteé la hipétesis de que un triple bloqueo de los puntos de control inmunitarios, por ejemplo con un anti-PD-1
bivalente y un anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 biespecifico, como se muestra en la figura 43, proporcionaria un beneficio
adicional en la mejora de la activacion de las células T. Para comprobar la hipotesis, se probaron los prototipos de
anticuerpos de punto de control inmunitario XENP 16432 (nivolumab), el prototipo de anticuerpo biespecifico de punto
de control inmunitario anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 XENP 16430 basado en 25F7 e ipilimumab, y una combinacién de
XENP16432 y XENP16430 en un ensayo de PBMC estimuladas con SEB.

Se estimularon PBMC humanas de multiples donantes con 10 ng/ml de SEB durante 72 h con 20 pg/ml de los articulos
de prueba indicados. Tras el tratamiento, los sobrenadantes celulares se analizaron para IL-2 mediante ELISA. Los
datos se muestran en la figura 33 para el aumento de veces de IL-2 sobre Numax bivalente. Cada punto indica un
donante representado en singlete técnico.

Los datos muestran que el anticuerpo de punto de control biespecifico anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 (XENP16430) por si
solo mejor6 la respuesta de IL-2 en relacion con el control (Numax bivalente), aunque la mejora es menor que con
nivolumab (XENP 16432) por si solo. Sin embargo, el biespecifico anti-CTLA-4 x anti-LAG-3 en combinacién con
nivolumab conduce a una respuesta a IL-2 significativamente mayor que cualquiera de los dos por separado.

5. El bloqueo de la interacciéon receptor/ligando del punto de control es necesario para la activacion de las células T
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Se analizé la capacidad de los anticuerpos prototipo anti-BTLA 4A7, ES8D9 y 8D5 para bloquear la interaccién de BTLA
con su ligando HVEM utilizando Octet, un método basado en interferometria de biocapas (BLI). Las etapas
experimentales para Octet generalmente incluian lo siguiente: Inmovilizacién (captura del ligando o del articulo de
prueba en un biosensor); Asociacién (inmersion de biosensores recubiertos de ligando o articulo de ensayo en pocillos
que contienen diluciones seriadas del correspondiente articulo de ensayo o ligando); y Disociacién (retorno de los
biosensores al pocillo que contiene tampén) para determinar la afinidad monovalente de los articulos de prueba.
También se incluyé en el método un pocillo de referencia que solo contenia tampon para la correcciéon del fondo
durante el procesamiento de los datos. Se incubaron 500 nM de cada anticuerpo anti-BTLA y 100 nM de BTLA-Fc
durante mas de una hora. Se utilizaron biosensores anti-Penta-HIS (HIS 1K) para capturar HVEM-Fc-His y luego se
sumergieron en la mezcla anticuerpo/BTLA para medir la unién residual BTLA/HVEM. Como se muestra en la figura
35B, 8D5 no bloqued la interaccidon BTLA/HVEM mientras que 4A7 y E8D9 bloquearon la interaccién BTLA/HVEM.

Los anticuerpos prototipo anti-BTLA y los anticuerpos biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1 con brazos Fab anti-BTLA
basados en los anticuerpos prototipo se probaron en un ensayo con PBMC estimuladas con SEB. Concretamente, las
PBMC humanas se estimularon con 20 ng/ml de SEB durante 72 horas con 20 pug/ml de los articulos de prueba
indicados. Tras el tratamiento, el sobrenadante celular se analizé para IL-2 mediante ELISA. Los datos se muestran
en la figura 35A para el aumento de veces de IL-2 sobre Numax bivalente (cada punto representa un donante individual
de PBMC probado en singlete). Los datos muestran que el anticuerpo biespecifico con el brazo Fab 8D5 anti-BTLA
no blogueante indujo IL-2 significativamente menos que el nivolumab, lo que indica que el bloqueo de la interaccion
BTLA/HVEM es necesario para potenciar la activacién de las células T.

6. Anticuerpos biespecificos contra puntos de control inmunitarios mejoran el injerto y la actividad de la enfermedad
en ratones NSG injertados con PBMC humanas

Se evaluaron anticuerpos biespecificos contra puntos de control en un modelo de enfermedad de injerto contra
hospedador (EICH) realizado en ratones inmunodeficientes NSG (NOD-SCID-gamma). Cuando los ratones NSG
fueron inyectados con PBMC humanas, éstas desarrollaron una respuesta autoinmune contra las células de ratén. El
tratamiento de ratones NSG inyectados con PBMC humanas seguido del tratamiento con inhibidores del punto de
control inmunitario deprime las células T injertadas y mejora el injerto.

Se injertaron 10 millones de PBMC humanas en ratones NSG por via IV-OSP el dia 0 seguido de la dosificacién con
los articulos de ensayo indicados (5 mg/kg o segun se indique) el dia 1. Los eventos CD45+ se midieron el dia 14
(figura 34). Si bien la EICH puede medirse directamente, el aumento de los niveles de células CD45+ se correlaciona
con la disminucion del peso corporal (representan una reaccion linfocitaria mixta que busca potenciar la liberacion de
IL-2 mediante nivolumab (anticuerpo monoclonal anti-PD-1, comercializado como Opdivo®) solo, ipilimumab solo
(anticuerpo monoclonal antiCTLA-4, comercializado como Yervoy®), un prototipo biespecifico antiCTLA-4 x anti-PD-1
basado en los brazos de nivolumab e ipilimumab, y un control combinado de “un brazo”.

Figura 26B) y son predictivos de la enfermedad.

Los datos muestran que los anticuerpos de punto de control biespecificos de la invencién aumentan la proliferacion
de células CD45+ en ratones NSG injertados con PBMC humanas en comparacion con el control (PBS + PBMC).
Ademas, la mejora es mayor utilizando anticuerpos de la invencién que la observada con nivolumab (XENP16432)
solo. Ademas, el biespecifico anti-CTLA-4 x anti-LAG-3 (XENP16430) en combinacion con nivolumab produjo los
mayores niveles de injerto, en consonancia con los datos del ejemplo 2D.

C. Ejemplo 3: Hibridomas
1. Generacién de hibridomas

Para desarrollar los brazos de direccionamiento a PD-1, LAG-3 y BTLA para los anticuerpos de punto de control
inmunitario biespecificos de la invencién, primero se generaron anticuerpos monoclonales mediante tecnologia de
hibridoma a través de ImmunoPrecise, ya fuera mediante su Método Estandar o el método Rapid Prime.

Para el método estandar, se inyectd antigeno(s) en 3 ratones BALB/c. 7-10 dias antes de ser sacrificados para la
generacién del hibridoma, los ratones inmunizados recibieron un refuerzo de antigeno. El titulo de anticuerpos se
evalla mediante ELISA sobre el antigeno y los ratones que mejor responden se eligen para la fusién. Se administra
un dltimo refuerzo de antigeno 4 dias antes de la fusion. Los linfocitos de los ratones se agrupan, se purifican y, a
continuacién, se fusionan con células de mieloma SP2/0. Las células fusionadas se cultivan en medios de clonacién
Single-Step selectivos para HAT durante 10-12 dias, momento en el que los hibridomas estaban listos para el cribado.

Para el método Rapid Prime, se inyecté antigeno(s) en 3 ratones BALB/c. Al cabo de 19 dias, se agrupan los linfocitos
de todos los ratones, se purifican y se fusionan con células de mieloma SP2/0. Las células fusionadas se cultivan en
medios de clonacién Single-Step selectivos para HAT durante 10-12 dias, momento en el que los hibridomas estaban
listos para el cribado.
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Para la generacion de hibridomas anti-PD-1, se utilizaron los métodos estandar y Rapid Prime y los antigenos
utilizados fueron la fusién Fc de ratén de PD-1 humana (huPD-1-mFc), la fusion Fc de raton de PD-1 de macaco
(cynoPD-1-mFc), PD-1 humana marcada con His (huPD-1-His), PD-1 de macaco marcada con His (cynoPD-1-His) o
mezclas de los mismos.

Para la generacion de hibridomas anti-BTLA, se utilizaron los métodos estandar y Rapid Prime y los antigenos
utilizados fueron fusién Fc de ratén de BTLA humana (huBTLA-mFc), fusion Fc de ratdon de BTLA de macaco
(cynoBTLA-mFc), BTLA humana marcada con His (huBTLA-His), o0 mezcla de huBTLA-mFc y cynoBTLA-mFc.

Para la generacion de hibridomas anti-LAG-3, se utiliz6 el método Rapid Prime y los antigenos utilizados fueron fusién
Fc de raton de LAG-3 humano (huLAG-3-mFc), fusion Fc de ratén de LAG-3 de macaco (cynoLAG-3-mFc), LAG-3
humano marcado con His (huLAG-3-His), mezcla de huLAG-3-mFc y cynoLAG-3-mFc, o mezcla huLAG-3-His y
cynoLAG-3-His.

Para la generacion de hibridomas anti-TIM-3, se utilizaron los métodos estandar y Rapid Prime y los antigenos
utilizados fueron la fusion Fc de ratén de TIM-3 humano (huTIM-3-mFc), la fusién Fc de raton de TIM-3 de macaco
(cynoTIM-3-mFc), TIM-3 humano marcado con His (huTIM-3-His), cyno TIM-3 marcado con His (cynoTIM-3-His) o
mezclas de los mismos.

2. Cribado de clones de hibridoma anti-PD-1

Los clones de hibridoma anti-PD-1 generados como se ha descrito anteriormente se sometieron a dos rondas de
cribado utilizando Octet. Para la primera ronda, se utilizaron biosensores Fc anti-ratén (AMC) para capturar los clones
con inmersiones en 500 nM de PD-1-Fc-His bivalente de humano y macaco. Para la segunda ronda, los clones
identificados en la primera ronda que fueron positivos tanto para PD-1 humana como para PD-1 de macaco se
capturaron en biosensores AMC y se sumergieron en 500 nM de PD-1-His humana y PD-1 de macaco monovalente.
Las secuencias de anticuerpos anti-PD-1 ilustrativos se encuentran en el listado de secuencias.

3. Cribado de clones de hibridoma anti-BTLA

Los clones de hibridoma anti-BTLA generados como se ha descrito anteriormente se sometieron a dos rondas de
cribado utilizando Octet. Para la primera ronda, se utilizaron biosensores AMC para capturar los clones con
inmersiones en multiples concentraciones de BTLA-His humana y de macaco para determinar la KD. Para la segunda
ronda, se utilizé un ensayo de bloqueo para identificar los clones que bloqueaban la interaccion BTLA/HVEM. Se
utilizaron biosensores anti-Penta-HIS (HIS1K) para capturar HVEM-Fc-His y se sumergieron en BTLA-Fc¢ 25 nM solo
0 BTLA-Fc 25 nM + dilucién 1:1 de muestras de hibridoma para medir la unién BTLA/HVEM residual. Las secuencias
de anticuerpos anti-BTLA ilustrativos se encuentran en el listado de secuencias.

4. Cribado de clones de hibridoma anti-LAG-3

Los clones de hibridoma anti-LAG-3 generados como se ha descrito anteriormente se sometieron a varias rondas de
cribado para identificar clones con alta afinidad, que bloquearan la unién de LAG-3 a células Ramos que expresaran
de forma endégena MHC-II, y que se unieran a un epitopo diferente del mAb 25F7.

La afinidad se determiné utilizando Octet. Se utilizaron biosensores AMC para capturar clones con inmersiones en
concentraciones Unicas de LAG-3 humano-Fc y LAG-3 de macaco-Fc. Para identificar los clones que bloquean la
interaccion LAG-3/MHC-II, se mezclé 1 ug de LAG-3-hlg humano en 10 pl con 50 pl de sobrenadante de hibridoma
(diluido a 1:2 veces, 8 veces en medio RPMI con FBS al 10 %) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se
afiadieron 40 pl de células Daudi o Ramos (que expresan endégenamente MHC-11) y se incubaron a 4 °C durante
30 minutos. A continuacién, se lavaron las células y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-Fc-Alexa647
humano durante 30 minutos. A continuacion, se lavaron las células y se analizaron mediante FACS para Alexa647.
Los datos se muestran en la figura 62. Para identificar clones que se unen a un epitopo diferente del mAb 25F7, se
utilizaron biosensores AMC para capturar clones con inmersiones en LAG-3-hF¢ humano 100 nM o LAG-3-hFc 100 nM
con 25F7 500 nM para medir la unién residual. Las secuencias de anticuerpos anti-LAG-3 ilustrativos se encuentran
en el listado de secuencias.

5. Cribado de clones de hibridoma anti-TIM-3

Los clones de hibridoma anti-TIM-3 generados como se ha descrito anteriormente se sometieron a dos rondas de
cribado. La primera ronda se dividié en cribas de muestras de IgG y clones de IgM. Para los clones de IgG, se utilizaron
biosensores AMC para capturar los clones y se sumergieron en multiples concentraciones de TIM-3-His humano y de
macaco. Para los clones de IgM, los mAb anti-IgM se acoplaron utilizando AR2G en biosensores que se sumergieron
en multiples concentraciones de TIM-3-His humano y de macaco. Ninguna de las muestras de IgM produjo sefiales
de unién superiores a los de referencia. Tras la primera ronda de cribado, los clones de IgG que se unian tanto a TIM-
3 humano como de macaco se volvieron a cribar con versiones bivalentes de TIM-3-Fc humano y de macaco
bivalentes. Las secuencias de anticuerpos anti-TIM-3 ilustrativos se encuentran en el listado de secuencias.
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Varios de los clones se quimerizaron y se evalud su unién a células T en un ensayo con PBMC estimuladas con SEB.
Las PBMC humanas se estimularon con 100 ng/ml de SEB durante 3 dias. Tras la estimulacion, las células se trataron
con los articulos de ensayo indicados durante 30 minutos a 4 grados. La unién a células CD3* se detecté con un
anticuerpo secundario anti-Fc humano y se representa en la figura 21.

6. Los dominios de anticuerpos componentes derivados de hibridomas bloquean las interacciones receptor/ligando del
punto de control

Como se describe en el ejemplo 2E, el blogueo de la interaccién receptor/ligando del punto de control es necesario
para la activacion de las células T. La capacidad de bloqueo de anticuerpos ilustrativos que comprenden dominios
derivados de hibridomas se investigé utilizando ensayos de unién celular u Octet como se representa en los graficos
que muestran que los dominios de anticuerpos componentes de los anticuerpos sujetos proporcionados en la presente
memoria son capaces de bloquear las interacciones receptor/ligando de punto de control. En particular, un anticuerpo
biespecifico que comprende un brazo 1G6 scFv anti-PD-1 es capaz de bloquear las interacciones PD-1/PD-L1 y PD-
1/PD-L2; un brazo 7G8 anti-LAG-3 es capaz de bloquear la interaccion LAG-3/MHC II; un anticuerpo biespecifico que
comprende un brazo Fab anti-PD-1 ilustrativo es capaz de bloquear las interacciones CTLA-4/CD80 y CTLA-4/CD86;
y un anticuerpo biespecifico que comprende un brazo Fab 9C6 anti-BTLA es capaz de bloquear la interaccién
BTLA/HVEM.

Figura 68.

La incubacion de HEK293T que expresan PD-1 de forma exdégena con XENP20717 impidi6 la unién de PD-L1 y PD-
L2 a PD-1 de forma dependiente de la dosis. La incubacién de LAG-3 con XENP22606 impidi6é su union a las células
Daudi que expresan MHC-II de forma endégena. La incubacion de CTLA-4 con XENP20066 impidio la unién residual
a CD80 y CD86. La incubacion de BTLA con XENP20895 impidi6 la unién residual a HVEM.

D. Ejemplo 4: Optimizacion de la afinidad y la estabilidad
1. MAb Anti-PD-1 1G6 y 2E9

Los clones de hibridoma anti-PD-1 1G6 y 2E9 generados en el ejemplo 3 se disefiaron para tener afinidad y estabilidad
optimas en el contexto de scFv o Fab para su uso en un inhibidor de punto de control inmunitario biespecifico. Los
clones se humanizaron primero mediante la optimizacion del contenido de cadenas (véase, p. gj., la patente
estadounidense n.? 7.657.380, publicada el 2 de febrero de 2010). El ADN que codifica las cadenas pesada y ligera
se generé mediante sintesis génica (Blue Heron Biotechnology, Bothell, Wash.) y se subcloné utilizando técnicas
estandar de biologia molecular en el vector de expresion pTT5. El carboxiloterminal del scFv incluia una etiqueta de
polihistidina. Se construyé una biblioteca de variantes de Fv mediante mutagénesis estandar (QuikChange,
Stratagene, Cedar Creek, Tx.) en los formatos bivalente de longitud completa, Fab-His y/o scFv-His. Los mAb
bivalentes se purificaron mediante cromatografia estandar de proteina A y los Fab-His y scFv-His se purificaron
mediante cromatografia de Ni-NTA. Las secuencias de anticuerpos bivalentes 1G6 y 2E9 ilustrativos, Fab y scFv de
la invencion se enumeran en el listado de secuencias (aunque se han eliminado las etiquetas de polihistidina para los
Fab y scFv). Tras el cribado inicial, se hicieron combinaciones de variantes de interés, que se expresaron, purificaron
y volvieron a examinar en cuanto a afinidad y estabilidad.

Se realizaron cribados de afinidad de anticuerpos bivalentes utilizando Octet. Se utilizaron biosensores de Fc
antihumano (AHC) para capturar los articulos de prueba y se sumergieron en multiples concentraciones de PD-1-His
para la determinacion de la KD. La estabilidad de los scFv-His se evalué mediante fluorimetria diferencial de barrido
(DSF). Los experimentos de DSF se realizaron al utilizar un sistema de deteccién de PCR en tiempo real Bio-Rad CFX
Connect. Las proteinas se mezclaron con el colorante fluorescente SYPRO Orange y se diluyeron a 0,2 mg/ml en
PBS. La concentracion final de SYPRO Orange fue 10X. Tras un periodo inicial de incubacion de 10 minutos a 25 °C,
las proteinas se calentaron de 25 a 95 °C utilizando una velocidad de calentamiento de 1 °C/min. Se realizé una
medicion de fluorescencia cada 30 segundos. Las temperaturas de fusién (Tm) se calcularon utilizando el software del
instrumento. Los resultados de afinidad y estabilidad se muestran en la figura 23.

2. mAb anti-CTLA-4

La region variable original de un anticuerpo anti-CTLA-4 se disefié para su uso como componente de varios
biespecificos. Se adoptaron dos estrategias para intentar identificar variantes con propiedades mejoradas: (1) se
realizaron sustituciones simples, dobles y triples de aminoacidos mediante mutagénesis QuikChange (Stratagene,
Cedar Creek, Tx.), y (2) se construyeron secuencias reinjertadas con su marco intercambiado con lineas germinales
humanas alternativas (IGHV3-7, IGHV3-13, IGHV3-21, IGHV3-64, IGKV3D-20, IGKV3-15) mediante sintesis de ADN
y subclonacién. Se disefiaron, expresaron y purificaron variantes de Fab y scFv. Las afinidades para CTLA-4 humano
y de macaco se midieron para Fab utilizando Octet. Se utilizaron biosensores AHC para capturar fusiones Fc de CTLA-
4 humano o macaco y se sumergieron en miltiples concentraciones de articulos de prueba de Fab para la
determinacion de la KD. Las estabilidades térmicas se midieron tanto para Fab como para scFv utilizando DSF.
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Ademas, se conto el nimero de secuencias de 9 unidades de monémero que coincidian exactamente con al menos
una linea germinal VH o VL humana como medida de humanidad (véase, p. €j., la patente estadounidense n.°
7.657.380, publicada el 2 de febrero de 2010} para las regiones variables tanto de Fab como de scFv. Tras el cribado
inicial, se hicieron combinaciones de variantes de interés, que se expresaron, purificaron y volvieron a examinar en
cuanto a afinidad y estabilidad. Los resultados se resumen en la figura 24. Varias variantes poseian una mayor
estabilidad térmica que la regién variable original, al tiempo que mantenian una afinidad similar por CTLA-4 humano
y de macaco. Ademas, para varias variantes se identificaron aumentos en la humanidad de la secuencia, medida por
el nimero de secuencias de 9 monémeros coincidentes con la linea germinal humana. Las variantes preferidas son:
H0.25 L0, H0.26_L0, H0.27_L0, H0.29_L0, H0.38_L0, H0.39_L0, H0.40_L0O, H0.70_LO, HO_L0.22, H2_L0, H3_LO,
H3_L0.22, H3 L0.67, H3_L0.74, H3_L0.44, H3.4_L0.118, H3.4_L0.119, H3.4_L0.120, H3.4_L0.121, H3.4_1L0.122,
H3.4_10.123, H3.4_1L0.124, H3.4_L0.125, H3.4_L0.126, H3.4_L0.127, H3.4 L0.128, H3.4_10.129, H3.4 _10.130,
H3.4 10.131, H3.4_L0.132, H3.5_L2.1, H3.5_L2.2, H3.5 L2.3, H3.21_L0.124, H3.21_L0.129, H3.21_L0.132,
H3.23_L0.124, H3.23 1 0.129, H3.23_L0.132, H3.25_L0.124, H3.25_L0.129, y H3.25_L0.132.

3. mAb 9C6 anti-BTLA

El clon de hibridoma anti-BTLA 9C6 generado en el ejemplo 3 se humanizé y disefié para tener afinidad y estabilidad
optimas en formato de anticuerpo bivalente como se describe en general anteriormente en el ejemplo 4A. Las
secuencias para anticuerpos bivalentes anti-BTLA ilustrativos de la invencion se enumeran en el listado de secuencias.

Se realizaron cribados de afinidad para los anticuerpos bivalentes variantes utilizando Octet. Se utilizaron biosensores
AHC para capturar los articulos de prueba y se sumergieron en pocillos con multiples concentraciones de BTLA-His
para la determinacién de KD (en A y B se muestra que el biespecifico quimérico anti-BTLA x anti-PD-1 promueve la
secrecion de IFNy a partir de PBMC estimuladas con SEB. Las PBMC se estimularon con 10 ng/ml de SEB durante 3
dias con los articulos de prueba indicados. Se recogieron los sobrenadantes celulares y se analizaron con MSD para
el analito indicado. A: 20 ug/ml de articulo de prueba; B 5 pg/ml de articulo de prueba.

Figura 52).
4. MAb Anti-LAG-3 7G8 y 2A11

Los clones de hibridoma anti-LAG-3 7G8 y 2A11 generados en el ejemplo 3 se humanizaron y disefiaron para tener
afinidad y estabilidad 6ptimas en el contexto de un Fab para su uso en un inhibidor de punto de control inmunitario
biespecifico como se describe en general anteriormente en el ejemplo 4A. Las secuencias de anticuerpos bivalentes
anti-LAG-3 ilustrativos y Fab de la invencién se enumeran en el listado de secuencias.

La afinidad y estabilidad de las variantes de Fab anti-LAG-3 se determinaron como se ha descrito anteriormente en el
ejemplo 4A. Se utilizaron biosensores AMC para capturar fusiones Fc de raton de LAG-3 humano y se sumergieron
en pocillos que contenian multiples concentraciones de los articulos de prueba para determinar la KD. Los resultados
se muestran en la figura 53 para las variantes 2A11 y en la figura 54 para las variantes 7G8.

Las variantes ilustrativas 2A11 y 7G8 de los anticuerpos bivalentes anti-LAG-3 se analizaron para determinar su
capacidad de bloquear la unién de LAG-3 a células Daudi que expresan MHC-II de forma enddgena. Se mezcl6 1 ug
de LAG-3-mFc con las concentraciones indicadas de mAb durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacién,
se afiadieron células Daudi y se incubaron durante 30 minutos a 4 °C. La unién de LAG-3-mFc se detecté con un
anticuerpo secundario anti-Fc murino. Los datos se muestran en la figura 63.

5. mAb anti-TIM-3

Los clones de hibridoma anti-TIM-3 generados en el ejemplo 3 se humanizaron y disefiaron para tener una afinidad y
estabilidad optimas en formato de anticuerpo bivalente, como se describe en general anteriormente en el gjemplo 4A.
Las secuencias para anticuerpos bivalentes anti-TIM-3 ilustrativos de la invencién se enumeran en el listado de
secuencias.

Se realizaron cribados de afinidad para los anticuerpos bivalentes variantes utilizando Octet. Se utilizaron biosensores
AHC para capturar los articulos de prueba y se sumergieron en pocillos con multiples concentraciones de TIM-3-His
para la determinacion de la KD (mostrado en la figura 22).

Las variantes optimizadas también se probaron para la unién de células T en un ensayo de PBMC estimulado con
SEB. Las PBMC humanas se estimularon con 100 ng/ml de SEB durante 72 horas. Tras la estimulacion, las células
se trataron con los articulos de ensayo indicados. La unién de 3H3_H1_L2.1 (XENP21189) a células CD3* se detectd
con un anticuerpo secundario anti-Fc humano y se representé en la figura 21. La union de 7B11_HJ1_L1.1
(XENP21196) a células CD3* se detect6é con un anticuerpo secundario anti-lgG-APC humano y se represent6 en la
figura 21.

6. Cribado de afinidad de anticuerpos biespecificos variantes anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 Fab-scFv
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Los anticuerpos biespecificos que comprenden Fab anti-LAG-3 derivados de los anticuerpos bivalentes anti-LAG-3
optimizados descritos en el ejemplo 4D y un scFv anti-CTLA-4 ilustrativo descrito en el ejemplo 4B se sometieron a
cribado de afinidad usando Octet como se ha descrito generalmente anteriormente. En concreto, se utilizaron
biosensores AMC o HIS1K para capturar la fusién Fc de ratén de LAG-3 humano o la fusién TEV-Fc marcada con His-
Avi de LAG-3 humano y se sumergieron en pocillos que contenian los articulos de prueba para determinar la KD. Los
resultados se muestran en la figura 55.

7. Cribado de afinidad de anticuerpos biespecificos variantes anti-LAG-3 x anti-PD-1 Fab-scFv.

Los anticuerpos biespecificos que comprenden Fab anti-LAG-3 derivados de los anticuerpos bivalentes anti-LAG-3
optimizados descritos en el ejemplo 4D y un scFv anti-PD-1 ilustrativo descrito en el ejemplo 4A se sometieron a
cribado de afinidad usando Octet como se ha descrito generalmente anteriormente. En concreto, se utilizaron
biosensores AMC o HIS1K para capturar la fusién Fc de ratén de LAG-3 humano o la fusién TEV-Fc marcada con His-
Avi de LAG-3 humano y se sumergieron en pocillos que contenian los articulos de prueba para determinar la KD. Los
resultados se muestran en la figura 61.

E. Ejemplo 5: Evaluacién in vitro de anticuerpos biespecificos contra puntos de control inmunitarios con brazos de
afinidad y estabilidad optimizadas

1. Anticuerpos biespecificos anti-PD-1 x anti-CTLA-4
a. El anticuerpo biespecifico anti-PD-1 x anti-CTLA-4 bloquea la interaccién de PD-1 con PD-L1 y PD-L2

Las células HEK293T que expresaban PD-1 se incubaron con XENP20717 (anti-PD-1 x anti-CTLA-4) y controles anti-
PD-1 y anti-CTLA-4 de un brazo (respectivamente XENP20111 y XENP20059) durante 30 minutos a 4 °C. Tras la
incubacién, se afiadié PD-L1-mFc o PD-L2-mFc y se dej6 incubar 30 minutos mas a 4 °C. Se detectaron PD-L1-mFc
y PD-L2-mFc¢ con anticuerpo secundario anti-lgG murina.

La figura 45 muestra que XENP20717 fue capaz de bloquear la unién de PD-1 a los ligandos PD-L1 y PD-L2 de forma
dependiente de la dosis. XENP20111 también fue capaz de bloquear la unién de PD-1 a los ligandos PD-L1 y PD-L2,
mientras que XENP20559 no bloqued la unién de PD-1 a sus ligandos.

b. Unién a células T del anticuerpo biespecifico anti-CTLA-4 x anti-PD-1 en células CD3+*.

Las PBMC humanas se estimularon con 500 ng/ml de SEB durante 3 dias, se lavaron dos veces en medio de cultivo
y se volvieron a estimular con 500 ng/ml de SEB durante 24 horas mas. A continuacién, las PBMC se trataron con
XENP20717 (anti-CTLA-4 x anti-PD-1) durante 30 minutos a 4 °C. Tras el tratamiento, se lavaron las PBMC y se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-Fc-(fragmento Fab especifico)}-APC humano (Jackson Labs) en células
CD3* con un mAb anti-CD3-FITC (UCHT1). A continuacion, las PBMC se lavaron dos veces y se analizaron mediante
citometria de flujo. La figura 45 representa la MFI media de 7 donantes Unicos de PBMC y muestra la unién de
XENP20717 en células T CD3* y que la unién se produjo de forma dependiente de la dosis.

¢. Evaluacién de variantes de biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-1 en la activacion de células T

Los anticuerpos biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-1 con brazos Fab anti-CTLA-4 variantes se probaron en un
ensayo MLR. Las PBMC mixtas se trataron con 69,5 nM de anticuerpos bivalentes (por ejemplo, nivolumab) o 139 nM
de anticuerpos biespecificos (por ejemplo, XENP16004) para concentraciones de unién a PD-1 equimolares. Los datos
representados muestran los resultados de algunas pruebas de deteccion de Fab anti-CTLA-4. Esto representa el
c6digo XENP para las realizaciones de Fab y scFv, la designacién de los dominios de ingenieria vh y vl, la constante
de unién KD contra CTLA-4 humano y cyno medida por Octet, y la Tm del scFv y Fab. Ademas, el nimero de
secuencias de 9 unidades monoméricas que coincidian exactamente con al menos una linea germinal de VH o VL
humana se representa como una medida de humanidad para las regiones variables tanto de los Fab como de los scFv.

La figura 25B muestra que varios de los anticuerpos biespecificos permiten una induccién de IL-2 superior a la del
nivolumab solo.

En un ensayo de estimulacién de PBMC con SEB, las PBMC se trataron con 500 ng/ml de SEB durante 2 dias. A
continuacion, se lavaron las células y se trataron con 20 pg/ml de XENP16432 (nivolumab) o XENP20717 y 500 ng/ml
de SEB. En el sobrenadante se analizé la IL-2 como indicador de la activaciéon de las células T. Los datos
representados en la figura 69 muestran que el biespecifico anti-CTLA-4 x anti-PD-1 induce significativamente mas
liberacién de IL-2 que el nivolumab solo.

En otro estudio, se probaron XENP16432, XENP20717 y un control combinado de un brazo en un ensayo de PBMC

estimuladas con SEB. Las PBMC se estimularon con 500 ng/ml de SEB durante 2 dias. A continuacién, se lavaron las
células una vez con PBS y luego se afiadié medio de cultivo con 20 pg/ml de los articulos de ensayo indicados y
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500 ng/ml de SEB. Los sobrenadantes se recogieron a las 24 horas y se analizaron para IL-2. En un experimento de
control sin estimulacién de SEB, las PBMC se trataron con los articulos de prueba indicados durante 3 dias antes de
analizar el sobrenadante para IL-2. El cambio de veces en la concentracién de IL-2 se muestra en la figura 45A-C.
Como se muestra en la figura 45B, XENP20717 aument6 la secrecién de IL-2 significativamente mas que nivolumab.
Los datos muestran que XENP20717 activa las células T de forma mas potente que el anti-PD-1 bivalente solo, asi
como que una combinacion de anti-PD-1 de un brazo y anti-CTLA-4 de un brazo, lo que demuestra la ventaja de
activar selectivamente las células T que expresan multiples receptores de puntos de control inmunitario. En particular,
y en consonancia con los hallazgos descritos en el ejemplo 2B, XENP20717 biespecifico potenci6 la secrecion de IL-
2 en mayor medida que la combinacién de anticuerpos de un brazo derivados de XENP20717.

Un anticuerpo biespecifico adicional dirigido a CTLA-4 y PD-1 con un brazo scFv anti-CTLA-4 y un brazo Fab variante
2E9 anti-PD-1 y articulos de prueba de control se probaron en un ensayo de PBMC estimuladas con SEB. Las PBMC
humanas se estimularon con 100 ng/ml de SEB durante 2 dias. Las células se lavaron y se volvieron a estimular con
100 ng/ml de SEB en combinacién con 20 pg/ml de los articulos de ensayo indicados. Se analizaron los sobrenadantes
para IL-2 e IFNy 24 horas después del tratamiento (representados respectivamente en la figura 19A y B).

2. Evaluacién in vitro de anticuerpos de punto de control biespecificos anti-LAG-3 x anti-PD-1
a. Evaluacion de variantes de biespecificos anti-LAG-3 x anti-PD-1 en la activacion de células T

En un ensayo de estimulacién de PBMC con SEB, las PBMC se trataron con 500 ng/ml de SEB durante 2 dias. A
continuacion, se lavaron las células y se trataron con 20 pg/ml de XENP16432 (nivolumab) o XENP22604 y 500 ng/ml
de SEB. El sobrenadante se analizé para IL-2 como indicador de la activacién de células T (representado en la figura
69).

También se evaluaron otros anticuerpos biespecificos anti-LAG-3 x anti-PD-1 con brazos Fab 2A11 anti-LAG-3
optimizados (derivados de mAb variantes generados como se describe en el ejemplo 4) para la activacion de células
T en un ensayo de PBMC estimuladas con SEB. Se estimularon PBMC humanas de multiples donantes con 500 ng/ml
de SEB durante 2 dias. A continuacion, las células se lavaron dos veces en medio de cultivo y se estimularon con
500 ng/ml de SEB en combinacion con 10 pg/ml de los articulos de ensayo indicados. 24 horas después del
tratamiento, se analizaron los sobrenadantes celulares para IL-2 e IFNy. Los datos se muestran en la figura 64 para
el aumento de veces de IL-2 e IFNy sobre Numax bivalente. Cada punto indica un donante representado en singlete
técnico.

Los datos muestran que varios de los anticuerpos biespecificos anti-LAG-3 x anti-PD-1 activan las células T de forma
mas potente que el nivolumab solo o el anti-LAG-3 bivalente solo.

3. Evaluacién in vitro de anticuerpos de punto de control biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1
a. Unién a células T de anticuerpos biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1 en células CD3*.

Se evalué la union a células T de anticuerpos biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1 con brazos Fab anti-BTLA
optimizados (derivados de variantes mAb generadas como se describe en el ejemplo 4). Las PBMC humanas se
estimularon con 100 ng/ml de SEB durante 3 dias, tras lo cual las PBMC se trataron con los articulos de prueba
indicados durante 30 minutos a 4 °C. A continuacién, las PBMC se incubaron con un anticuerpo secundario anti-Fc
humano durante 30 minutos a 4 °C. La figura 47 muestra la unién de los articulos de ensayo indicados a células CD3*.

Los datos muestran que los anticuerpos de punto de control biespecificos anti-PD-1 x anti-BTLA de la invencion (por
ejemplo, XENP20895, XENP21220 y XENP21221) se unen mas avidamente a las células T en comparacién con los
controles de un solo brazo (por ejemplo, XENP21446 y XENP16011). Esto demuestra que la unién a células T
humanas es generalmente mejor con anticuerpos biespecificos, cada brazo uniendo monovalentemente un antigeno
diferente, que con anticuerpos monovalentes, monoespecificos, como los controles de un solo brazo.

b. Evaluacion de variantes de biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1 en la activacién de células T

Los anticuerpos biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1 con prototipos anti-BTLA (p. €j. 4C7, 8D5 y E8D9) y brazos Fab
9C6 se evaluaron para la activacién de células T en un ensayo de PBMC estimuladas con SEB. Las PBMC humanas
de multiples donantes se estimularon con 10 ng/ml de SEB durante 72 h con 5 pg/ml o 20 pg/ml segin lo indicado en
los articulos de prueba. Tras el tratamiento, se analizaron los sobrenadantes celulares para IL-2 e IFNy mediante
ELISA, representados respectivamente en las figuras 1J y 1K. Los datos muestran que los anticuerpos biespecificos
que incluyen el brazo derivado del hibridoma 9C6 potenciaron la activacién de las células T no solo mas que los
bivalentes anti-PD-1 solos, sino también mas que los biespecificos con los brazos Fab anti-BTLA prototipo.

Se evalué un ensayo ilustrativo anti-BTLA x anti-PD-1 XENP21220 y XENP 16432 (nivolumab) en un ensayo de PBMC
estimuladas con SEB. Las PBMC se trataron con 500 ng/ml de SEB durante 2 dias. A continuacién, se lavaron las
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células y se trataron con 20 ug/ml de XENP16432 o XENP21220 y 500 ng/ml de SEB. El sobrenadante se analizo
para IL-2 como indicador de la activacion de células T (representado en la figura 69).

Se evaluaron otros biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1 con brazos Fab 9C6 anti-BTLA variantes y anticuerpos 9C6
variantes de un brazo (solos y en combinacién con anticuerpo anti-PD-1 de un brazo) para la activacion de células T
en un ensayo de PBMC estimuladas con SEB como se ha descrito anteriormente. Los datos se muestran en la figura
1L para el aumento de veces de la secrecién de IL-2 e IFNy en comparacion con el tratamiento con PBS.

4. Evaluacién in vitro de anticuerpos de punto de control biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4
a. Unién a células T de anticuerpos biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1 en células CD3*.

Se evaluaron los biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 con brazos Fab anti-LAG-3 variantes y anticuerpos anti-LAG-
3 variantes de un brazo para determinar su unién a células T. Las PBMC humanas se estimularon con 100 ng/ml de
SEB durante 3 dias, tras lo cual las PBMC se trataron con los articulos de prueba indicados durante 30 minutos a 4 °C.
Tras el tratamiento, las PBMC se incubaron con anticuerpos anti-CD3-FITC y anti-Fc-APC humano durante 30 minutos
a 4 °C. A continuacién, las PBMC se lavaron dos veces y se analizaron mediante citometria de flujo. La figura 56
muestra la unién de los articulos de ensayo indicados a células T CD3*.

Los datos muestran que varios de los anticuerpos de punto de control biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 de la
invencion (por ejemplo, XENP22505 y XENP21896) se unen més avidamente a las células T en comparacioén con los
controles de un solo brazo (por ejemplo, XENP22516). Esto demuestra que la unién a células T humanas puede ser
mejor con anticuerpos biespecificos, cada brazo uniendo monovalentemente un antigeno diferente, que con
anticuerpos monovalentes, monoespecificos, como los controles de un solo brazo.

b. Activacién de células T por anticuerpos biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4

Se evaluaron los anticuerpos biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 para la activacion de células T en ensayos de
MLR y PBMC estimuladas con SEB.

Se realizaron 40 reacciones MLR en presencia de 20 ug/ml de los articulos de ensayo indicados, y se analiz6 el
sobrenadante celular 6 dias después del tratamiento para IL-2 e IFNy. La figura 59 muestra la induccién de veces de
IL-2 e IFNy con anti-RSV bivalente (XENP 15074).

En un ensayo de estimulacién de PBMC con SEB, las PBMC se trataron con 500 ng/ml de SEB durante 2 dias. A
continuacién, se lavaron las células y se trataron con 20 ug/ml de XENP16432 (nivolumab), XENP22602 o una
combinacion de XENP 16432 y XENP22602 y 500 ng/ml de SEB. El sobrenadante se analiz6 para IL-2 como indicador
de la activacion de células T (representado en la figura 69).

En otro ensayo con PBMC estimuladas con SEB, se evaluaron biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 adicionales.
Se estimularon PBMC humanas de multiples donantes con 500 ng/ml de SEB durante 2 dias. A continuacién, las
células se lavaron dos veces en medio de cultivo y se estimularon con 500 ng/ml de SEB en combinacion con 20 pg/ml
de los articulos de ensayo indicados. 24 horas después del tratamiento, se analizaron los sobrenadantes celulares
para IL-2 e IFNy. Los datos se muestran en la figura 57 y en la figura 58 y la figura 60 para el aumento de veces de
IL-2 e IFNy sobre Numax bivalente. Cada punto indica un donante representado en singlete técnico.

Los datos concuerdan con el ejemplo 2D al mostrar que una combinacién de anti-PD-1 bivalente y anti-LAG-3 x anti-
CTLA-4 biespecifico ejerce un efecto sinérgico en la activacion de células T. Ademas, los datos muestran que los
anticuerpos biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 basados en 7G8 muestran una funcién mas selectiva en las PBMC
que los anticuerpos biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 basados en 2A11.

F. Ejemplo 6: Evaluacién in vivo de anticuerpos biespecificos contra puntos de control inmunitarios

1. Los biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-1 mejoran el injerto y la actividad de la enfermedad en ratones NSG
injertados con PBMC humanas.

En varios estudios de EICH, se demostro que los anticuerpos biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-1 ilustrativos de la
invencion mejoraban el injerto y la actividad de la enfermedad en ratones NSG injertados con PBMC humanas.

En un primer estudio, se injertaron 10 millones de PBMC humanas en ratones NSG por via [V-OSP en el dia 0. El dia
1, los ratones recibieron dosis de XENP 16432 (2,89 mg/kg), XENP20053 (2 mg/kg) y una combinacién de XENP 16432
y XENP16433 (2,89 + 2,92 mg/kg). Los recuentos de células CD45+ se midieron el dia 14 (representados en la figura
70).

Se evaluaron otros biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-1 con variantes de los brazos anti-CTLA-4 Fab y anti-scFv de
PD-1. Se injertaron 10 millones de PBMC humanas en ratones NSG por via [V-OSP el dia 0 seguido de la dosificacién
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con los articulos de ensayo indicados (5 mg/kg o segun se indique) el dia 1. Los recuentos de células CD45+ se
midieron el dia 14 (figura 1QA, figura 1RA y figura 1S). También se midieron los niveles de IFNy como indicador
adicional de la EICH y se representaron graficamente frente a los niveles de células CD45+ (representa la reaccion
linfocitaria mixta observando el aumento de la liberacién de IL-2 por anticuerpos biespecificos anti-CTLA-4 x anti-PD-
1 con brazos Fab anti-CTLA-4 variantes y brazos scFv anti-PD-1 variantes, asi como nivolumab solo, ipilimumab solo
y un prototipo biespecifico anti-CTLA-4 x anti-PD-1 basado en los brazos de nivolumab e ipilimumab como controles).

Figura 27 y figura 30).

Los datos muestran que los anticuerpos de punto de control biespecificos anti-PD-1 x anti-CTLA-4 de la invencion
aumentan la proliferacién de células CD45+ en ratones NSG injertados con PBMC humanas en comparacion con el
control (PBS + PBMC). Ademas, la mejora es mayor utilizando anticuerpos de la invencion que la observada con
nivolumab (XENP16432) solo. La figura 31 muestra la comparacion del efecto del articulo de ensayo sobre la
proliferacién de células CD45+ entre los estudios 160314 (presentado en la figura 26) y 160331 (presentado en la
figura 29). Ambos estudios demuestran sistematicamente la superioridad de los anticuerpos biespecificos de punto de
control anti-PD-1 x anti-CTLA-4 frente a nivolumab solo.

En otro estudio, se evalué un anticuerpo biespecifico anti-CTLA-4 x anti-PD-1 con Xtend Fc. Se administraron a ratones
injertados con PBMC los articulos de ensayo indicados en las concentraciones indicadas y se midieron los eventos
CD45+, CD4+ y CD8+ el dia 14 (representados en la figura 20).

2. Los biespecificos anti-BTLA x anti-PD-1 mejoran el injerto y la actividad de la enfermedad en ratones NSG injertados
con PBMC humanas.

En un primer estudio, se injertaron 10 millones de PBMC humanas en ratones NSG por via [V-OSP en el dia 0. El dia
1, los ratones recibieron dosis de XENP16432 (2,89 mg/kg) y XENP20895 (5 mg/kg). Los recuentos de células CD45+
se midieron el dia 14 (representados en la figura 70).

El biespecifico anti-BTLA x anti-PD-1 XENP20895 se evalu6 en un segundo estudio de EICH. Se injertaron 10 millones
de PBMC humanas en ratones NSG por via IV-OSP el dia 0, tras lo cual se administraron los articulos de ensayo
indicados (en las concentraciones indicadas) el dia 1. Los recuentos de células CD45+ y de IFNy se midieron en los
dias 10, 14 y 22 (representados respectivamente en la figura 51).

3. Los biespecificos anti-LAG-3 x anti-PD-1 mejoran el injerto y la actividad de la enfermedad en ratones NSG
injertados con PBMC humanas.

En una EICH, se injertaron 10 millones de PBMC humanas en ratones NSG por via IV-OSP en el dia 0. El dia 1, los
ratones recibieron dosis de XENP16432 (2,89 mg/kg) y XENP22672 (5 mg/kg). Los recuentos de células CD45+ se
midieron el dia 14 (representados en la figura 70).

En el segundo estudio descrito en el ejemplo 6A, también se evaludé otro anti-LAG-3 x anti-PD-1 ilustrativo
(XENP22847) (figura 20C).

4. Los biespecificos anti-LAG-3 x anti-CTLA-4 mejoran el injerto y la actividad de la enfermedad en ratones NSG
injertados con PBMC humanas.

En una EICH, se injertaron 10 millones de PBMC humanas en ratones NSG por via IV-OSP en el dia 0. El dia 1, los
ratones recibieron dosis de XENP 16432 (2,89 mg/kg), XENP22675 (5 mg/kg) y una combinacion de XENP 16432 y
XENP22675 (5 + 5 mg/kg). Los recuentos de células CD45+ se midieron el dia 14 (representados en la figura 70).

Los datos muestran que XENP22675 mejora el injerto y la actividad de la enfermedad en comparacién con la dosis de
nivolumab solo. En particular, XENP22675 en combinacién con nivolumab actda de forma sinérgica para mejorar ain
mas el injerto.

G. Ejemplo 7: Anticuerpos biespecificos anti-PD-1 x anti-CTLA-4 muestran actividad antitumoral en ratones NSG
injertados con células cancerosas KG1A-luc y PBMC humanas

Se injertaron en ratones NOD SCID gamma (NSG) con células cancerosas KG1A-luc en el dia 0. El dia 21, se injertaron
PBMC humanas por via intraperitoneal en los ratones. Tras el injerto de PBMC, los articulos de ensayo indicados se
dosificaron semanalmente mediante inyeccién intraperitoneal (a los ratones de control se les administré6 PBS). Se
monitorizo el crecimiento tumoral midiendo el flujo total por ratén usando un sistema de obtencion de imagenes in vivo
(IVIS® Lumina I} y los datos se muestran (dias después de la 1.2 dosis) en la figura 71.
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REIVINDICACIONES
Un anticuerpo heterodimérico contra PD-1 y CTLA-4 que consiste en
a) un primer monomero que tiene la secuencia de aminoacidos de la Id. de sec. n.° 23576;

b) un segundo monémero que tiene la secuencia de aminoacidos de la Id. de sec. n.®: 23581; y
¢) un tercer monémero que tiene la secuencia de aminoacidos de la Id. de sec. n.°: 23591.
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Figura 2A

Secuencias de antigenos

>sp|Q1l5116 Id. de sec. n.%: 1
MQIPQAPWPVVWAVLOLGWRPGWFLDSPDRPWHEPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESEVINWYRMSPSNQTDKLAAFPEDR
SQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVIPERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQTLVVG
VVGGLLGSLVLLVWVLAVICSRAARGTIGARRTGQPLKEDPSAVPVESVDYGELDFQWREKT PEPPVPCVPEQTEYATIVEPSGMG
TSSPARRGSADGPRSAQPLRPEDGHCSWPEL

Secuencia PD-1 humana, dominio extracelular

>splQ15116121~170 Id.desec.n.”:2

PGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMS PSNQTDKLAAFPEDRSQPGODCRFRVTQLPNGRDF
HMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPS PSPRPAGQFQTLV

Secuencia PD-1 de macaca fascicularis

>tr |BOLAJ3 Id.desec.n.”: 3
MOIPQAPWPVVWAVLOLGWRPGWFLESPDRPWNAPTFSPALLLVTEGDNATFTCSFSNASESFVLNWYRMSPSNQT DKLAAFPEDR
SQPGODCRFRVTRLPNGRDEFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQEFQALVVG
VVGGLLGSLVLLVWVLAVICSRAAQGTIERARRTGOPLKEDPSAVEVESVDYGELDPQWREKT PEPPAPCVPEQTEYATIVEPSGLG
TSSPARRGSADGPRSPRPLRPEDGHCSWPL

Secuencia PD-1 de macaca fascicularis, dominio extracelular (previsto)
>tr|BOLAJ3121-170 Id.desec.n.’: 4

PGWFLESPDRPWNAPTFSPALLLVTEGDNATEFTCSFSNASESEFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGODCRFRVIRLPNGRDF
HMSVVRARRNDSGTYLCGATISLAPRAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGOFQALVY

Secuencia CTLA-4 humana

>sp|P16410 Id. de sec. n.°: 5
MACLGFQRHKAQLNLATRTWPCTLLEFFLLEFIPVFCKAMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVLROADSQVTEVCA
ATYMMGNELTELDDSICTGTSSGNOVNLTIQGLRAMDTGLY ICKVELMY PPRPYYLGIGNGTOIYVIDPEPCPDSDFLLWILAAVSS
GLFFYSFLLTAVSLSKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQFQPYFIPIN

Secuencia CTLA-4 humana, dominio extracelular

>sptP16410]36-161 Id.desec.n.”:6
KAMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCAATYMMGNELT FLDDSICTGTSSCGNQVNLT IQGLRA
MDTGLYICKVELMYPPPYYLGIGNGTQIYVIDPEPCPDSD
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Figura 2B

Secuencia CTLA-4 de macaca fascicularis

>Lr|G7PL8R Ild. desec. n®:7
MACLGFQRHKARLNLATRTRPYTLLFSLLEIPVESKAMHVAQPAVVLANSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCA
ATYMMGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAMDTGLYICKVELMYPPPYYMGIGNGTQIYVIDPEPCPDSDFLLWILAAVSS

GLFFYSFLLTAVSLSKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQFQPYFIPIN
Secuencia CTLA-4 de macaca fascicularis, dominio extracelular (previsto)

>tr|G7PL88 Id.desec.n.:8
KAMHVAQPAVVLANSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVLRQADSOVTEVCAATYMMGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRA
MDTGLYICEKVELMYPPPYYMGIGNGTQIYVIDPEPCPDSD

>sp|P18627 Id. de sec. n.°: 9
MWEAQFLGLLFLQPLWVAPVKPLOQPGAEVPVVWAQEGAPAQLPCSPTIPLODLSLLRRAGVTWQHQPDSGPPAAAPGHPLAPGPHP
AAPSSWGPRPRRYTVLSVGPGGLRSGRLPLOPRVOLDERGRORGDESLWLRPARRADAGEYRAAVHLRDRALSCRLRLRLGQASMT
ASPPGSLRASDWVILNCSFSRPDRPASVHWEFRNRGQGRVPVRESPHHHLAESFLFLPQVSPMDSGPWGCILTYRDGEFNVSIMYNLT
VLGLEPPTPLTVYAGAGSRVGLPCRLPAGVGTRSFLTAKWTPPGGGPDLLVTGDNGDFTLRLEDVSQAQAGTYTCHIHLOEQQLNA
TVTLAIITVTPKSFGSPGSLGKLLCEVTPVSGRQERFVWS SLDT PSQRSFSGPWLEAQEAQLLSQPWOCQLYQGERLLGAAVYFTEL
SSPGAQRSGRAPGALPAGHLLLFLILGVLSLLLLVTGAFGFHLWRROQWRPRRFSALEQGIHPPQAQSKIEELEQEPEPEPEPEPEP
EPEPEPEQL

Secuencia LAG-3 humana, dominio extracelular

>sp|P18627129-450 Id.desec.n.”: 10
VPVVWAQEGAPAQLPCSPTIPLODLSLLRRAGVTWQHQPDSGPPAAAPGHPLAPGPRPAAPSSWGPRPRRYTVLSVGPGGLRSGRL
PLOPRVQLDERGRORGDFSLWLRPARRADAGEYRAAVHLRDRALSCRLRLRLGQASMTASPPGSLRASDWVILNCSFSRPDRPASV
HWEFRNRGOGRVPVRESPHHHLAESFLEFLPOVSPMDSGPWGCILTYRDGEFNVSIMYNLTVLGLEPPTPLTVYAGAGSRVGLPCRLPA
GVGTRSFLTAKWT PPGGGPDLLVTGDNGDFTLRLEDVSQAQAGTYTCHIHLOEQQLNATVTLAI ITVT PKSFGSPGSLGKLLCEVT
PVSGQERFVWSSLDTPSQRSFSGPWLEAQEAQLLSQPWQCQLYQGERLLGAAVYFTELSSPGAQRSGRAPGALPAGHL

Secuencia LAG-3 de macaca fascicularis (prevista)

>gi| 544467815 ref |XP_005570011.1 Id.desec.n.®: 11
MWEAQFLGLLFLQPLWVAPVKPPQPGAE I SVVWAQEGAPAQLPCSPTIPLODLSLLRRAGVTWQHQPDSGPPAXAPGHPPVPGHRP

AAPYSWGPRPRRYTVLSVGEGGLRSGRLPLOPRVOLDERGRORGDFSLWLR PARRADAGEYRATVHLRDRALSCRLRLRVGOA SMT

ASPPGSLRTSDWVILNCSEFSRPDRPASVHWFRSRGOGRVPVQGSPHHHLAESFLFLPHVGPMDSGLWGCILTYRDGFNVSIMYNLT
VLGLEPATPLTVYAGAGSRVELPCRLPPAVGTQSFLTAKWAPPGGGPDLLVAGDNGDFTLRLEDVSQAQAGTY ICHIRLQGQQLNA
TVTLAIITVIPRSFGSPGSLGKLLCEVTPASGOEHFVWSPLNTPSQRSFSGPWLEAQEAQLLSOPWQCOLHQGERLLGAAVY FTEL
SSPGAQRSGRAPGALRAGHLPLFLILGVLFLLLLVTGAFGFHLWRRQWRPRRFSALEQGIHPPQAQSKIEELEQEPELEPEPELER
ELGPEPEPGPEPEPEQL
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Figura 2C

Secuencia LAG-3 de macaca fascicularis, dominio extracelular (previsto)

>gi| 544467815 ref |XP_005570011.1}29-450 Id. de sec. n.°: 12
ISVVWAQEGAPAQLPCSPTIPLODLSLLRRAGVIWOHOPDSGPPAXAPGHPPVPGHRPAAPY SWGPRPRRYTVLSVGPGGLRSGRL
PLGPRVQLDERGRQRGDFSILWLRPARRADAGEYRATVHLRDRALSCRLRLRVGQASMTASPPGSLRTSDWVILNCSFSRPDRPASY
HWFRSRGQGRVPVQGSPHHHLAESFLELPHVGPMDSGLWGCILTYRDGENVSIMYNLTVLGLEPATPLTVYAGAGSRVELPCRLPE
AVGTQSFLTAKWAPPGGGPDLLVAGDNGDFTLRLEDVSQAQAGTYICHIRLOGQQINATVILATITVTPKSFGSPGSLGKLLCEVT
PASGQEHFVWSPLNTPSQRSFSGPWLEAQEAQLLSQPWQCQLHQGERLLGAAVY FTELSSPGAQRSGRAPGALRAGHL

Secuencia BTLA humana

>sp|Q7Z6A% Id. de sec. n.°: 13
MEKTLPAMLGTGRLFWVFEFLIPYLDIWNIHGKESCDVQLY IKRGSEHSTLAGDPFELECPVKYCANRPHVTWCKLNGTTCVKLEDRO
TSWKEEKNISEFFILHFEPVLPNDNGSYRCSANFOSNLIESHSTTLYVIDVKSASERPSKDEMASRPWLLYRLLPLGGLPLLITTCF
CLFCCLRRHQGKONELSDTAGRE INLVDAHLKSEQTEASTRONSQVLLSETGIYDNDPDLCFRMQEGSEVY SNPCLEENKPGIVYA
SLNHSVIGPNSRLARNVKEAPTEYASICVRS

Secuencia BTLA humana, dominio extracelular

>splQ7Z6A9|31-157 Id. de sec. n.°: 14
KESCDVQLYIKRQSEHSILAGDPFELECPVKYCANRPHVTWCKLNGTTCVRLEDRQTSWRKEERANISFFILHFEPVLPNDNGSYRCS
ANFQSNLIESHSTTLYVTDVKSASERPSKDEMASRPWLLYR

Secuencia BTLA de macaca fascicularis (prevista)

>gi| 355746406 |gb|BHH51020.1 Id. de sec. n.°: 15
MKTLPAMLGSGRLEWVVFELIPYLDIWNIHGKESCDVQLYTIKRQSYHSTIFAGDRFKLECPVRKYCAHRPOVTHCKLNGT TCVKLEGRH
TSWKQEKNLSFFILHFEPVLPSDNGSYRCSANFLSAITESHSTTLYVTDVKSASERPSKDEMASRPWLLYSLLPLGGLPLLITTCE
CLECFLRRHQGKONELSDTTRREITLVDVPFKSEQTEASTRONSQVLLSETGIYDNEPDFCFRMQEGSEVYSNPCLEENKPGIIYA
SLNHSIIGLNARQARNVKEAPTEYASICVRS

Secuencia BTLA de macaca fascicularis, dominio extracelular {previsto)

>gi| 355746406 |gb|EHH51020.1(31-157 Id. de sec. n.%: 16
KESCDVQLYIKRQSYHSIFAGDRFKLECPVKYCAHRPOVTWCKLNGTTCVKLEGRHT SWKQEKNLSFFILHFEPVLPSDNGSYRCS
ANFLSAITESHSTTLYVTDVKSASERPSKDEMASRPWLLYS

Secuencia TIM-3 humana

>splQ8TDQ0 Id. de sec. n.%: 17
MFSHLPFDCVLLLLLLLLTRSSEVEYRAEVGONAYLPCEYTPAAPGNLVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWT SRYWLNG
DERKGDVSLTIENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKENLKLVIKPAKVTPAPTRQRDEFTAAFPRMLTTRGAGPAETQTLGSLPDIN
LTQISTLANELRDSRLANDLRDSGATIRIGIYIGAGICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLSLISLANLPPSGLANAVAEGT
RSEENIYTIEENVYEVEEPNEYYCYVSSRQQPSQPLGCRFAM
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Figura 2D

Secuencia TIM-3 humana, dominio extracelular

>sp|Q8TDQO|22-202 Id.desec.n.”: 18
SEVEYRAEVGONAYLPCEYTPAAPGNLVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWT SRYWILNGDFRKGDVSLTIENVTLADSGT
YCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTROQRDFTAAFPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANELRDSRLANDLR
DSGATIRIG

Secuencia TIM-3 de macaca fascicularis (prevista)

>gi|355750365(|gb|EHHS54703.1 Id.de sec. n.®: 19

MESHLPFDCVLLLLLLLLTRSSEVEY IAEVGONAYLPCSYTPAPPGNLVPVCWGKGACPVEFDCSNVVLRTDNRDVNDRT SGRYWLK
GDFHKGDVSLTIENVTLADSGVYCCRIQIPGIMNDEKHNVKLVVIKPAKVT PAPTLQRDLTSAFPRMLTTGEHGPAETQTPGSLPD
VNLTVSNFFCELQIFTLTNELRDSGATIRTAIYIAAGISAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKTQNLSLISLANIPPSGLANAVAEG
IRSEENIYTIEEDVYEVEEPNEYYCYVSSGQQPSQPLGCRVAMP

Secuencia TIM-3 de macaca fascicularis, dominio extracelular (previsto)

>gi| 355750365 (gb|EHH54703.1{22-203 Id. de sec. n.*: 20
SEVEYIAEVGONAYLPCSYTPAPPGNLVPVCWGKGACPVFDCSNVVLRTDNRDVNDRT SGRYWLKGDFHKGDVSLTIENVTLADSG
VYCCRIQIPGIMNDEKHNVKLVVIKPAKVTPAPTLQRDLTSAFPRMLTTGEHGPAETQT PGSLPDVNLTVSNFFCELQI FTLTNEL
RDSGATIRTA
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Monémero 1 Monémero 2

F405A T394F

5364D Y349K

S364E L368K

S364E Y349K

$364F K370G

$364H Y349K

S364H Y3497

S364Y K370G

T411K K370E

V3975/F405A T394F

K370R/T411K K370E/T411E
L351E/S364D Y349K/L351K
L351E/S364E Y349K/L351K
L351E/T366D L351K/T366K
P3957/V3975/F405A T394F
5364D/K370G S364Y/K370R
S364D/T394F Y349K/F405A
S364E/FA05A Y349K/T394F
S364E/F4055 349K/T394Y
S364E/T411E Y349K/D401K
S364H/D401K Y349T/T411E
S364H/F405A Y349T/T394F
5364H/T394F Y349T/F405A
Y349C/S364E Y349K/S354C
L351E/S364D/F405A Y349K/L351K/T394F
L351K/S364H/D401K Y349T/L.351E/T411E
S364E/T411E/F405A Y349K/T394F/D401K
$364H/DA01K/FA05A Y349T/T394F/T411E
S364H/F405A/T411E Y349T/T394F/D401K
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Figura 3B
Monémero 1 Monémero 2
K370E/T411D T411K
L368E/K409E 368K
Y349T/T394F/S354C S364H/F405A/Y349C
T411lE D401K
T411E D401R/T411R
Q347E/K360E Q347R
L368E 5364K
L368E/K370S S364K
L368E/K370T S364K
L368E/D401R 5364K
L368E/D401N 5364K
L368E F3575/5364K
L368E S364K/KA09E
L368E S364K/K409V
L368D 5364K
L368D/K370S 5364K
L368D/K370S S364K/E357L
L368D/K370S 5364K/E357Q
T411E/K360E/Q362E D401K
K370S 5364K
L368E/K370S S364K/E357Q
K370S S364K/E357Q
T411E/K360D DA01K
T411E/K360E D401K
TA11E/Q362E DAD1K
T411E/N390D DA01K
T411E D401K/Q347K
T411E D401K/Q347R
T411E/K360D/Q362E D401K
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Figura 3C
Monémero 1 Monémero 2
K392D/K409D E356K/D399K
K370D/K392D/K409D F356K/E357K/D399K

1199T/N203D/K247Q/R355Q/N3845/K392N/V397M/Q41
9E/K447_

Q196K/1199T/P217R/P228R/N276K

1199T/N203D/K2470/R355Q/N3845/K392N/V397M/Q41
9E/KA47_ '

0196K/1199T/N276K

N384S/K392N/V397M/Q419E N276K

D221E/P228E/1368E D221R/P228R/K409R
C220E/P228E/L368E C220R/E224R/P228R/K409R
F405L K409R
T3661/K392M/T394W FACS5A/YA07V

T366V/K409F L351Y/Y407A
T366A/K392E/K409F/T411E D399R/S400R/Y407A

L351K L351E

1199T/N203D/K247Q/R355Q/Q419E/KA47 _

Q196K/1199T/P217R/P228R/N276K

1199T/N203D/K247Q/R355Q/Q419E/K447_

Q196K/1199T/N276K

11997 N203D K274Q R355Q N3345S K392N V397M Q419E
DEL447

N208D Q295E N384D Q418E N421D

N208D Q2S5E Q418E N421D

Q196K 1199T P217R P228R N276K

Q196K 1199T N276K

E269Q E272Q E2830 £357Q

E269Q E272Q E283Q

E269Q E272Q

E269Q E283Q

E272Q E283Q

E268Q
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Figura 3D
Monémero 1 Monémero 2
T411E/K360E/N390D D401K
T411E/Q362E/N3390D DA01K
T411E/Q347R D401K/K360D
T411E/Q347R DA401K/K360E
T411E/K360 D401K/Q347K
TA11E/K360D D401K/Q347R
TA11E/K360E D401K/Q347K
TA11E/K360E D401K/Q347R
T411E/5364K D401K/K370S
T411E/K370S D401K/S364K
Q347E E357Q
Q347E E3570/Q362K
K360D/Q362E Q347R
K360D/Q362E D401K
K360D/Q362E Q347R/D401K
K360E/Q362E Q347R
K360E/Q362E DA01K
K360E/Q362E Q347R/D401K
Q362E/N390D D401K
Q347E/K360D DAOLIN
K360D Q347R/N390K
K360D N390K/D401N
K36CE Y349H
K3705/Q347E S364K
K370S/E357L 5364K
K370S/E357Q, 5364K
K370S/Q347E/E357L 5364K
K3705/Q347E/E357Q S364K
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Figura 3E

Monémero 1 Monémero 2
L368D/K3705/Q347E S364K
1.368D/K370S/E357L 5364K
L368D/K370S/E357Q 5364K
L368D/K370S/Q347E/E357L S364K
L368D/K3705/Q347E/E357Q 5364K
L368E/K370S/Q347E S364K
L368E/K370S/E357L 5364K
L368E/K3705/E357Q 5364K
L368E/K370S/Q347E/E357L 5364K
L368E/K3705/Q347E/E357Q 5364K
L368D/K370T/Q347E S364K
L368D/K370T/E357L S364K
|.368D/K370T/E357Q 5364K
1368D/K370T/Q347E/E357L 5364K
L368D/K370T/Q347E/E357Q 5364K
L368E/K370T/Q347E 5364K
L368E/K370T/E357L 5364K
L368E/K370T/E357Q 5364K
L368E/K370T/Q347E/E357L 5364K
L368E/K370T/Q347E/E357Q 5364K
T411E/Q362E D401K/T411K
T411E/N390D DA01K/T411K
Tl‘;llE,’Q362E DAOIR/TA11R
T411E/N390D D401R/T411R
Y4071 T366Y

F405A T394W
T366Y/FA05A T394W/Y407T
Y407A T366W
T3665/L368A/Y407V T366W
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Figura 3F

Monémero 1 Monémero 2
T3665/L368A/Y407V/Y349C T366W/S354C
K392D/K409D E356K/D399K
K370D/K392D/K409D E356K/E357K/D399K

1199T/N203D/K247Q/R355Q/N3845/K392N/V397M/Q419E/K447 _

Q196K/1199T/P217R/P228R/N276K

i1199T/N203D/K247Q/R3550Q/N384S/K392N/V397M/QA19E/K447_ Q196K/1199T/N276K
N384S/K392N/V397M/Q419E N276K

D221E/P228E/L368E D221R/P228R/KA09R
C220E/P228E/1.368E C220R/E224R/P228R/KA09R
FAO5L K409R
T3661/K392M/T394W FA05A/YAQ7V

T366V/K409F L351Y/Y407A
T366A/K392E/K409F/T411E D399R/S400R/Y407A

L351K L351E
1199T/N203D/K247Q/R355Q/Q419E/K447 _ Q196K/1199T/P217R/P228R/N276K
1199T/N203D/K247Q/R355Q/Q419E/K447 _ Q196K/1199T/N276K

1199T N203D K274Q R355Q N384S K392N V397M Q419E DEL447

N208D Q295E N384D Q418E N421D

Q295E N384D Q418E N421D

N208D Q295E Q418E N421D

Q295E Q418E N421D

Q196K 1199T P217/R P228R N276K

Q196K 1199T N276K

E269Q E272Q E283Q E357Q

E269Q E272Q E283Q,

E269Q E272Q

E269Q E283Q

E272Q E283Q

£269Q
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HI. Figura 4 Variantes de pl

Regién constante variante

pl_ISO(-)

pl_(-)_isostéric_A
pl_(-)_isostéric A-Fc Unicamente
pl_(-)_isostéric_B

pl_(-)_isosteric_B-FC uanicamente

pl_ISO{+RR)

pl_ISO(+)

pl_(+)_isostéric_A
pl_(+)_isostéric_B
pl_(+)_isostéric_E269Q/E272Q
pl_(+)_isostéric_E269Q/E283Q
pl_(+)_isostéric_E272Q/E283Q

pl_(+)_isostéric_E269Q

ES 2 995 596 T3

Sustituciones

1199T N203D K274 R355Q N384S K392N V397M Q419E DEL447
N208D Q295E N384D Q413E N421D

Q295F N334D Q418E N421D

N208D Q295E Q418E N421D

Q295E Q418E N421D

Q196K 1199T P217R P228R N276K
Q196K 1199T N276K

£269Q E272Q E283Q E357Q
E269Q E272Q E283Q

E265Q. E272Q

E269Q E283Q

E272Q E283Q

E269Q
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V. Figura 5 Variantes de ablacion
Variante Variante(s), cont.
G236R P329K
$239G A330L
'§239K A330S/P331S
§239Q 1332K
S$239R 1332R
V266D V266D/A327Q
5267K V266D/P329K
S267R $267R/A327Q
H268K $267R/P329K
E269R G236R/L328R
299R E233P/L234V/1235A/G236del /$239K
299K E233P/L234V/L235A/G236del/S267K
K322A E233P/L234V/L235A/G236del /S239K/A327G
A327G E233P/L234V/L235A/G236del/S267K/A327G
A327L E233P/L234V/L235A/G236del
A327N $239K/S267K
A327Q 267K/P329K
L328E
L328R
P329A
P329H
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Figura 6A Combinaciones Utiles

Mondémero de scFv (+)

Mondémero de Fab (-)

Variantes S364K/E357Q de pl del
heterodimero

Variantes L368D/K370S de pl de la heterodimerizacion

Enlazador cargado de scFv opcional que
incluye, pero sin limitarse a, (GKPGS), (Id.
de sec. n.°: 37755)

Sustituciones de pl isostéricas
N208D/Q295E/N384D/Q418E/N421D

FcKO
E233P/L234V/L235A/G236del /S267K

FcKO E233P/1L234V/1235A/G236del/S267K

+ 428L/434S para FcRn

+ 428L/434S para FcRn

scFv del ABD del inhibidor de puntos de
control

Fv/Fab o el otro de ABD del inhibidor de puntos de control

Figura 6B

Mondmero de scFv

Monémero de Fab

Variantes S364K/E357Q de pl del
heterodimero

Variantes L368D/K370S de pl de la heterodimerizacion

Enlazador cargado de scFv opcional que
incluye, pero sin limitarse a, (GKPGS)4 (Id.
de sec. n.°: 37755)

sustituciones de pl 199T N203D K274Q R355Q Q419E K447del

FcKO
E233P/1234V/1235A/G236del/S267K

FcKO E233P/L234V/L235A/G236del/S267K

+ 428L/434S para FcRn (opcional)

+ 4281 /434S para FcRn (opcional)

scFv de un inhibidor de puntos de control

Fv/Fab del otro de ABD de un inhibidor de puntos de control
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Figura 7A Enlazadores

Enlazadores de scFv cargados positivamente

Nombre
Gly-Ser 15
Enlazador Whitlow
6paxA_1 (+A)
+B

+C

+D

+E

+F

+G

+H

+}

Enlazadores de scFv cargados negativamente

Secuencia

GGGGSGGGGSGGGGS

GSTSGSGKPGSGEGSTKG

IRPRAIGGSKPRVA
GKGGSGKGGSGKGGS
GGKGSGGKGSGGKGS
GGGKSGGGKSGGGKS
GKGKSGKGKSGKGKS

GGGKSGGKGSGKGGS

GKPGSGKPGSGKPGS

GKPGSGKPGSGKPGSGKPGS

GKGKSGKGKSGKGKSGKGKS

Nombre

Gly-Ser 15

3hsc_2 (-A}

Secuencia

GGGGESGGGGESGGGGESGGEES

STAGDTHLGGEDFD

GEGGSGEGGSGEGGS
GGEGSGGEGSGGEGS
GGGESGGGESGGGES
GEGESGEGESGEGES

GGGESGGEGSGEGGS

GEGESGEGESGEGESGEGES

87

Longitud
15
18
14
15
15
15
15
15
15
20

20

Longitud
20
14

15
15
15
15
15
20

Carga

+1
+4
+3
+3
+3
+6
+3
+3
+4

+8

Carga

id. de
sec. n.’:

37699

37700

37701

37702

37703

37704

37705

37706

37707

37708

37709

Id. de
sec. n.”:

37710

37711

37712
37713
37714
37715
37716
37717



ES 2 995 596 T3

Figura 7B

Enlazadores de scFv

GGGGSGGGGSGGGES (Id. de sec. n.”:37718)
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS  (Id. de sec. n.”:37719)
Id. de sec. n.”:37720)
PRGASKSGSASQTGSAPGS (Id. de sec. n.*:37721)
GTAAAGAGAAGGAAAGAAG (Id. de sec. n.*:37722)
GTSGSSGSGSGGSGSGGGEG (Id. de sec. n.*:37723)

GKPGSGKPGSGKPGSGKPGS (Id. de sec. n.*:37724)

88



ES 2 995 596 T3

Vil Figura 8 Tms de sesgos

Variante de sesgo del Variante de sesgo del Rendimiento del
XENP heterodimero, Cadena 1 heterodimero, Cadena 2 heterodimero (%) Tm de CH3 (°C)

12757 Ninguno Ninguno 52,7 83,1
12758 L368D/K370S S364K 94,4 76,6
12759 L368D/K370S S364K/E357L 90,2 77,2
12760 £368D/K3705 S364K/E357Q 95,2 77,5
12761 T411E/K360E/Q362E D401K 85,6 80,6
12496 L368E/K3705 5364K 91,5 n.d.
12511 K3705 S364K 59,9 n.d.
12840 L368E/K370S $364K/E357Q 59,5 n.d.
12841 K370S $364K/E357Q 90,4 n.d.
12894 L368E/K370S $5364K 41,0 n.d.
12895 K370S 5364K 49,3 n.d.
12896 L368E/K370S S364K/E357Q 73,9 n.d.
12901 K370S S364K/E357Q 87.9 n.d.
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Figura 18
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Figura 19

Las Figuras 19A muestran ensayos de liberacion de citocinas (A: IL-2, G: IFNy) después de la
estimulacion con SEB de PBMC humanas y el tratamiento con un anticuerpo biespecifico anti-PD-1
X anti-CTLA-4.
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Figura 19B
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que las PBMC humanas se integraran en ratones NSG en el dia 0 seguido de |la administracion de los

articulos de prueba indicados en el dia 1.

La Figura 20A-C muestra los eventos CD45+, eventos CD4 y eventos CD8+ en el dia 14 después de
Figura 20A
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Figura 20B
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Figura 20C
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Figura 22

XENP
Experimento n.° 1
16275
17973
20850
20851
20853

Experimento n.° 2
16275
21188
21189
21190
21191
21192
21193
211594
21195
21186
21201
21202
21203
21204
Experimento n.° 3
16275
21492
21495
21496
21501
21502

Clon

mAb3213
ABTIM3
1D12
1p12

3H3
3H3
3H3
3H3
3H3

3H3

2412
~T1J

3H3

7B11
7B11
7B11

7B1l
7C2

mAb8213
3H3
3H3
3H3
3H3
3H3
3H3
3H3
3H3
7B11
7B11
7811
7811
7C2

mAb8213
1D12
7AS8

7B11
7B11var
7C2

H2.1
H2.1
H1.1

HO
HO
HO
HO

HO

ES 2 995 596 T3

LO

L1.1
L2.1
L1.1
L2.1
L1.1
L2.1
1.1
L2.1
L11
L2.1
L1.1
L2.1
L1.1

LO
LO
Lo
LO
LO
LO

KD (v)

4,94E-09; 5,93E-09
1,74E-09; 2,75E-09
9,07E-09
2,84E-08
4,49E-09
7,64E-09
5,16E-09
1,30E-08
7,11E-09
1,57E-08

A ENE_NO
&, IVC-UT

8,20E-09
1,07E-08
1,24E-08
9,24E-09
1,85E-08
5,90E-09

8,37E-10
5,34E-09
2,61E-09
8,61E-09
6,90E-09
1,25E-08
6,32E-09
4,60E-09
2,50E-09
3,11E-08
3,76E-08
3,25E-08
2,66E-08
9,41E-10

8,50E-11
1,07E-07
3,06E-08
2,24E-08
2,02E-08
6,43E-09

156

ka (I/ms)

7,34E04; 8,63E04
1,45E05; 1,97E05
2,45E05
1,72E05
1,04E05
7,07E04
1,97E05
1,11E05
1,04E05
8,16E04

1 E2CNC
4,33LV0

9,15E04
2,86E05
1,37E05
2,77E05
1,34E05
3,01E05

1,84E05
1,38E05
1,54E05
2,93E05
2,52E05
1,14E05
1,56E05
1,80E05
1,78E05
4,32E05
3,87E05
5,00E05
4,80E05
1,56E06

1,86E05
1,87E05
2,03E05
2,61E05
2,90E05
2,68E06

kd (1/s)

3,63E-04; 5,12E-04
2,52£-04; 5,42E-04
2,22E-03
4,87E-03
4,66E-04
5,40E-04
1,02E-03
1,44E-03
7,39E-04
1,28E-03

£ oar._na
0, 00C-Us

7,50E-04
3,06E-03
1,70E-03
2,56E-03 -
2,48E-03
1,78E-03

1,54E-04

"7,35E-04

4,00E-04
2,52E-03
1.74E-03
1,42E-03
9.87E-04
8,26E-04
4,45E-04
1,34E-02
1,45E-02
1,63E-02
1.28E-02
1.47E-03

1,58E-05
2,11E-02
6,21E-03
5,84E-03
5,84E-03
1,72E-02



Figura 23A

mAb XENP de
longitud completa

i TV

18108
18109
18110
18111
18112
18113
18114
18115
18116
18117
18118

A/ ILL

18507
18508
18509
18510
18511
18512
18513
18514
18515
18516
18517

ES 2 995 596 T3

157

Orientacién mAb K, (M) de

scFv

VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

PD-1 humano
1,49E-07
1,62E-07
1,59E-07
1,86E-07
1,66E-07
1,79E-07
1,43E-07
1,18E-07
1,21E-07
1,91E-07
2,80E-07
1,22E-07
1,48E-07
1,65E-07
1,59£-07
1,30E-07
1,39E-07
5,15E-07
1,20E-07
1,70E-07
1,47E-07
2,04E-07
1,24E-07
1,39E-06
1,84E-07
1,71E-07
1,20E-07
2,02E-07
9,64E-08
1,51E-07
2,01E-07
1,83E-07
2,53E-07
1,87E-07
1,45E-07
2,19E-07
2,18E-07
2,63E-07
2,12E-07
1,90E-07
3,78E-07
1,60E-07
1,74E-07
1,64E-07

scFv
T (°C)
56,5
56,5
57,0
55,0
56,5
56,0
56,0
56,0
57,0
54,5

56,5
56,0
55,5
55,5
55,5
55,0

55,5
56,0

19,
N
o

54,5
55,0
56,0



Figura 23B

mAb XENP de
longitud completa
18141
18142
18143
18144
18145
18146
18147
18148
18149
18150
18151
18152
18153
18154
18155
18156
18157
18158
18159
18160
18161
18162
18163
18164
18165
18166
18167
18168
18169
18170
18171
18172
18173
18174
18175
18176
18177
18178
18179
18180
18181
18182
18183
18184

scFv
XENP
18540
18541
18542
18543
18544
18545
18546
18547
18548
18549
18550
18551
18552
18553
18554
18555
18556
18557
18558
18559
18560
18561
18562
18563
18564
18565
18566
18567
18568
18569
18570
18571
18572
18573
18574
18575
18576
18577
18578
18579
18580
18581
18582
18583

ES 2 995 596 T3

VH

H1.44
H1.45
H1.46
H1.47
H1.48
H1.49
H1.50
H1.51
H1.52
H1.53
H1.54
H1.55
H1.56
H1.57
H1.58
H1.59
H1.60
H1.61
H1.62
H1.63
H1.64
H1.65
H1.66
H1.67
H1.68
H1.69
H1.70
H1.71
H1.72
H1.73
H1.74
H1.75
H1.76
H1.77
H1.78
H1.79
H1.80
H1.81
H1.82
H1.83
H1.84
H1.85
H1.86
H1.87

VL

L1
L1
L1
L1
i1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
i1
i1
L1
11
11
i1
11
11
L1
11
11
11
L1
L1
L1
L1
k1
k1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1

L1

L1
L1
L1
L1
L1
L1

158

Orientacién mAb Kp (M) de

scFv
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-YL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

PD-1 humano
Débil
1,34E-07
1,10E-07
1,11E-07
9,01E-08
1,33E-07
1,44E-07
1,17E-07
9,92E-08
1,36E-07
1,70E-07
1,31E-07
Débil
3,66E-07
Débil
1,65E-06
1,84E-07
Débil
1,37E-07
1,00E-07
1,75E-07
2,76E-07
2,02E-07
8,12E-07
2,23E-07
1,82E-07
1,97£-07
4,53E-07
4,29E-07
1,79E-07
1,45E-07
1,65E-07
1,41£-07
1,25E-07
1,09£-07
2,52E-07
1,91E-07
2,13E-07
2,40E-07
Débil
1,03E-07
8,62E-08
8,39E-08
9,43E-08

scFv
Tm (°C)
55,0
51,0
56,5

56,0
56,5
51,0
57,0
55,5

56,0

54,5
55,5
53,0
55,5
54,0
53,5

55,5
55,0
55,5
54,0



Figura 23C

mAb XENP de
longitud completa
18185
18186
18187
18188
18189
18190
18191
18192
18193
18194
18195
18196
18201
18202
18203
18204
18205
18206
18207
18208
18209
18210
18211
18212
18213
18214
18215
18216
18217
18218
18219
18220
18221
18222
18223
18224
18225
18226
18227
18228
18229
18230
18231
18232

scFv
XENP
18584
18585
18586
18587
18588
18589
18590
18591
18592
18593
18594
18595
18596
18601
18602
18603
18604
18605
18606
18607
18608
18609
18610
18611
18612
18613
18614
18615
18616
18617
18618
18619
18620
18621
18622
18623
18624
18625
18626
18627
18628
18629
18630
18631

ES 2 995 596 T3

H1.88
H1.89
H1.90
H1.91
H1.92
H1.93
H1.94
H1.95
H1.96
H1.97
H1.98
H1.99
H1.100
H1.101
H1.102
H1.103
H1.104
H1.105
H1.106
H1.107
H1.108
H1.109
H1.110
H1.111
H1.112
H1.113
H1.114
H1.115
H1.116
H1.117
H1.118
H1.119
H1.120
H1.121
H1.122
H1.123
H1.124
H1.125
H1.126
H1.127
H1.128
H1.129
H1.130
H1.131

VL

L1
L1
11
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
11
L1
L1
L1
11
L1
11
L1
L1
11
11
11
1
L1
L1
L1
11
L1
L1
L1
L1
11
11
L1

159

Orientacién mAb Ky (M) de

scFv
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

PD-1 humano

8,51E-08
8,09E-08
7,54E-08
1,04E-07
1,07E-07
1,21E-07
8,46E-08
9,15E-08
6,42E-08
8,23E-08
2,41E-07
2,10E-07
2,51E-07
2,32E-07
2,15E-07
2,89E-07
1,98E-07
2,57E-07
1,85E-07
2,33E-07
2,07E-07
2,38E-07
1,78E-07
1,56E-07
1,60E-07
1,65E-07
2,79E-07
1,93E-07
1,80E-07
1,80E-07
2,51E-07
1,57E-07
1,64E-07
1,53E-07
1,67E-07
1,71E-07
1,51E-07
1,88E-07
1,45E-07
1,60E-07
1,51E-07
1,81E-07
1,41E-07
1,34E-07

scFv
T (°C)
56,0
54,5
55,0
54,5

56,0
56,5
55,0
58,0
56,0

56,0
53,5
54,5
55,5
55,0
54,5
56,0
55,5
55,0
55,0
55,0
55,0
54,0
56,0
55,0
55,5
54,0
53,5
54,5
52,5
53,0
53,0
53,5
52,5
55,0

56,0
55,5



Figura 23D

mAb XENP de
longitud completa
18233
18234
18235
18236
18237
18238
18239
18240
18241
18242
18243
18244
18245
18246
18247
18248
18249
18250
18251
18252
18253
18254
18255
18256
18257
18258
18259
18260
18261
18262
18263
18264
18265
18266
18267
18268
18269
18270
18271
18272
18273
18274
18275
18276

scFv
XENP
18632
18633
18634
18635
18636
18637
18638
18639
18640
18641
18642
18643
18644
18645
18646
18647
18648
18649
18650
18651
18652
18653
18654
18655
18656
18657
18658
18659
18660
18661
18662
18663
18664
18665
18666
18667
18668
18669
18670
18671
18672
18673
18674
18675

ES 2 995 596 T3

VH

H1.132
H1.133
H1.134
H1.135
H1.136
H1.137
H1.138
H1.139
H1.140
H1.141
H1.142
H1.143
H1.144
H1.145
H1.146
H1.147
H1.148
H1.149
H1.150
H1.151
H1.152
H1.153
H1.154
H1.155
H1.156
H1.157
H1.158
H1.159
H1.160
H1.161
H1.162
H1.163
H1l.164
H1.165
H1.166
H1.167
H1.168
H1.169
H1.170
H1.171
H1.172
H1.173
H1.174
H1.175

160

VL

L1
t1
L1
£l
L1
k1
L1
i1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
i1
i1
11
11
L1
L1

Orientacion
scFv
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

mAb K; (M) de
PD-1 humano
1,92E-07
1,97E-07
2,20E-07
1,53E-07
2,00E-07
1,16E-07
1,42E-07
1,62E-07
1,18E-07
1,53E-07
1,70E-07
1,34E-07
1,50E-07
1,42E-07
1,44E-07
1,28E-G7
1,32E-07
1,27E-07
1,23E-07
1,12E-07
8,58E-08
1,66E-07
1,37E-07
9,70£-08
2,80E-07
1,51£-07
1,32E-07
1,39E-07
1,28E-07
1,53E-07
2,78E-07
1,07E-07
2,16E-07
Débil
2,43E-07
Déhbil
Débil
7,90E-06
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil

scFv
Tm (°C)

55,5
54,5

57,0
55,5
56,5
57,0
55,5
56,5

55,0
57,0
54,0
55,0
56,0
54,5
55,5
57,0
56,5
55,5
56,5
56,5

57,0
56,5
56,0
57,0
56,5

55,5



Figura 23E

mAb XENP de
longitud completa
18277
18278
18279
18280
18281
18282
18283
18284
18285
18286
18287
18288
18289
18290
18291
18292
18293
18294
18295
18296
18301
18302
18303
18304
18305
18306
18307
18308
18309
18310
18311
18312
18313
18314
18315
18316
18317
18318
18319
18320
18321
18322
18323
18324

scFv
XENP
18676
18677
18678
18679
18680
18681
18682
18683
18684
18685
18686
18687
18688
18689
18690
18691
18692
18693
18694
18695
18696
18701
18702
18703
18704
18705
18706
18707
18708
18709
18710
18711
18712
18713
18714
18715
18716
18717
18718
18719
18720
18721
18722
18723

ES 2 995 596 T3

H1.176
H1.177
H1.178
H1.179
H1.180
H1.181
H1.182
H1.183
H1.184
H1.185
H1.186
H1.187
H1.188
H1.189
H1.190
H1.191
H1.192
H1.193
H1.194
H1.195
H1.196
H1.197
H1.198
H1.199
H1.200
H1.201
H1.202
H1.203
H1.204
H1.205
H1.206
H1.207
H1.208
H1.209
H1.210
H1.211
H1.212
H1.213
H1.214
H1.215
H1.216
H1.217
H1.218
H1.219

161

VL

L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
£1
L1
L1
L1
L1
i1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1

Orientacion mAb Kp (M) de

scFv

VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

PD-1 humano
1,32E-07
Débil
Débil
3,40E-07
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
1,61E-07
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
'5,81E-07
Débil
6,15E-07
Débil
Débil
1,77E-07
Débil
Débil
3,95E-07
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
1,40E-07
1,24E-07
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil

scFv
Tm (°C)
56,0

56,5

58,5



Figura 23F

mAb XENP de
longitud completa
18325
18326
18327
18328
18329
18330
18331
18332
18333
18334
18335
18336
18337
18338
18339
18340
18341
18342
18343
18344
18345
18346
18347
18348
18349
18350
18351
18352
18353
18354
18355
18356
18357
18358
18359
18360
18361
18362
18363
18364
18365
18366
18367
18368

scFv
XENP
18724
18725
18726
18727
18728
18729
18730
18731
18732
18733
18734
18735
18736
18737
18738
18739
18740
18741
18742
18743
18744
18745
18746
18747
18748
18749
18750
18751
18752
18753
18754
18755
18756
18757
18758
18759
18760
18761
18762
18763
18764
18765
18766
18767

ES 2 995 596 T3

H1.220
H1.221
H1.222
H1.223
H1.224
H1.225
H1.226
H1.227
H1.228
H1.229
H1.230
H1.231
H1.232
H1.233
H1.234
H1.235
H1.236
H1.237
H1.238
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
Hi
H1
H1
H1 .
H1
H1
H1
H1
H1
H1

VL

L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1.1
L1.2
L1.3
L1.4
L1.5
L1.6
L1.7
L1.8
L1.9
L1.10

- 11.11

£1.12
£1.13
£1.14
£1.15
L1.16
L1.17
L1.18
11.19
L1.20
L1.21
L1.22
L1.23
L1.24
L1.25

162

Orientacién
scFv
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

mAb K (M) de
PD-1 humano
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Déhbil
Débil
Débil
Débil
Débil
1,95E-07
1,16E-07
1,11E-07
1,20E-07
1,07E-07
8,73E-08
1,02E-07
1,12E-Q07
1,40E-07
1,40E-07
1,24E-07
1,44E-07
1,46E-07
1,39E-07
1,46E-07
9,95E-08
1,21E-07
2,86E-07
1,13E-07
2,71E-07
2,84E-07
1,75e-07
1,22E-07
3,33E-07
8,20E-08
4,46E-07
4,09€-07

scFv
T (°C)

57.0
56,5
54,5
55,0
57,0
56,5
57,0
55,5
56,0
57,0
54,5
56,0
58,0

57,5
56,5

54,5

58,0

59,0



Figura 23G

mAb XENP de
longitud completa
18369
18370
18371
18372
18373
18374
18375
18376
18377
18378
18379
18380
18381
18382
18383
18384
18385
18386
18387
18388
18389
18390
18391
18392
18393
18394
18395
18396
18401
18402
18403
18404
18405
18406
18407
18408
18409
18410
18411
18412
18413
18414
18415
18416

scFv
XENP
18768
18769
18770
18771
18772
18773
18774
18775
18776
18777
18778
18779
18780
18781
18782
18783
18784
18785
18786
18787
18788
18789
18790
18791
18792
18793
18794
18795
18796
18801
18802
18803
18804
18805
18806
18807
18808
18809
18810
18811
18812
18813
18814
18815

ES 2 995 596 T3

VH

H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1l
H1
H1
H1
H1
H1l
H1
H1
HI
H1
H1
H1
Hi

Vi

11.26
11.27
£1.28
L1.28
11.30
£1.31
L1.32
L1.33
11.34
11.35
L1.36
11.37
£1.38
£1.39
£1.40
£1.41
L1.42
£1.43
11.44
11.45
L1.46
L1.47
L1.48
L1.49
L1.50
L1.51
L1.52
L1.53
L1.54
L1.55
L1.56
L1.57
L1.58
L1.59
L1.60
L1.61
L1.62
L1.63
L1.64
L1.65
L1.66
L1.67
L1.68
L1.68

163

Orientacién mAb K, (M) de

scFv
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

PD-1 humano
Débil
3,73E-07
1,22E-07
Débil
Débil
Débil
7,36E-07
Débil
1,45E-06
4,28E-07
Débil
Débil
Débil
5,45E-07
Débil
Débil
Débil
Debil
Débil
Débil
2,19E-07
1,06E-07
1,35E-07
1,49€-07
1,17E-07
1,09€-07
9,28E-08
1,46E-07
4,49E-07
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
1,79£-07
2,91E-07
3,29E-07
1,46E-07
1,60E-07
Débil

scFv
Tm (°C)

55,0

57.0
55,5
54,0

54,0



Figura 23H

mAb XENP de
longitud completa
18417
18418
18419
18420
18421
18422
18423
18424
18425
18426
18427
18428
18429
18430
18431
18432
18433
18434
18435
18436
18437
18438
18439
18440
18441
18442
18443
18444
18445
18446
18447
18448
18449
18450
18451
18452
18453
18454
18455
18456
18457
18458
18459
18460

scFv
XENP
18816
18817
18818
18819
18820
18821
18822
18823
18824
18825
18826
18827
18828
18829
18830
18831
18832
18833
18834
18835
18836
18837
18838
18839
18840
18841
18842
18843
18844
18845
18846
18847
18848
18849
18850
18851
18852
18853
18854
18855
18856
18857
18858
18859

ES 2 995 596 T3

VH

H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
Hi
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1

VL

11.70
11.71
11.72
11.73
11.74
L1.75
L1.76
L1.77
11.78
L1.79
L1.80
11.81
L1.82
11.83
11.84
L1.85
L1.86
11.87
11.88
11.89
11.90
L1.91
L1.92
L1.93
11.94
11.95
11.96
11.97
11,98
L1.99
L1.100
L1.101
L1.102
L1.103
L1.104
L1.105
L1.106
L1.107
L1.108
L1.109
L1.110
L1.111
L1.112
L1.113
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Orientacion
scFv
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

- VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

mAb Kp (M) de
PD-1 humano
1,34E-07
3,71E-07
6,40E-07
1,52E-07
1,75E-07
1,78E-07
1,33E-07
3,78E-07
Débil
Débil
Débil
2,54€-07
7,67E-08
1,07E-05
5,39E-07
1,56€-07
1,24E-07
2,51E-07
1,40E-07
6,50E-07
1,22E-06
1,79E-07
4,04E-07
7,76E-07
8,48E-08
1,23E-07
1,30E-O7
1,06E-07
1,84E-07
1,48E-06
9,17E-08
1,35E-07
1,06E-07
9,46E-08
1,08E-07
1,02E-07
1,01E-07
Débil
Débil
Débil
Débil
Débil
1,92E-07
Débil

scFy
Tm (°C)

56,5

55,5

56,0

53,0
54,5
55,5
56,5

55,5

55,0
60,0
57.0
55,0
57.5



Figura 23l

mAb XENP de
longitud completa
18461
18462
18463
18464
18465
18466
18467
18468
18469
18470
18471
18472
18473
18474
18475
18476
18477
18478
18479
18480
18481
18482
18483
18484
18485
18486
18487
18488
18489
18490
18491
18492
18892
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

scFv
XENP
18860
18861
18862
18863
18864
18865
18866
18867
18868
18869
18870
18871
18872
18873
18874
18875
18876
18877
18878
18879
18880
18881
18882
18883
18884
18385
13886
18887
18888
18889
18890
18891
18895
18896 {rvs scFv)
18921
18922
18923
18924
18925
18926
18927
18928
18929
18930

ES 2 995 596 T3

VH

H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1

H1

H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
HO
H1
H1
H1
H1
H2
H2
H2
H2
H2
H3
H3

VL

L1.114
11.115
L1.116
11.117
11.118
11.119
11.120
11.121
11.122
11.123
11.124
11.125
11.126
11.127
11.128
11.129
11.130
11.131
11.132
11.133
11.134
11.135
L1.136
L1.137
L1.138
L1.139
L1.140
L1.141
L1.142
£1.143
L1.144
L1.145
Lo
L1
L3
L4
LS
L1
L2
L3
L4
L5
11
12

165

Orientacién
scFv
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VL-VH
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

mAb Kp (M) de
PD-1 humano
2,87E-07
Débil
5,60E-08
1,58E-07
7,90E-08
4,88E-08
7,74E-08
1,08E-07
9,36E-08
1,32E-07
8,70E-08
1,06E-07
7,34E-08
1,10E-07
1,07E-07
1,00E-07
1,18€E-07
1,96E-07
1,51E-07
1,32E-07
1,97E-07
1,56E-07
2,41E-07
1,87E-07
2,05E-07
1,76E-07
2,52E-07
2,05E-07
1,09E-07
2,36E-07
1,83E-07
1,63E-07
1,24E-07

scFv
Ta (°C)

55,5
58,0
51,00, 58,00
54,0
50,50, 57,00
54,5
51,0
49,00, 59,00
53,5
53,0
51,0
55,5
57,0
57,0
54,5
55,5
55,0
54,0
57,0
54,5
56,5
56,0
56,0
54,0

57.0
54,0

57,0
54,0
62.0
58,5
55,0
57,0

60,0



Figura 23J

mAb XENP de
longitud completa
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
18910
18911
18912
18913
18914
18915
18980
18981
18982
18983
18984
18985
18986
18987
18988
18989
18990
18991
18992
18993
18994
18995
18996
19001
19002
19003
19004
19005
19006
19007
19008
19009
19010
19011
19012
19013

scFv
XENP
18931
18932
18933
18934
18935
18936
18937
18938
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
15064
15065
19066
19067
19068
19069
15070
19071
19072
19073
19074
19075
19076
19077
19078
19079
15080
15081
19082
19083
19084
19085
15086
19087
19088
19089
19090
19091
19092
19093

ES 2 995 596 T3

VH

H3
H3
H3
H4
H4
Ha
H4
H4
H1.90
H1.90
H1.90
H1.90
H1.90
H1.155
H1.239
H1.240
H1.241
H1.242
H1.243
H1.244
H1.245
H1.246
H1.247
H1.248
H1.249
H1.250
H1.251
H1.252
H1.253
H1.254
H1.255
H1.256
H1.257
H1.258
H1.259
H1.260
H1.261
H1.262
H1.263
H1.264
H1.265
H1.266
H1.267
H1.268

L1.119
L1.23
L1.67
L1.94

L1.116

L1.119

166

VL

13
L4
L5
L1
12
3
14
L5

L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
11
L1
L1
L1
11
L1
L1
L1
L1
L1
11
L1
L1
11
L1
Li
L1
L1

Orientacion mAb Kp (M) de

scFv

VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

VH-VL

VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL

PD-1 humano

1,254E-08
2,278E-08
3,224E-08
2,27E-08
1,634E-08
1,971E-08

6,054E-08

5,607E-08

7,064E-08
6,263E-08

scFv
T (°C)

56,5
56,5
57,0
56,5
55,0
55,5
56,0
54,0
56,5
55,0
54,0
56,0
57,0
56,5
55,0
56,5

56,0
58,0
56,0

57,0
57,0
50,0
52,0
56,0
55,0

56,5



ES 2 995 596 T3

Figura 23K
mAb XENP de scFv VH VL Orientacion mADb Kp (M) de scFv
longitud completa XENP scFv PD-1 humano Tm (°C)

19014 19094 H1.269 L1 VH-VL 54,5
19015 19095 H1.270 L1 VH-VL 52,0
19016 19096 H1.271 L1 VH-VL 2,267E-08 55,5
19017 19101 H1.272 L1 VH-VL 55,5
15018 19102 H1.273 L1 VH-VL 52,0
19019 19103 H1.274 L1 VH-VL 56,5
15020 19104 Hi.275 L1 VH-VL 50,0
19021 19105 H1.276 L1 VH-VL
19022 19106 H1.277 L1 VH-VL 58,0
19023 19107 H1 L1.146 VH-VL 6,46E-08 57,0
19024 19108 H1 11.147 VH-VL 54,5
19025 19109 H1 11.148 VH-VL 6,665E-08 58,0
19026 19110 H1 11.149 VH-VL 55,5
19027 19111 H1 11.150 VH-VL 7,238E-08 57.5
19028 19112 H1 L1.151 VH-VL
190295 19113 H1 L1.152 VH-VL 56,0
19030 19114 H1 L1.153 VH-VL 55,0
19031 19115 H1 Li1.154 VH-VL 54,5
19032 19116 H1 L1.155 VH-VL 555
19033 19117 H1 L1.156 VH-VL 56,5
19034 19118 H1 L1.157 VH-VL 56,0
19035 19119 H1 L1.158 VH-VL 9,671E-08 58,0
19036 19120 H1 L1.159 VH-VL 52,0
19037 19121 H1 L1.160 VH-VL
19038 19122 H1 L1.161 VH-VL 47,5
19039 19123 H1 L1.162 VH-VL
15040 19124 H1 L1.163 VH-VL 55,5
19041 19125 H1l L1.164 VH-VL 56.0
19042 19126 H1 1.1.165 VH-VL 58,5
19043 19127 H1 11.166 VH-VL 49,0
19044 19128 H1 L1.167 VH-VL 53,0
19045 19129 H1 L1.168 VH-VL 54,0
19046 19130 H1 11.169 VH-VL 67,0
19047 19131 H1 11.170 VH-VL 65,5
19048 19132 H1 L1.171 VH-VL 51,5
19049 19133 H1 £1.172 VH-VL 53,0
19050 19134 H1 £1.173 VH-VL 54,5
19051 19135 H1 L1.174 VH-VL 53,5
19052 19136 H1 L1.175 VH-VL 54,0
19053 19137 H1 L1.176 VH-VL 54,0
19054 19138 H1 L1.177 VH-VL 56,0
19055 19139 H1 £L1.178 VH-VL 52,5
19056 19140 H1 L1.179 VH-VL
19057 19141 H1 L1.180 VH-VL
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ES 2 995 596 T3

Figura 23L
mAb XENP de scFv VH VL Orientacion mAb Kj (M) de scFv
longitud completa XENP scFv PD-1 humano Ten (°C)
19058 19142 H1 11.181 VH-VL
19059 19143 H1 11.182 VH-VL 52,0
19060 19144 H1 11.183 VH-VL 53,5
19061 19145 H1 11.184 VH-VL
19062 19146 H1 11.185 VH-VL 55,5
19063 19147 H1 11.186 VH-VL 54,0
N/A 15148 Hi.257 L1152 VH-VL 57,5
N/A 19149 H1.257 11.151 VH-VL 55,5
N/A 19150 H1.139 11.134 VH-VL 57,5
N/A 19151 H1.48 11.187 VH-VL 53,5
N/A 19152 H1.48 L1.151 VH-VL 52,5
N/A 19153 H1.43 L1.159 VH-VL 50,0
N/A 19154 H1.80 [L1.119 VH-VL 53,0
N/A 19155 H190 11.23 VH-VL 57,5
N/A 19156 H1.90 L1.67 VH-VL 53.0
N/A 19157 H1.90 L1.94 VH-VL 52,0
N/A 19158 H1.90 L1.116 VH-VL 54,5
N/A 19159 H1.155 11.1i9 VH-VL 54,5
19160 N/A H1.269 L1.116 VH-VL
19161 N/A H1L.271 11.116 VH-VL 1,233E-08
19162 N/A H1.272 11.116 VH-VL
19163 N/A H1.90 L1.177 VH-VL
19164 N/A H1.269 L1.177 VH-VL
19165 N/A H1.271 11.177 VH-VL 4,682E-Q9
19166 N/A H1.272 L11.177 VH-VL 6,386E-09
19167 N/A H1.90 L11.175 VH-VL
19168 N/A H1.269 11.175 VH-VL
19169 N/A H1.271 11.175 VH-VL
19170 N/A Hi.272 L1.175 VH-VL
19172 19182 H1 L1.190 VH-VL 2,577E-08 58,5
19173 19183 H1 11.191 VH-VL 57,0
19174 N/A H1.90 L1.190 VH-VL 1,103E-08
19175 N/A H1.90 L1.191 VH-VL
19176 N/A H1.269 11.190 VH-VL
19177 N/A H1.271 L11.190 VH-VL 8,287E-09
19178 N/A H1.272 11.190 VH-VL 7,09E-09
19179 N/A H1.269 11.191 VH-VL
19180 N/A H1.271 11.191 VH-VL
19181 N/A H1.272 11.191 VH-VL
19193 19203 H1 L1.188 VH-VL 2,596E-08
19194 19204 H1 11.189 VH-VL 1,366E-08 64,0
19195 19205 H1.278 11.188 VH-VL 6,689E-09 66,0
19196 19206 H1.278 11.189 VH-VL . 4,683E-09 67,5
19201 19202 H1.278 L1 VH-VL 1,861E-08 60,0
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Figura 23M

mAb XENP de
longitud completa
N/A
N/A
19589
19590
19591
19592

10607
f o o b o ]

19594
19595
19596
19601
19602
19603
19604
19605
19606
19607

AnCNo

LIJ0UO
19609
19610
19611
19612
19613
19614
19615
19616
19617
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

scFv
XENP
19207
19208
19618
19619
19620
19621

Aannnn

17024
19623
19624
19625
19626
19627
19628
19629
19630
19631
19632

Amra

18633
19634
19635
19636
19637
19638
19639
19640
19641
19642
19643
644
19645
19646
19647
19648
19649
19650
19651
19652
19653
19654
19655
19664
19665
19666
19667
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VH

H1.278
H1.278
H1.279
H1.280
H1.281
H1.282

p1a Aann

ML.4L83
H1.284
H1.285
H1.286
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.279
H1.280
H1.281
H1.282
H1.283
H1.284
H1.285
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.278
H1.287
H1.287
H1.284
H1.284

VL

L1.188
L1.189
L1.189
11.189
£1.189
L1.18¢9
11.189
11.188
11.189
L1.189
11.192
L1.193
L1.194
L1.195
11.196
L1.197
L1.198
ii.199
L1.200
11.201
11.202
£1.203
£1.204
L1.205
11.206
11.207

"11.208

L1.189
L1.189
L1.189
11.189
11.189
11.189
11.189

11.192

L1.193 -

L1.194
11.195
L1.196
11.197
£1.209
£1.209
11.194
11.194
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Orientaciéon mAb Ky (M) de

scFv
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
V9L-VH
VL-VH
VL-VH
VL-VH
VL-VH
VL-VH
VL-VH
VL0-VH
VL-VH
Vi-VH
ViL-VH
VI-VH
Vi-VH
VH-VL
Vi-VH
VH-VL
VL-VH

PD-1 humano

1,254E-08
5,393E-09

1,41E-08
6,268E-09

1,37E-08

7,5E-09

4,443E-08
2,079€E-08

1,266E-08

scFv
Tm (°C)
68,0
69,5
68,5
69,0
68,0
68,5
69,0
70,5
70,0
69,5
67,5
69,5
69,0
69,5
71,0
69,5
67,5
67,5
67,5
67,5
67,5
67,5
67,0
68,0
69,0
68,5
68,5
71,5
70,5
69,5
70,0
70,5
70,5
71,5
69,0
71,5
71,5
715
64,0
72,0
70,5
72,0
70,5
72,5



Figura 23N

mAb XENP de
longitud completa

N/A

N/A
19678
19679
19680
19681
19682
19683
19684
19685
19686
19687
19688
19689

N/A

N/A

N/A

N/A

scFv
XENP
19668
19669
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
19690
N/A
N/A
19691
19692
19693
21215
21216
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VH

H1.288
H1.288
H1.279
H1.280
H1.281
H1.282
H1.279
H1.280
H1.281
H1.282
H1.279
H1.280
H1.281
H1.282
H1.279
H1.282
H1.280
H1.280

VL

11.210
11.210
11.192
11.192
£1.192
11.192
11.193
11.193
L1.193
11.193
11.194
11.194
L1.194
L1.194
L1.194
L1.194
L1.224
L1.224
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Orientacién mAb K, (M) de

scFv
VH-VL
Vi-VH
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VH-VL
VL-VH
VL-VH
VH-VL
VL-VH

PD-1 humano

7,268E-09

1,212€-08

scFv
Tm (°C)

72.5

72,0

70,0

70,5
71,5
71,5
65,0
66,5
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Figura 24A

Fab scFv VH VL CTLA-4 humano CTLA-4 Cyno Fab scFv  VH AVH VL AVL
XENP XENP Fab Kp (M) Fab K (M) ;l'&n 3&1) 9-mer 9-mer 9-mer 9-mer
9950 19533 HO Lo 5,681E-09 3,20£-08 ;5,8?. é3,9 85 0 82 0
19211 19745 HO0.1 Lo 8,33E-09 nt. 755 64 65 0 82 0
19212 19746 HO.2 Lo 5,60E-09 nt. 74,8 B3 61 -4 82 0
19213 19747 HO.3 Lo 6,39E-09 nt 75 B35 65 0 82 0
19214 19748 HO0.4 L0 6,49E-09 nt 715 §8 56 -9 82 0
19215 19749 HO.5 L0 1,09E-08 nt. 745 nt 52 -13 82 0
19216 19750 HO.6 L0 6,60E-09 n.t. 76 63,56 56 -9 82 Y
19217 18751 HO.7 L0 1,55E-08 n.t. 755 nt 56 -9 82 0
19218 19752 HO.8 L0 6,94E-09 nt. 78 66 65 0 82 0
19219 19753 HO.9 Lo 6,20E-09 nt. 755 655 56 -9 82 0
19220 19754 HO0.10 Lo 3,25E-08 nt n.t. n.t. 59 -6 82 0
19221 19755 HO.11 LO 4 12E-08 n.t. n.t. ni. 84 -1 82 0
19222 19756 HO0.12 1O 1,08E-08 n.t. 76 645 63 -2 82 0
18223 19757 HO0.13 Lo 7,05E-08 n.t n.t. nt. 85 0 82 0
19224 19758 HO0.14 LO 4,24E-08 n.t. n.t. nt. 64 -1 82 0
16225 19759 HO0.15 LO 5,00E-07 n.t. n.t. n.t. 64 -1 82 0
18226 19760 H0.16 LO 1,29E-08 n.t. 765 65 63 -2 82 0
19227 19761 H0.17  LO 6,59E-08 n.t. n.t. nt 83 -2 82 0
18228 19762 HO0.18 LO 5,00E-07 n.t. n.t. nt 84 -1 82 0
19229 19763 HO.19 LO 7,02E-09 n.t 74 615 64 -1 82 0
19230 19764 HO0.20 LO 1,19E-08 nt. 75,5 nt 64 -1 82 0
19231 19765 HO0.21 LO 5,00E-07 nt. nt nt. 54 -1 82 0
19232 19766 H0.22 LO 4 09E-08 n.t. n.t. nt 64 -1 82 0
19233 19767 H0.23 LO 5,00E-07 n.t. nt n.t 64 -1 82 0
19234 19768 H0.24 LO 1,138-07 n.t. n.t. n.t. B4 -1 82 0
19235 19769 HO0.25 LO 5,97E-08 n.t. n.t n.t. 74 g 82 0
19236 19770 HO.26 LO 5,70E-08 nt n.t. nt. 74 9 82 0
19237 19771 H0.27 LO 6,54E-08 n.t. n.t n.t. 68 3 82 0
19238 19772 H0.28 LO 4,33E-08 nt nt. nt, 65 0 82 0
19239 19773 HO0.29 LO 5,00E-07 nt. n.t. n.t. 68 3 82 0
19240 19774 HO.30 LO 5,00E-07 n.t. n.t. n.t. 85 0 82 0
19241 19775 HO031 IO 5,006-07 RS nt n.t. 63 -2 82 0
19242 19776 HO0.32 LO 2,87E-08 n.t. n.t n.t. 85 0 82 0
19243 19777 HO0.33 LO 5,00E-07 n.t. nt n.t. 65 0 82 0
19244 19778 H0.34 1O 5,00E-07 nt. nt. n.t. 63 -2 82 0
19245 19779 H0.35 LO 2,31£-08 n.t. ni - nt 53 -2 82 0
19246 19780 H0.36 LO 4,92E-09 nt. 74 625 61 -4 8z 0
19247 18731 H037 L0 8,83E-08 nt nt ni. 80 -5 82 0
19248 19782 HO0.38 LO 3,63E-08 n.t. n.t. n.t. 66 1 82 0
19249 19783 HO0.38 LO 2,64E-08 nt. nt. n.t. 68 3 82 0
19250 19784 HO040 LO 2,80E-09 nt 61,5 66,5 66 1 82 0
19251 19785 HO41 LO 1,55E-08 nt. 63 n.t. 65 0 82 0
19252 19786 HO042 LO. 4,66E-08 nt. nt. n.t. 65 0 82 0
19253 19787 HO0.43 LO 4,42E-08 n.t. n.t n.t. 65 0] 82 0
19254 19788 H0.44 LO 5,00E-07 n.t nt n.t. 65 0 82 0
19255 19789 HO0.45 LO 1,40E-08 n.t. 71 n.t. 65 0 82 0
19256 19790 HO046 LO 5,00E-07 nt. nt nt 65 0 82 0
19257 18791 H047 10 5,00E-07 nt nt. nt 65 0 82 0
19258 19792 H0.48 Lo 5,01E-08 n.t. n.t. n.t. 65 0 82 0
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Figura 24B
Fab scFv VH VL CTLA-4 humano CTLA-4 Cyno Fab scFv  VH AVH VL AVL

XENP XENP Fab Kp (M) Fab Kp (M) ('!8) (2.8) 9-mer 9-mer 9-mer 9-mer
19259 19793 H0.49 LO 5,00E-07 n.t. n.t. n.t 65 0 82 0
19260 19794 H0.50 LO 1,41E-09 n.t. nt 66,5 65 0] 82 0
19261 19795 HO.51 LO 8,43E-09 n.t n.t. 57,5 65 0 82 0
19262 19796 H0.52 LO 1,13E-08 3,69E-08 745 nt 65 0 82 0
19263 19801 HO0.53 LO 1,27£-08 nt - n.t n.t. 65 0 82 0
19264 19802 H0.54 LO 5,00E-07 nt. n.t. nt 65 0 82 0
10265 19803 HO.55 L0 3,43E-08 n.t n.t. n.t. 65 0 82 0
19266 19804 HO.56 LO 5,95E-08 n.t. n.t. nt. 85 0 82 0
10267 19805 HO.57 L0 9,15E-09 n.t. 62,5 62 65 0 82 0
19268 19806 HO.58 Lo 3,93E-09 n.t. 58,5 59 65 0 82 0
19269 19807 HO.58 L0 1,91E-09 n.t. 73 60 65 0 82 0
19270 19808 HO.60 Lo 7,46E-09 n.t. 63,5 59,5 65 0 82 0
19271 19809 HO.61 Lo n.t. n.t. n.t n.t. 65 0 82 0
19272 19810 HO62 L0 548E-08 n.t. nt n.t 56 -9 82 0
19273 198811 H0.63 LO 3,66E-09 n.t. 58 59 65 0 82 0
19274 19812 HO64 LO 2,04E-08 n.t. nt nt. 65 0 82 0
19275 19813 H065 LO 5,00E-07 n.t. n.t. nt 56 -9 82 0
19276 19814 HO0.66 LO 2,08E-08 nt 59,5 n.t. 65 0 82 0
18277 19815 H0.67 LO 1,10E-08 n.t. 585 nt 65 0 82 0
19278 19816 HO0.68 LO 7,32E-09 n.t. 62 63,5 65 0 82 0
19279 19817 H0.69 LO 1,79E-08 nt 58 n.t. 65 0 82 0
19280 19818 HO0.70 LO 1,42E-08 n.t. 56,5 nt. 71 6 82 0
19281 19819 HO.71 LO 3,00E-08 nt n.t. nt. 64 -1 82 0
19282 19820 HO0.72 LO 5,00E-07 n.t. n.t. n.t. 64 -1 82 0
19283 19821 H0.73 LO 2,07E-09 n.t. 76 64,5 64 -1 82 0
19284 19822 HO0.74 i.0 1,24E-08 n.i. 58 n.t. B4 -1 82 ¥
19285 19823 H0.75 LO 3,55E-09 nt. 76 65 64 -1 82 0
19286 19824 H0.76 LO 1,08E-08 n.t. 76,5 65 64 -1 82 0
19287 19826 HO0.77 LO 3,42E-08 n.t nt. nt 64 -1 82 0
19288 19826 HO0.78 LO 2,10E-08 nt 755 nt 64 -1 82 0
19289 19827 HO0.79 LO 3,79E-08 n.t. nt. nt. 62 -3 82 0
19290 19828 HO80 LO 1,24E-08 n.t. 755 nt 62 -3 82 0
19291 19829 HO.81 Lo 5,65E-09 nt 74,5 63 59 -6 82 0
19282 19830 HO0.82 LO 5,13E-09 n.t. 735 62,5 56 -9 82 0
19283 19831 H0.83 LO 5,33E-09 nt. 725 615 56 -9 82 0
19294 19832 HO084 LO 7,94E-09 nt 675 nt 56 -9 82 0
19295 19833 HO0.85 LG 2,10E-09 n.t. 70 55,5 56 -9 82 0
19206 19834 H0.86 LO 6,78E-09 nt 75,8 65 56 -9 82 0
19301 19835 HO0.87 LO 5,15E-08 n.t. nt. n.t 56 -9 82 0
19302 19836 HO0.88 LO 9,63E-09 n.t 73,5 nt 58 -7 82 0
19303 19837 HO0.89 Lo 2,12E-08 n.t. n.t nt 65 0 82 0
19304 19838 HO80 LO 7,82E-09 n.t. 75,5 55,5 65 0 82 0
19305 19838 HO.91 Lo 6,11E-09 n.t. 75,5 65 61 -4 82 0
19306 19840 H0.92 L0 5,72E-09 n.t. 73,5 61 65 0 82 0
19307 19841 H093 LO 5,13E-09 n.t 74,5 63,5 56 -9 82 0
19308 19842 H0.84 LO 5,90E-09 n.t 75,5 64 56 -9 82 0
19309 19843 H0.95 Lo 1,02E-08 n.t. 76 64 56 -9 82 Q
19310 198844 H0.96 LO 1,53E-08 nt 77 65,5 57 -8 82 0
19311 19845 H097 LO 6,30E-09 3,17E-08 76 64 65 0 82 0
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Figura 24C
Fab scFv VH VL CTLA-4 humano CTLA-4 Cyno Fab scFv VH AVH VL AVL
XENP XENP Fab K; (M) Fab Kp (M) Tm Tm  9-mer 9-mer 9-mer 9-mer
°c)  (°C)
19312 19846 HO.98 Lo 7,36E-09 3,38E-08 745 61,5 70 5 82 o
19313 19847 H0.99 Lo 7,01E-09 3,53E-08 76 63,5 71 8 82 0
18314 19848 HO0.100 Lo 1,10E-08 3,14E-08 75,5 nt 65 0 82 0
18315 19848 HO.101 L0 2,90E-08 5,00E-07 72 nt. 65 0 82 0
19316 19850 HO.102 Lo 3,48E-08 5,00E-07 79 nt. 65 0 82 0
19317 19851 HO.103 LO 1,02E-08 3,68E-08 775 655 65 o 82 0
19318 19852 HO.104 Lo 5,00E-07 5,00E-07 72,5 nt. 65 0 82 0
19318 19853 HO.105 iy 5,00E-07 5,00E-07 78,5 it 85 0 82 0
19320 19854 HO.106 Lo 2,37E-08 5,00E-07 74 nt 65 0 82 0
19321 19855 HO0.107 LO 5,00E-07 5,00E-07 70 nt 65 0 82 0
19322 19856 HO.108 Lo 1,67E-08 2,17E-08 76,5 64,5 65 0 82 0
19323 19857 HO0.109 Lo 1,51E-08 4,39E-08 77 65 65 0 82 0
19324 19858 HO.110 Lo 5,00E-07 5,00E-07 76,5 nt 65 0 82 0
19325 19859 HO.111 LO 6,52E-09 3,30E-08 76 64 65 0 82 0
19326 19860 HO.112 Lo 5,00E-07 5,00E-07 77 ni. 65 0 82 0
19327 19861 HO.113 Lo 1,12E-08 3,64E-08 76,5 65 65 .0 82 0
19328 19862 HO.114 Lo 3,64E-09 2,28E-08 765 64,5 65 0 82 0
19329 19863 HO0.115 LO 1,19E-08 4,10E-08 76 nt 65 0 82 0
19330 19864 HO.116 Lo 3,45E-08 5,00E-07 76 nt. 85 0 82 0
19331 19865 HO0.117 Lo 5,00E-07 5,00E-07 76,5 n.t 65 0 82 0
19332 19866 HO0.118 Lo 1,65E-08 5,00E-07 76 nt 65 0 82 0
19333 19867 HO0.119 Lo 5,00E-07 5,00E-07 73,5 nt 85 0 82 0
19334 19868 H0.120 LO 5,00E-07 5,00E-07 73,5 n.t 65 0 82 0
19335 19869 HO.121 LO 5,00E-07 5,00E-07 74 n.t 85 0 82 0
19336 19870 H0.122 LO 2,20E-08 5,00E-07 75,5 n.t 64 -1 82 0
19337 19871 HO0.123 LO 2,25E-08 5,00E-07 75,5 nt 64 -1 82 0
19338 19872 H0.124 L0 5,00E-07 5,00E-07 71 n.t 63 -2 82 0
19339 19873 H0.125 Lo 3,08E-08 5,00E-07 75 n.t 63 -2 82 0
19340 19874 HO0.126 Lo 5,00E-07 5,00E-07 70,5 nt. 63 -2 82 0
19341 19875 HO0.127 Lo 3,20E-08 5,00E-07 70,5 n.t. 63 -2 82 0
19342 19876 HO0.128 Lo 1,84E-08 5,00E-07 71 nt. 63 -2 82 0
18343 19877 HO0.129 Lo 5,00E-07 5,00E-07 72 nt. 63 2 82 0
19344 19878 HO0.130 Lo 6.51E-09 3,83E-08 76 64 63 -2 82 0
19345 19879 HO0.131 Lo 5,82E-09 3,40E-08 78 66,5 62 -3 82 0
19346 19880 HO0.132 Lo 6,46E-09 3.82E-08 745 62,5 65 0 a2 0
19347 19881 HO0.133 Lo 2,03E-08 4,95E-08 77.5 n.t. 62 -3 82 0
19348 19882 HO0.134 Lo 1,58E-07 5,00E-07 Sefial 64,5 62 -3 82 0
baja
19349 19883 HO0.135 Lo 6,69E-09 4,03E-08 761,5 64,5 62 -3 82 0
19350 19884 HO0.136 Lo 7.41E-09 4,21E-08 75,5 63 62 -3 82 0
19416 19885 HO L0.1 1,14E-08 4,63E-08 n.t. n.t 65 0 81 -1
19417 19886 HO L0.2 6,94E-09 3,77E-08 75,5 62 65 0 81 -1
19418 19887 HO L0.3 9,31E-09 4,19E-08 75,5 Seflal 65 0 81 -1
baja
19419 19888 HO L0.4 1,95E-07 5,00E-07 n.t n.{. 65 o 81 -1
19420 19889 HO L0.5 8,28E-09 3,95E-08 76 Sefial 65 0 79 -3
baja
19421 19890 HO L0.6 5,00E-07 5,16E-08 nt n.i, 65 0 71 -11
19422 19891 HO Lo.7 1,36E-08 7,79E-08 nt. nt 65 0 78 -4
10423 19892 Ho L0.8 1,07E-08 5,50E-08 nt. n.t. 65 0 82 0
19424 19893 HO Lo.9 8,18E£-09 4,70E-08 765 64,5 65 0 78 -4
10425 19884 HO L0.10 8,97E-09 4,60E-08 76,5 645 65 0 73 -9
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Figura 24D

Fab scFv VH VL.  CTLA-4 humano CTLA-4 Cyno Fab scFv VH AVH VL AVL
XENP XENP Fab Kp (M) Fab Kp (M) T Tm 9-mer 9-mer 9-mer 9-mer

°C)  (°C)

19426 19895 HO  LO.11 5,00E-07 5,00E-07 (n.t. nt 65 0 73 -8
19427 18896 HO LO.12 7,59E-09 4,14E-08 77 63,5 65 0 77 5
19428 16901 HO LO.13 9,71E-09 5,19E-08 75,5 63 65 0 73 -8
19429 19802 HO L0.14 8,04E-09 4,90E-08 76 63,5 65 0 73 9
19430 18903 HO L0.15 9,79E-09 5,37E-08 73,5 61 65 -0 82 0
19431 18904 HO ° LO.16 1,43E-08 5,23E-08 n.t. n.t. 65 0 73 -9
19432 19905 HO LO.17 2,17E-08 4,96E-08 n.t. n.t. 65 0 73 9
19433 19806 HO 10.18 8,28£-09 4,59E-08 755 625 65 0 77 -5
19434 18907 HO LO.19 2,86E-09 1,64E-08 72 57,5 65 0 81 -1
19435 18908 HO 10.20 5,00E-07 9,64E-07 n.t nt. 65 0 81 -1
19436 18909 HO LO.21 1,79E-08 5,00E-07 n.t n.t. 65 0 82 0
19437 18910 HO Lo.22 1,46E-08 5,28E-08 n.t. 64,5 65 0 o1 9
19438 18911 HO 1023 2,02E-08 5,47E-08 n.t. n.t. 65 0 82 0
19439 19912 HO L0.24 1,26E-08 5,36E-08 n.t n.t. 65 0 81 -1
19440 19913 HO LO.25 4,60E-09 2,85E-08 76 64 65 0 81 -1
19441 18914 HO LO.26 9,55E-09 4,17E-08 76 64 65 0 81 -1
19442 18915 HO L0.27 1,20E-08 5,58E-08 n.t nt. 65 0 81 -1
19443 19916 HO L0.28 5,00E-07 5,00E-07 n.t nt. 65 0 81 -1
19444 19917 HO LO.29 2,09E-08 5,16E-08 n.t. n.t. 65 0 80 -2
19445 19918 HO LO.30 1,10E-08 5,42E-08 nt. nt. 65 0 80 -2
19446 19919 HO  LO.31 8,90E-09 4,62E-08 76,5 65 65 0 81 -1
19447 19920 HO LO.32 8,69E-09 5,14E-08 76 64,5 65 0 80 -2
19448 19921 HO L0.33 1,37E-07 5,00E-07 n.t. n.t. 65 0 80 -2
19449 19922 HO L0.34 4,27E-08 5,00E-07 nt. nt. 65 0 81 -1
19450 19923 HO LO.35 5,00E-07 5,00E-07 n.t n.t. 65 0 79 - 3
19451 19924 HO L0368 1,60E-08 5,00E-07 nt. 63,5 65 0 79 -3
19452 19925 HO  LO.37 7,60E-09 3,37E-08 75 63 65 0 79 -3
19453 19926 HO LO.38 5,73E-08 5,00E-07 n.t nt 65 0 81 -1
19454 19927 HO  LO.39 2,39E-08 5,00E-07 n.t. nt 65 0 79 -3
19455 19928 HO LO.40 1,15E-08 3,66E-08 735 60,5 65 0 79 -3
19456 199289 - HO  LO.41 7,20E-09 3,96E-08 76 64 65 0 78 -4
19457 19930 HO L0.42 5,00E-07 5,00E-Q7 n.t nt 65 0 77 -5
19458 19931 HO LO43 5,00E-07 5,00E-07 n.t. n.t. 85 0 68 -14
19458 19932 HO L0.44 3,85E-08 5,00E-07 n.t. 60 65 0 82 0
19460 19933 HO L0.45 7,16E-08 5,00E-07 nt. nt 65 0 82 0
19461 19934 HO L0.46 9,56E-09 5,16E-08 72 Senal 65 0 74 -8
19462 19935 HO L0447 1,91E-08 4,75E-08 nt brﬁjt? 65 0 75 -7
19463 199368 HO LO48 9,34E-09 4,70E-08 75 61,5 65 0 74 -8
19464 19937 HO LO49 1,10E-08 4,42E-08 n.t. n.t. 65 0 68 -14
19465 19938 HO L1050 9,39E-09 4,63E-08 71,5 58 65 0 73 9
19466 19929 HO  LO.51 7,20E-09 4,06E-08 75 62,5 65 0 75 -7
19467 19940 HO  LO.52 7,.50E-09 3,91E-08 75 62,5 65 0 74 -8
19468 19941 HO LOS53 1,87E-07 5,00E-07 n.t. n.t. 65 0 74 -8
19468 19942 HO L1054 2,15E-08 4,66E-08 nt n.t 65 o 76 8
19470 19943 HO LO.5SS 5,00E-07 5,00E-07 n.t. n.t. 65 ¢ 73 9
19471 19944 HO LO56 5,75E-09 3,57E-08 76 64 65 ¢ 73 -8
19472 19945 HO LOSY 7,.61E-09 3,87E-08 73 60 65 o 75 -7
19473 19946 HO  LO.58 7,.85E-09 4,46E-08 nt nt. 65 0 66 -16
19474 19947 HO  LO.59 7,36E-09 4,29E-08 75,5 63,5 65 ¢ 75 7
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Figura 24E
Fab scFv VH VL CTLA-4 humano CTLA-4 Cyno Fab scFv VH AVH VL AVL
XENP XENP Fab Kp (M) Fab Kp (M) T Tm  9-mer 9-mer 9-mer 9-mer
{°C) (°C)

19475 19948 HO L0.60 6,52E-08 5,00E-07 n.t. n.t 65 0 76 -6
19476 19949 HO L0.61 5,00E-07 5,00E-07 n.t. n.t 65 0 73 -9
19477 19950 HO LO.62 2,36E-08 5,40E-08 n.t. n.t. 65 0 79 -3
19478 19951 HO L0.63 8,66E-09 5,13E-08 75 62,5 65 0 79 -3
19479 19952 HO L0.64 2,65E-08 5,00E-07 n.t. n.t. 65 0 79 -3
19480 19953 HO L0.65 1,23E-08 4,90E-08 n.t. n.t 65 0 79 -3
19481 19854 HO L0.66 1,55E-08 5,53E-08 n.t. nt 65 0 79 -3
19482 19955 HO L.0.67 5,00E-08 5,00E-07 nt. nt 65 0 82 0
16483 19956 HO LO.68 8,98E-09 4,30E-08 75,5 63 65 0 80 -2
19484 19957 HO L0.69 1,62E-08 4,75E-08 n.t. n.t. 65 0 81 -1
19485 19958 HO L0.70 6,58E-09 4,02E-08 76 64,5 65 0 82 0
19486 19959 HO L0.71 8,41E-09 4,21E-08 76 64,5 65 0 82 0
19487 19960 HO L0.72 9,76E-09 4,90E-08 75 83 65 0 82 0
19488 19961 HO L0.73 4,75E-09 n.t. 76,5 65 65 0 91 9
19489 19862 HO 1.0.74 9,11E-09 n.t. 76 64,5 65 0 82 -0
19490 19963 HO 1.0.75 3,53E-08 n.t n.t. n.t 65 0 81 -4
19491 19964 HO L0.76 4,95E-08 nt. n.t. n.t. 65 0 81 -1
19492 19965 HO L0.77 6,63E-09 n.t. 76,5 655 65 0 81 -1
16493 19966 HO LO.78 4,18E-09 n.t. 76,5 65 65 0 81 -1
19494 19967 HO LO.7¢ 5,13E-09 3,81E-08 76 64 65 0 81 -1
19495 19968 HO LO.80 4,44E-09 2,91E-08 725 59,5 65 0 79 -3
19496 19960 HO L0.81 6,03E-09 3,61E-08 75,5 64 65 0 78 -4
19501 19970 HO 1.0.82 5,34E-09 3,25E-08 76 64 65 0 78 -4
19502 19971 HO L0.83 5,18E-09 3,14E-08 755 63,5 65 0 a1 -1
19503 19972 HO LO.84 §,22E-09 3,20E-08 74 61,5 65 0 73 -9
19504 19973 HO 1.0.85 4,90E-09 3,00E-08 76 64,5 65 0 80 -2
19505 19974 HO L0.86 3,51E-09 2,65E-08 745 815 65 0 77 -5
19506 19975 HO L.0.87 7,35E-09 4,11E-08 75,5 63,5 65 0 82 0
18507 19976 HO L0.88 6,06E-09 3,73E-08 nt nt 65 0 82 0
19508 19977 HO 1.0.88 6,40E-09 3,95E-08 75,5 64,5 65 6 73 -9
19509 19978 HO L0.90 7,22E-08 3,74E-08 75,5 83 65 0 75 -7
19510 1997¢  HO L0.91 4,69E-09 3,08E-08 75 62,5 65 0 74 -8
18511 19980 HO L0.92 7,82E-09 4,24E-08 75 62,5 65 0 73 -9
19512 19981 HO 1.0.83 7,70E-08 5,00E-07 n.t. n.t 65 0 73 -9
19513 19982 HO L0.94 5,40E-07 5,00E-07 nt n.t, 65 0 73 -9
19514 19983 HO L0.95 1,71E-07 5,00E-07 nt. n.t 65 0 73 -9
19515 19984 HO L.0.96 1,80E-09 1,08E-08 72,5 59,5 65 0 73 -9
19516 19985 HO L0.97 8,41E-08 5,00E-07 nt, n.t 65 0 73 -9
19517 19986 HO L0.98 5,00E-07 5,00E-07 nt. n.t. 65 a 73 -9
19518 19987 HO L0.99 5,00E-07 5,00E-07 n.t. nt. 65 0 73 9
19519 19888 HO  LO.100 8,03E-08 5,00E-07 nt n.t 65 0 73 -9
19520 19989 HO  LO.1OM 1,84E-08 6,21E-08 nt. n.t. 65 0 73 -9
19521 19990 HO  LO.102 2,02E-09 2,20E-08 76 62 65 o} 73 -9
19522 19991 HO  LO.103 7,60E-C9 4,24E-08 75,5 65 65 0 73 -9
19523 19992 HO  LO.104 7,47E-08 5,00E-07 nt. n.t. 65 0 75 -7
19524 19993 HO  LO.105 §,00E-07 5,00E-07 nt. nt 65 0 74 -8
19525 19984 HO  L0O.106 2,33E-08 3,30E-08 nt. nt. 65 0 77 -5
19526 19995 HO  LO.107 5,00E-07 5,00E-07 nt nt. 65 0 73 -9
19527 19996 HO  LO.108 5,00E-07 5,00E-07 n.t n.t. 65 0 80 -2
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Figura 24F
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L2
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Ly

L0.75
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Lo.12
Lo.12
Lo.12
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ES 2 995 596 T3

CTLA-4 humano
Fab Kp (M)

5,00E-Q7
5,00E-07
4,58E-09
6,08E-09
6,82E-09
nt.
nt.
n.t.
n.t.
nt.
5,02E-09
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
2,83E-09
4,09E-09
1,77E-08
1,10E-07
2,87E-09
5,00E-07
7,42E-09
3,15E-09
5,61E-09
3,35E-09
1,41E-08
2,46E-09
2,17E-09
4,13E-09
1,31E-09
1,59E-09
3,75E-09
1,44E-09
1,28E-08
1,84E-09
3,49E-08
2,64E-09

2 RAAE.N0

2,81E-09
3,69E-09
6,78E-09
5,37E-10
6,24E-10
2,21E-09
1,37E-09
3,72E-09
8,14E-09
1,58E-09
1,16E-09

CTLA-4 Cyno
Fab Kp (M)

5,00E-07
5,00E-07
1,68E-08
2,93E-08
4,48E-08
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
2,00E-08
n.t.
nt
n.t.
nt
1,76E-08
2,52E-08
2,51E-08
5,00E-07
1,92E-08
5,00E-07
4 37E-08
2,32E-08
3,29E-08
1,89E-08
1,28E-08
1,71E-08
1,57E-08
2,46E-08
1,04E-08
1,48E-08
2,39E-08
1,06E-08
3,75E-08
1.65E-08
5,00E-07
n.t

nt
HLL

nt
2,64E-08
4,20E-08
3,64E-09
4,10E-09
1,08E-08
6,14E-09
1,59E-08
2,59E-08
1,11E-08
5,54E-09
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(°C)
n.t.
n.t.
73,5
75,5

n.t
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n.t

75,5
n.t.
nt.
n.t.
n.t
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76,5

74,5
n.t

78,3

87,5

73,5
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75.8
75
77
79
77

78,5

77,5

78,5

77,5
77

77,5
78

77,5

77,5

7o 0
io,v
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75,8
81
81
81
81
81,5
81,5
80
nt.

scFv

°C)
n.t.
nt.
60,5
63,5
82
62,5
62
59,5
63,5
64
65
61
66
64
62,5
68
63,5
61,5
66,5

. 85,9

51,8
59,8
61
63,5
nt.
n.t.
n.t.
ni.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt

n.t.
n.t.
nt.

nt
Haot

n.t.

nt.
69
69,5
67
69,5
70
69,5
67
69,5

VH
9-mer
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65
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€0
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62
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59
59
56
65
70
69
72
71"
65

AVH

9-mer 9-mer
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77
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75
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75
74
73
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81
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81
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77
91
81
80
79
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5
-1
-9
5
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-9
7
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-8
-7
-8
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Figura 24G
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VL
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L0.12
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Ind40
LV IO
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123
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L0.129
L0.132
LO.124
L0.129
L0.132
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CTLA-4 humano
Fab Kp (M)

7,08E-10
1,65E-09
1,20E-08
8,15E-10
3,46E-09
8,65E-09
1,56E-08
3,93E-09
1,71E-08
4,09E-09
2,59E-08
1,55E-09
7,49E-09
1,17E-09
8,44E-09
4,51E-10
1,97E-09
1,55E-09
1,89E-09
2,70E-09
1,28E-09
1,98E-09
2,74E-09
1,41E-09
3,20E-09
1,68E-09
2,46E-09
3,16E-09
1,65E-00
2,77E-09
2,70E-09
2,78E-09
2,17E-09
4,52E-09
1,90E-09
3,90E-09
5,55E-09
5,42E-09
5,27E-09
2,63E-09
2,97E-09
4,84E-09
4,80E-09
2,05E-09
1,80E-09

CTLA-4 Cyno
Fab Kp (M)

3,34E-00
6,52E-09
4,13E-08
4,56E-09
1,05E-08
3,62E-08
6,23E-08
2,51E-08
8 ,46E-08
1,60E-08
2,54E-06
9,54E-09
2,98E-08
4,78E-09
2,96E-08
2,75E-09
1,23E-08
6,67E-09
8,23E-09
1,06E-08
5 54E-09
8,47E-09
1,14E-08
5,67E-09
1,37E-08
7,52E-09
9,53E-09
1,33E-08
7,31E-09
1,09E-08
1,08E-08
1,12E-08
1,13E-08
2,41E-08
1,04E-08
2,05E-08
1,23E-08
1,36E-08
1,60E-08
4,99E-09
4,99E-09
8,89E-09
8,65E-09
3,99E-09
3,81E-09

177

Fab
Tm
(°C}
n.t.
n.t
n.t.
n.t
n.t.
nt.
nt
n.t.
n.t.
nt.
n.t.
n.t.
nt
n.t.
n.t.
n.t.
nt
it
n.t
n.t.
n.t.
n.t.
n.t
n.t
nt.
n.t.
nt
n.t
nt
n.t
n.t
n.t.
nt.
n.t
n.t.
n.t.

n.t.
n.t.

n.t.
n.t.
nt.
n.t
n.t.

scfFv
Tm
{(°C)
68,5
71
70
70
68,5
71,5
70,5
70,5
69,5
71,5
70,5
71
89,5
70,5
69,5
69,5
69
70,5
70
70
71
71
71,5
72,5
70,5
71,5
72
72
73
73
72,5
73,5
87
67,5
68,5
68
74
74,5
75
73,5
74
74,5
72,5
73
73,5

VH AVH VL
9-mer 9-mer 9-mer
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68 3 77
68 3 77
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68 3 77
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68 3 77
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68 3 77
68 3 77
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68 3 77
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68 3 77
(1] 3 82
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68 3 86
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68 3 82
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68 3 91
68 3 ]
68 3 95
68 3 N
68 3 H
68 3 100
68 3 100
68 3 100
68 3 81
68 3 90
68 3 89
&8 3 98
68 3 91
68 3 N
68 3 100
68 3 91
68 3 91
68 3 100
68 3 91
68 3 91
68 3 100
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Figura 25
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Figura 26
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Figura 27
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Figura 28
Peso corporal vs. recuentos de CD45
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Figura 29
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Figura 30
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Figura 31
10000 -
B XENP20066 (5 mg/kg)
: XENP16004 (5 mg/kgm XENP20146 (5 mg/kg)
8000+ - B o XENP20130 (5 mgikg)
— XENP20053 (5 mgikg) By ENP19739 (5 mglkg)
& 6000
= B XENP16432 (2,89 mg/kg)
(=)
- -
T 4000
2000- W PES+PBMC
0 || ] 1
0 5000 10000 15000

Recuento de CD45

184



Figura 32

Recuento de células CD45+
160331

ES 2 995 596 T3

Combinacién

- XENP19739 (5 mg/ka)
® XENP20066 (5 mg/kg)

® ®XENP16004 (5 mgkg)
*XENP20130 (5 mgkg)

@ XENP20053 (5 mg/kg)

® XENP16432 (2,89 mg/kg)

® PBS+PBMC

1 0.00 20|00 30|00
160314

Recuento de células CD45+

185



N e g KX 55 x | 0oyioadsalg -y 119-BUE X £-OY-5UE 0SPILINIX +
. s 3 sjusieAlq L-Od-Hue ZEYOLdNIX

o 9 @ o &
e I.@Tﬁ.u.woo. -ooyoedsalq p-y110-Iue X £-DYT-RUE 0£Y9LINIX
LI ") *e o0

ES 2 995 596 T3

Figura 33A
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Figura 33B
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Figura 34
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Figura 35
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Figura 41A

Célula tymoral

e.g. anti-PD1, anti-CTLA4

Figura 41B

CTLA-4, LAG-3, TIM-3, BTLA, etc.

Conecta y reproduce.
(p. €j., PD1 x A/B/C)
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Figura 42

Reactivo a tumores No reactiva contra tumores

Unicamente PD1 Unicamente CTLA4

@

« Interacciones sdlidas « Interacciones débiles

» Activacion de TIL « Sin activacion
Mejorar la actividad antitumoral Evitar la toxicidad periférica
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Figura 43

CTLA4 X LAG3
(combinar con anti-PD1)

p- €j., nivolumab, -
pembrolizumab
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Figura 44
4+ ..
- Vejiga
- . Mama
J. 1IvicAal i
. « Colbn
g 24 - Prostata
a . .
D 4. Pulmén
= . +  Melanoma
0- + Ovario
| 1]
4 4
Vejiga Mama Coldn Prostata | Melanoma | Ovario | Pulmodn
0,7788 | 0,6523 | 0,5037 | 0,5327 0,3230 0,5037 | 0,6691

p<0,0001 para todos los tipos de cancer
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Figura 45A
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Figura 45B
Linfocitos estimulados
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Figura 45C
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Figura 46A
Unién de PD-L1 a PD-1
40001
3000
ik 2p00-
= 2000
10004
4 3 2 ¥ 0 1

mADb (log pg/ml)

o~ XENP20717 anti-PD-1 x anti-CTLA-4 biespecifico

-+~ XENP20111 anti-PD-1 de un brazo
- XENP20059 anti-CTLA-4 de un brazo

Figura 46B
Unién de PD-L2 a PD-1
30000+
20000
i
=
10000+
4 3 2 4 0 1

mAb (log pg/ml)
-a- XENP20717 anti-PD-1 x anti-CTLA-4 biespecifico
-+ XENP20111 anti-PD-1 de un brazo
~# XENP20059 anti-CTLA-4 de un brazo
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Figura 47
Unién a células T CD3+
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XENP20717 anti-PD-1 x anti-CTLA-4 biespecifico (log ug/ml)
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Figura 48
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MH en células 603+
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Figura 49

3000+

20004

1000+

0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100
mADb [ug/ml]

- XENP21448 9C6_HOLO Fab-Fe

g~ XENP21447 9C6_H1.1_L1 Fab-Fc

~a~ XENP21448 9C6_H1.11_L1 Fab-F¢

e XENP16011 anti-PD-1 scFv-Fo.

~a~ XENP20895 9C6_HOLO-1G6_L1.194_H1.279 Fab-scFv-F¢
=H= XENP21220 8C8_H1.1_L1-1G6_L1.184. H1.279 Fab-scFv-Fe
~B- XENP21221 9C6_H1.41_L1-1G6_L1.184_H1.279 Fab-scFv-Fo
8 XENP15074 numax bivalente
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Prototipos
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Figura 50B
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Figura 51A
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Figura 51B
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Figura 52A
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Figura 52B
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Figura 53A

Dia 10
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Recuento de células CD45+
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Figura 53B
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Figura 53C
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Figura 53D
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Figura 53F

Dia 22
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XENP (mAb bivalente)
20269

20744
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20746

20747

20748

VAL
ES L B &
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20872
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20879
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Clon
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Figura 54
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HO

H1
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HLI0
HL.11
HL12
H113
Hi.14

H1.15

H1.16

H1
H1
Hi

Hi

H1
Hi
Hi
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Vi
Lo
L1
12

o

L1
L2

i
L35

1
L2
Lo
L1
L2
Li

i1
&1

L1
1
)
L1
L1

L1

i1
t1
L1
L1
L1
L1
L1
EE
112
11.3
114
5
L16
1.7

KD(M; BTLA humano)
1,36-08
1,4E-08
1,9£-08
1,86-08
2,7E-08
4,2E-08

e R ARy ]
Ly kbhiey

3,7E-08
5,1E-08
2,36-08
3,2E-08
3,1E-08
2,408
3,8E-08
5,0E-08

45E:08

4,7£-08
4,6E-08
4,5E-08
4,76-08
3,58:08
5,1E-08
2,208
3,4E-08
3,08-08
3,4E-08
3,4E-08
3,7E-08
3,16-08
3,0E-08
3,26-08
3,18-08
3,1E-08
3,4E-08
6,26-08



Fab XENP

20847
21228
21232
21235
21236
21239
21245
21248
21256
21264
21284
21286
71291
Phiricy
21295
21301
21302
21304
21306
21327
21329
21332
21336
21339
21342
21344
21351
21353
21360
21369
21370
21371
71382
21392
21394
21395
21401
21402
21409

VH.

Hi
HL1
HL5
H18
H1.9
H1.12
H1.18
H1.22

H1.29

H1.37

H1.57

H1549

H154

H1.65

H1.68

H1.70

H1.71

H1.73

H1.75

H1.96

H1.98

H1.101

H1.105

H1.108
W11
H1.113

H1
Hi
H1
Hi
H1
H1
H1
H1
Hi

H1
H1
1

H1
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Vi

L2
12
L2
L2
L2
Lz
12
12
L2
L2
L2
L2
L2
L2
L2
L
2
Lz
12
L2
L2
L2
12
L2
12
12.4
L2.6

1213
L2.22

1223
12.24
12.35
12.45

L2.47
12.48
L2.50
12.51

L2.58

Figura 55A

LAG-3 humano Fab Ky (M)

226

1,37E-08
-143E-08
173608
1,156-08
1,26E-08
125608

L27E-08

9,50E-09
1,30E-08-
3,60E-09
2.36E-08.
3,61E-08

6,71E-09

7,086-09
1,316-08
5,47E-09
1,256-08
1,63E-08
1,69E:08
1,936-08

L11E-08

1,43E-08:
541808
1,29E-08

1,186-08

1,16E-08
107608
1,68E-08:
1,17E-08
1,74E-08
974809

1,80E-08
5,44E-09
5,00E-09

827609
2,30E-09
8,47E-09
3,11E:09

Fab T {°C)

73:%
72.5
73
72,5
73
73,5
2.8
72,5
73,5
73
73.5
73,5
73
73
72,5
72,5
74,5
73,5
74
735
745
73,5
73
73,5
73,5
73
71,5
70,5

i T
71
3
73
73
72
‘73,5
12
73,5
73
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Figura 55B

Fab: XENP VH Vi LAG-3 humano Fab K, (M) Fab T4.(°C)

21411 Hi L2.60 1,46E-08 75
21421 H1 £2.70 6,58E-09 74
21423 H1 L2.72 1,156-08 73
214234 Hi £2.73 7,68E-09 74
21426 Hi 12.75 1,61E-08. 74,5
21609 Hi64  L2.3% 1,16E-08

21610 H164 1247 3,30E-09

21611 H164  1L2.50 2,34E-09

21612 H1.70  12.35 1,30E-08

21613 H1.70  L2.47 6,28E-09

71614 H170 1250 6,48E-09

21615 HL105 12.35 5.82E-09

21616 HL105  12.47 3,626-09

21617 H1:105  L2.50 2,028-09

21705 H.117 12 2,90E-09

21706 HA18 12 4,06E-09

21707 H.119 12 7,72E-09

21708 H.120 12 8,48E-09

21709 H.121 L2 3,19E-089

21710 H.122 12 4,54E-09

21711 H.123 ) 7,63E-08

21712 Hi24 12 1,08£-08

21713 H.126 L2 1,63E-09

21714 H.128 12 5,70E-09

21715 H.129 12 1,16E-08

21716 H.130 L2 9,43E-09

2787 H.131 12 1.63E-08

1UNg H.132 L2 2,12E-08

21719 H133 12 1,60E-08

21720 H.134. 12 245808

21721 Hi135 £2 5,71E-09

21722, H136 12 3,03E:09

21723 H.137 L2 7,26E-09

21724 H.138 L2 8,29E-09

21725 H.138 L2 7,00E-09

2726 H:140 12 1,036-08

21727 H.14% 12 4,74E-08

21728, H.142 12 1,61E-06

21729 H.143 12 4,70E-09
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Figura 55C

Fab NENP VH Vi  LAG-3 humano Fab Kp (M) Fab Ty {°C)
21730 H.144 L2 1.64E-09
21731 H1as 12 5,19E-09
21732 H.146 12 2,95E-09
21794 HLI25 12 8,136-10
21795 HLI27 12 2,36€-09
(21796 Hi L2302 1,216-08
21801 Hi L2.103 '3,226-08
21802 H1 12:104 2,09€-07
21803 H1 12.105 '8,35£:08
21804 H1 12106 1,43E-07
21805 Hi L2307
21808 Hi £3.108
21807 H1 L2109 1,686-08
21808 H1 L2110
21809 Hi L2111 2, 24E489
71810 H1 12112 3,266-00
21811 H1 12,113 1,296:09
21812 H1 L2114 2,79E-09
21813 H1 L2115 6,06E-09
21814 H1 L2.115 1,58E-09
21815 Hi L2117
21816 Hi 12,118 1,136-08
21817 H1 L2119 3,996-09
21818 H1 12120 2:90E-09
‘21819 H1 £2.121 112808
21912 H1117 1250
21913 H1.125  L2.50 1,75E-10
21914 H1126 1250 2,75E<10
21915 H1.144 1250 4,63E-10
71916 HL327 1250 5,28610
21917 HL136 12.50 5,12E<10
21918 H1154 L350 L 82210
21918 Hi.141 1250 1,716-09
21920 HLI117 (2113 7.966-10
21921 HL2S (2113 1,38E-10
21922 HL126 12113 3,96E-10
21923 Hi.144 12113 2,84E-10
21924 H1127 L2313 5,20E-10
21925 HL136 (2113 3,08E-10
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Figura 55D

Fab XENP VH VL LAG-3 humano Fab Kp (M) Fab Te, [°C}

21926 H1.154 L2113 8,08E-10-
31927 Hi141 {2113 5,63E-10
21928 H1:.117  12.116 3,23610
21929 H1.125 12116 3,64E-10
‘21930 H1.126 12.116 9,37E-10°
21931 H1.144 L2136 9,74E-10
21932 H1.127 12.116 1,66E-09
21933 HLI36 L2116 1.31E-09
21934 H1.154 £2.116 3,58E-09
121935 H1.141 L2116 2,16E-08
21915 HL144 1250 7,66E-10.
21923 HL144 12113 7,31E-10
22138 H1.158 12.126 1,58E-07
22139 H1.159 12126 212807
22140 HLI60 12126 1,70E-07
22141 HLI61 12,126 8,77E-08
22142 H1.162 12126 1,20807
22143 H1.163 12126 4,62€-07
22144 H1.164 12126 346507
22145, H1.165 12126 2,01E:07
22146 H1.166 12126 2.59E-07
22147 HL167 12126 4,12E-08
22148 H1.168 12126 3,43E-07
22149 H1169 12126 3,24E-07
22453 H1.144 12131 2,008-09
22454 Hi1.467 L2128 3,00E-07
22455 HL167 12129 1,68E-06
22456 HL.167 12130 2,64E-07
22457 H1167 12431 3,76E-07
22461 H1.125 12131 1,676-09
22450 H1.144 2,128 2,55E-09" 67
22451 H1.144 12129 4,26E-09 67,5
22452 H1144 12130 4,958-09 68,5
22458 H1125 L2128 2,24£09- 65
22459 H1.125 2129  5,84E09 67
22460 H1.125 12130 . 3,21E09 67
22570 Hi:142 12132 C Q44E09 66,5
22571 Hid44 12133 471609 67
22572 H1.144 12,134 5,54E-09 69
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Fab XENP

22574
22575
72578
72579
22580
22609
22610
22611
22612
22613
22614
22576
22615

g g
£LULT

22617
22618
22619
22620
22621
22622
22623
22624
22652
22653
22654
22655
22656
22657
22658
12659
22660
22661
22662
22663
22664
22665
22666
22667

VH

HL.125
HL.125

H1.141
H1.141
HL.141
H1.144

H1.125
H1.341
H1.144
H1.125

H1.141

H1.125
#1.144
H1.144

H1.144

H1.144

H1.144

HL 125
H1.125

H1.125
H1.125
H1.125

H1.144.

H1.144
H1.144
H1.144

H1.144-

H1.144
H1.144

H1.144
H1.125
H1.125
H1.125
H1.125
H1.125

H1.125

HL.125

H1.125
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Vi

12132
L2.133
£2.132
12133

L2134
L2136
12136
12136

L2137
12.137
L2137

12134
12.126

[y Bt N
ks T e

12.93

12122

12.124
12.126
12.91

1293
{2122
L2124

12.138

L2139
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Figura 56D
XENP  Clon VH Vi. KD (M) kelis{1/s) DSF Ay (°C)
21028 7GR HO O3 Lo £,F9E-08 B,88E02
21029 768 HO.94 W 8,67E:08 2,04E-0%
21030 7G8 HO.95 Lo 311508 315602
21031 768  HO96 L 3,745-08 3,89E:02
21032 768 HO47 Lo £A5E:08 344602
21033 7G8 HO98 Lo 3,54E-08 2,58E-02
21034  7G8 HO.99 Lo 2,23E-08 1,77E-02
21035 768 H0.100 10 3,37E-08 2,26E02
21036 768 HO. 101 Lo 2,278-08 179E-02
21037 768 HO.102 Lo 1,64E-08 “1,84E-02
21038 768 HO.103 Lo 1,09E-08 103602
21039 768 HO.104 1o 7,96E-08 4,18E-01
21040 768 HO.105% 10 3,54E-08 2.876-0%
21041 768 HO.106 W 5,76E-08 3)36E-01
21082 768 HO.107 Lo 5,06E-08 B,82E02
21042 7G8 HO.110 0 1,16E-07 4,058-02
21044 7GB HO:111 Lo 2,33E-07 2,48E-01
21045 768 HO11Z - o 4,31E-07 5,825:01
21046  7G8 HO.114 10 4,20E-08 7.45E-02
21047 768 HO.115 Lo 6,98E6-08 7,11E02
21048  7G8 HO.116 Lo 3,52E-08 3,42E-02
21049 7G8 HO.117 Lo 8,34E-07 2,83F-01
21050 768 HO.118 ) 1,50E-07 1,23E-01
21051 768 HO.119 Lo 2,71E-08 4,85E-02
21052 7G8 HO.120 L 8,608:08 791502
21053 768 HO.121 10 1,92E-07 3,86E-01
21054 768 HO.122 Lo 4,63E-08 2,90E-02
21055 768 HO.123 1o 6,45E-07 1,88E-01
21056 768 HO.124 0 215507 2,02E-01
21057 768 HO.125 Lo 9,51E-07 1,778:01
21058  7G8 KO.126 1) 3,126-07 1,84E-01
21058 7G8 HO127 16 - 135807 143601
21060  7G8 HO.128 0 1,348-07 4,6BE0L
21061 768 HO,120 Lo 1,175-08 1,53E:02
21062 768 HO, 130 w 1,24£-07 9,49E:02
21063 768 HO.131 Lo 134807 6,58F-01
21064  7G8 HO.132 1o 3,56E-05 2,335-02
21065 768 HO.134 Lo <1,06:12 <1,08-07
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MFI en células CD3+
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Figura 58
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Figura 59A
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Figura 59B
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Figura 60A
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Figura 60B
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Figura 61A
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Figura 61B
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Figura 62A
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Figura 63A
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% de unién de LAG3-Fc
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Figura 63B

XENP15074 numax bivalente
XENP16436 26F7_HOLO_I1gG1_PVA_/S287K
XENP 18904 control LAG3 bivalente
XENP19402 768 _H1L1_IgG1. PYA /S267K
- KENP19401 7G8_HOLO_1gG1_PVA_fS267K

0,09

TN ¥ r kG I e e s S

gy p g 1@

mAb [ug/ml]

252

bk ]

100



ES 2 995 596 T3

Figura 64A
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Figura 64B
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Figura 65
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Figura 66

AV N |

N4
rFu=-1 AL

] r

5,

i

Lo dtisk,

dntodrisd

sdzselk

%

ot
el f"’:w‘;: N

%, " 2 ;:A ‘
- ﬁ;.{ o ! b
T
: R 7
y .
59,0 8,0%
i im  Lriitiid TUTREY EEF Y s

256

stk

%

112,0%

ALrs n
AT=O

| .y £
PIESPecCInco
0%




Figura 67A
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Figura 67B
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Figura 67E
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Figura 67F
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Figura 68
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Figura 69
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Figura 71
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Figura 72
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Figura 73
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Figura 74
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Figura 75
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Figura 76A
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Figura 76B
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