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COMPOSICAO, ANTICORPO QUE SE LIGA AO TIGIT HUMANO,
FORMULACAO FARMACEUTICA, POLINUCLEOTIDEO ISOLADO,
VETOR, CELULA HOSPEDEIRA, METODOS PARA A PRODUCAO DE
UM ANTICORPO QUE SE LIGA AO TIGIT HUMANO E DE
ANTICORPOS AFUCOSILADOS QUE SE LIGAM A TIGIT E PARA O
TRATAMENTO DE UM CANCER, E, KIT

Referéncia cruzada a pedidos de patente correlatos
[001] Este pedido de patente reivindica o beneficio de prioridade
deste ao Pedido de Patente dos E.U.A. Provisoério N® 62/722 063, depositado
em 23 de agosto de 2018; ao Pedido de Patente dos E.U.A. Provisorio N°
62/734 130, depositado em 20 de setembro de 2018; e ao Pedido de Patente
dos E.U.A. Provisério N° 62/822 674, depositado em 22 de mar¢o de 2019;
cujos conteudos sdo aqui incorporados, em sua totalidade, por referéncia para
qualquer efeito.

Campo da invenc¢ao
[002] A presente invengdo prové anticorpos que se ligam a TIGIT
humano (Imunorreceptor de células T com dominios Ig e ITIM) e usos dos
mesmos.

Fundamentos da invencao
[003] TIGIT (“Imunorreceptor de células T com dominios Ig e
ITIM”) € um receptor imune expresso em subconjuntos de células T, tais
como cé€lulas T ativadas, de memoria e reguladoras e células natural killer
(NK). TIGIT faz parte da familia CD28 dentro da superfamilia Ig de proteinas
e serve como uma molécula coinibidora que limita a proliferacdo e ativagcao
de células T e a funcdo das células NK. TIGIT medeia seu efeito
imunossupressor ao competir com CD226 (também conhecido como
Molécula-1 Acesséria DNAX ou “DNAM-17) pelo mesmo conjunto de
ligantes: CD155 (também conhecido como receptor do poliovirus ou “PVR”)

e CD112 (também conhecido como relacionado 2 ao receptor do poliovirus
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ou “PVRL2”). Ver, Levin et al., Eur. J. Immunol., 2011, 41:902-915. Dado
que a afinidade de CD155 por TIGIT é maior do que a sua afinidade por
CD226, na presencga de TIGIT, a sinalizacdo de CD226 ¢ inibida, limitando,
com isso, a proliferacdo e ativacao de células T.
[004] Em pacientes com melanoma, a expressio de TIGIT ¢é
regulada positivamente em células T CD8" antigeno-tumoral (TA)-especificas
e linfécitos CD8" infiltrantes de tumor (TILs). O bloqueio de TIGIT na
presenca de células que expressam o ligante (CD155) de TIGIT aumentou a
proliferacdo, a producdo de citocinas e a desgranulacdo de células T CD8*
TA-especificas e TILs CD8*. Ver, Chauvin et al., J Clin Invest., 2015,
125:2046-2058. Assim, TIGIT representa um alvo terapéutico potencial para
estimulacdo de respostas antitumorais de células T em pacientes, embora
ainda exista necessidade de métodos melhorados para o bloqueio de TIGIT e
para a promog¢ao de respostas antitumorais.

Breve sumario da invencao
[005] Modalidade 1. Uma composicdo compreendendo anticorpos
isolados que se ligam a TIGIT humano (Imunorreceptor de células T com
dominios Ig e ITIM), em que os anticorpos t€m uma afinidade de ligacao (Kp)
for TIGIT humano inferior a 5 nM e em que pelo menos 90%, pelo menos
91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%,
pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos
anticorpos na composi¢do sao afucosilados.
[006] Modalidade 2. A composi¢cdo da modalidade 1, em que os
anticorpos t€ém uma Kp por TIGIT humano inferior a 1 nM.
[007] Modalidade 3. A composi¢cdo da modalidade 1, em que os
anticorpos t€ém uma Kp por TIGIT humano inferior a 100 pM.
[008] Modalidade 4. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 3, em que os anticorpos exibem reatividade cruzada com

TIGIT de macaco Cynomolgus e com TIGIT de camundongo.
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[009] Modalidade 5. A composi¢cdo da modalidade 4, em que os
anticorpos exibem reatividade cruzada com TIGIT de macaco Cynomolgus e

com TIGIT de camundongo.

[0010] Modalidade 6. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 5, em que os anticorpos bloqueiam a ligacdo de CD155 a
TIGIT.

[0011] Modalidade 7. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 5, em que os anticorpos bloqueiam a ligacdo de CD112 a
TIGIT.

[0012] Modalidade 8. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 5, em que os anticorpos bloqueiam a ligacdo de CD155 e de
CD112 a TIGIT.

[0013] Modalidade 9. A composicdo de qualquer uma das

modalidades 1 to 8, em que os anticorpos competem pela ligagdo a TIGIT
humano com um anticorpo que compreende uma regido variavel da cadeia
pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 55 e uma
regido varidvel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoécidos de
SEQ ID NO: 64.

[0014] Modalidade 10. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 9, em que os anticorpos, quando ligados a TIGIT humano,

ligam-se a uma ou a ambas as posicdes 81 e 82 de aminodcidos.

[0015] Modalidade 11. A composi¢do da modalidade 10, em que os
anticorpos se ligam a ambas as posi¢oes 81 e 82 de aminodcidos.

[0016] Modalidade 12. A composicdo da modalidade 10 ou
modalidade 11, em que as posicoes 81 e 82 de aminoacidos sdo Phe81 e
Lys82.

[0017] Modalidade 13. A composicdo de qualquer uma das

modalidades 1 a 12, em que os anticorpos se ligam a um epitopo em TIGIT

humano que compreende uma ou ambas as posi¢cdes 81 e 82 de aminoécidos.
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[0018] Modalidade 14. Uma composi¢do que compreende anticorpos
1solados que se ligam a TIGIT humano, em que os anticorpos, quando ligados
a TIGIT, ligam-se a uma ou a ambas as posicdes 81 e 82 de aminodcidos e em
que pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%,
pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo

menos 98% ou pelo menos 99% dos anticorpos na composicdo sao

afucosilados.

[0019] Modalidade 15. A composi¢do da modalidade 14, em que os
anticorpos se ligam a ambas as posi¢oes 81 e 82 de aminodcidos.

[0020] Modalidade 16. A composicdo da modalidade 14 ou
modalidade 15, em que as posicdes 81 e 82 de aminoacidos sdo Phe81 e
Lys82.

[0021] Modalidade 17. Uma composi¢cdo compreendendo anticorpos

1solados que se ligam a TIGIT humano, em que os anticorpos se ligam a um
epitopo em TIGIT humano que compreende uma ou ambas as posi¢oes 81 e
82 de aminodcidos e em que pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos
92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%,
pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos anticorpos na

composi¢do sdo afucosilados.

[0022] Modalidade 18. A composicdo da modalidade 13 ou
modalidade 17, em que o epitopo compreende Phe na posicado 81.

[0023] Modalidade 19. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 13, 17 e 18, em que o epitopo compreende Lys ou Ser na posi¢ao
82.

[0024] Modalidade 20. A composicdo de qualquer uma das

modalidades 13 e 17 a 19, em que o epitopo compreende Phe na posicao 81 e
Lys ou Ser na posi¢ao 82.

[0025] Modalidade 21. A composicdo da modalidade 20, em que o
epitopo compreende Phe81 e Lys82.
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[0026] Modalidade 22. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 13 e 17 a 21, em que o epitopo € um epitopo descontinuo.

[0027] Modalidade 23. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 13 e 17 a 22, em que os anticorpos se ligam a um epitopo em
TIGIT humano que compreende ainda uma ou mais das posi¢Oes de
aminodcidos 51, 52, 53, 54, 55, 73, 74, 75, 76, 77, 79, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92 ou 93.

[0028] Modalidade 24. A composicdo da modalidade 23, em que o
epitopo compreende ainda um ou mais residuos de aminoécidos selecionados
a partir do grupo que consiste em Thr51, Ala52, GIn53, Val54, Thr55, Leu73,
Gly74, Trp75, His76, 1le77, Pro79, Asp83, Arg84, Val85, Ala86, Pro87,
Gly88, Pro89, Gly90, Leu91, Gly92 e Leu93.

[0029] Modalidade 25. A composicdo da modalidade 24, em que o
epitopo compreende os residuos de aminoacidos Thr51, Ala52, GIn53, Val54,
Thr55, Gly74, Trp75, His76, 1le77, Phe81, Lys82, Pro87, Gly88, Pro89,
Gly90, Leu9l, Gly92 e Leu93.

[0030] Modalidade 26. A composicdo da modalidade 24, em que o
epitopo compreende os residuos de aminoacidos Ala52, GIn53, Leu73, Gly74,
Trp75, Pro79, Phe81, Lys82, Asp83, Arg84, Val85 e Ala86.

[0031] Modalidade 27. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 13 e 17 a 26, em que o epitopo compreende a sequéncia
ICNADLGWHISPSFK (SEQ ID NO: 258).

[0032] Modalidade 28. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 27, em que o TIGIT humano compreende a sequéncia de
SEQ ID NO: 218.

[0033] Modalidade 29. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 28, em que cada um dos anticorpos compreende uma ou mais
dentre:

(@) uma CDRI1 da cadeia pesada compreendendo uma
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sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:40,
SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:94, SEQ ID NO:112, SEQ ID
NO:130, SEQ ID NO:148, SEQ ID NO:166, SEQ ID NO:184, SEQ ID
NO:202, SEQ ID NO:221, SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:226, SEQ ID
NO:231, SEQ ID NO:233, SEQ ID NO:239, SEQ ID NO:243, SEQ ID
NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:293, SEQ ID NO:294, SEQ ID
NO:289 e SEQ ID NO:290;

(b) uma CDR2 da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:42,
SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:78, SEQ ID NO:96, SEQ ID NO:114, SEQ ID
NO:132, SEQ ID NO:150, SEQ ID NO:168, SEQ ID NO:186, SEQ ID
NO:204, SEQ ID NO:222, SEQ ID NO:225, SEQ ID NO:227, SEQ ID
NO:229, SEQ ID NO:232, SEQ ID NO:234, SEQ ID NO:238, SEQ ID
NO:240, SEQ ID NO:285, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:291 e SEQ ID
NO:295;

(c) uma CDR3 da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:44,
SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:98, SEQ ID NO:116, SEQ ID
NO:134, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:170, SEQ ID NO:188, SEQ ID
NO:206, SEQ ID NO:223, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:230, SEQ ID
NO:235, SEQ ID NO:236, SEQ ID NO:237, SEQ ID NO:241, SEQ ID
NO:242, SEQ ID NO:244, SEQ ID NO:286, SEQ ID NO:292 e SEQ ID
NO:296;

(d) uma CDRI da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
selecionada dentre SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:49, SEQ ID
NO:67, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:103, SEQ ID NO:121, SEQ ID NO:139,
SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:175, SEQ ID NO:193, SEQ ID NO:211 e SEQ
ID NO:287;

(e) uma CDR?2 da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
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selecionada dentre SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:51, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:87, SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:123, SEQ ID NO:141,
SEQ ID NO:159, SEQ ID NO:177, SEQ ID NO:195, SEQ ID NO:213 e SEQ
ID NO:288; ou

(f) uma CDR3 da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
selecionada dentre SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:53, SEQ ID
NO:71, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:107, SEQ ID NO:125, SEQ ID NO:143,
SEQ ID NO:161, SEQ ID NO:179, SEQ ID NO:197 e SEQ ID NO:215.
[0034] Modalidade 30. A composi¢cao da modalidade 29, em que cada
um dos anticorpos compreende:

(a) uma sequéncia de CDR1 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:293, SEQ ID
NO:294, SEQ ID NO:226, SEQ ID NO:289 e SEQ ID NO:290;

(b) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:60, SEQ ID
NO:285, SEQ ID NO:225, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:227, SEQ ID
NO:291, SEQ ID NO:229 e SEQ ID NO:295;

(c) uma sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:62, SEQ ID
NO:286, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:292, SEQ ID NO:230 e SEQ ID
NO:296;

(d) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:67 e SEQ ID
NO:287;

(e) uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:69 e SEQ ID
NO:288; e/ou

(f) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
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sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:71.
[0035] Modalidade 31. A composicido da modalidade 29 ou
modalidade 30, em que cada um dos anticorpos compreende uma CDRI,
CDR?2 e CDR3 da cadeia pesada e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia leve
compreendendo as sequéncias de:

(a) SEQID NOs: 4, 6, 8, 13, 15 e 17, respectivamente; ou

(b) SEQ ID NOs: 22, 24, 26, 31, 33 e 35, respectivamente; ou

(c) SEQ ID NOs: 40, 42, 44, 49, 51 e 53, respectivamente; ou

(d) SEQ ID NOs: 58, 60, 62, 67, 69 e 71, respectivamente; ou

(e) SEQ ID NOs: 283, 285, 62, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou

(f) SEQ ID NOs: 284, 60, 286, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(g) SEQ ID NOs: 76, 78, 80, 85, 87 e 89, respectivamente; ou

(h) SEQ ID NOs: 94, 96, 98, 103, 105 e 107, respectivamente;
ou

(i) SEQ ID NOs: 112, 114, 116, 121, 123 e 125,
respectivamente; ou

(G) SEQ ID NOs: 130, 132, 134, 139, 141 e 143,
respectivamente; ou

(k) SEQ ID NOs: 148, 150, 152, 157, 159 e 161,
respectivamente; ou

(D) SEQ ID NOs: 166, 168, 170, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(m) SEQ ID NOs: 184, 186, 188, 193, 195 e 197,
respectivamente; ou

(n) SEQ ID NOs: 202, 204, 206, 211, 213 e 215,
respectivamente; ou

(o) SEQ ID NOs: 221, 222,223, 13, 15 e 17, respectivamente;
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ou

(p) SEQ ID NOs: 224, 225, 62, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(@0 SEQ ID NOs: 293, 297, 62, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou

(r) SEQ ID NOs: 294, 225, 286, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(s) SEQ ID NOs: 226, 227, 228, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

() SEQ ID NOs: 289, 291, 228, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou

(u) SEQ ID NOs: 290, 227, 292, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(v) SEQ ID NOs: 224, 229, 230, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(w) SEQ ID NOs: 293, 295, 230, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou

(x) SEQ ID NOs: 294, 229, 296, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(y) SEQ ID NOs: 224, 227, 230, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(zy SEQ ID NOs: 293, 290, 230, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou

(aa) SEQ ID NOs: 294, 290, 230, 67, 69 e 71,
respectivamente; ou

(bb) SEQ ID NOs: 231, 232, 235, 103, 105 e 107,
respectivamente; ou

(cc) SEQ ID NOs: 233, 234, 236, 103, 105 e 107,

respectivamente; ou
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(dd) SEQ ID NOs: 233, 234, 237, 103, 105 e 107,
respectivamente; ou

(ee) SEQ ID NOs: 166, 238, 170, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(ffj SEQ ID NOs: 239, 240, 170, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(gg) SEQ ID NOs: 239, 240, 241, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(hh) SEQ ID NOs: 239, 240, 242, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(i) SEQ ID NOs: 243, 168, 244, 175, 177 e 179,

respectivamente.
[0036] Modalidade 32. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 31, em que cada um dos anticorpos compreende uma CDRI1,
CDR?2 e CDR3 da cadeia pesada e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia leve
compreendendo as sequéncias de:

(a) SEQ ID NOs: 58, 60, 62, 67, 69 e 71, respectivamente; ou

(b) SEQ ID NOs: 283, 285, 62, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou

(c) SEQ ID NOs: 284, 60, 286, 67, 69 e 71, respectivamente.
[0037] Modalidade 33. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 32, em que cada um dos anticorpos compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:73, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:109, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:145,
SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:181, SEQ ID NO:199, SEQ ID NO:245, SEQ
ID NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248, SEQ ID NO:249, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID NO:252, SEQ ID NO:253, SEQ ID

Peticdo 870210016809, de 19/02/2021, pag. 42/350



117207

NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257; e/ou

(b) uma regido variavel da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:64, SEQ
ID NO:82, SEQ ID NO:100, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:136, SEQ ID
NO:154, SEQ ID NO:172, SEQ ID NO:190 ou SEQ ID NO:208.

[0038] Modalidade 34. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 to 33, em que cada um dos anticorpos compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:245 e uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de
identidade de sequéncia com SEQ ID NO:10; ou

(b) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:19 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:28; ou

(c) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:37 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:46; ou

(d) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com qualquer uma dentre SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:246, SEQ ID NO:247,
SEQ ID NO:248 ou SEQ ID NO:249 e uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de

identidade de sequéncia com SEQ ID NO:64; ou
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(e) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:73 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:82; ou

(f) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com qualquer uma dentre SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:250, SEQ ID NO:251
ou SEQ ID NO:252 e uma regido variavel da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:100; ou

(g) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:109 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:118; ou

(h) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:127 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:136; ou

(1) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:145 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:154; ou

(j) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia

com qualquer uma dentre SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:253, SEQ ID
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NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257 e uma regiao
variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com
pelo menos 90% de identidade de sequéncia com SEQ ID NO:172; ou

(k) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:181 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:190; ou

(I) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:199 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:208.

Modalidade 35. A composi¢cao da modalidade 34, em que cada
um dos anticorpos compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:245 e uma regido
variavel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:10; ou

(b) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:19 e uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:28; ou

(c) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:37 e uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:46; ou

(d) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248 ou SEQ ID NO:249 e uma regiao

variavel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
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ID NO:64; ou

(e) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:73 e uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:82; ou

(f) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:91, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251 ou SEQ ID NO:252 e uma regido varidavel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:100;
ou

(g) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:109 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:118;
ou

(h) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:127 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:136;
ou

(1) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:145 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:154;
ou

(j) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:163, SEQ ID
NO:253, SEQ ID NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID
NO:257 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:172; ou

(k) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:181 e uma regido varidvel da

cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:190;
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ou
(I) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:199 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:208.
[0039] Modalidade 36. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 35, em que cada um dos anticorpos compreende uma regiao
variavel da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:55 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:64.
[0040] Modalidade 37. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 36, em que os anticorpos sdo anticorpos IgG.
[0041] Modalidade 38. A composi¢do da modalidade 37, em que os
anticorpos sdo anticorpos IgG1 ou anticorpos IgG3.
[0042] Modalidade 39. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 38, em que cada um dos anticorpos compreende uma cadeia
pesada compreendendo uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre
SEQ ID NOs: 260, 262, 264, 266, 268, 270 e 272; e uma cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 274.
[0043] Modalidade 40. A composicao da modalidade 39, em que cada
um dos anticorpos compreende uma cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoicidos de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 274.
[0044] Modalidade 41. A composicao da modalidade 39, em que cada
um dos anticorpos compreende uma cadeia pesada que consiste na sequéncia
de aminodcidos de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve que consiste na
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 274.
[0045] Modalidade 42. Uma composi¢do que compreende anticorpos
isolados que se ligam a TIGIT humano, em que pelo menos 90%, pelo menos

91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%,
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pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos
anticorpos na composi¢ao sdo afucosilados e em que cada um dos anticorpos
compreende uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos
de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 274.

[0046] Modalidade 43. Uma composi¢do que compreende anticorpos
isolados que se ligam a TIGIT humano, em que pelo menos 90%, pelo menos
91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%,
pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos
anticorpos na composi¢ao sdo afucosilados e em que cada um dos anticorpos
compreende uma cadeia pesada que consiste na sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve que consiste na sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 274.

[0047] Modalidade 44. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 to 43, em que os anticorpos exibem sinergia com um anticorpo
anti-PD-1 ou um anticorpo anti-PD-L1.

[0048] Modalidade 45. A composi¢do da modalidade 44, em que a
sinergia € determinada por meio de um ensaio que compreende colocar em
contato uma cocultura compreendendo (i) células Jurkat efetoras que
expressam PD-1, TIGIT e CD226, em que as células Jurkat efetoras
compreendem um gene reporter luciferase direcionado pelo promotor de 1L-2;
e (i) células CHO-KI1 apresentadoras de antigeno artificiais (aAPCs)
expressando um ativador de TCR, PD-L1 e CD155; com a composi¢do € um
anticorpo anti-PD-1 ou um anticorpo anti-PD-L]1.

[0049] Modalidade 46. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 45, em que células T reguladoras (Treg) sdo depletadas de
PBMCs humanas quando em contato com a composicao.

[0050] Modalidade 47. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 46, em que a expressio de MCPI, IL-8 e MIPla ¢é
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aumentada em PBMCs humanas quando em contato com a composicao.
[0051] Modalidade 48. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 47, em que mondcitos/macréfagos sio ativados quando estio
em contato com a composic¢ao.

[0052] Modalidade 49. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 48, em que CD86 e MHCII sdo regulados positivamente
quando mondcitos/macréfagos CD14+ estdo em contato com a composi¢ao.
[0053] Modalidade 50. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 49, em que mondcitos/macréfagos CD14+ quando em
contato com a composi¢do amadurecem tornando-se células apresentadoras de
antigeno.

[0054] Modalidade 51. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 50, em que as células T de memoéria quando em contato com
a composi¢do mostram producdo aumentada de IFNy em resposta ao
antigeno.

[0055] Modalidade 52. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 51, em que as células T de memoria quando em contato com
a composi¢ao demonstram resposta reforcada ao antigeno.

[0056] Modalidade 53. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 to 52, em que células T CD8+ efetoras de memoria e/ou
células T CD4+ efetoras de memoria sdo aumentadas em tumores quando
estdo em contato com a composi¢ao.

[0057] Modalidade 54. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 53, em que a composi¢ao refor¢ca uma resposta Thl em um
animal a que foi administrada a composic¢ao.

[0058] Modalidade 55. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 54, em que os anticorpos da composicdo t€m menor
afinidade de ligacdo por FcyRIIa e/ou FcyRIIb quando comparado aos

mesmos anticorpos anti-TIGIT que ndo sdo afucosilados.
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[0059] Modalidade 56. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 55, em que a composicdo medeia a fagocitose celular
dependente de anticorpo (ADCP) de células que expressam TIGIT na
presenca de mondcitos-macrofagos.

[0060] Modalidade 57. The composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 56, em que os anticorpos sao monoclonais.

[0061] Modalidade 58. The composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 57, em que os anticorpos sdo anticorpos totalmente humanos.
[0062] Modalidade 59. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 58, em que os anticorpos sdo anticorpos quiméricos.

[0063] Modalidade 60. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 28 e 44 a 59, em que os anticorpos s@o humanizados.

[0064] Modalidade 61. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 60, em que os anticorpos sdo fragmentos de anticorpo.

[0065] Modalidade 62. A composi¢do da modalidade 61, em que os
fragmentos de anticorpo sao Fab, Fab’, F(ab’),, scFv ou diabodies.

[0066] Modalidade 63. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 62, em que os anticorpos sdo anticorpos biespecificos.

[0067] Modalidade 64. A composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 63, em que os anticorpos sdo conjugados anticorpo-farmaco.
[0068] Modalidade 65. Um anticorpo que se liga ao TIGIT humano
(Imunorreceptor de células T com dominios Ig e ITIM), em que o anticorpo
tem uma afinidade de ligacdo (Kp) por TIGIT humano inferior a 5 nM e em
que o anticorpo € afucosilado.

[0069] Modalidade 66. O anticorpo da modalidade 65, em que o
anticorpo tem uma Kp por TIGIT humano inferior a 1 nM.

[0070] Modalidade 67. O anticorpo da modalidade 66, em que o
anticorpo tem uma Kp por TIGIT humano inferior a 100 pM.

[0071] Modalidade 68. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
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65 a 67, em que o anticorpo exibe reatividade cruzada com TIGIT de macaco
Cynomolgus e com TIGIT de camundongo.

[0072] Modalidade 69. O anticorpo da modalidade 68, em que o
anticorpo exibe reatividade cruzada com TIGIT de macaco Cynomolgus e

com TIGIT de camundongo.

[0073] Modalidade 70. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
65 a 69, em que o anticorpo bloqueia a ligacdo de CD155 a TIGIT.

[0074] Modalidade 71. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
65 a 70, em que o anticorpo bloqueia a ligacdo de CD112 a TIGIT.

[0075] Modalidade 72. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
65 a 71, em que o anticorpo bloqueia a ligacio de CDI155 e de CDI112 a
TIGIT.

[0076] Modalidade 73. O anticorpo de qualquer uma das modalidades

65 a 72, em que o anticorpo compete pela ligacdo a TIGIT humano com um
anticorpo que compreende uma regido varidvel da cadeia pesada
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 55 e uma regiao
variavel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 64.

[0077] Modalidade 74. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
65 a 73, em que, quando ligado a TIGIT humano, liga-se a uma ou a ambas as
posicoes 81 e 82 de aminodcidos.

[0078] Modalidade 75. O anticorpo da modalidade 74, em que o
anticorpo se liga a ambas as posi¢des 81 e 82 de aminodcidos.

[0079] Modalidade 76. O anticorpo da modalidade 74 ou modalidade
75, em que as posicoes 81 e 82 de aminodcidos sdo Phe81 e Lys82.

[0080] Modalidade 77. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
65 a 76, em que o anticorpo se liga a um epitopo em TIGIT humano que
compreende uma ou ambas as posi¢oes 81 e 82 de aminoacidos.

[0081] Modalidade 78. Um anticorpo que se liga ao TIGIT humano,
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em que, quando ligado a TIGIT humano, liga-se a uma ou a ambas as
posicdes 81 e 82 de aminodcidos e em que o anticorpo € afucosilado.

[0082] Modalidade 79. O anticorpo da modalidade 78, em que o
anticorpo se liga a ambas as posi¢des 81 e 82 de aminodcidos.

[0083] Modalidade 80. O anticorpo da modalidade 78 ou modalidade
79, em que as posicoes 81 e 82 de aminodcidos sdo Phe81 e Lys82.

[0084] Modalidade 81. Um anticorpo que se liga ao TIGIT humano,
em que o anticorpo se liga a um epitopo em TIGIT humano que compreende
uma ou ambas as posi¢Oes 81 e 82 de aminoicidos e em que o anticorpo é
afucosilado.

[0085] Modalidade 82. O anticorpo da modalidade 77 ou modalidade
81, em que o epitopo compreende Phe na posicdo 81.

[0086] Modalidade 83. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
77, 81 e 82, em que o epitopo compreende Lys ou Ser na posi¢cao 82.

[0087] Modalidade 84. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
77 e 81 a 83, em que o epitopo compreende Phe na posicdo 81 e Lys ou Ser
na posi¢ao 82.

[0088] Modalidade 85. O anticorpo da modalidade 84, em que o
epitopo compreende Phe81 e Lys82.

[0089] Modalidade 86. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
77 e 81 a 85, em que o epitopo € um epitopo descontinuo.

[0090] Modalidade 87. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
77 e 81 a 86, em que o anticorpo se liga a um epitopo em TIGIT humano que
compreende ainda uma ou mais das posicdes de aminodcidos 51, 52, 53, 54,
55,73,74,75,76,77,79, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92 ou 93.

[0091] Modalidade 88. O anticorpo da modalidade 87, em que o
epitopo compreende ainda um ou mais residuos de aminoécidos selecionados
a partir do grupo que consiste em Thr51, Ala52, GIn53, Val54, Thr55, Leu73,
Gly74, Trp75, His76, 1le77, Pro79, Asp83, Arg84, Val85, Ala86, Pro87,
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Gly88, Pro89, Gly90, Leu91, Gly92 e Leu93.

[0092] Modalidade 89. O anticorpo da modalidade 88, em que o
epitopo compreende os residuos de aminoacidos Thr51, Ala52, GIn53, Val54,
Thr55, Gly74, Trp75, His76, 1le77, Phe81, Lys82, Pro87, Gly88, Pro89,
Gly90, Leu9l, Gly92 e Leu93.

[0093] Modalidade 90. O anticorpo da modalidade 88, em que o
epitopo compreende os residuos de aminoacidos Ala52, GIn53, Leu73, Gly74,
Trp75, Pro79, Phe81, Lys82, Asp83, Arg84, Val85 e Ala86.

[0094] Modalidade 91. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
77 e 81 a 90, em que o epitopo compreende a sequéncia
ICNADLGWHISPSFK (SEQ ID NO: 258).

[0095] Modalidade 92. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
65 a 91, em que TIGIT humano compreende a sequéncia de SEQ ID NO: 218.
[0096] Modalidade 93. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
65 a 92, em que o anticorpo compreende uma ou mais dentre:

(@) uma CDRI1 da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:40,
SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:94, SEQ ID NO:112, SEQ ID
NO:130, SEQ ID NO:148, SEQ ID NO:166, SEQ ID NO:184, SEQ ID
NO:202, SEQ ID NO:221, SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:226, SEQ ID
NO:231, SEQ ID NO:233, SEQ ID NO:239, SEQ ID NO:243, SEQ ID
NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:293, SEQ ID NO:294, SEQ ID
NO:289 e SEQ ID NO:290;

(b) uma CDR2 da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:42,
SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:78, SEQ ID NO:96, SEQ ID NO:114, SEQ ID
NO:132, SEQ ID NO:150, SEQ ID NO:168, SEQ ID NO:186, SEQ ID
NO:204, SEQ ID NO:222, SEQ ID NO:225, SEQ ID NO:227, SEQ ID
NO:229, SEQ ID NO:232, SEQ ID NO:234, SEQ ID NO:238, SEQ ID
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NO:240, SEQ ID NO:285, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:291 e SEQ ID
NO:295;

(c) uma CDR3 da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:44,
SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:98, SEQ ID NO:116, SEQ ID
NO:134, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:170, SEQ ID NO:188, SEQ ID
NO:206, SEQ ID NO:223, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:230, SEQ ID
NO:235, SEQ ID NO:236, SEQ ID NO:237, SEQ ID NO:241, SEQ ID
NO:242, SEQ ID NO:244, SEQ ID NO:286, SEQ ID NO:292 e SEQ ID
NO:296;

(d) uma CDRI da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
selecionada dentre SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:49, SEQ ID
NO:67, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:103, SEQ ID NO:121, SEQ ID NO:139,
SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:175, SEQ ID NO:193, SEQ ID NO:211 e SEQ
ID NO:287;

(e) uma CDR?2 da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
selecionada dentre SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:51, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:87, SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:123, SEQ ID NO:141,
SEQ ID NO:159, SEQ ID NO:177, SEQ ID NO:195, SEQ ID NO:213 e SEQ
ID NO:288; ou

(f) uma CDR3 da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
selecionada dentre SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:53, SEQ ID
NO:71, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:107, SEQ ID NO:125, SEQ ID NO:143,
SEQ ID NO:161, SEQ ID NO:179, SEQ ID NO:197 e SEQ ID NO:215.
[0097] Modalidade 94. O anticorpo da modalidade 93, em que o
anticorpo compreende:

(d) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:293, SEQ ID

Peticdo 870210016809, de 19/02/2021, pag. 54/350



23 /207

NO:294, SEQ ID NO:226, SEQ ID NO:289 e SEQ ID NO:290;

(e) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:60, SEQ ID
NO:285, SEQ ID NO:225, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:227, SEQ ID
NO:291, SEQ ID NO:229 e SEQ ID NO:295;

(f) uma sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:62, SEQ ID
NO:286, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:292, SEQ ID NO:230 e SEQ ID
NO:296;

(g) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:67 e SEQ ID
NO:287;

(h) uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:69 e SEQ ID
NO:288; e/ou

(1) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:71.
[0098] Modalidade 95. O anticorpo da modalidade 94, em que o
anticorpo compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada e uma
CDRI1, CDR2 e CDR3 da cadeia leve compreendendo as sequéncias de:

(a) SEQID NOs: 4, 6, 8, 13, 15 e 17, respectivamente; ou

(b) SEQ ID NOs: 22, 24, 26, 31, 33 e 35, respectivamente; ou

(c) SEQ ID NOs: 40, 42, 44, 49, 51 e 53, respectivamente; ou

(d) SEQ ID NOs: 58, 60, 62, 67, 69 e 71, respectivamente; ou

(e) SEQ ID NOs: 76, 78, 80, 85, 87 e 89, respectivamente; ou

(f) SEQ ID NOs: 94, 96, 98, 103, 105 e 107, respectivamente;
ou

(g SEQ ID NOs: 112, 114, 116, 121, 123 e 125,

respectivamente; ou
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(h) SEQ ID NOs: 130, 132, 134, 139, 141 e 143,
respectivamente; ou

(1) SEQ ID NOs: 148, 150, 152, 157, 159 e 161,
respectivamente; ou

() SEQ ID NOs: 166, 168, 170, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(k) SEQ ID NOs: 184, 186, 188, 193, 195 e 197,
respectivamente; ou

() SEQ ID NOs: 202, 204, 206, 211, 213 e 215,
respectivamente; ou

(m) SEQ ID NOs: 221, 222,223, 13, 15 e 17, respectivamente;

ou

(n) SEQ ID NOs: 224, 225, 62, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(o) SEQ ID NOs: 226, 227, 228, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(p) SEQ ID NOs: 224, 229, 230, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(q) SEQ ID NOs: 224, 227, 230, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(r) SEQ ID NOs: 231, 232, 235, 103, 105 e 107,
respectivamente; ou

(s) SEQ ID NOs: 233, 234, 236, 103, 105 e 107,
respectivamente; ou

(t) SEQ ID NOs: 233, 234, 237, 103, 105 e 107,
respectivamente; ou

(u) SEQ ID NOs: 166, 238, 170, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(v) SEQ ID NOs: 239, 240, 170, 175, 177 e 179,
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respectivamente; ou

(w) SEQ ID NOs: 239, 240, 241, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(x) SEQ ID NOs: 239, 240, 242, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(y) SEQ ID NOs: 243, 168, 244, 175, 177 e 179,

respectivamente.
[0099] Modalidade 96. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
65 a 95, em que o anticorpo compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3 da
cadeia pesada e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia leve compreendendo as
sequéncias de:

() SEQ ID NOs: 58, 60, 62, 67, 69 e 71, respectivamente; ou

(k) SEQ ID NOs: 283, 285, 62, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou

(I) SEQ ID NOs: 284, 60, 286, 67, 69 e 71, respectivamente.
[00100] Modalidade 97. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
65 a 96, em que o anticorpo compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:73, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:109, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:145,
SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:181, SEQ ID NO:199, SEQ ID NO:245, SEQ
ID NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248, SEQ ID NO:249, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID NO:252, SEQ ID NO:253, SEQ ID
NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257; e/ou

(b) uma regido varidavel da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:64, SEQ
ID NO:82, SEQ ID NO:100, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:136, SEQ ID
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NO:154, SEQ ID NO:172, SEQ ID NO:190 ou SEQ ID NO:208.
[00101] Modalidade 98. O anticorpo de qualquer uma das modalidades
65 a 97, em que o anticorpo compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:245 e uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de
identidade de sequéncia com SEQ ID NO:10; ou

(b) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:19 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:28; ou

(c) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:37 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:46; ou

(d) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com qualquer uma dentre SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:246, SEQ ID NO:247,
SEQ ID NO:248 ou SEQ ID NO:249 e uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de
identidade de sequéncia com SEQ ID NO:64; ou

(e) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:73 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de

sequéncia com SEQ ID NO:82; ou
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(f) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com qualquer uma dentre SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:250, SEQ ID NO:251
ou SEQ ID NO:252 e uma regido variavel da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:100; ou

(g) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:109 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:118; ou

(h) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:127 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:136; ou

(1) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:145 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:154; ou

(j) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com qualquer uma dentre SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:253, SEQ ID
NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257 e uma regiao
variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com
pelo menos 90% de identidade de sequéncia com SEQ ID NO:172; ou

(k) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma

sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
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com SEQ ID NO:181 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:190; ou

(I) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:199 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:208.

[00102] Modalidade 99. O anticorpo da modalidade 98, em que o
anticorpo compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:245 e uma regido
variavel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO:10; ou

(b) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:19 e uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:28; ou

(c) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:37 e uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:46; ou

(d) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248 ou SEQ ID NO:249 e uma regiao
variavel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:64; ou

(e) uma regido varidavel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:73 e uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:82; ou

(f) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
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sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:91, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251 ou SEQ ID NO:252 e uma regido varidavel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:100;
ou

(g) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:109 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:118;
ou

(h) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:127 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:136;
ou

(1) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:145 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:154;
ou

(j) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:163, SEQ ID
NO:253, SEQ ID NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID
NO:257 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:172; ou

(k) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:181 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:190;
ou

(I) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:199 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:208.

[00103] Modalidade 100. O anticorpo de qualquer uma das
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modalidades 65 a 99, em que o anticorpo compreende uma regido variavel da
cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:55
e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:64.

[00104] Modalidade 101. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 100, em que o anticorpo ¢ um anticorpo IgG.

[00105] Modalidade 102. O anticorpo da modalidade 101, em que o
anticorpo € um anticorpo IgG1 ou um anticorpo IgG3.

[00106] Modalidade 103. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 102, em que o anticorpo compreende uma cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID
NOs: 260, 262, 264, 266, 268, 270 e 272; e uma cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 274.

[00107] Modalidade 104. O anticorpo da modalidade 103, em que o
anticorpo compreende uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 274.

[00108] Modalidade 105. O anticorpo da modalidade 103, em que o
anticorpo compreende uma cadeia pesada que consiste na sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve que consiste na
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 274.

[00109] Modalidade 106. Um anticorpo que se liga ao TIGIT humano,
em que o anticorpo compreende uma cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 260, 262, 264,
266, 268, 270 e 272; e uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 274.

[00110] Modalidade 107. Um anticorpo que se liga ao TIGIT humano,
em que o anticorpo compreende uma cadeia pesada compreendendo a

sequéncia de aminoicidos de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve
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compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 274.

[00111] Modalidade 108. Um anticorpo que se liga ao TIGIT humano,
em que o anticorpo compreende uma cadeia pesada que consiste na sequéncia
de aminodcidos de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve que consiste na
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 274.

[00112] Modalidade 109. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 108, em que o anticorpo exibe sinergia com um anticorpo
anti-PD-1 ou um anticorpo anti-PD-L1.

[00113] Modalidade 110. O anticorpo da modalidade 109, em que a
sinergia € determinada por meio de um ensaio que compreende colocar em
contato uma cocultura compreendendo (i) células Jurkat efetoras que
expressam PD-1, TIGIT e CD226, em que a células Jurkat efetoras
compreendem um gene reporter luciferase direcionado pelo promotor de 1L-2;
e (i) células CHO-KI1 apresentadoras de antigeno artificiais (aAPCs)
expressando um ativador de TCR, PD-L1 e CD155; com a composi¢do € um
anticorpo anti-PD-1 ou um anticorpo anti-PD-L]1.

[00114] Modalidade 111. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 110, em que células T reguladoras (Treg) sdo depletadas de
PBMCs humanas quando em contato com o anticorpo.

[00115] Modalidade 112. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 111, em que a expressdo de MCPI, IL-8 e MIPla ¢é
aumentada em PBMCs humanas quando em contato com o anticorpo.

[00116] Modalidade 113. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 112, em que mondcitos/macréfagos sdo ativados quando
estdo em contato com o anticorpo.

[00117] Modalidade 114. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 113, em que CD86 e MHCII sao regulados positivamente
quando mondcitos/macréfagos CD14+ estdo em contato com o anticorpo.

[00118] Modalidade 115. O anticorpo de qualquer uma das
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modalidades 65 a 114, em que mondcitos/macrofagos CD14+ quando em
contato com o anticorpo amadurecem tornando-se c€lulas apresentadoras de
antigeno.

[00119] Modalidade 116. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 115, em que as células T de memoéria quando em contato
com o anticorpo mostram producdo aumentada de IFNy em resposta ao
antigeno.

[00120] Modalidade 117. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 116, em que as células T de memoéria quando em contato
com o anticorpo demonstram resposta refor¢cada ao antigeno.

[00121] Modalidade 118. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 117, em que células T CD8+ efetoras de memoria e/ou
células T CD4+ efetoras de memoria sdo aumentadas em tumores quando
estdo em contato com o anticorpo.

[00122] Modalidade 119. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 118, em que o anticorpo reforca uma resposta Thl em um
animal a que foi administrado o anticorpo.

[00123] Modalidade 120. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 119, em que o anticorpo tem menor afinidade de ligagdo por
FcyRIIa e/ou FcyRIIb quando comparado ao mesmo anticorpo anti-TIGIT que
nao € afucosilado.

[00124] Modalidade 121. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 120, em que a composi¢cdo medeia a fagocitose celular
dependente de anticorpo (ADCP) de células que expressam TIGIT na
presenca de mondcitos-macrofagos.

[00125] Modalidade 122. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 121, em que o anticorpo ¢ monoclonal.

[00126] Modalidade 123. O anticorpo de qualquer uma das

modalidades 65 a 122, em que o anticorpo é um anticorpo totalmente humano.
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[00127] Modalidade 124. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 123, em que o anticorpo € um anticorpo quimérico.

[00128] Modalidade 125. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 92 e 109 a 124, em que o anticorpo € humanizado.

[00129] Modalidade 126. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 125, em que o anticorpo é um fragmento de anticorpo.
[00130] Modalidade 127. O anticorpo da modalidade 126, em que o
fragmento de anticorpo € um Fab, um Fab’, um F(ab’);, um scFv ou um
diabody.

[00131] Modalidade 128. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 127, em que o anticorpo é um anticorpo biespecifico.
[00132] Modalidade 129. O anticorpo de qualquer uma das
modalidades 65 a 128, em que o anticorpo é um conjugado anticorpo-
farmaco.

[00133] Modalidade 130. Uma formulacdo farmac€utica que

compreende a composicdo de qualquer uma das modalidades 1 a 64 ou o
anticorpo de qualquer uma das modalidades 65 a 129 e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

[00134] Modalidade 131. Um polinucleotideo isolado que codifica (i) a
cadeia pesada do anticorpo de qualquer uma das modalidades 106 a 108; (i1) a
cadeia leve do anticorpo de qualquer uma das modalidades 106 a 108; ou (ii1)
a cadeia pesada e a cadeia leve do anticorpo de qualquer uma das
modalidades 106 a 108.

[00135] Modalidade 132. O polinucleotideo isolado da modalidade
131, em que o polinucleotideo compreende (1) uma sequéncia de nucleotideos
selecionada dentre SEQ ID NOs: 259, 261, 163, 265, 267, 269 e 271; ou (i1)
uma sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 273; ou (iii) uma sequéncia
de nucleotideos selecionada dentre SEQ ID NOs: 259, 261, 263, 265, 267,
269 e 271 e uma sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 273.
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[00136] Modalidade 133. Um vetor que compreende o polinucleotideo
da modalidade 131 ou modalidade 132.
[00137] Modalidade 134. Uma célula hospedeira isolada que

compreende o polinucleotideo isolado da modalidade 131 ou modalidade 132,
ou o vector da modalidade 133.

[00138] Modalidade 135. Uma célula hospedeira isolada que expressa
o anticorpo de qualquer uma das modalidades 106-108.

[00139] Modalidade 136. A célula hospedeira da modalidade 134 ou
modalidade 135, que € projetada para produzir anticorpos afucosilados.
[00140] Modalidade 137. Um método para a producao de um anticorpo
que se liga ao TIGIT humano, o qual compreende incubar a célula hospedeira
de qualquer uma das modalidades 134 a 136 sob condi¢des adequadas para a
producdo do anticorpo.

[00141] Modalidade 138. O método da modalidade 137, em que a
célula hospedeira € projetada para produzir anticorpos afucosilados.

[00142] Modalidade 139. O método da modalidade 137, em que a
célula hospedeira € cultivada na presenca de um andlogo de fucose sob
condi¢des adequadas para a producao de anticorpos afucosilados.

[00143] Modalidade 140. O método de qualquer uma das modalidades
137 a 139, o qual compreende ainda isolar os anticorpos.

[00144] Modalidade 141. Uma composi¢do de anticorpos isolados que
se ligam a TIGIT humano, em que pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo
menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos
96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos anticorpos
na composi¢cdo sdo afucosilados, em que os anticorpos sdo produzidos pelo
método de qualquer uma das modalidades 138 a 140.

[00145] Modalidade 142. Uma composi¢do de anticorpos isolados que
se ligam a TIGIT humano, em que pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo

menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos
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96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos anticorpos
na composi¢cdo sdo afucosilados, em que os anticorpos sao produzidos pelo
método compreendendo incubar a célula hospedeira da modalidade 134 ou
modalidade 135 sob condi¢des adequadas para a producdo de anticorpos
afucosilados e isolar os anticorpos para formar a composi¢do de anticorpos
1solados.
[00146] Modalidade 143. A composicdo da modalidade 142, em que a
célula hospedeira € projetada para produzir anticorpos afucosilados.
[00147] Modalidade 144. A composicdo da modalidade 142, em que a
célula hospedeira € cultivada na presenca de um andlogo de fucose sob
condi¢Oes adequadas para a producao de anticorpos afucosilados.
[00148] Modalidade 145. Uma célula hospedeira que compreende um
polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos que codifica
(1) os anticorpos da composi¢cdo de qualquer uma das modalidades 1 a 63 ou
(i1) o anticorpo de qualquer uma das modalidades 65 a 128, em que a célula
hospedeira € projetada para produzir anticorpos afucosilados.
[00149] Modalidade 146. A célula hospedeira da modalidade 145, em
que o polinucleotideo € um vetor.
[00150] Modalidade 147. A célula hospedeira que expressa (i) os
anticorpos da composicdo de qualquer uma das modalidades 1 a 63 ou (ii) o
anticorpo de qualquer uma das modalidades 65 a 128, em que a célula
hospedeira € projetada para produzir anticorpos afucosilados.
[00151] Modalidade 148. A célula hospedeira de qualquer uma das
modalidades 145 a 147, em que a célula hospedeira compreende:

(a) a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:20, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:92,
SEQ ID NO:110, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:146, SEQ ID NO:164, SEQ
ID NO:182, SEQ ID NO:200, SEQ ID NO:259, SEQ ID NO:265, SEQ ID
NO:267, SEQ ID NO:269 ou SEQ ID NO:271; e/ou
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(b) a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:29, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:101,
SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:155, SEQ ID NO:173, SEQ
ID NO:191, SEQ ID NO:209 ou SEQ ID NO:273.
[00152] Modalidade 149. Um método para a producdo de anticorpos
afucosilados que se ligam a TIGIT, o qual compreende cultivar a célula
hospedeira de qualquer uma das modalidades 145 a 148 sob condi¢des
adequadas para a producao dos anticorpos afucosilados.
[00153] Modalidade 150. Um método para a producdo de anticorpos
afucosilados que se ligam a TIGIT, o qual compreende cultivar uma célula
hospedeira na presenca de um analogo de fucose sob condi¢des adequadas
para a producdo de anticorpos afucosilados, em que a célula hospedeira
compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos que codifica (i) os anticorpos da composi¢do de qualquer uma
das modalidades 1 a 63 ou (ii) o anticorpo de qualquer uma das modalidades
65 a 128.
[00154] Modalidade 151. O método da modalidade 150, em que o
polinucleotideo € um vetor.
[00155] Modalidade 152. Um método para a producdo de anticorpos
afucosilados que se ligam a TIGIT, o qual compreende cultivar uma célula
hospedeira na presenca de um analogo de fucose sob condi¢des adequadas
para a producdo de anticorpos afucosilados, em que a célula hospedeira
expressa (i) os anticorpos da composi¢ao de qualquer uma das modalidades 1
a 63 ou (ii) o anticorpo de qualquer uma das modalidades 65 a 128.
[00156] Modalidade 153. O método de qualquer uma das modalidades
150 a 152, em que a célula hospedeira compreende:

(a) a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:20, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:92,
SEQ ID NO:110, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:146, SEQ ID NO:164, SEQ
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ID NO:182, SEQ ID NO:200, SEQ ID NO:259, SEQ ID NO:265, SEQ ID
NO:267, SEQ ID NO:269 ou SEQ ID NO:271; e/ou

(b) a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:29, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:101,
SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:155, SEQ ID NO:173, SEQ
ID NO:191, SEQ ID NO:209 ou SEQ ID NO:273.
[00157] Modalidade 154. O método de qualquer uma das modalidades
150 a 153, em que o analogo de fucose € 2-fluorofucose.
[00158] Modalidade 155. O método de qualquer uma das modalidades
149 a 154, o qual compreende ainda isolar os anticorpos afucosilados.
[00159] Modalidade 156. Uma composi¢do de anticorpos isolados que
se ligam a TIGIT humano, em que pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo
menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos
96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos anticorpos
na composi¢cdo sdo afucosilados, em que os anticorpos sdo produzidos pelo
método de qualquer uma das modalidades 149 a 155.
[00160] Modalidade 157. Uma composi¢do de anticorpos isolados que
se ligam a TIGIT humano, em que pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo
menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos
96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos anticorpos
na composicao sao afucosilados, em que os anticorpos sdao produzidos por um
método que compreende incubar a célula hospedeira de qualquer uma das
modalidades 145 a 147 sob condi¢bes adequadas para a producdo de
anticorpos afucosilados e isolar os anticorpos para formar a composicdo de
anticorpos isolados.
[00161] Modalidade 158. Uma composi¢do de anticorpos isolados que
se ligam a TIGIT humano, em que pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo
menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos

96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos anticorpos
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na composicao sao afucosilados, em que os anticorpos sdao produzidos por um
método que compreende cultivar uma célula hospedeira na presenca de um
analogo de fucose sob condi¢des adequadas para a producdo de anticorpos
afucosilados, em que a célula hospedeira compreende um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos que codifica (i) os anticorpos
da composicao de qualquer uma das modalidades 1 a 63 ou (ii) o anticorpo de
qualquer uma das modalidades 65 a 128.

[00162] Modalidade 159. Uma composi¢do de anticorpos isolados que
se ligam a TIGIT humano, em que pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo
menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos
96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos anticorpos
na composicao sdo afucosilados, em que os anticorpos sdao produzidos por um
método que compreende cultivar uma célula hospedeira na presenca de um
analogo de fucose sob condi¢des adequadas para a producdo de anticorpos
afucosilados, em que a célula hospedeira expressa (i) os anticorpos da
composicdo de qualquer uma das modalidades 1 a 63 ou (ii) o anticorpo de
qualquer uma das modalidades 65 a 128.

[00163] Modalidade 160. Um kit compreendendo:

a composi¢do de qualquer uma das modalidades 1 a 64, o
anticorpo de qualquer uma das modalidades 65 a 129 ou a composicdao
farmacéutica da modalidade 130; e

um agente terapéutico adicional.

[00164] Modalidade 161. O kit da modalidade 160, em que o agente
terapéutico adicional € um agente antineoplasico.

[00165] Modalidade 162. O kit da modalidade 160 ou modalidade 161,
em que o agente terapéutico adicional é um anticorpo.

[00166] Modalidade 163. O kit de qualquer uma das modalidades 160 a
162, em que o agente terap€utico adicional é um antagonista ou um inibidor

de um coinibidor de células T; um agonista de um coativador de células T;
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uma citocina imunoestimuladora; ou SGN-2FF.

[00167] Modalidade 164. O kit de qualquer uma das modalidades 160 a
163, em que o agente terapéutico adicional se liga a uma proteina selecionada
dentre CD25, PD-1, PD-L1, Tim3, Lag3, CTLA4, 41BB, 0X40, CD3, CD40,
CD47M, GM-CSF, CSFIR, TLR, STING, RIGI, TAM receptor quinase,
NKG2A, NKG2D, GD2, HER2, EGFR, PDGFRa, SLAMF7, VEGF, CTLA-
4, CD20, cCLBS, KIR e CD52.

[00168] Modalidade 165. O kit de qualquer uma das modalidades 160 a
164, em que o agente terapéutico adicional € selecionado dentre um anticorpo
anti-CD235, anticorpo anti-PD-1, anticorpo anti-PD-L1, anticorpo anti-Tim3,
anticorpo anti-Lag3, anticorpo anti-CTLA4, anticorpo anti-41BB, anticorpo
anti-OX40, anticorpo anti-CD3, anticorpo anti-CD40, anticorpo anti-CD47M,
anticorpo anti-CSFIR, anticorpo anti-TLR, anticorpo anti-STING, anticorpo
anti-RIGI, anticorpo anti-receptor quinase TAM, anticorpo anti-NKG2A, um
anticorpo anti-NKG2D, um anticorpo anti-GD2, um anticorpo anti-HER2, um
anticorpo anti-EGFR, um anticorpo anti-PDGFR-a, um anticorpo anti-
SLAMF7, um anticorpo anti-VEGF, um anticorpo anti-CTLA-4, um
anticorpo anti-CD20, um anticorpo anti-cCLB8, um anticorpo anti-KIR e um
anticorpo anti-CD52.

[00169] Modalidade 166. O kit de qualquer uma das modalidades 160 a
165, em que o agente terap€utico adicional compreende uma citocina
selecionada dentre 1L-15, IL-21, IL-2, GM-CSF, M-CSF, G-CSF, IL-1, IL-3,
IL-12 e IFNy.

[00170] Modalidade 167. O kit de qualquer uma das modalidades 160 a
165, em que o agente terapéutico adicional é selecionado dentre SEA-CDA40,
avelumabe, durvalumabe, nivolumabe, pembrolizumabe, pidilizumabe,
atezolizumabe, Hul4.18K322A, Hu3F8, dinituximabe, trastuzumabe,
cetuximabe, olaratumabe, necitumumabe, elotuzumabe, ramucirumabe,

pertuzumabe, ipilimumabe, bevacizumabe, rituximabe, obinutuzumabe,
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siltuximabe, ofatumumabe, lirilumabe e alentuzumabe.

[00171] Modalidade 168. O kit da modalidade 160 ou modalidade 161,
em que o agente terap€utico adicional € selecionado dentre um agente
alquilante (p. ex., ciclofosfamida, ifosfamida, clorambucil, bussulfano,
melfalano,  mecloretamina, = uramustina, tiotepa, nitrosureias ou
temozolomida), uma antraciclina (p. ex., doxorrubicina, adriamicina,
daunorrubicina, epirrubicina ou mitoxantrona), um desorganizador do
citoesqueleto (p. ex., paclitaxel ou docetaxel), um inibidor de histona
desacetilase (p. ex., vorinostat ou romidepsina), um inibidor de topoisomerase
(p. ex., irinotecano, topotecano, ansacrina, etoposideo ou teniposideo), um
inibidor de quinase (p. ex., bortezomibe, erlotinibe, gefitinibe, imatinibe,
vemurafenibe ou vismodegibe), um anédlogo de nucleosideo ou andlogo do
precursor (p. ex., azacitidina, azatioprina, capecitabina, citarabina,
fluorouracila, gencitabina, hidroxiureia, mercaptopurina, metotrexato ou
tioguanina), um antibiotico peptidico (p. ex., actinomicina ou bleomicina), um
agente a base de platina (p. ex., cisplatina, oxaloplatina ou carboplatina) ou
um alcaloide de planta (p. ex., vincristina, vimblastina, vinorelbina, vindesina,
podofilotoxina, paclitaxel ou docetaxel), galardina, talidomida, lenalidomida e
pomalidomida.

[00172] Modalidade 169. Um método para o tratamento de um cancer
em um individuo, o qual compreende administrar ao individuo uma
quantidade terapeuticamente eficaz da composicdo de qualquer uma das
modalidades 1 a 64, do anticorpo de qualquer uma das modalidades 65 a 129
ou da composicdo farmacéutica da modalidade 130.

[00173] Modalidade 170. O método da modalidade 169, em que o
cancer € um cancer que € enriquecido com a expressao de CD112 ou CD155.
[00174] Modalidade 171. O método da modalidade 169 ou modalidade
170, em que o cancer € um cancer que € enriquecido com células T ou células

natural killer (NK) que expressam TIGIT.
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[00175] Modalidade 172. O método de qualquer uma das modalidades
169 a 171, em que o cancer é cancer de bexiga, cancer de mama, cancer de
utero, cancer cervical, cancer de ovdrio, cancer de prostata, cancer de
testiculo, cancer de esdfago, cancer gastrointestinal, cancer géstrico, cancer de
pancreas, cancer colorretal, cancer de cdlon, cancer de rim, carcinoma renal
de células claras, cancer da cabeca e pescoco, cincer de pulmao,
adenocarcinoma de pulmdo, cincer de estdbmago, cancer de células
germinativas, cancer dsseo, cancer de figado, cancer de tireoide, cancer de
pele, melanoma, neoplasia do sistema nervoso central, mesotelioma, linfoma,
leucemia, leucemia linfocitica cronica, linfoma difuso de grandes células B,
linfoma folicular, linfoma de Hodgkin, mieloma ou sarcoma.

[00176] Modalidade 173. O método da modalidade 172, em que o
cancer € linfoma, leucemia, leucemia linfocitica cronica, linfoma difuso de
grandes células B, linfoma folicular ou linfoma de Hodgkin.

[00177] Modalidade 174. O método de qualquer uma das modalidades
169 a 173, o qual compreende ainda administrar ao individuo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente terapé€utico adicional.

[00178] Modalidade 175. O método da modalidade 174, em que o
agente terapé€utico adicional é um agente antineoplésico.

[00179] Modalidade 176. O método da modalidade 174 ou modalidade
175, em que o agente terapéutico adicional é um anticorpo.

[00180] Modalidade 177. O método de qualquer uma das modalidades
174 a 176, em que o agente terapéutico adicional € um antagonista ou um
inibidor de um coinibidor de células T; um agonista de um coativador de
células T; ou uma citocina imunoestimuladora; ou SGN-2FF.

[00181] Modalidade 178. O método de qualquer uma das modalidades
174 a 177, em que o agente terapéutico adicional se liga a uma proteina
selecionada dentre CD25, PD-1, PD-L1, Tim3, Lag3, CTLA4, 41BB, 0X40,
CD3, CD40, CD47M, GM-CSF, CSFIR, TLR, STING, RIGI, receptor

Peticdo 870210016809, de 19/02/2021, pag. 73/350



42 /207

quinase TAM, NKG2A, NKG2D, GD2, HER2, EGFR, PDGFRa, SLAMF7,
VEGF, CTLA-4, CD20, cCLBS, KIR e CD52.

[00182] Modalidade 179. O método da modalidade 178, em que o
agente terapéutico adicional € selecionado dentre um anticorpo anti-CD25,
anticorpo anti-PD-1, anticorpo anti-PD-L1, anticorpo anti-Tim3, anticorpo
anti-Lag3, anticorpo anti-CTLA4, anticorpo anti-41BB, anticorpo anti-OX40,
anticorpo anti-CD3, anticorpo anti-CD40, anticorpo anti-CD47M, anticorpo
anti-CSF1R, anticorpo anti-TLR, anticorpo anti-STING, anticorpo anti-RIGI,
anticorpo anti-receptor quinase TAM, anticorpo anti-NKG2A, um anticorpo
anti-NKG2D, um anticorpo anti-GD2, um anticorpo anti-HER2, um anticorpo
anti-EGFR, um anticorpo anti-PDGFR-0, um anticorpo anti-SLAMF7, um
anticorpo anti-VEGF, um anticorpo anti-CTLA-4, um anticorpo anti-CD20,
um anticorpo anti-cCLB8, um anticorpo anti-KIR e um anticorpo anti-CD52.
[00183] Modalidade 180. O método da modalidade 174 ou modalidade
175, em que o agente terap€utico adicional compreende uma citocina
selecionada dentre 1L-15, IL-21, IL-2, GM-CSF, M-CSF, G-CSF, IL-1, IL-3,
IL-12 e IFNy.

[00184] Modalidade 181 O método de qualquer uma das modalidades
174 a 179, em que o agente terapéutico adicional é selecionado dentre SEA-
CDA40, avelumabe, durvalumabe, nivolumabe, pembrolizumabe, pidilizumabe,
atezolizumabe, Hul4.18K322A, Hu3F8, dinituximabe, trastuzumabe,
cetuximabe, olaratumabe, necitumumabe, elotuzumabe, ramucirumabe,
pertuzumabe, ipilimumabe, bevacizumabe, rituximabe, obinutuzumabe,
siltuximabe, ofatumumabe, lirilumabe e alentuzumabe.

[00185] Modalidade 182. O método da modalidade 174 ou modalidade
175, em que o agente terapéutico adicional € selecionado dentre um agente
alquilante (p. ex., ciclofosfamida, ifosfamida, clorambucil, bussulfano,
melfalano,  mecloretamina, = uramustina, tiotepa, nitrosureias ou

temozolomida), uma antraciclina (p. ex., doxorrubicina, adriamicina,
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daunorrubicina, epirrubicina ou mitoxantrona), um desorganizador do
citoesqueleto (p. ex., paclitaxel ou docetaxel), um inibidor de histona
desacetilase (p. ex., vorinostat ou romidepsina), um inibidor de
topoisomerase (p. ex., irinotecano, topotecano, ansacrina, etoposideo ou
teniposideo), um inibidor de quinase (p. ex., bortezomibe, erlotinibe,
gefitinibe, imatinibe, vemurafenibe ou vismodegibe), um andlogo de
nucleosideo ou andlogo do precursor (p. ex., azacitidina, azatioprina,
capecitabina, citarabina, fluorouracila, gencitabina, hidroxiureia,
mercaptopurina, metotrexato ou tioguanina), um antibiético peptidico (p. ex.,
actinomicina ou bleomicina), um agente a base de platina (p. ex., cisplatina,
oxaloplatina ou carboplatina) ou um alcaloide de planta (p. ex., vincristina,
vimblastina, vinorelbina, vindesina, podofilotoxina, paclitaxel ou docetaxel),
galardina, talidomida, lenalidomida e pomalidomida.
[00186] Modalidade 183. O método de qualquer uma das modalidades
174 a 182, em que a composi¢do, 0 anticorpo ou a composicao farmacéutica é
administrado simultaneamente com o agente terapéutico adicional.
[00187] Modalidade 184. O método de qualquer uma das modalidades
174 a 183, em que a composi¢do, 0 anticorpo ou a composicao farmacéutica é
administrado sequencialmente ao agente terapéutico adicional.

Breve descricao dos desenhos
[00188] Figura 1. Ligacdo de 65 clones do anticorpo anti-TIGIT e um
anticorpo controle de isétipo irrelevante a células HEK 293 projetadas para
expressar TIGIT humano (painel superior), TIGIT de macaco Cynomolgus
(painel do meio) e TIGIT de camundongo (painel inferior).
[00189] Figura 2. Ligacdo de 65 clones do anticorpo anti-TIGIT e um
anticorpo controle de isétipo irrelevante a células T humanas primaérias
(painel superior), células T de macaco Cynomolgus (painel do meio) e células
T de camundongo (painel inferior). Para o painel inferior, 35 de 65 clones

foram avaliados. Dos 35 clones avaliados, 5 dos 35 ndo se ligaram a proteina
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mTIGIT-Fc (clones 20, 27, 55, 56 e 60), como indicado pelas barras de cor
verde claro.

[00190] Figura 3A-3D. (A-C) Valores de titulagdo da ligacdo de oito
clones do anticorpo anti-TIGIT (clones 2, 5, 13, 16, 17, 20, 25 e 54) a TIGIT
humano (A), de camundongo (B) e macaco Cynomolgus (C) expressos em
células HEK 293. Os resultados s@o mostrados para po¢os em amostra tnica
(singlicate). (D) Valores de EC50 de oito clones do anticorpo anti-TIGIT
(clones 2, 5, 13, 16, 17, 20, 25 e 54) contra TIGIT humano, de camundongo e
de macaco Cynomolgus expressos em células HEK 293.

[00191] Figura 4. Titulacdo de ligacdo dos clones 13 e 25 do anticorpo
anti-TIGIT a células T esplénicas ativadas de camundongo. Os resultados sdao
mostrados para pocos em amostra unica. O Clone 13 obteve uma EC50 de
0,24 pg/mL. O Clone 25 obteve uma EC50 de 2,28 ug/mL.

[00192] Figura 5SA-5B. Anticorpos anti-TIGIT bloquearam a interacao
de CDI155 com TIGIT expresso em células HEK 293, tanto a ligacdo de
CDI155 humano a células HEK 293 expressando TIGIT humano (A) e a
ligacdo de CD155 de camundongos a células HEK 293 expressando TIGIT de
camundongo (B). Os resultados sdo mostrados para po¢os em amostra tnica.
[00193] Figura 6. Anticorpos anti-TIGIT bloquearam a interagdo de
CDI112 humano com TIGIT humano expresso em células HEK 293. Os
resultados s@o mostrados para po¢cos em amostra unica.

[00194] Figura 7A-7B. (A) Painel superior: Anticorpos anti-TIGIT
selecionados bloqueiam efetivamente o envolvimento TIGIT-CDIS55,
resultando na ativacdo de células T, como medidas por uma inducio > 1,5 vez
na atividade da luciferase. Aproximadamente 12 clones revelardo indugdo
>1,5 vez no bioensaio. Dois clones ndo bloquearem a interagdo TIGIT-CD155
no ensaio ForteBio (barras rosadas). A inducgdo relativa (fold induction) foi
medida em relacdo ao Ab controle. A média e o DP sdo de duas réplicas de

cada experimento; os anticorpos estavam a 20 pg/mL. Barra cinza = hlgGl1
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como isétipo controle. Barra preta = nenhum anticorpo controle (definido
como basal). Painel inferior: Gréafico de correlacio do bioensaio de bloqueio
TIGIT/CD155 versus afinidade de TIGIT-Fc. A atividade no bioensaio
correlacionou-se com a afinidade para a proteina recombinante. (B) Resposta
a dose de 12 clones anti-TIGIT selecionados no bioensaio de bloqueio
TIGIT/CD155. Os clones 13 e 25, que demonstraram forte ligacdo a todas as
trés espécies, revelaram boa atividade no bioensaio. A média e DP sdo de trés
réplicas de cada poco.

[00195] Figura 8. Anticorpos anti-TIGIT selecionados atuam em
sinergia com anti-PD-1, resultando na ativacdo de células T. A média e DP
sdo de trés réplicas de cada pogo. O clone 13 e o clone 25 mostraram sinergia
com anti-PD-1 no bioensaio da combinacao.

[00196] Figura 9A-9H. (A-D) Titulacao da ligacdao (A-C) e valores de
EC50 (D) para ligacao a TIGIT humano (A), de camundongo (B) e macaco
Cynomolgus (C) expresso em células HEK 293 para o clone 13 anti-TIGIT
totalmente humano (“c13 hIgG1”) e quimeras de IgG1 de camundongo (“c13
mlgG1”) e IgG2a de camundongo (“c13 mlIgG2a”) do clone 13. A média e
DP sdo de duas réplicas de cada poco. (E-F) Os anticorpos c13 hlgGl, c13
mlgG1 e c13 mIgG2a bloquearam a interagdo de CD155 com TIGIT expresso
em células HEK 293, pela ligacio de CD155 humano a células HEK 293
expressando TIGIT humano (E) e a ligacdo de CD155 de camundongo a
células HEK 293 expressando TIGIT de camundongo (F). Os resultados sao
para po¢os em amostra unica. (G) Os anticorpos c13 hlgGlI, c13 mIgGl e c13
mlgG2a bloquearam a interacdo de CD112 humano com TIGIT humano
expresso em cé€lulas HEK 293. Os resultados sd@o para pocos em amostra
unica. (H) Resposta a dose do anticorpo parental e dos clones quiméricos anti-
TIGIT c13 hlgGl, cl13 mIgGl e c13 mIgG2a no bioensaio de bloqueio
TIGIT/CD155. A média e DP sdo de trés réplicas de cada poco.

[00197] Figura 10A-10K. Anticorpos anti-TIGIT que podem envolver
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receptores Fcgama ativadores mediaram a eficécia antitumoral em um modelo
de tumor singénico CT26 em camundongos. (A) Volume tumoral médio por
grupo. (B-K) Volume tumoral individual para os animais dos grupos 1 ao 10.
RP = Resposta parcial (o volume tumoral € 50% ou menos do que seu volume
no Dia 1 por trés medi¢des consecutivas e igual ou maior do que 13,5 mm?
para uma ou mais dessas trés medicdes). RC = Resposta completa (o volume
tumoral € inferior a 13,5 mm? por trés medi¢des consecutivas).

[00198] Figura 11. Sensogramas de anticorpos anti-TIGIT titulados
pela ligacdo a FcyRIIla 158V humano por BLI. Os resultados sdo mostrados
para o clone hlgGl anti-TIGIT do tipo selvagem, afucosilado e LALA-PG
(painéis a esquerda), clone 13 anti-TIGIT mlIgG2a do tipo selvagem,
afucosilado e LALA-PG (painéis no centro) e clone 13C anti-TIGIT hlgG1 do
tipo selvagem (painel a direita).

[00199] Figura 12. Ligacao de anticorpos anti-TIGIT mlIgG2a a células
CHO expressando mCD16 (a forma murina de FcyRIVa). O clone 13 mIgG2a
afucosilado (quadrados pretos) ligou-se com afinidade significativamente
maior quando comparado ao mIgG2a do tipo selvagem (circulos pretos) ou
mlgG2a LALA-PG (tridangulos pretos). Os dados sobre a ligacdo estdo
resumidos na tabela abaixo.

[00200] Figura 13. Expressio de TIGIT (painel superior), CD226
(painel do meio) e CD155 (painel inferior) por subconjuntos de c€lulas T de
doadores sadios. Tregs expressaram os niveis mais altos de TIGIT, enquanto
todos os conjuntos testados de células T expressaram o receptor ativador
CD226. A expressao de CD155 foi em grande parte ausente.

[00201] Figura 14. Deplecdo de células Treg TIGIT-positivas pelo
clone 13 IgG1 do tipo selvagem (circulos pretos), clone 13 IgG1 afucosilado
(quadrados pretos), clone 13 IgG1 LALA-PG (tridngulos pretos) e uma IgGl1
humana de is6tipo controle (tridangulos cinzas invertidos), em varias

concentragoes.
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[00202] Figura 15. Deplecdo de Tregs em experimentos de cocultura
de NK/Treg alogénicas pelo clone 13 IgG1 do tipo selvagem (circulos pretos),
clone 13 IgG1 afucosilado (quadrados pretos) e clone 13 IgGl LALA-PG
(triangulos pretos). O anticorpo OKT9 afucosilado (circulos claros) foi
incluido como controle positivo.

[00203] Figura 16. Producdo de citocinas inflamatérias MCP-1 (painel
superior), IL-8 (painel do meio) e MIP1a (painel inferior) por PBMCs apés o
tratamento com o anticorpo clone 13 IgG1 do tipo selvagem (quadrados
pretos), o anticorpo clone 13 IgG1 afucosilado (losango preto) ou o anticorpo
clone 13 IgG1 LALA-PG (circulos pretos).

[00204] Figura 17. Regulacdo positiva dose-dependente da expressao
de CD86 (painel a esquerda) e MHC classe II (painel a direita) em mondcitos
CD14* ap6s o tratamento com o anticorpo clone 13 IgG1 do tipo selvagem
(circulos cinzas), o anticorpo clone 13 IgG1 afucosilado (quadrados cinzas) e
o anticorpo clone 13 IgG1 LALA-PG (tridngulos pretos).

[00205] Figura 18A-18C. Atividade in vivo de anticorpos anti-TIGIT
em trés modelos diferentes de tumor singénico. A Figura 8A mostra o efeito
do clone 13 IgG2a do tipo selvagem, do clone 13 IgG2a afucosilado e do
clone 13 IgG2a LALA-PG sobre o volume tumoral no modelo de linfoma
singénico A20. A Figura 8B mostra o efeito do clone 13 IgG2a do tipo
selvagem, do clone 13 IgG2a afucosilado e do clone 13 IgG2a LALA-PG
sobre o volume tumoral no modelo de cancer de célon singénico CT26. A
Figura 8C mostra o efeito do clone 13 IgG2a do tipo selvagem, do clone 13
IgG2a afucosilado e do clone 13 IgG2a LALA-PG sobre o volume tumoral no
modelo de cancer de célon singénico MC38. Em todos os 3 modelos, o clone
13 mlIgG2a do tipo selvagem (circulos pretos) e o clone 13 mlIGg2a
afucosilado (losangos pretos) foram mais eficazes em controlar o tamanho do
tumor quando comparados ao clone 13 IgG2a LALPG (quadrados pretos) ou

animais ndo tratados (triangulos cinzas).

Peticdo 870210016809, de 19/02/2021, pag. 79/350



48 /207

[00206] Figura 19. Atividade ADCC contra células A549 quando em
contato com cetuximabe somente (quadrados claros), com a combina¢do de
cetuximabe com o anticorpo anti-TIGIT clone 13 IgG1 (quadrados pretos) e
com um anticorpo IgG1 de is6tipo controle (tridngulos claros).

[00207] Figura 20. Expressdo de IFNy induzida por CMV em PBMCs
expostas ao antigeno de memoria (recall) do CMV e tratadas com anticorpo
anti-PD-1 (o tratamento com pembrolizumabe é mostrado com quadrados
cinzas, o tratamento com nivolumabe é mostrado em losangos cinzas) e
concentracdes crescentes do anticorpo anti-TIGIT clone 13 IgGl. O
tratamento com apenas o anticorpo anti-TIGIT clone 13 IgGl é também
mostrado (quadrados pretos).

[00208] Figura 21. Expressdo de IFNy induzida por CMV em PBMCs
expostas ao antigeno de memoria de CMB e tratadas com concentragcdes
crescentes dos anticorpos anti-TIGIT clone 13 IgG1 tipo selvagem (“Clone 13
IgG1”), afucosilado clone 13 IgG1 (“Clone 13 SEA IgG1”) e clone 13 IgGl
LALA-PG (“Clone 13 LALA IgG1”).

[00209] Figura 22. Expressdao de IL2 em PBMCs cocultivadas sem
equiparacdo com HLA, tratadas com concentra¢des crescentes dos anticorpos
anti-TIGIT clone 13 IgG1 do tipo selvagem (“Clone 13 IgG1”), clone 13
IgG1 afucosilado (“Clone 13 SEA IgG1”) e clone 13 IgGl LALA-PG
(“Clone 13 LALA IgG1”).

[00210] Figura 23. Inducdo de citocinas no plasma e tecidos de
camundongos com xenoenxerto CT26 de cancer de colon em resposta a
anticorpos anti-TIGIT. Camundongos com implante de células CT26 de
cancer de cOlon foram tratados com o clone 13 IgG2a do tipo selvagem
(“WT”), o clone 13 IgG1 afucosilado (“SEA”) ou o clone 13 IgG2a LALA-
PG (“LALA”), 1 mg/kg, e os niveis de citocinas foram medidos no plasma,
baco e lisados do tumor.

[00211] Figura 24. Alteracdes em subconjuntos de células T CD8+

Peticdo 870210016809, de 19/02/2021, pag. 80/350



49 /207

intratumorais e periféricas em camundongos com xenoenxerto CT26 de
cancer de cOlon apds o tratamento com o anticorpo anti-TIGIT clone 13
IgG2a do tipo selvagem (“TIGIT WT”), clone 13 IgG2a afucosilado (“SEA
TIGIT”) ou clone 13 [gG2a LALA-PG (“LALA TIGIT”).

[00212] Figura 25. Alteracdes em subconjuntos de células T CD4+
intratumorais e periféricas em camundongos com xenoenxerto CT26 de
cancer de cOlon tratadas com o anticorpo anti-TIGIT clone 13 IgG2a do tipo
selvagem (“TIGIT WT”), clone 13 IgG2a afucosilado (“SEA TIGIT”) ou
clone 13 IgG2a LALA-PG (“LALA TIGIT”).

[00213] Figura 26A-B. Alteracdes em subconjuntos de células T CD8+
(A) e CD4+ (B) esplénicas em camundongos com xenoenxerto CT26 de
cancer de colon ap6s seis doses de anticorpo anti-TIGIT clone 13 IgG2a do
tipo selvagem (“TIGIT WT”), clone 13 IgG2a afucosilado (“SEA TIGIT”) ou
clone 13 IgG2a LALA-PG (“LALA TIGIT”). Sao mostrados resultados de
células CD45+ vivas com gate (selecdo) em CD8+ ou CD4+.

[00214] Figura 27. Inducdo de citocinas no plasma e baco de
camundongos com xenoenxerto CT26 de cancer de codlon, tratados com
anticorpo anti-TIGIT clone 13 IgG2a do tipo selvagem (“TIGIT WT”), clone
13 IgG2a afucosilado (“SEA TIGIT”) ou clone 13 IgG2a LALA-PG (“LALA
TIGIT”).

[00215] Figura 28. Inducdo de respostas de células T antigeno-
especificas em camundongos tratados com anticorpo anti-TIGIT clone 13
IgG2a do tipo selvagem (“TIGIT WT”), clone 13 IgG2a afucosilado (“SEA
TIGIT”) ou clone 13 IgG2a LALA-PG (“LALA TIGIT”).

[00216] Figura 29A-C. Atividade in vivo de anticorpos anti-TIGIT em
trés modelos diferentes de tumor singénico. A Figura 29A mostra o efeito de
do clone 13 IgG2a do tipo selvagem (“TIGIT”), 5 mg/kg, e do clone 13 IgG2a
afucosilado (“SEA TIGIT”), 0,1 mg/kg, 1 mg/kg e 5 mg/kg, sobre o volume

tumoral no modelo EMT6 singénico de cincer de mama. A Figura 29B
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mostra o efeito do clone 13 IgG2a do tipo selvagem (“TIGIT”), 5 mg/kg, e do
clone 13 IgG2a afucosilado (“SEA TIGIT”), 0,1 mg/kg, 1 mg.kg e 5 mg/kg,
sobre o volume tumoral no modelo EQ771 singénico de cancer de mama. A
Figura 29C mostra o efeito do clone 13 IgG2a do tipo selvagem, 1 mg/mL,
sobre o volume tumoral em um modelo CT25 singénico de cancer de colon
mantido externamente.

[00217] Figura 30. Correlagdo de assinaturas moléculas de célula NK
(esquerda) e célula T CD8 ativada (direita) com resposta do modelo de tumor
singénico ao tratamento com anticorpo anti-TIGIT.

[00218] Figura 31. Correlagdo da expressdo de TIGIT (esquerda) e
CDI155 (direita) com resposta do modelo de tumor singénico ao tratamento
com anticorpo anti-TIGIT.

[00219] Figura 32. Niveis de IgG1 (painel a esquerda) e IgG2a (painel
a direita) anti-OVA em camundongos apds a vacinagdo com OVA e
tratamento com anticorpo clone 13 IgG2a do tipo selvagem (“TIGIT WT”),
clone 13 mIgG2a afucosilado (“SEA TIGIT”) ou clone 13 mlgG2a LALA-PG
(“LALA TIGIT”), 1 mg/kg.

[00220] Figura 33. Expressdo de citocinas apds reestimulacdo de
esplendcitos ex vivo de camundongos tratados por vacinacdo com OVA
seguida por anticorpo clone 13 IgG2a do tipo selvagem (“TIGIT WT”), clone
13 mlIgG2a afucosilado (“SEA TIGIT”) ou clone 13 mlgG2a LALA-PG
(“LALA TIGIT”), 1 mg/kg.

[00221] Figura 34. Reexposi¢do (re-challenge) de camundongos que
mostraram uma resposta complete no modelo de tumor CT26 singé€nico apos
o tratamento com o anticorpo clone 13 mIgG2a afucosilado.

[00222] Figura 35. Deplecao de Treg por anticorpos anti-TIGIT clone
13 IgG1 do tipo selvagem (“WT”), clone 13 IgG1 afucosilado (“Clone 13
IgG1 SEA”) ou clone 13 IgG1 DLE (“DLE”).

[00223] Figura 36. Deplecao de Treg por anticorpos anti-TIGIT clone
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13 IgG1 do tipo selvagem (“Clone 13 WT”), clone 13 IgGl afucosilado
(“Clone 13 IgG1 SEA”) ou clone H5/L4 IgGl.
[00224] Figura 37. Eficécia dos anticorpos anti-TIGIT clone 13 IgGl
do tipo selvagem (“Clone 13 WT” ou “TIGIT WT”), clone 13 IgGl
afucosilado (“Clone 13 SEA” ou “SGN-TGT”), anticorpo anti-PD-1 e
combinagdes de anticorpo anti-PD-1 e clone 13 IgG1 do tipo selvagem ou
clone 13 IgG1 afucosilado em um modelo de tumor MC38 em camundongos.
[00225] Figura 38A-38B. Expressio de IL-2 (Figura 38A) ou
expressao de IL-10 (Figura 38B) ap6s contato com o superantigeno peptidico
enterotoxina B estafilocdcica e os anticorpos anti-TIGIT clone 13 IgG1 do
tipo selvagem (“Clone 13 WT”), clone 13 IgGl afucosilado (“Clone 13
SEA”), clone 13 IgG1 DLE (“DLE”) ou clone H5/L4 IgGl.
[00226] Figura 39A-39D. Ligacao dos anticorpos anti-TIGIT clone 13
IgG1 do tipo selvagem (“Clone 13 IgG1”), clone 13 IgG1 afucosilado (“Clone
13 SEA”), clone 13 LALA-PG (“Clone 13 LALA”), clone 13 IgGl DLE
(“Clone 13 DLE”) ou clone H5/L4 1IgG1 com FcyRI (Figura 39A), FcyRIIla
V/V (Figura 39B), FcyRIIb (Figura 39C) ou FcyRIla (Figura 39D) expressos
na superficie de células CHO.
[00227] Figura 40. Fagocitose de células Jurkat TIGIT-positivas
mediada pelos anticorpos anti-TIGIT clone 13 IgG1 do tipo selvagem (“Clone
13”), clone 13 IgGl1 afucosilado (““Clone 13 SEA”) e clone 13 IgG1 DLE
(“Clone 13 DLE”).
[00228] Figura 41. CDC de células Jurkat TIGIT-positivas mediada
pelos anticorpos anti-TIGIT clone 13 IgGl do tipo selvagem (“Clone 13
IgG17), clone 13 IgG1 afucosilado (“Clone 13 SEA”), clone 13 LALA-PG
(“Clone 13 LALA-PG”), clone 13 IgG1 DLE (“Clone 13 DLE”) ou clone
HS5/L4 1gG1; e pelo anticorpo hB6h12.3 anti-CD47.

Descricao detalhada da invencao

L. Introdugdo
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[00229] Sao providos anticorpos com alta afinidade por TIGIT humano
(Imunorreceptor de células T com dominios Ig e ITIM) e exibindo ainda
reatividade cruzada com qualquer ou com ambos, TIGIT de camundongo e
TIGIT de macaco Cynomolgus, que foram identificados e inibem a interacdo
entre TIGIT e CDI155. Esses anticorpos também exibem sinergia com
anticorpos anti-PD-1. Assim, os anticorpos anti-TIGIT aqui descritos podem
ser utilizados em diversas aplicacdes terapéuticas, tais como para o tratamento
de vérios canceres, quer como agente Unico ou em combina¢do com outro
agente terapéutico. Em algumas modalidades, os anticorpos anti-TIGIT sao
afucosilados.

[00230] Consequentemente, em algumas modalidades, a presente
invencao prové composicoes, kits e métodos de tratamento que compreendem
um anticorpo que se liga ao TIGIT humano, em que o anticorpo € afucosilado.

II. Definicoes

[00231] A menos que definidos de outra forma, os termos técnicos e
cientificos aqui utilizados t€m o mesmo significado como comumente
entendido por qualquer técnico no assunto. Ver, p. ex., Lackie, Dictionary of
Cell and Molecular Biology, Elsevier (4* ed. 2007); Sambrook et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Press (Cold
Springs Harbor, NY 1989). Quaisquer métodos, dispositivo e materiais
semelhantes ou equivalentes aqueles aqui descritos podem ser utilizados na
pratica desta invencao.

29 ¢« 2

[00232] Neste relatorio descritivo, as formas no singular “um”, “uma”,
“0” e “a” incluem referentes no plural a menos que o conteido indique
claramente o contrario. Assim, por exemplo, uma referéncia a “um anticorpo”
inclui opcionalmente uma combinagdo de duas ou mais de tais moléculas e
similares.

[00233] O termo “aproximadamente”, neste relatorio descritivo, refere-

se a faixa de erro habitual para o respectivo valor prontamente conhecida pela
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pessoa com competéncia neste campo técnico.

[00234] Neste relatério descritivo, o termo “TIGIT” refere-se ao
“Imunorreceptor de células T com dominios Ig e ITIM”. A proteina
codificada pelo gene TIGIT pertence a familia CD28 dentro da superfamilia
Ig de proteinas. TIGIT € expresso em diversas classes de células T e em
células natural killer (NK) e medeia seu efeito imunossupressor a0 competir
com CD226 pelos ligantes CD155 e CD112. Ver, Levin et al., Eur. J.
Immunol., 2011, 41:902-915. TIGIT é também citado na técnica como
WUCAM (Washington University Cell Adhesion Molecule) e VSTM3
(designacao HUGO). Ver, Levin et al., Eur J Immunol, 2011, 41:902-915.
Assim, uma referéncia a “TIGIT”, por todo este pedido de patente, também
inclui uma referéncia a WUCAM e/ou VSTM3 a menos que afirmado de
outra forma ou evidente pelo contexto. As sequéncias de nucleotideos e
proteica de TIGIT humano sdo apresentadas em, p. ex., N® de Acesso
Genbank NM173799 (SEQ ID NO:217) e NP776160 (SEQ ID NO:218),
respectivamente.

[00235] O termo “anticorpo” inclui anticorpos intactos e fragmentos de
ligacdo ao antigeno dos mesmos, em que os fragmentos de ligacdo ao
antigeno compreendem a regido de ligacdo ao antigeno e pelo menos uma
porcdo da regido constante da cadeia pesada compreendendo asparagina (N)
297, localizada em CH?2. Tipicamente, a “regido variavel” contém a regido de
ligacdo ao antigeno do anticorpo e estd envolvida na especificidade e
afinidade de ligacdo. Ver, Fundamental Immunology, 7* Edi¢do, Paul, ed.,
Wolters Kluwer Health/Lippincott Williams & Wilkins (2013). As cadeias
leves sdo tipicamente classificadas em kappa ou lambda. As cadeias pesadas
sdo tipicamente classificadas em gama, mu, alfa, delta ou épsilon, as quais,
por sua vez, definem as classes de imunoglobulina, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE,
respectivamente.

[00236] O termo “anticorpo” também inclui moléculas bivalentes ou
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biespecificas, diabodies, triabodies e tetrabodies. Moléculas bivalentes ou
biespecificas sdo descritas em, p. ex., Kostelny et al. (1992) J. Immunol.
148:1547, Pack e Pluckthun (1992) Biochemistry 31:1579, Hollinger et al.
(1993), PNAS. USA 90:6444, Gruber et al. (1994) J Immunol. 152:5368, Zhu
et al. (1997) Protein Sci. 6:781, Hu et al. (1996) Cancer Res. 56:3055,
Adams et al. (1993) Cancer Res. 53:4026 e McCartney, et al. (1995) Protein
Eng. 8:301.

[00237] O termo “‘anticorpo” inclui um anticorpo por si s6 (anticorpo
nu (naked)) ou um anticorpo conjugado a um fiarmaco citotdéxico ou
citostatico.

[00238] Um “anticorpo monoclonal” refere-se a um anticorpo obtido
de uma populacdo de anticorpos substancialmente homogéneos, ou seja, os
anticorpos individualmente que compde a populacdo sdo idénticos, exceto por
possiveis mutacdes ocorridas naturalmente que podem estar presentes em
quantidades minimas. O modificador “monoclonal” indica o cardter do
anticorpo de ter sido obtido de uma populagdo substancialmente homogénea
de anticorpos e ndo devera ser considerado como requisito de que a produgao
do anticorpo deva ser por qualquer método em particular. Por exemplo, os
anticorpos monoclonais a serem utilizados de acordo com a presente invencao
podem ser criados pelo método do hibridoma, descrito pela primeira vez por
Kohler et al. (1975) Nature 256:495, ou podem ser criados por métodos do
DNA recombinante (ver, por exemplo, Patente dos E.U.A. N° 4816567). Os
“anticorpos monoclonais” podem ser isolados de bibliotecas de anticorpos em
fagos, utilizando as técnicas descritas em Clackson et al. (1991) Nature,
352:624-628 e Marks et al. (1991) J. Mol. Biol., 222:581-597, por exemplo,
ou podem ser criados por outros métodos. Os anticorpos aqui descritos sdao
anticorpos monoclonais.

[00239] Ligacdo especifica de um anticorpo monoclonal com seu

antigeno alvo significa uma afinidade de pelo menos 10, 107, 108, 10° ou 10
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M. A ligacdo especifica é detectavelmente de magnitude maior e pode
distinguir-se da ligagdo nao especifica que ocorre com pelo menos um alvo
ndo relacionado. A ligacdo especifica pode ser resultante da formacdo de
ligacdes entre grupos funcionais em particular ou de um encaixe espacial em
particular (p. ex., tipo chave e fechadura) enquanto a ligacdo nao especifica é
geralmente o resultado de forcas de van der Waals.

[00240] A unidade baésica estrutural do anticorpo € um tetrametro de
subunidades. Cada tetrimero inclui dois pares idénticos de cadeias
polipeptidicas, cada par com uma cadeia “leve” (aproximadamente 25 kDa) e
uma cadeia “pesada” (aproximadamente 50-70 kDa). A porcao amino-
terminal de cada cadeia inclui uma regido variavel com cerca de 100 a 110 ou
mais aminodcidos, responsdvel primariamente pelo reconhecimento do
antigeno. Essa regido varidvel € expressa inicialmente ligada a um peptideo
sinal clivavel. A regido varidvel sem o peptideo sinal €, as vezes, referida
como regido varidvel madura. Assim, por exemplo, uma regido varidvel
madura da cadeia leve significa uma regido varidvel da cadeia leve sem o
peptideo sinal da cadeia leve. A porcdo carboxi-terminal de cada cadeia
define uma regido constante, responsavel primariamente pela funcio efetora.
[00241] As cadeias leves sdo classificadas em kappa ou lambda. As
cadeias pesadas sdo classificadas em gama, mu, alfa, delta ou épsilon e
definem o i1s6tipo do anticorpo como IgG, IgM, IgA, IgD e IgE,
respectivamente. Dentro das cadeias leves e pesadas, as regides varidveis e
constantes sdo unidas por uma regido “J” de 12 ou mais aminodcidos, sendo
que a cadeia pesada também inclui uma regidao “D” com cerca de 10 ou mais
aminodcidos. (Ver, em geral, Fundamental Immunology (Paul, W, ed., 2a ed.
Raven Press, N.Y., 1989, Cap. 7, aqui incorporado, em sua totalidade, por
referéncia para todos os efeitos).

[00242] As regides varidveis maduras de cada par de cadeias

leves/pesadas formam o sitio de ligacdo do anticorpo. Assim, um anticorpo
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intacto possui dois sitios de ligacdo. Exceto em anticorpos bifuncionais ou
biespecificos, os dois sitios de ligacdo s@o iguais. Todas as cadeias exibem a
mesma estrutura geral de regides framework (arcabouco) (FR) relativamente
conservadas unidas por trés regides hipervariaveis, também chamadas regides
determinantes de complementaridade ou CDRs. As CDRs das duas cadeias de
cada par sdo alinhadas pelas regides framework, possibilitando a ligacdo a um
epitopo especifico. Do N-terminal ao C-terminal, ambas as cadeias leves e
pesadas compreendem os dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 e
FR4. A designacdo de aminodcidos para cada dominio € de acordo com as
definicdes de Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987 e 1991), ou Chothia &
Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987); Chothia et al., Nature 342:878-883
(1989), ou um compésito de Kabat e Chothia, ou IMGT (ImMunoGeneTics
information system), AbM ou Contact ou outra definicdo convencional de
CDRs. Kabat também fornece uma conven¢cdo amplamente utilizada para
numeracao (Numeracdo de Kabat) na qual o mesmo numero € designado a
residuos correspondentes entre cadeias pesadas diferentes ou entre cadeias
leves diferentes. A menos que de outra evidente pelo contexto, a numeragao
de Kabat é utilizada para designar a posicio de aminodcidos nas regides
variaveis. A menos que de outra evidente pelo contexto, a numeracdo EU ¢é
utilizada para designar posi¢des em regides constantes.

[00243] Um anticorpo “humanizado” € um anticorpo que retém a
reatividade de um anticorpo ndo humano ao mesmo tempo em que é menos
imunogénico nos humanos. Isso pode ser conseguido, por exemplo, retendo as
regidoes CDR ndo humanas e substituindo as demais partes do anticorpo por
seus equivalentes humanos. Ver, p. ex., Morrison et al., PNAS USA, 81:6851-
6855 (1984); Morrison e Oi, Adv. Immunol., 44:65-92 (1988); Verhoeyen et
al., Science, 239:1534-1536 (1988); Padlan, Molec. Immun., 28:489-498
(1991); Padlan, Molec. Immun., 31(3):169-217 (1994).
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[00244] Neste relatorio descritivo, o termo “anticorpo quimérico”
refere-se a uma molécula de anticorpo na qual (a) a regido constante, ou uma
por¢do da mesma, € substituida de modo que o sitio de ligacdo ao antigeno
(regido varidvel, CDR, ou por¢ao da mesma) € ligado a um regido constante
de uma espécie diferente.

[00245] O termo “epitopo” refere-se a um sitio em um antigeno ao qual
se liga um anticorpo. Um epitopo pode ser formado por aminodcidos
contiguos ou aminodcidos ndo contiguos justapostos pelo dobramento
tercidrio de uma ou mais proteinas. Os epitopos formados por aminoacidos
contiguos sdo tipicamente retidos quando da exposicdo a solventes
desnaturantes enquanto que os epitopos formados por dobramento tercidrio
sdo tipicamente perdidos no tratamento com solventes desnaturantes.
Tipicamente, um epitopo inclui pelo menos 3 e, mais habitualmente, pelo
menos 5 ou 8-10 aminodcidos em uma conformacgdo espacial unica. Os
métodos para determinacao da conformacgdo especial de epitopos incluem, por
exemplo, cristalografia de raios-x e ressonancia magnética nuclear
bidimensional x. Ver, p. ex., Epitope Mapping Protocols, em Methods in
Molecular Biology, Vol. 66, Glenn E. Morris, Ed. (1996).

[00246] Anticorpos que reconhecem epitopos iguais ou 0s que se
sobrepdem podem ser identificados em um imunoensaio simples mostrando a
capacidade de um anticorpo para competir com outro anticorpo pela ligacdo a
um antigeno alvo. O epitopo de um anticorpo pode também ser definidos por
cristalografia de raios-x do anticorpo ligado a seu antigeno para identificar
residuos de contato. Alternativamente, dois anticorpos possuem O mesmo
epitopo se todas as mutacOes de aminodcidos no antigeno que reduzem ou
eliminam a ligacdo de um anticorpo reduzirem ou eliminarem a ligacdo do
outro. Dois anticorpos possuem epitopos sobrepostos se algumas mutacdes de
aminodcidos que reduzem ou eliminam a ligacdo de um anticorpo reduzirem

ou eliminarem a ligacdo do outro.

Peticdo 870210016809, de 19/02/2021, pag. 89/350



587207

[00247] A competi¢do entre anticorpos € determinada por um ensaio no
qual um anticorpo em teste inibe a ligacdo especifica de um anticorpo de
referéncia a um antigeno comum (ver, p. ex., Junghans et al., Cancer Res.
50:1495, 1990). Um anticorpo em teste compete com um anticorpo de
referéncia se um excesso de um anticorpo em teste (p. ex., pelo menos 2x, 5x,
10x, 20x ou 100x) inibir a ligacdo do anticorpo de referéncia em pelo menos
50%, mas preferivelmente 75%, 90% ou 99% conforme medido em um
ensaio competitivo de ligacdo. Os anticorpos identificados pelo ensaio de
competicdo (anticorpos em competicdo) incluem anticorpos que se ligam ao
mesmo epitopo que o anticorpo de referéncia e anticorpos que se ligam a um
epitopo adjacente suficientemente proximo ao epitopo ligado pelo anticorpo
de referéncia para que ocorra impedimento estérico.

[00248] A expressdo “liga-se especificamente” refere-se a uma
molécula (p. ex., anticorpo ou fragmento de anticorpo) que se liga a um alvo
com maior afinidade, avidez, mais rapidamente e/ou com dura¢do maior
aquele alvo em uma amostra do que se liga a um composto ndao alvo. Em
algumas modalidades, um anticorpo que se liga especificamente a um alvo é
um anticorpo que se liga ao alvo com afinidade pelo menos 2 vezes maior do
que a compostos ndo alvo, tais como, por exemplo, com afinidade pelo menos
4 vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7 vezes, 8 vezes, 9 vezes, 10 vezes, 20 vezes, 25
vezes, 50 vezes ou 100 vezes maior. Por exemplo, um anticorpo que se liga
especificamente a TIGIT, tipicamente, se ligard a TIGIT com afinidade pelo
menos a 2 vezes maior do que a um alvo diferente de TIGIT. Sera entendido
por qualquer técnico no assunto ao ler essa defini¢do, por exemplo, que um
anticorpo (ou porcdo ou epitopo) que se liga de modo especifico ou
preferencial a um primeiro alvo pode ou ndo se ligar de modo especifico ou
preferencial a um segundo alvo. Assim, “ligacdo especifica” nido requer
necessariamente (embora possa incluir) ligacdo exclusiva.

[00249] O termo “afinidade de ligacdo” € usado como uma medida da
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forca de uma interacdo ndo covalente entre duas moléculas, p. ex., um
anticorpo, ou fragmento do mesmo, e um antigeno. O termo “afinidade de
ligacdo” € usado para descrever interacdes monovalentes (atividade
intrinseca).

[00250] A afinidade de ligacdo entre duas moléculas, p. ex., um
anticorpo, ou fragmento do mesmo, € um antigeno, através de uma interacao
monovalente pode ser quantificada determinando-se a constante de
dissociacdo (Kp). Por sua vez, Kp pode ser determinada medindo-se a cinética
de formacao e dissociacdo de um complexo, usando, como um exemplo nao
limitante, o método da ressonancia plasmonica de superficie (SPR)
(Biacore™). As constantes da taxa correspondente a associacdo € a
dissociagdo de um complexo monovalente sdo referidas como as constantes
da taxa de associacdo k, (ou k,,) € a constante da taxa de dissociacdo k; (ou
ko), respectivamente. Kp esté relacionada a k, e k; através da equacao Kp = &y
/ kq. O valor da constante de dissociacdo pode ser determinado diretamente
por métodos bem conhecidos e pode ser computado mesmo para misturas
complexas por métodos tais como aqueles, por exemplo, apresentados em
Caceci et al. (1984, Byte 9: 340-362). Por exemplo, a Kp pode ser
estabelecida usando um ensaio de ligacao em filtro de nitrocelulose de duplo
filtro tal como aquele descrito por Wong & Lohman (1993, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90: 5428-5432). Outros ensaios padrdao para avaliar a capacidade
para ligacdo de ligantes, tais como anticorpos para antigenos alvo, sao
conhecidos na técnica, incluindo, por exemplo, ELISAs, Western blots, RIAs
e andlise por citometria de fluxo e outros ensaios exemplificados em outro
lugar no presente. A cinética de ligacdo e a afinidade de ligacdo do anticorpo
também podem ser avaliados por ensaios padrdo conhecidos na técnica ou
como descritos na secdo de Exemplos abaixo, tais como Ressonancia
Plasmonica de Superficie (SPR), p. ex., utilizando um sistema Biacore™;

ensaios cinéticos de exclusao tais como KinExA®; e interferometria de
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BioLayer (biocamada) (p. ex., usando a plataforma ForteBio® Octet). Em
algumas modalidades, a afinidade de ligacdo é determinada usando um ensaio
de interferometria BioLayer. Ver, p. ex., Wilson et al., Biochemistry and
Molecular Biology Education, 38:400-407 (2010); Dysinger et al., J.
Immunol. Methods, 379:30-41 (2012); e Estep et al., Mabs, 2013, 5:270-278.
[00251] O termo “reatividade cruzada”, neste relatério descritivo,
refere-se a capacidade de um anticorpo ligar-se a um antigeno diferente do
antigeno contra o qual o anticorpo foi criado. Em algumas modalidades,
reatividade cruzada refere-se a capacidade de um anticorpo ligar-se a um
antigeno de uma espécie diferente daquela do antigeno contra o qual o
anticorpo foi criado. Como um exemplo ndo limitante, um anticorpo anti-
TIGIT como aqui descrito que € criado contra um antigeno de TIGIT humano
pode exibir reatividade cruzada com o TIGIT de uma espécie diferente (p. ex.,
camundongo ou macaco).

[00252] Um anticorpo “isolado” refere-se a um anticorpo que foi
identificado e separado e/ou recuperado de componentes de seu ambiente
natural e/ou um anticorpo que é produzido por recombina¢cdo. Um “anticorpo
purificado” é um anticorpo que € tipicamente pelo menos 50% puro m/m de
proteinas interferentes e outros contaminantes resultantes de sua produgao ou
purificacdo, mas ndo exclui a possibilidade de que o anticorpo monoclonal
seja combinado com um excesso de veiculo(s) farmaceuticamente
aceitavel(is) ou outro veiculo destinado a facilitar seu uso. As proteinas
interferentes e outros contaminantes podem incluir, por exemplo,
componentes celulares das células das quais um anticorpo € isolado ou
produzido por recombinaco. As vezes, os anticorpos monoclonais sio pelo
menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95 ou 99% puros m/m de proteinas
interferentes e contaminantes provenientes da producdo ou purificacdo. Os
anticorpos aqui descritos, incluindo anticorpos de rato, quiméricos, veneered

(com superficie remodelada) e humanizados podem ser providos em forma
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isolada e/ou purificada.

[00253] O termo “agente imuno-oncoldgico” refere-se a um agente que
reforca, estimula ou regula positivamente uma resposta imune contra um
cancer em um individuo (p. ex., estimulando uma resposta imune para inibir o
crescimento tumoral). Em algumas modalidades, um agente imuno-
oncoldgico é uma pequena molécula, anticorpo, peptideo, proteina peptideo
circular, peptidomimético, polinucleotideo, RNA inibidor, aptamero,
composto medicamentoso ou outro composto. Em algumas modalidades, um
agente imuno-oncoldgico € um antagonista ou inibidor de PD-1 ou da via de
PD-1.

[00254] “Sujeito”, “paciente”, “individuo” e termos semelhantes sdo
usados alternadamente e referem-se, exceto quando indicado, a mamiferos
tais como humanos e primatas ndo humanos, bem como coelhos, ratos,
camundongos, cabras, porcos e outras espécies de mamiferos. O termo nao
indica necessariamente que o individuo foi diagnosticado com uma doencga
em particular, porém, tipicamente, refere-se a um individuo sob supervisao
médica.

[00255] Os termos “terapia”, “tratamento” e “melhora” referem-se a
qualquer reducao na gravidade de sintomas. No caso de tratamento do cancer,
tratamento pode referir-se a reduzir, p. ex., tamanho do tumor, nimero de
c€lulas cancerosas, velocidade de crescimento, atividade metastatica, morte
celular de células nao cancerosas etc. Neste relatorio descritivo, 0s termos
“tratar” e ‘“‘prevenir’ ndo pretendem ser termos absolutos. Tratamento e
prevencdo podem referir-se a qualquer demora no surgimento, melhora de
sintomas, melhoria na sobrevida do paciente, aumento em tempo ou taxa de
sobrevida etc. O tratamento e prevencao podem ser completos (sem sintomas
detectdveis restantes) ou parciais, tal que os sintomas sdo menos frequentes ou
graves do que em um paciente sem o tratamento aqui descrito. O efeito do

tratamento pode ser em comparacdo a um individuo ou grupo de individuos
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que recebem o tratamento, ou a0 mesmo paciente antes do tratamento ou em
um momento diferente durante o tratamento. Em alguns aspectos, a gravidade
da doenca € reduzida em pelo menos 10%, em comparagdo, p. ex., ao
individuo antes da administracdo ou a um individuo controle ndo submetido
ao tratamento. Em alguns aspectos, a gravidade da doenca € reduzida em pelo
menos 25%, 50%, 75%, 80% ou 90% ou, em alguns casos, ndo € mais
detectdvel utilizando técnicas diagndsticas padrao.
[00256] Neste relatorio descritivo, uma ‘“quantidade terapéutica” ou
“quantidade terapeuticamente eficaz” de um agente (p. ex., um anticorpo
como aqui descrito) € uma quantidade do agente que previne, alivia, abate,
melhora ou reduz a gravidade de sintomas de uma doenca (p. ex., um cancer)
em um individuo.
[00257] Os termos ‘“administrar”, “administrado” ou “administra”
referem-se a métodos para a entrega de agentes, compostos ou composi¢des
no sitio de ac@o bioldgica desejado. Esses métodos incluem, entre outros,
liberacdo topica, liberacdo parenteral, liberacdo intravenosa, liberacao
intradérmica, liberacdo intramuscular, liberacdo col6nica, liberacdo retal ou
liberacdo intraperitoneal. Técnicas de administracdo que sdo opcionalmente
empregadas com os agentes € métodos aqui descritos incluem, p. ex., as
discutidas em Goodman e Gilman, The Pharmacological Basis of
Therapeutics, edicdo corrente; Pergamon; e Remington's, Pharmaceutical
Sciences (edi¢do corrente), Mack Publishing Co., Easton, PA.

III. Anticorpos contra TIGIT
[00258] Em um aspecto, sdo providos anticorpos que se ligam a TIGIT
humano (Imunorreceptor de células T com dominios Ig e ITIM). Tal qual aqui
descritos, em algumas modalidades, o anticorpo anti-TIGIT inibe a interacao
entre TIGIT e um ou ambos os ligantes CD155 e CDI112. Em algumas
modalidades, o anticorpo anti-TIGIT inibe a interacdo entre TIGIT e CD155

em um bioensaio funcional, permitindo que ocorra a sinalizacdo CDI155-
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CD226. Em algumas modalidades, o anticorpo anti-TIGIT exibe sinergia com
um agente anti-PD-1 (p. ex., um anticorpo anti-PD-1) ou um agente anti-PD-
L1 (p. ex., um anticorpo anti-PD-L1).
[00259] Os presentes inventores verificaram que, surpreendentemente,
anticorpos anti-TIGIT com funcio efetora reforcada, tal como pode ser
conseguida com anticorpos afucosilado IgG1 afucosilado, depletam células
Treg e mostram eficiacia melhorada in vivo. Consequentemente, em vérias
modalidades, sdo providos anticorpos anti-TIGIT afucosilados.

Caracteristicas exemplares de anticorpos anti-TIGIT
[00260] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT, tal como
um anticorpo anti-TIGIT afucosilado, liga-se a proteina TIGIT humano (SEQ
ID NO:218) ou uma por¢do desta com alta afinidade. Em algumas
modalidades, o anticorpo tem uma afinidade de ligacdo (Kp) por TIGIT
humano inferior a 5 nM, inferior a 1 nM, inferior a 500 pM, inferior a 250
pM, inferior a 150 pM, inferior a 100 pM, inferior a 50 pM, inferior a 40 pM,
inferior a 30 pM, inferior a 20 pM ou inferior a aproximadamente 10 pM. Em
algumas modalidades, o anticorpo tem uma afinidade de ligacdo (Kp) por
TIGIT humano inferior a 50 pM. Em algumas modalidades, o anticorpo tem
uma Kp por TIGIT humano na faixa entre aproximadamente 1 pM e 5 nM, p.
ex., entre aproximadamente 1 pM e 1 nM, entre aproximadamente 1 pM e 500
pM, entre aproximadamente 5 pM e 250 pM ou entre aproximadamente 10
pM e 100 pM.
[00261] Em algumas modalidades, além de ligar-se a TIGIT humano
com alta afinidade, um anticorpo anti-TIGIT afucosilado exibe reatividade
cruzada com TIGIT de macaco Cynomolgus (“cyno”) (p. ex., uma proteina
TIGIT cyno com a sequéncia de SEQ ID NO:219) e/ou TIGIT de
camundongo (p. ex., uma proteina TIGIT de camundongo com a sequéncia de
SEQ ID NO:220). Em algumas modalidades, o anticorpo anti-TIGIT liga-se a

TIGIT de camundongo (p. ex., um TIGIT de camundongo tendo a sequéncia
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de SEQ ID NO:220) com afinidade de ligacdo (Kp) igual ou inferior a 100
nM. Em algumas modalidades, o anticorpo anti-TIGIT liga-se a TIGIT
humano com Kp igual ou inferior a 5 nM ou exibe reatividade cruzada com o
TIGIT de camundongo com Kp igual ou inferior a 100 nM. Em algumas
modalidades, um anticorpo anti-TIGIT que se ligam ao TIGIT humano
também exibe reatividade cruzada com TIGIT de macaco Cynomolgus e com
TIGIT de camundongo.

[00262] Em algumas modalidades, a reatividade cruzada do anticorpo é
determinada pela ligacdo especifica detectada do anticorpo anti-TIGIT a
TIGIT que € expresso em uma célula (p. ex., uma linhagem celular que
expressa TIGIT humano, TIGIT cyno ou TIGIT de camundongo, ou uma
célula primaria que expressa endogenamente TIGIT, p. ex., células T
primdrias que expressam endogenamente TIGIT humano, TIGIT cyno ou
TIGIT de camundongo). Em algumas modalidades, a ligacao do anticorpo e a
reatividade cruzada do anticorpo sdo determinadas pela ligacdo especifica
detectada do anticorpo anti-TIGIT a TIGIT purificado ou recombinante (p.
ex., TIGIT humano purificado ou recombinante, TIGIT cyno purificado ou
recombinante ou TIGIT de camundongo purificado ou recombinante) ou a
uma proteina quimérica compreendendo TIGIT (p. ex., uma proteina de fusdo
com Fc compreendendo TIGIT humano, TIGIT cyno ou TIGIT de
camundongo, ou uma proteina com etiqueta His compreendendo TIGIT
humano, TIGIT cyno ou TIGIT de camundongo).

[00263] Métodos para a andlise de afinidade de ligacdo, cinética da
ligacdo e reatividade cruzada sdo conhecidos na técnica. Ver, p. ex., Ernst et
al., Determination of Equilibrium Dissociation Constants, Therapeutic
Monoclonal Antibodies (Wiley & Sons ed. 2009). Esses métodos incluem,
entre outros, ensaios de ligacdo em fase séOlida (p. ex., ensaio ELISA),
imunoprecipitagdo, ressonancia plasmonica de superficie (SPR, p. ex.,

Biacore™ (GE Healthcare, Piscataway, NJ)), ensaios cinéticos de exclusao (p.

Peticdo 870210016809, de 19/02/2021, pag. 96/350



65 /207

ex., KinExA®), citometria de fluxo, separacdo de células ativadas por
fluorescéncia (FACS), interferometria BioLayer (p. ex., Octet™ (FortéBio,
Inc., Menlo Park, CA)) e anélise por Western blotting. As técnicas de SPR sao
revisadas, p. ex., em Hahnfeld et al. Determination of Kinetic Data Using
SPR Biosensors, Molecular Diagnosis of Infectious Diseases (2004). Em um
experimento tipico de SPR, um interatuante (alvo ou agente de
direcionamento) é imobilizado em uma lamina de vidro revestida de ouro
SPR-ativa em uma célula de fluxo e uma amostra contendo o outro
interatuante € introduzida ao fluxo através da superficie. Quando luz de um
dado comprimento de onda é iluminada sobre a superficie, as alteracdes a
refletividade Optica do ouro indica ligacdo e a cinética de ligacdo. Em
algumas modalidades, ensaios cinéticos de exclusdo sdo usados para
determinar a afinidade. Essa técnica € descrita, p. ex., em Darling et al., Assay
and Drug Development Technologies Vol. 2, nimero 6 647-657 (2004). Em
algumas modalidades, usam-se ensaios de interferometria BioLayer para
determinar a afinidade. Essa técnica € descrita, p. ex., em Wilson et al.,
Biochemistry and Molecular Biology Education, 38:400-407 (2010); Dysinger
et al., J. Immunol. Methods, 379:30-41 (2012).

[00264] Em algumas modalidades, os anticorpos anti-TIGIT aqui
providos inibem a interacdo entre TIGIT e o ligante CD155. Em algumas
modalidades, os anticorpos anti-TIGIT aqui providos inibem a interag¢do entre
TIGIT e o ligante CD112. Em algumas modalidades, os anticorpos anti-
TIGIT aqui providos inibem a interagdo entre TIGIT e ambos os ligantes
CD155e CD112.

[00265] Em algumas modalidades, a capacidade de um anticorpo anti-
TIGIT para inibir interagcdes entre TIGIT e CD155 e/ou CD112 € avaliada
medindo se as interagdes fisicas entre TIGIT e CD155 ou CD112 diminuem
em um ensaio de ligacdo. Em algumas modalidades, o ensaio de ligagdo é um

ensaio competitivo de ligacdo. O ensaio pode ser realizado em varios
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formatos, tais como, entre outros, um ensaio ELISA, citometria de fluxo, um
ensaio de ressondncia plasmonica de superficie (SPR) (p. ex., Biacore™) ou
interferometria de BioLayer (p. ex., ForteBio Octet™). Ver, p. ex., Duff et al.,
Biochem J., 2009, 419:577-584; Dysinger et al., J. Immunol. Methods,
379:30-41 (2012); e Estep et al, Mabs, 2013, 5:270-278.

[00266] Em algumas modalidades, o anticorpo anti-TIGIT inibe a
interacdo entre TIGIT e CD155 em um bioensaio funcional, tal como um
ensaio celular funcional no qual a inibicdo da interacdo TIGIT/CDI155 €
avaliada medindo-se a ativacdo da sinalizacdo de CD155-CD226 na célula (p.
ex., através da ativacdo de um reporter a jusante). Um ensaio celular funcional
exemplar € descrito na secdo de Exemplos abaixo. Nesse ensaio funcional
exemplar, a expressdo de luciferase requer o envolvimento de TCR e um sinal
coestimulador de CD155-CD226. Uma primeira célula (também referida
como “célula T efetora”) expressa um complexo TCR, TIGIT e CD226 na
superficie da célula e contém um gene luciferase. Uma segunda célula
(também referida como “célula apresentadora de antigeno artificial”’) expressa
um ativador de TCR e CDI155. A cocultura das células na auséncia de
anticorpo anti-TIGIT resulta em uma interagcdo TIGIT-CD155 que inibe a
coestimulacao da célula efetora por CD155-CD226, impedindo a expressao de
luciferase pela célula efetora. Na presenca de um anticorpo anti-TIGIT que
inibe a interacdo entre TIGIT e CDI155, CD155 e CD226 sdo capazes de
interagir e produzem um sinal coestimulador que impulsiona a expressao de
luciferase na primeira célula. Tais ensaios celulares funcionais sdo descritos
na técnica, p. ex., Cong et al., Genetic Engineering and Biotechnology News,
2015, 35(10):16-17 e estdo também disponiveis comercialmente (p. ex.,
TIGIT/CD155 Blockade Bioassay Kit, Promega Corp., Madison, WI). Em
algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT que inibe a interacdo entre
TIGIT e CD155 aumenta o nivel ou volume de ativacdo da sinalizacdo de

CD155-CD226 (p. ex., conforme medido em um ensaio celular tal como o kit
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TIGIT/CD155 Blockade Bioassay) em pelo menos 10%, pelo menos 20%,
pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo
menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90% ou mais quando comparado
ao nivel ou volume da sinalizagdo de CD155-CD226 na auséncia do anticorpo
anti-TIGIT. Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT que inibe a
interacao entre TIGIT e CD155 aumenta o nivel ou volume de ativacdo da
sinalizagdo de CD155-CD226 (p. ex., conforme medido em um ensaio celular
tal como o kit TIGIT/CD155 Blockade Bioassay) em pelo menos
aproximadamente 1,2 vez, pelo menos aproximadamente 1,5 vez, pelo menos
aproximadamente 2 vezes, pelo menos aproximadamente 3 vezes, pelo menos
aproximadamente 4 vezes, pelo menos aproximadamente 5 vezes, pelo menos
aproximadamente 6 vezes, pelo menos aproximadamente 7 vezes, pelo menos
aproximadamente 8 vezes, pelo menos aproximadamente 9 vezes, pelo menos
aproximadamente 10 vezes ou mais quando comparado ao nivel ou volume da
sinalizagdo de CD155-CD226 na auséncia do anticorpo anti-TIGIT.

[00267] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT que se
ligam ao TIGIT humano (e opcionalmente exibe reatividade cruzada com
TIGIT de macaco Cynomolgus e/ou de camundongo e/ou opcionalmente
inibe a interacdo entre TIGIT e CD155 e/ou CD112) exibe sinergia com um
agente anti-PD-1 (p. ex., um anticorpo anti-PD-1). Em algumas modalidades,
o anticorpo anti-TIGIT reforga o efeito do agente anti-PD-1 (p. ex., anticorpo
anti-PD-1) em pelo menos aproximadamente 1,2 vez, pelo menos
aproximadamente 1,5 vez, pelo menos aproximadamente 2 vezes, pelo menos
aproximadamente 3 vezes, pelo menos aproximadamente 4 vezes, pelo menos
aproximadamente 5 vezes, pelo menos aproximadamente 6 vezes, pelo menos
aproximadamente 7 vezes, pelo menos aproximadamente 8 vezes, pelo menos
aproximadamente 9 vezes, pelo menos aproximadamente 10 vezes ou mais.
[00268] Em algumas modalidades, o anticorpo anti-TIGIT exibe

sinergia com um agente anti-PD-1 (p. ex., um anticorpo anti-PD-1) em um
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bioensaio funcional, tal como um ensaio celular funcional no qual a inibi¢dao
da sinalizacdo de TIGIT e a inibi¢do da sinalizacdo de PD-1 sdo avaliadas
medindo a ativac@o da sinalizagdo em uma célula efetora. Um ensaio celular
funcional exemplar € descrito na secdo de Exemplos abaixo. Nesse ensaio
funcional exemplar, uma primeira célula (também referida como “célula T
efetora”) expressa um complexo de TCR, TIGIT, CD226 e PD-1 na superficie
da célula e contém um gene luciferase. Uma segunda célula (também referida
como “célula apresentadora de antigeno artificial””) expressa um ativador de
TCR, CD155 e PD-L1. A expressao do gene luciferase pela célula efetora é
ativada por qualquer ou ambos (1) bloqueio da interacdo TIGIT-CD155,
permitindo assim a interacdo CD155-CD226 e coestimulacdo subsequente da
expressao de luciferase pela célula efetora ou (2) bloqueio da interacdo PD-
1/PD-L1, amenizando, assim, a inibi¢do da expressao de luciferase pela célula
efetora. O nivel de expressdo de luciferase na auséncia ou presenca de
anticorpos anti-TIGIT e agentes anti-PD-1 ou agentes anti-PD-L1 pode ser
medido e quantificado para determinar se um anticorpo anti-TIGIT exibe
sinergia com o agente anti-PD-1 ou o agente anti-PD-L1. Tais ensaios
celulares funcionais sdo descritos na técnica (p. ex., Cong et al., Genetic
Engineering and Biotechnology News, 2015, 35(10):16-17) e estdo também
disponiveis comercialmente (p. ex., PD-1/TIGIT Combination Bioassay Kit,
Promega Corp., Madison, WI).

[00269] Em algumas modalidades, a eficicia de um anticorpo anti-
TIGIT, bem como se o anticorpo anti-TIGIT inibe sinergicamente com um
agente anti-PD-1 (p. ex., um anticorpo anti-PD-1) ou um agente anti-PD-L1
(p. ex., um anticorpo anti-PD-L1), pode ser medida utilizando um modelo in
vivo, p. ex., um modelo tumoral in vivo. Por exemplo, a eficicia de um
anticorpo anti-TIGIT como aqui descrito, ou a eficidcia de um anticorpo anti-
TIGIT como aqui descrito quando administrado em combina¢do com um

agente anti-PD-1 ou um agente anti-PD-L.1 pode ser avaliada utilizando um
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modelo de tumor singénico em camundongo. Modelos adequados de tumor
singénico sdo descritos na técnica. Ver, p. ex., Rios-Doria et al., Neoplasia,
2015, 17:661-670; e Moynihan et al., Nature Medicine, 2016,
doi1:10.1038/nm.4200. Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
reduz o tamanho de um tumor ou o nimero global de tumores em um modelo
in vivo em pelo menos 10%, pelo menos 20%, pelo menos 30%, pelo menos
40%, pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%,
pelo menos 90% ou mais quando comparado a um valor controle ou de
referéncia (p. ex., quando comparado ao tamanho do tumor ou nimero global
de tumores em um controle nao tratado).

[00270] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece
um epitopo de TIGIT humano que compreende uma ou ambas as posi¢coes 81
e 82 de aminoacidos, como numerados com referéncia a SEQ ID NO:218. Em
algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece um epitopo que
compreende Phe na posi¢do 81. Em algumas modalidades, um anticorpo anti-
TIGIT reconhece um epitopo que compreende Lys ou Ser na posi¢do 82. Em
algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece um epitopo que
compreende Phe na posicio 81 e Lys na posicio 82. Em algumas
modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece um epitopo que
compreende Phe na posicdo 81 e Ser na posi¢do 82.

[00271] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece
um epitopo linear que compreende uma ou ambas as posicoes 81 e 82 de
aminodcidos (p. ex., um epitopo linear que compreende Phe na posicdo 81 e
Lys ou Ser na posi¢do 82). Em algumas modalidades, um anticorpo anti-
TIGIT reconhece um epitopo descontinuo que compreende uma ou ambas as
posicdes 81 e 82 de aminoicidos (p. ex., um epitopo descontinuo que
compreende Phe na posicdo 81 e Lys ou Ser na posi¢ao 82).

[00272] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT liga-se a

um epitopo em TIGIT humano que compreende ainda uma ou mais (p. ex., 1,
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2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 12, 13, 14, 15 ou mais) das posi¢des de aminodcido
51, 52, 53,54,55,73,74,75,76, 77, 79, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92
ou 93. Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT liga-se a um
epitopo em TIGIT humano que compreende ainda um ou mais (p. ex., 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 12, 13, 14, 15 ou mais) dos seguintes: Thr na posicao 51,
Ala na posi¢do 52, Glu ou Gln na posicao 53, Val na posicdo 54, Thr na
posicdo 55, Leu na posi¢cdo 73, Gly na posi¢dao 74, Trp na posicdo 75, His na
posicdo 76, Val ou Ile na posicdo 77, Ser ou Pro na posicdo 79, Asp na
posicdo 83, Arg na posi¢cdo 84, Val na posi¢ao 85, Val ou Ala na posicado 86,
Pro na posi¢do 87, Gly na posicdo 88, Pro na posicao 89, Ser ou Gly na
posicao 90, Leu na posi¢do 91, Gly na posicao 92 ou Leu na posicdo 93. Em
algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT liga-se a um epitopo em
TIGIT humano que compreende ainda um ou mais (p. ex., 1,2, 3,4,5,6,7, 8,
9, 10, 12, 13, 14, 15 ou mais) dos residuos de aminoacidos Thr51, Ala52,
GIn53, Val54, Thr55, Leu73, Gly74, Trp75, His76, lle77, Pro79, Asp83,
Arg84, Val85, Ala86, Pro87, Gly88, Pro89, Gly90, Leu9l, Gly92 e Leu93.

[00273] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece
um epitopo que compreende Phe na posicdo 81 e Lys ou Ser na posicdo 82 e
compreende ainda Thr na posicdo 51, Ala na posi¢do 52, Glu ou Gln na
posicdo 53, Val na posicdo 54 e/ou Thr na posicio 55. Em algumas
modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece um epitopo que
compreende Phe na posi¢do 81 e Lys ou Ser na posicdo 82 e compreende
ainda Gly na posicdo 74, Trp na posi¢ao 75, His na posicdo 76 e/ou Val ou Ile
na posi¢ao 77. Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece
um epitopo que compreende Phe na posicdo 81 e Lys ou Ser na posicdo 82 e
compreende ainda Pro na posi¢cdo 87, Gly na posicao 88, Pro na posi¢cdo 89,
Ser ou Gly na posi¢ao 90, Leu na posi¢do 91, Gly na posi¢ao 92 e/ou Leu na
posicao 93. Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece

um epitopo compreendendo os residuos de aminoacidos Thr51, Ala52, GInS53,
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Val54, Thr55, Gly74, Trp75, His76, 1le77, Phe81, Lys82, Pro87, Gly88,
Pro89, Gly90, Leu91, Gly92 e Leu93.
[00274] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece
um epitopo que compreende Phe na posicdo 81 e Lys ou Ser na posicdo 82 e
compreende ainda Ala na posicdao 52 e/ou Glu ou Gln na posi¢do 53. Em
algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece um epitopo que
compreende Phe na posi¢do 81 e Lys ou Ser na posicao 82 e compreende
ainda Leu na posi¢do 73, Gly na posicdo 74 e/ou Trp na posicao 75. Em
algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece um epitopo que
compreende Phe na posi¢do 81 e Lys ou Ser na posicao 82 e compreende
ainda Asp na posi¢ao 83, Arg na posicao 84, Val na posicao 85 e/ou Val ou
Ala na posicdo 86. Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
reconhece um epitopo compreendendo os residuos de aminodcidos Ala52,
GIn53, Leu73, Gly74, Trp75, Pro79, Phe81, Lys82, Asp83, Arg84, Val85 e
Alag6.
[00275] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT reconhece
um epitopo de TIGIT humano compreendendo a sequéncia
ICNADLGWHISPSFK (SEQ ID NO:258), que corresponde aos residuos 68-
82 de TIGIT humano (SEQ ID NO:218). Em algumas modalidades, um
anticorpo anti-TIGIT reconhece um epitopo de TIGIT humano que consiste
na sequéncia [CNADLGWHISPSFK (SEQ ID NO:258).

Certas sequéncias do anticorpo anti-TIGIT
[00276] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT que se
ligam ao TIGIT humano e que exibe opcionalmente reatividade cruzada com
TIGIT de macaco Cynomolgus e com TIGIT de camundongo compreende
uma sequéncia da regido varidvel da cadeia leve, ou uma por¢do da mesma,
e/ou uma sequéncia da regido varidvel da cadeia pesada, ou uma por¢do da
mesma, derivada de qualquer um dos anticorpos seguintes aqui descritos:

Clone 2, Clone 2C, Clone 3, Clone 5, Clone 13, Clone 13A, Clone 13B,
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Clone 13C, Clone 13D, Clone 14, Clone 16, Clone 16C, Clone 16D, Clone
16E, Clone 18, Clone 21, Clone 22, Clone 25, Clone 25A, Clone 25B, Clone
25C, Clone 25D, Clone 25E, Clone 27 ou Clone 54. As sequéncias de
aminoacidos da CDR, do dominio varidvel da cadeia leve (VL) e do dominio
variavel da cadeia pesada (VH) dos anticorpos anti-TIGIT Clone 2, Clone 2C,
Clone 3, Clone 5, Clone 13, Clone 13A, Clone 13B, Clone 13C, Clone 13D,
Clone 14, Clone 16, Clone 16C, Clone 16D, Clone 16E, Clone 18, Clone 21,
Clone 22, Clone 25, Clone 25A, Clone 25B, Clone 25C, Clone 25D, Clone
25E, Clone 27 e Clone 54 sdo apresentadas na Tabela de sequéncias abaixo.

[00277] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma regido varidvel da cadeia pesada (VH) compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
(p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos
94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:91,
SEQ ID NO:109, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:145, SEQ ID NO:163, SEQ
ID NO:181, SEQ ID NO:199, SEQ ID NO:245, SEQ ID NO:246, SEQ ID
NO:247, SEQ ID NO:248, SEQ ID NO:249, SEQ ID NO:250, SEQ ID
NO:251, SEQ ID NO:252, SEQ ID NO:253, SEQ ID NO:254, SEQ ID
NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257. Em algumas modalidades, um
anticorpo anti-TIGIT compreende uma VH compreendendo a sequéncia de
aminodacidos de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:37, SEQ ID
NO:55, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:109, SEQ ID NO:127,
SEQ ID NO:145, SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:181, SEQ ID NO:199, SEQ
ID NO:245, SEQ ID NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248, SEQ ID
NO:249, SEQ ID NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID NO:252, SEQ ID
NO:253, SEQ ID NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID

NO:257. Em algumas modalidades, uma sequéncia de VH tendo pelo menos
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90% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de referéncia (p. ex.,
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:73, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:109, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:145,
SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:181, SEQ ID NO:199, SEQ ID NO:245, SEQ
ID NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248, SEQ ID NO:249, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID NO:252, SEQ ID NO:253, SEQ ID
NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257) contém
uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez ou mais substitui¢des
(p. ex., substitui¢cdes conservadoras), inser¢oes ou delecdes em relacdo a
sequéncia de referéncia, mas retém a capacidade para se ligar a TIGIT
humano e, opcionalmente, retém a capacidade para bloquear a ligacdo de
CD155 e/ou CD112 a TIGIT.

[00278] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma regido varidvel da cadeia leve (VL) compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
(p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos
94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:10, SEQ ID
NO:28, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:100,
SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:136, SEQ ID NO:154, SEQ ID NO:172, SEQ
ID NO:190 ou SEQ ID NO:208. Em algumas modalidades, um anticorpo anti-
TIGIT compreende uma VL compreendendo a sequéncia de aminoécidos de
SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:64, SEQ ID
NO:82, SEQ ID NO:100, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:136, SEQ ID
NO:154, SEQ ID NO:172, SEQ ID NO:190 ou SEQ ID NO:208. Em algumas
modalidades, uma sequéncia de VL tendo pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com uma sequéncia de referéncia (p. ex., SEQ ID NO:10, SEQ ID
NO:28, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:100,
SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:136, SEQ ID NO:154, SEQ ID NO:172, SEQ
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ID NO:190 ou SEQ ID NO:208) contém uma, duas, trés, quatro, cinco, seis,
sete, oito, nove, dez ou mais substituicdes (p. ex., substitui¢des
conservadoras), inser¢cdes ou delecdes em relacdo a sequéncia de referéncia,
mas retém a capacidade para se ligar a TIGIT humano e, opcionalmente,
retém a capacidade para bloquear a ligacdo de CD155 e/ou CD112 to TIGIT.

[00279] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
(p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos
94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:91,
SEQ ID NO:109, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:145, SEQ ID NO:163, SEQ
ID NO:181, SEQ ID NO:199, SEQ ID NO:245, SEQ ID NO:246, SEQ ID
NO:247, SEQ ID NO:248, SEQ ID NO:249, SEQ ID NO:250, SEQ ID
NO:251, SEQ ID NO:252, SEQ ID NO:253, SEQ ID NO:254, SEQ ID
NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257 e compreende ainda uma
regido varidvel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminoécidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:28, SEQ ID
NO:46, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:100, SEQ ID NO:118,
SEQ ID NO:136, SEQ ID NO:154, SEQ ID NO:172, SEQ ID NO:190 ou
SEQ ID NO:208. Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:37,
SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:109, SEQ ID
NO:127, SEQ ID NO:145, SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:181, SEQ ID
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NO:199, SEQ ID NO:245, SEQ ID NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID
NO:248, SEQ ID NO:249, SEQ ID NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID
NO:252, SEQ ID NO:253, SEQ ID NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID
NO:256 ou SEQ ID NO:257 e compreende ainda uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:10,
SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:82, SEQ ID
NO:100, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:136, SEQ ID NO:154, SEQ ID
NO:172, SEQ ID NO:190 ou SEQ ID NO:208.
[00280] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende:

(a) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:245 e uma VL
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de
identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo
menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos
97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com
SEQ ID NO:10;

(b) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:19 e uma VL compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
(p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos
94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:28;
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(c) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:37 e uma VL compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
(p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos
94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:46;

(d) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com qualquer uma dentre SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248 ou SEQ ID NO:249 e uma VL
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de
identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo
menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos
97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com
SEQ ID NO:64;

(¢) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:73 e uma VL compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
(p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos
94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:82;
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(f) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com qualquer uma dentre SEQ ID NO:91, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251 ou SEQ ID NO:252 e uma VL compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia (p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo
menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos
98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:100;

(g) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:109 e uma VL compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia (p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo
menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos
98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:118;

(h) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:127 e uma VL compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia (p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo
menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos
98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:136;

(1) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
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com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:145 e uma VL compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia (p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo
menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos
98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:154;

(j) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com qualquer uma dentre SEQ ID NO:163, SEQ ID
NO:253, SEQ ID NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID
NO:257 e uma VL compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo
menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%, pelo menos
92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%,
pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de
sequéncia) com SEQ ID NO:172;

(k) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:181 e uma VL compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia (p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo
menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos
98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:190;

ou
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(I) uma VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 90% de identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia) to SEQ ID NO:199 e uma VL compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
(p. ex., pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos
94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia) com SEQ ID NO:208.
[00281] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende:

(a) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:1 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ
ID NO:10;

(b) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:19 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoécidos de
SEQ ID NO:28;

(c) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:37 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoécidos de
SEQ ID NO:46;

(d) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:55 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoécidos de
SEQ ID NO:64;

(e) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:73 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoécidos de
SEQ ID NO:82;

(f) uma VH compreendendo a sequéncia de aminoécidos de
SEQ ID NO:91 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoécidos de

SEQ ID NO:100;
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(g) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:109 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:118;

(h) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:127 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:136;

(1) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:145 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:154;

(j) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:163 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:172;

(k) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:181 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:190;

(I) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:199 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:208; ou

(m) uma VH compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:245 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:10; ou

(n) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:246 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:64; ou

(o) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:247 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:64; ou

(p) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de

SEQ ID NO:248 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
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SEQ ID NO:64;

(q) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:249 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:64; ou

(r) uma VH compreendendo a sequéncia de aminoécidos de
SEQ ID NO:250 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:100; ou

(s) uma VH compreendendo a sequéncia de aminoécidos de
SEQ ID NO:251 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:100; ou

(t) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:252 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:100; ou

(u) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:253 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:172; ou

(v) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:254 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:172; ou

(w) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:255 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:172; ou

(x) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:256 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:172; ou

(y) uma VH compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:257 e uma VL compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:172.
[00282] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
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compreende CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada e CDR1, CDR2 e CDR3

da cadeia leve, em que uma ou mais (p. ex., uma, duas, trés, quatro, cinco ou
seis) das CDRs sao selecionadas dentre as CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia
pesada e as CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia leve mostradas nas Tabelas A,
B,C,DeE.

Tabela A: Definicoes de CDRs alternativas para o Clone 13

Defini¢do de [CDR1 de cadeia SEQ ID (CDR2 DE HC SEQ ID |CDR3 DE HC SEQ ID
CDR esada (HC) NO NO NO
Compésito |[GTFSSYAIS 58 SIIPIFGTANYAQK 60 ARGPSEVGAILGY 62
FQG VWFDP
IMGT GGTFSSYA 283 [IPIFGTA 285 |ARGPSEVGAILGY 62
VWFDP
Kabat SYAIS 284  STIPIFGTANYAQK 60 GPSEVGAILGYV 286
FQG WFDP
Defini¢dao de [CDR1 de cadeia SEQ ID (CDR2 DE LC SEQ ID |[CDR3 DE LC SEQ ID
CDR [leve (LC) NO NO NO
Compésito [RSSQSLLHSNGYN| 67 ILGSNRAS 69 IMQARRIPIT 71
YLD
IMGT QSLLHSNGYNY 287 LGS 288 MQARRIPIT 71
Kabat RSSQSLLHSNGYN| 67 ILGSNRAS 69 IMQARRIPIT 71
YLD
Tabela B: Definicdes de CDRs alternativas para o Clone 13A
Defini¢do de [CDR1 de cadeia SEQ ID |[CDR2 DE HC SEQ IDICDR3 DE HC SEQ ID NO|
CDR esada (HC) NO INO
Compésito (GTFLSSAIS 224  SLIPYFGTANYAQ P25 IARGPSEVGAILG 62
KFQG YVWFDP
IMGT GGTFLSSA 293 LIPYFGTA 297 IARGPSEVGAILG 62
YVWFDP
Kabat SSAIS 294  SLIPYFGTANYAQ P25 GPSEVGAILGYV 286
KFQG WFDP
Defini¢do de [CDR1 de cadeia SEQ ID |[CDR2 DE LC SEQ ID |[CDR3 DE LC SEQ ID
CDR [leve (LC) NO NO NO
Compésito [RSSQSLLHSNGYN 67 LGSNRAS 69 IMQARRIPIT 71
YLD
IMGT QSLLHSNGYNY 287 LGS 288 MQARRIPIT 71
Kabat RSSQSLLHSNGYN 67 LGSNRAS 69 MQARRIPIT 71
YLD
Tabela C: Defini¢cdes de CDRs alternativas para o Clone 13B
Defini¢do de [CDR1 de cadeia SEQ ID |[CDR2 DE HC SEQ ID |[CDR3 DE HC SEQ ID
CDR esada (HC) NO NO NO
Composito (GTFSAWAIS 226 |SIIPYFGKANYAQ 227 |ARGPSEVSGILGY 228
KFQG VWFDP
IMGT GGTFSAWA 289 [MIPYFGKA 291 |ARGPSEVSGILGY 228
VWFDP
Kabat IAWAIS 290 |SIIPYFGKANYAQ 227 |GPSEVSGILGYV 292
KFQG WFDP
Defini¢dao de [CDR1 de cadeia SEQ ID |[CDR2 DE LC SEQ ID |[CDR3 DE LC SEQ ID
CDR leve (LC) NO NO NO
Compoésito RSSQSLLHSNGYN 67 LGSNRAS 69 IMQARRIPIT 71
YLD
IMGT QSLLHSNGYNY 287 LGS 288 | MQARRIPIT 71
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Defini¢do de [CDR1 de cadeia SEQ ID |[CDR2 DE HC SEQ ID |CDR3 DE HC SEQ ID
CDR esada (HC) NO NO NO
Kabat  [RSSQSLLHSNGYN| 67 [LGSNRAS 69 [MQARRIPIT 71

YLD
Tabela D: Definicoes de CDRs alternativas para o Clone 13C
Defini¢ao de [CDR1 de cadeia SEQ ID (CDR2 DE HC SEQ ID |[CDR3 DE HC SEQ ID
CDR _ jpesada (HC) NO NO NO
Compésito |[GTELSSAIS 224 |SIIPLEGKANYAQ | 229 [ARGPSEVKGILGY| 230
KFQG VWFDP
IMGT  [GGTFLSSA 293  [IPLFGKA 295 |ARGPSEVKGILGY| 230
VWFDP
Kabat  [SSAIS 294 |SIPLFGKANYAQ | 229 [GPSEVKGILGYV | 296
KFQG WFDP
Defini¢do de [CDR1 de cadeia SEQ ID (CDR2 DE LC SEQ ID |[CDR3 DE LC SEQ ID
CDR __[leve (LC) NO NO NO
Compésito [RSSQSLLHSNGYN| 67  [LGSNRAS 69 IMQARRIPIT 71
YLD
IMGT _ |QSLLHSNGYNY | 287 [LGS 288 IMQARRIPIT 71
Kabat  [RSSQSLLHSNGYN| 67 [LGSNRAS 69 IMQARRIPIT 71
YLD
Tabela E: Definicoes de CDRs alternativas para o Clone 13D
Definigio de |CDR1 de cadeia | SEQ ID [CDR2 DE HC SEQ ID |CDR3 DE HC SEQ ID
CDR  pesada (HC) NO NO NO
Compésito |[GTELSSAIS 224 |SHPYFGKANYAQ| 227 |ARGPSEVKGILGY| 230
KFQG VWFDP
IMGT  [GGTFLSSA 293 [IPYFGKA 290 |ARGPSEVKGILGY| 230
VWFDP
Kabat  [SSAIS 294 [SHPYFGKANYAQ| 227 [GPSEVKGILGYV | 296
KFQG WFDP
Defini¢dao de [CDR1 de cadeia SEQ ID (CDR2 DE LC SEQ ID |[CDR3 DE LC SEQ ID
CDR __[leve (LC) NO NO NO
Compésito [RSSQSLLHSNGYN| 67  [LGSNRAS 69 IMQARRIPIT 71
YLD
IMGT _ |QSLLHSNGYNY | 287 [LGS 288 IMQARRIPIT 71
Kabat  [RSSQSLLHSNGYN| 67 [LGSNRAS 69 IMQARRIPIT 71
YLD
[00283] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT

compreende uma ou mais (p. €x., uma, duas, trés, quatro, cinco ou seis) de:

uma sequéncia de CDRI1 da cadeia pesada compreendendo

uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:293, SEQ ID
NO:294, SEQ ID NO:226, SEQ ID NO:289 e SEQ ID NO:290;

uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:60, SEQ ID
NO:285, SEQ ID NO:225, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:227, SEQ ID
NO:291, SEQ ID NO:229 e SEQ ID NO:295;
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uma sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:62, SEQ ID
NO:286, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:292, SEQ ID NO:230 e SEQ ID
NO:296;

uma sequéncia de CDRI1 da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:67 e SEQ ID
NO:287;

uma sequéncia de CDR?2 da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:69 e SEQ ID
NO:288; e/ou

uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:71.
[00284] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma sequéncia de CDR1 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:293, SEQ ID
NO:294, SEQ ID NO:226, SEQ ID NO:289 ou SEQ ID NO:290; uma
sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:285, SEQ
ID NO:225, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:227, SEQ ID NO:291, SEQ ID
NO:229 ou SEQ ID NO:295; uma sequéncia de CDR3 da cadeia pesada
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID
NO:62, SEQ ID NO:286, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:292, SEQ ID
NO:230 ou SEQ ID NO:296; uma sequéncia de CDR1 da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID
NO:67 ou SEQ ID NO:287; uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID
NO:69 ou SEQ ID NO:288; e uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve

compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:71.

Peticao 870210016809, de 19/02/2021, pag. 116/350



85 /207

[00285] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma sequéncia de CDR1 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:293, SEQ ID
NO:294, SEQ ID NO:226, SEQ ID NO:289 ou SEQ ID NO:290; uma
sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:285, SEQ
ID NO:225, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:227, SEQ ID NO:291, SEQ ID
NO:229 ou SEQ ID NO:295; e uma sequéncia de CDR3 da cadeia pesada
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID
NO:62, SEQ ID NO:286, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:292, SEQ ID
NO:230 ou SEQ ID NO:296.

[00286] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma sequéncia de CDRI1 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:67 ou SEQ ID
NO:287; uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve compreendendo a sequéncia
de aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:69 ou SEQ ID NO:288;
e uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:71.

[00287] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende: (i) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:283 ou SEQ ID
NO:284; (i1) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:60 ou SEQ ID NO:285; (iii) uma
sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:62 ou SEQ ID NO:286; (iv) uma sequéncia de
CDRI1 da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID
NO:67 ou SEQ ID NO:287; (v) uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:69 ou SEQ ID
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NO:288; e (vi) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:71.

[00288] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende: (i) uma sequéncia de CDR1 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:293 ou SEQ ID
NO:294; (i1) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:225 ou SEQ ID NO:297; (iii) uma
sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:62 ou SEQ ID NO:286; (iv) uma sequéncia de
CDRI1 da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID
NO:67 ou SEQ ID NO:287; (v) uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:69 ou SEQ ID
NO:288; e (vi) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:71.

[00289] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende: (i) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:226, SEQ ID NO:289 ou SEQ ID
NO:290; (i1) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:227 ou SEQ ID NO:291; (iii) uma
sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:228 ou SEQ ID NO:292; (iv) uma sequéncia de
CDRI1 da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID
NO:67 ou SEQ ID NO:287; (v) uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:69 ou SEQ ID
NO:288; e (vi) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:71.

[00290] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende: (i) uma sequéncia de CDR1 da cadeia pesada compreendendo a

sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:293 ou SEQ ID
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NO:294; (i1) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:229 ou SEQ ID NO:295; (iii) uma
sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:230 ou SEQ ID NO:296; (iv) uma sequéncia de
CDRI1 da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID
NO:67 ou SEQ ID NO:287; (v) uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:69 ou SEQ ID
NO:288; e (vi) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:71.
[00291] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende: (i) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:293 ou SEQ ID
NO:294; (i1) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:227 ou SEQ ID NO:290; (iii) uma
sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:230 ou SEQ ID NO:296; (iv) uma sequéncia de
CDRI1 da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID
NO:67 ou SEQ ID NO:287; (v) uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:69 ou SEQ ID
NO:288; e (vi) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:71.
[00292] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma ou mais (p. ex., uma, duas, trés, quatro, cinco ou seis)
dentre:

uma sequéncia de CDR1 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoicidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:22, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:94,
SEQ ID NO:112, SEQ ID NO:130, SEQ ID NO:148, SEQ ID NO:166, SEQ
ID NO:184, SEQ ID NO:202, SEQ ID NO:221, SEQ ID NO:224, SEQ ID
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NO:226, SEQ ID NO:231, SEQ ID NO:233, SEQ ID NO:239, SEQ ID
NO:243, SEQ ID NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:293, SEQ ID
NO:294, SEQ ID NO:289 ou SEQ ID NO:290;

uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoicidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:78, SEQ ID NO:96,
SEQ ID NO:114, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:150, SEQ ID NO:168, SEQ
ID NO:186, SEQ ID NO:204, SEQ ID NO:222, SEQ ID NO:225, SEQ ID
NO:227, SEQ ID NO:229, SEQ ID NO:232, SEQ ID NO:234, SEQ ID
NO:238, SEQ ID NO:240, SEQ ID NO:285, SEQ ID NO:297, SEQ ID
NO:291 ou SEQ ID NO:295;

uma sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoicidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:8, SEQ ID
NO:26, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:98,
SEQ ID NO:116, SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:170, SEQ
ID NO:188, SEQ ID NO:206, SEQ ID NO:223, SEQ ID NO:228, SEQ ID
NO:230, SEQ ID NO:235, SEQ ID NO:236, SEQ ID NO:237, SEQ ID
NO:241, SEQ ID NO:242, SEQ ID NO:244, SEQ ID NO:286, SEQ ID
NO:292 ou SEQ ID NO:296;

uma sequéncia de CDR1 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:13, SEQ ID
NO:31, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:103,
SEQ ID NO:121, SEQ ID NO:139, SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:175, SEQ
ID NO:193, SEQ ID NO:211 ou SEQ ID NO:287;

uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:15, SEQ ID
NO:33, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:87, SEQ ID NO:105,
SEQ ID NO:123, SEQ ID NO:141, SEQ ID NO:159, SEQ ID NO:177, SEQ
ID NO:195, SEQ ID NO:213 ou SEQ ID NO:288; e/ou
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uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:17, SEQ ID
NO:35, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:107,
SEQ ID NO:125, SEQ ID NO:143, SEQ ID NO:161, SEQ ID NO:179, SEQ
ID NO:197 ou SEQ ID NO:215.
[00293] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma sequéncia de CDR1 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoicidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:22, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:94,
SEQ ID NO:112, SEQ ID NO:130, SEQ ID NO:148, SEQ ID NO:166, SEQ
ID NO:184, SEQ ID NO:202, SEQ ID NO:221, SEQ ID NO:224, SEQ ID
NO:226, SEQ ID NO:231, SEQ ID NO:233, SEQ ID NO:239, SEQ ID
NO:243, SEQ ID NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:293, SEQ ID
NO:294, SEQ ID NO:289 ou SEQ ID NO:290; uma sequéncia de CDR2 da
cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos de qualquer uma
dentre SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:60, SEQ
ID NO:78, SEQ ID NO:96, SEQ ID NO:114, SEQ ID NO:132, SEQ ID
NO:150, SEQ ID NO:168, SEQ ID NO:186, SEQ ID NO:204, SEQ ID
NO:222, SEQ ID NO:225, SEQ ID NO:227, SEQ ID NO:229, SEQ ID
NO:232, SEQ ID NO:234, SEQ ID NO:238, SEQ ID NO:240, SEQ ID
NO:285, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:291 ou SEQ ID NO:295; e uma
sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:44, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:98, SEQ ID NO:116,
SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:170, SEQ ID NO:188, SEQ
ID NO:206, SEQ ID NO:223, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:230, SEQ ID
NO:235, SEQ ID NO:236, SEQ ID NO:237, SEQ ID NO:241, SEQ ID
NO:242, SEQ ID NO:244, SEQ ID NO:286, SEQ ID NO:292 ou SEQ ID
NO:296.
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[00294] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma sequéncia de CDRI1 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:13, SEQ ID
NO:31, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:103,
SEQ ID NO:121, SEQ ID NO:139, SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:175, SEQ
ID NO:193, SEQ ID NO:211 ou SEQ ID NO:287; uma sequéncia de CDR2
da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de qualquer uma
dentre SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:69, SEQ
ID NO:87, SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:123, SEQ ID NO:141, SEQ ID
NO:159, SEQ ID NO:177, SEQ ID NO:195, SEQ ID NO:213 ou SEQ ID
NO:288; e uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:17, SEQ ID
NO:35, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:107,
SEQ ID NO:125, SEQ ID NO:143, SEQ ID NO:161, SEQ ID NO:179, SEQ
ID NO:197 ou SEQ ID NO:215.
[00295] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende:

(1) uma sequéncia de CDR1 da cadeia pesada compreendendo
a sequéncia de aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:22, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:94,
SEQ ID NO:112, SEQ ID NO:130, SEQ ID NO:148, SEQ ID NO:166, SEQ
ID NO:184, SEQ ID NO:202, SEQ ID NO:221, SEQ ID NO:224, SEQ ID
NO:226, SEQ ID NO:231, SEQ ID NO:233, SEQ ID NO:239, SEQ ID
NO:243, SEQ ID NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:293, SEQ ID
NO:294, SEQ ID NO:289 ou SEQ ID NO:290; e

(i1) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo
a sequéncia de aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:78, SEQ ID NO:96,
SEQ ID NO:114, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:150, SEQ ID NO:168, SEQ
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ID NO:186, SEQ ID NO:204, SEQ ID NO:222, SEQ ID NO:225, SEQ ID
NO:227, SEQ ID NO:229, SEQ ID NO:232, SEQ ID NO:234, SEQ ID
NO:238, SEQ ID NO:240, SEQ ID NO:285, SEQ ID NO:297, SEQ ID
NO:291 ou SEQ ID NO:295; e

(i11) uma sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo
a sequéncia de aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:8, SEQ ID
NO:26, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:98,
SEQ ID NO:116, SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:170, SEQ
ID NO:188, SEQ ID NO:206, SEQ ID NO:223, SEQ ID NO:228, SEQ ID
NO:230, SEQ ID NO:235, SEQ ID NO:236, SEQ ID NO:237, SEQ ID
NO:241, SEQ ID NO:242, SEQ ID NO:244, SEQ ID NO:286, SEQ ID
NO:292 ou SEQ ID NO:296; e

(iv) uma sequéncia de CDR1 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:13, SEQ ID
NO:31, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:103,
SEQ ID NO:121, SEQ ID NO:139, SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:175, SEQ
ID NO:193, SEQ ID NO:211 ou SEQ ID NO:287; e

(v) uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:15, SEQ ID
NO:33, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:87, SEQ ID NO:105,
SEQ ID NO:123, SEQ ID NO:141, SEQ ID NO:159, SEQ ID NO:177, SEQ
ID NO:195, SEQ ID NO:213 ou SEQ ID NO:288; e

(vi) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:17, SEQ ID
NO:35, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:107,
SEQ ID NO:125, SEQ ID NO:143, SEQ ID NO:161, SEQ ID NO:179, SEQ
ID NO:197 ou SEQ ID NO:215.
[00296] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT

compreende: (i) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia pesada compreendendo a
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sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:4 ou SEQ ID NO:221; (ii) uma
sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:222; (ii1) uma sequéncia de
CDR3 da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO:8 ou SEQ ID NO:223; (iv) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:13; (v) uma
sequéncia de CDR2 da cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:15; e (vi) uma sequéncia de CDR3 da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:17.

[00297] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende: (i) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:224 ou SEQ ID NO:226; (i1) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID
NO:60, SEQ ID NO:225, SEQ ID NO:227 ou SEQ ID NO:229; (iii) uma
sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:228 ou
SEQ ID NO:230; (iv) uma sequéncia de CDR1 da cadeia leve compreendendo
a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:67; (v) uma sequéncia de CDR2
da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID
NO:69; e (vi) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:71.

[00298] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende: (i) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:94, SEQ ID
NO:231 ou SEQ ID NO:233; (i1) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada
compreendendo a sequéncia de aminoécidos de qualquer uma dentre SEQ ID
NO:96, SEQ ID NO:232 ou SEQ ID NO:234; (iii) uma sequéncia de CDR3

da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoicidos de qualquer
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uma dentre SEQ ID NO:98, SEQ ID NO:235, SEQ ID NO:236 ou SEQ ID
NO:237; (iv) uma sequéncia de CDR1 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:103; (v) uma sequéncia de CDR2
da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID
NO:105; e (vi) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:107.
[00299] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende: (i) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:166, SEQ ID
NO:239 ou SEQ ID NO:243; (i1) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada
compreendendo a sequéncia de aminoécidos de qualquer uma dentre SEQ ID
NO:168, SEQ ID NO:238 ou SEQ ID NO:240; (ii1) uma sequéncia de CDR3
da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoicidos de qualquer
uma dentre SEQ ID NO:170, SEQ ID NO:241, SEQ ID NO:242 ou SEQ ID
NO:244; (iv) uma sequéncia de CDR1 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:175; (v) uma sequéncia de CDR2
da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID
NO:177; e (vi) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:179.
[00300] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma CDRI1 da cadeia pesada-3 e uma CDRI1 da cadeia leve-3
compreendendo as sequéncias de aminodcidos de:

(a) SEQID NOs: 4, 6, 8, 13, 15 e 17, respectivamente;

(b) SEQ ID NOs: 22, 24, 26, 31, 33 e 35, respectivamente;

(c) SEQ ID NOs: 40, 42, 44, 49, 51 e 53, respectivamente;

(d) SEQ ID NOs: 58, 60, 62, 67, 69 e 71, respectivamente;

(e) SEQ ID NOs: 76, 78, 80, 85, 87 e 89, respectivamente;

(f) SEQ ID NOs: 94, 96, 98, 103, 105 e 107, respectivamente;

(g SEQ ID NOs: 112, 114, 116, 121, 123 e 125,
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respectivamente;

(h) SEQ ID NOs:

respectivamente;

(1) SEQ ID NOs:

respectivamente;

(i) SEQ ID NOs:

respectivamente;

(k) SEQ ID NOs:

respectivamente;

() SEQ ID NOs:

respectivamente; ou

130,

148,

166,

184,

202,

132,

150,

168,

186,

204,

134,

152,

170,

188,

206,

139,

157,

175,

193,

211,

141

159

177

195

213

143,

161,

179,

197,

215,

(m) SEQ ID NOs: 221, 222,223, 13, 15 e 17, respectivamente;

ou

(n) SEQ ID NOs: 224, 225, 62, 67, 69 e 71, respectivamente;

ou

(o) SEQ ID NOs: 226, 227, 228, 67, 69 e 71, respectivamente;

ou

(p) SEQ ID NOs: 224, 229, 230, 67, 69 e 71, respectivamente;

ou

(q) SEQ ID NOs: 224, 227, 230, 67, 69 e 71, respectivamente;

ou

(r)y SEQ ID NOs:

respectivamente; ou

(s) SEQ ID NOs:

respectivamente; ou

() SEQ ID NOs:

respectivamente; ou

(u) SEQ ID NOs:

respectivamente; ou
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234,
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103,

103,

175,

105

105

105

177

107,

107,

107,

179,
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(v) SEQ ID NOs: 239, 240, 170, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(w) SEQ ID NOs: 239, 240, 241, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(x) SEQ ID NOs: 239, 240, 242, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(y) SEQ ID NOs: 243, 168, 244, 175, 177 e 179,
respectivamente.
[00301] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma ou mais regioes framework da cadeia pesada (FR1, FR2,
FR3 e/ou FR4) compreendendo uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:21, SEQ ID
NO:23, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:41,
SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:59, SEQ ID
NO:61, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:79,
SEQ ID NO:81, SEQ ID NO:93, SEQ ID NO:95, SEQ ID NO:97, SEQ ID
NO:99, SEQ ID NO:111, SEQ ID NO:113, SEQ ID NO:115, SEQ ID
NO:117, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:131, SEQ ID NO:133, SEQ ID
NO:135, SEQ ID NO:147, SEQ ID NO:149, SEQ ID NO:151, SEQ ID
NO:153, SEQ ID NO:165, SEQ ID NO:167, SEQ ID NO:169, SEQ ID
NO:171, SEQ ID NO:183, SEQ ID NO:185, SEQ ID NO:187, SEQ ID
NO:189, SEQ ID NO:201, SEQ ID NO:203, SEQ ID NO:205 ou SEQ ID
NO:207.
[00302] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma ou mais regides framework da cadeia leves (FR1, FR2, FR3
e/ou FR4) compreendendo uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:12,
SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:30, SEQ ID
NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:50,
SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:68, SEQ ID
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NO:70, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:86, SEQ ID NO:88,
SEQ ID NO:90, SEQ ID NO:102, SEQ ID NO:104, SEQ ID NO:106, SEQ ID
NO:108, SEQ ID NO:120, SEQ ID NO:122, SEQ ID NO:124, SEQ ID
NO:126, SEQ ID NO:138, SEQ ID NO:140, SEQ ID NO:142, SEQ ID
NO:144, SEQ ID NO:156, SEQ ID NO:158, SEQ ID NO:160, SEQ ID
NO:162, SEQ ID NO:174, SEQ ID NO:176, SEQ ID NO:178, SEQ ID
NO:180, SEQ ID NO:192, SEQ ID NO:194, SEQ ID NO:196, SEQ ID
NO:198, SEQ ID NO:210, SEQ ID NO:212, SEQ ID NO:214 ou SEQ ID
NO:216.
[00303] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT
compreende uma cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminodacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 260, 266, 268, 270 ¢ 272; e
uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
274.
[00304] Em algumas modalidades, os anticorpos anti-TIGIT da
presente inven¢do ndo competem pela ligacdo com os anticorpos descritos em
US 2009/0258013, US 2016/0176963, US 2016/0376365 ou WO
2016/028656. Em algumas modalidades, os anticorpos anti-TIGIT da presente
invencao ndo se ligam ao mesmo epitopo que os anticorpos descritos em US
2009/0258013, US 2016/0176963, US 2016/0376365 ou WO 2016/028656.
Preparacgdo de anticorpos
[00305] Para preparar um anticorpo que se liga a TIGIT, podem ser
utilizadas muitas técnicas conhecidas no campo. Ver, p. ex., Kohler &
Milstein, Nature 256:495-497 (1975); Kozbor et al., Immunology Today 4: 72
(1983); Cole et al.,, pp. 77-96 em Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc. (1985); Coligan, Current Protocols in
Immunology (1991); Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual
(1988); e Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice (2nd ed.
1986)).
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[00306] Os genes que codificam as cadeias pesadas e leves de um
anticorpo de interesse podem ser clonados de uma célula, p. ex., os genes que
codificam um anticorpo monoclonal podem ser clonados de um hibridoma
que expressa o anticorpo e utilizados para produzir um anticorpo monoclonal
recombinante. E possivel também criar bibliotecas de genes que codificam
cadeias pesadas e leves de anticorpos monoclonais a partir de células de
hibridoma ou do plasma. Além disso, pode-se utilizar a tecnologia de
expressao em fagos ou leveduras para identificar anticorpos e fragmentos Fab
heteroméricos que se ligam especificamente aos antigenos selecionados (ver,
p. ex., McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990); Marks et al.,
Biotechnology 10:779-783 (1992); Lou et al. (2010) PEDS 23:311; e Chao et
al., Nature Protocols, 1:755-768 (2006)). Alternativamente, anticorpos e
sequéncias de anticorpos podem ser isolados e/ou identificados utilizando um
sistema de apresentacdo de anticorpos baseado em leveduras, tal como aquele
descrito em, p. ex., Xu et al., Protein Eng Des Sel, 2013, 26:663-670; WO
2009/036379; WO 2010/105256; e WO 2012/009568. Combinacdes
aleatérias dos produtos génicos da cadeia pesada e leve geram um grande
agrupamento de anticorpos com especificidade antig€nica diferente (ver, p.
ex., Kuby, Immunology (3* ed. 1997)). Técnicas para a producido de
anticorpos de cadeia tnica ou anticorpos recombinantes (Patente dos E.U.A. 4
946 778, Patente dos E.U.A. N° 4 816 567) também podem ser adaptadas para
produzir anticorpos. Os anticorpos também ser feitos biespecificos, ou seja,
capazes de reconhecer dois antigenos diferentes (ver, p. ex., WO 93/08829,
Traunecker et al., EMBO J. 10:3655-3659 (1991); e Suresh et al., Methods in
Enzymology 121:210 (1986)). Os anticorpos podem também ser
heteroconjugados, p. ex., dois anticorpos unidos covalentemente, ou
anticorpos ligados covalentemente a imunotoxinas (ver, p. ex., Patente dos
E.U.A. N°4 676 980, WO 91/00360; e WO 92/200373).

[00307] Os anticorpos podem ser produzidos utilizando diversos
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sistemas de expressdo, incluindo sistemas de expressdao procaridtica e
eucariotica. Em algumas modalidades, o sistema de expressdao € uma célula de
mamifero, tal como um hibridoma ou uma célula CHO. Muitos de tais
sistemas estdo amplamente disponiveis em fornecedores comerciais. Em
modalidades nas quais um anticorpo compreende uma cadeia pesada e uma
cadeia leve, a cadeia pesada e a cadeia leve podem ser expressas utilizando
um Unico vetor, p. ex., em uma unidade de expressdo discistronica, ou
estarem sob o controle de promotores diferentes. Em outras modalidades, uma
regido da cadeia pesada e da cadeia leve podem ser expressas usando vetores
separados. As cadeias pesadas e cadeias leves aqui descritas podem
compreender opcionalmente uma metionina no N-terminal.

[00308] Em algumas modalidades, sdo gerados fragmentos de
anticorpos (tais como Fab, Fab’, F(ab’),, scFv ou diabody). Varias técnicas
foram desenvolvidas para a producdo de fragmentos de anticorpos.
Tradicionalmente, esses fragmentos foram derivados por intermédio da
digestao proteolitica de anticorpos intactos (ver, p. ex., Morimoto et al., J.
Biochem. Biophys. Meth., 24:107-117 (1992); e Brennan et al., Science,
229:81 (1985)). No entanto, esses fragmentos podem ser agora produzidos
diretamente utilizando células hospedeiras recombinantes. Por exemplo,
fragmentos de anticorpos podem ser isolados de bibliotecas de anticorpos em
fagos. Alternativamente, fragmentos Fab’-SH podem ser recuperados
diretamente de células de E. coli e acoplados quimicamente para formar
fragmentos F(ab’), (ver, p. ex., Carter et al., BioTechnology, 10:163-167
(1992)). De acordo com outra abordagem, F(ab’), fragmentos podem ser
isolados diretamente de cultura de células hospedeiras recombinantes. Outras
técnicas para a producio de fragmentos de anticorpos serdo evidentes para os
competentes no assunto. Em outras modalidades, o anticorpo de escolha é um
fragmento Fv de cadeia unica (scFv). Ver, p. ex., a Publicacdo PCT N° WO
93/161835; e Patentes dos E.U.A. N 5 571 894 e 5 587 458. O fragmento de
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anticorpo pode ser também um anticorpo linear como descrito, p. ex., na
Patente dos E.U.A. N° 5 641 870.

[00309] Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de
anticorpo pode ser conjugado a outra molécula, p. ex., polietilenoglicol
(PEGuilacdo) ou albumina sérica, para prolongar a meia-vida in vivo.
Exemplos da PEGuilacdo de fragmentos de anticorpos sdo fornecidos em
Knight et al. Platelets 15:409, 2004 (para abciximabe); Pedley et al., Br. J.
Cancer 70:1126, 1994 (para um anticorpo anti-CEA); Chapman et al., Nature
Biotech. 17:780, 1999; e Humphreys, et al., Protein Eng. Des. 20: 227, 2007.
[00310] Em algumas modalidades, s3o providos anticorpos
multiespecificos que compreendem um anticorpo anti-TIGIT como aqui
descrito, p. ex., um anticorpo biespecifico. Anticorpos multiespecificos sao
anticorpos com especificidades de ligacdo por pelo menos dois sitios
diferentes. Em algumas modalidades, o anticorpo multiespecifico possui uma
especificidade de ligagdo por TIGIT (p. ex., TIGIT humano) e possui uma
especificidade de ligacdo por pelo menos outro antigeno. Métodos para a
producdo de anticorpos multiespecificos incluem, entre outros, coexpressao
recombinante de dois pares de cadeia pesada e cadeia leve em uma célula
hospedeira (ver, p. ex., Zuo et al., Protein Eng Des Sel, 2000, 13:361-367);
engenharia do tipo “knobs-into-holes” (protuberancia em buracos) (ver, p. ex.,
Ridgway et al., Protein Eng Des Sel, 1996, 9:617-721); tecnologia de
“diabody” (ver, p. ex., Hollinger et al., PNAS (USA), 1993, 90:6444-6448); e
trimerizacdo intramolecular (ver, p. ex., Alvarez-Cienfuegos et al., Scientific
Reports, 2016, doi:/10.1038/srep28643); Ver também, Spiess et al.,
Molecular Immunology, 2015, 67(2), Part A:95-106.

[00311] Em algumas modalidades, sdo providos conjugados anticorpo-
farmaco compreendendo um anticorpo anti-TIGIT como aqui descrito. Nos
conjugados anticorpo-firmaco, um anticorpo monoclonal com uma

especificidade de ligacio por um antigeno (p. ex., TIGIT) € ligado
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covalentemente a um farmaco citotoxico. Métodos para a producdo de
conjugados anticorpo-farmaco sdo descritos, p. ex., em Chudasama et al.,
Nature Chemistry, 2016, 8:114-119; WO 2013/068874; e US 8,535,678.
Selecdo de regido constante

[00312] Regides varidveis da cadeia pesada e da leve dos anticorpos
anti-TIGIT aqui descritos podem ser ligadas a pelo menos uma por¢ao de uma
regido constante humana. A escolha da regido constante depende, em parte, se
forem desejadas citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpo,
fagocitose celular dependente de anticorpo e/ou citotoxicidade dependente do
complemento. Por exemplo, os isétipos IgG1 e IgG3 humanos possuem forte
citotoxicidade dependente do complemento, o is6tipo IgG2 humano exibe
fraca citotoxicidade dependente do complemento e IgG4 humana €
desprovida de citotoxicidade dependente do complemento. IgGl e IgG3
humanas também induzem fun¢des efetoras mais fortes mediadas por células
do que IgG2 e IgG4 humanas. As regides constantes da cadeia leve podem ser
lambda ou kappa. Anticorpos podem ser expressos como tetrameros contendo
duas cadeias leves e duas pesadas, como cadeias pesadas e cadeias leves
separadas, como Fab, Fab', F(ab'), e Fv ou como anticorpos de cadeia tinica
nos quais dominios varidveis de cadeia pesada e leve sdo ligados através de
um espacador.

[00313] As regides constantes humanas mostram variagdo alotipica e
variacdo isoalotipica entre individuos diferentes, ou seja, as regides constantes
podem diferir em individuos diferentes em uma ou mais posi¢des
polimorficas. Isoalotipos diferem de aldtipos pelo fato de que o soro que
reconhece um isoalotipo se liga a uma regido ndo polimorfica de um ou mais
outros isOtipos.

[00314] Um ou diversos aminoacidos na terminagdo amino ou carboxi
da cadeia leve e/ou pesada, tal como a lisina C-terminal da cadeia pesada,

podem estar ausentes ou serem derivados em uma propor¢cdo ou todas as
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moléculas. Podem ser feitas substituicdes nas regides constantes para reduzir
ou aumentar a funcdo efetora, tal como a citotoxicidade mediada pelo
complemento ou ADCC (ver, p. ex., Winter et al., Patente dos E.U.A. N° 5
624 821; Tso et al., Patente dos E.U.A. N° 5 834 597; e Lazar et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 103:4005, 2006), ou para prolongar a meia-vida em
humanos (ver, p. ex., Hinton et al., J. Biol. Chem. 279:6213, 2004).

[00315] As substituicdes exemplares incluem a substituicdo de
aminoidcido do aminodcido nativo por um residuo de cisteina que €
introduzido na posi¢do de aminoacido 234, 235, 237, 239, 267, 298, 299, 326,
330, ou 332, de preferéncia uma muta¢do S239C em um is6tipo IgG1 humano
(a numeracao € de acordo com o indice EU (Kabat, Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987 e
1991); ver US 20100158909, cujo conteido € aqui incorporado por
referéncia). A presenca de um residuo adicional de cisteina pode permitir a
formacao de ligacdo dissulfeto intra-cadeia. Tal formagdo de ligacdo
dissulfeto intra-cadeia pode causar impedimento estérico, reduzindo, assim, a
afinidade de ligacdo por interacdo regido Fc-FcyR. O(s) residuo(s) cisteina
introduzido(s) na proximidade ou na regido Fc da regido constante de uma
IgG pode também servir como sitios para conjugacdo a agentes terapéuticos
(ou seja, o acoplamento de farmacos citotoxicos usando reagentes especificos
com tiol tais como derivados maleimida de farmacos. A presenca de um
agente terapéutico causa impedimento estérico, com isso, reduzindo mais a
afinidade de ligacdo por interacdo regido Fc-FcyR. Outras substituicoes em
qualquer uma das posi¢oes 234, 235, 236 e/ou 237 reduzem a afinidade por
receptores Fcy, especialmente o receptor FcyRI (ver, p. ex., US 6 624 821, US
5 624 821). Uma combinagdo preferida de mutacdes € S239D, A330L e
I332E, que aumenta a afinidade do dominio Fc por FcyRIIIA e,
consequentemente, aumenta ADCC.

[00316] A meia-vida in vivo de um anticorpo pode também ter impacto
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sobre suas funcdes efetoras. A meia-vida de um anticorpo pode ser aumentada
ou diminuida para modificar suas atividades terapéuticas. FcRn é um receptor
estruturalmente semelhante ao antigeno do MHC Classe I que se associa ndo
covalentemente com B2-microglobulina. FcRn regula o catabolismo de IgGs e
a transcitose delas através de tecidos (Ghetie e Ward, 2000, Annu. Rev.
Immunol. 18:739-766; Ghetie e Ward, 2002, Immunol. Res. 25:97-113). A
interacao IgG-FcRn ocorre em pH 6,0 (pH de vesiculas intracelulares), mas
nio em pH 7,4 (pH do sangue); essa interacdo permite que IgGs sejam
recicladas de volta para a circulagdo (Ghetie e Ward, 2000, Ann. Rev.
Immunol. 18:739-766; Ghetie e Ward, 2002, Immunol. Res. 25:97-113). A
regido em IgG1 humana envolvida na ligacdo com FcRn foi mapeada (Shields
et al., 2001, J. Biol. Chem. 276:6591-604). Substituicdes de alanina nas
posi¢des Pro238, Thr256, Thr307, GIn311, Asp312, Glu380, Glu382 ou
Asn434 de IgG1 humana reforca a ligacdo com FcRn (Shields et al., 2001, J.
Biol. Chem. 276:6591-604). Moléculas de IgGl que abrigam essas
substitui¢des exibem meias-vidas mais longas no soro. Consequentemente,
essas moléculas modificadas de IgG1 podem ser capazes de conduzir as suas
funcdes efetoras e, portanto, exercer as suas eficicias terapéuticas durante um
periodo mais de tempo em comparacdo a IgGl ndo modificada. Outras
substituicdes exemplares para aumentar a ligacdo a FcRn incluem Gln na
posicao 250 e/ou Leu na posi¢do 428. A numeracdo EU € usada para todas as
posi¢cdes na regido constante.

[00317] Oligossacarideos  ligados covalentemente ao  Asn297
conservado estdo envolvidos na capacidade da regido Fc de uma IgG para
ligar-se a FcyR (Lund et al., 1996, J. Immunol. 157:4963-69; Wright e
Morrison, 1997, Trends Biotechnol. 15:26-31). A engenharia dessa
glicoforma em IgG pode melhorar significativamente ADCC mediada por
IgG. A adi¢do de modificagdes que bifurcam N-acetilglicosamina (Umana et

al., 1999, Nat. Biotechnol. 17:176-180; Davies et al., 2001, Biotech. Bioeng.
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74:288-94) a essa glicoforma ou a remocao de fucose (Shields et al., 2002, J.
Biol. Chem. 277:26733-40; Shinkawa et al., 2003, J. Biol. Chem. 278:6591-
604; Niwa et al., 2004, Cancer Res. 64:2127-33) dessa glicoforma sao dois
exemplos de engenharia em Fc da IgG que melhora a ligacdo entre Fc da IgG
e FcyR, refor¢ando, assim, a atividade ADCC mediada por Ig.

[00318] Uma substituicdo sistétmica de aminodcidos expostos ao
solvente da regido Fc de IgG1 humana gerou variantes de IgG com afinidades
de ligacdo ao FcyR alteradas (Shields et al., 2001, J. Biol. Chem. 276:6591-
604). Quando comparado a IgG1 original, um subconjunto dessas variantes
envolvendo substitui¢cdes em Thr256/Ser298, Ser298/Glu333, Ser298/Lys334,
ou Ser298/Glu333/Lys334 para Ala demonstram aumentar tanto a afinidade
de ligacdo a FcyR como a atividade ADCC (Shields et al., 2001, J. Biol.
Chem. 276:6591-604; Okazaki et al., 2004, J. Mol. Biol. 336:1239-49).
[00319] A atividade de anticorpos de fixacdo do complemento (tanto
ligacdo a Clq como atividade CDC) pode ser melhoradas por substituigdes
em Lys326 e Glu333 (Idusogie et al., 2001, J. Immunol. 166:2571-2575). As
mesmas substituicdes na cadeia principal (backbone) de I1gG2 humana pode
converter o isOtipo de um anticorpo que se liga pouco a Clq e € gravemente
deficiente na atividade de ativacdo do complemento para um que pode se ligar
a Clq e mediar CDC (Idusogie et al., 2001, J. Immunol. 166:2571-75).
Diversos outros métodos foram também aplicados para melhorar a atividade
de fixacdo do complemento de anticorpos. Por exemplo, o enxerto de um
pedaco na cauda com 18 aminodcidos do terminal carboxila de IgM as
terminacdes carboxila de IgGs reforca em grande medida a sua atividade
CDC. Isso é observado mesmo com IgG4, que normalmente ndo tem
atividade CDC detectavel (Smith et al., 1995, J. Immunol. 154:2226-36).
Além disso, a substituicdo de Ser444 localizada proxima ao terminal carboxi
da cadeia pesada de IgG1 por Cys induziu dimerizacdo cauda a cauda de IgG1

com 200 vezes de aumento da atividade CDC em relacdo a [gG1 monomérica
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(Shopes et al., 1992, J. Immunol. 148:2918-22). Além disso, uma constru¢cao
de diabody biespecifico com especificidade por Clq também confere
atividade CDC (Kontermann et al., 1997, Nat. Biotech. 15:629-31).
[00320] A atividade no complemento pode ser reduzida por mutacao
em pelo menos um dos residuos de aminodcidos 318, 320 e 322 da cadeia
pesada para um residuo com uma cadeia lateral diferente, tal como Ala.
Outros residuos ndo idnicos substituidos com alquila, tais como Gly, Ile, Leu
ou Val, ou residuos arométicos nao polares tais como Phe, Tyr, Trp € Pro no
lugar de qualquer um dos trés residuos também reduz ou abole a ligagdo a
Clgqg. Ser, Thr, Cys e Met podem ser utilizados nos residuos 320 e 322, mas
nao 318, para reduzir ou abolir a atividade de ligacdo a Clq. A substituicdao do
residuo 318 (Glu) por um residuo polar pode modificar, mas ndo abolir a
atividade de ligacdo a Clqg. A substituicio do residuo 297 (Asn) por Ala
resulta em remocdo da atividade litica, mas reduz a afinidade apenas
levemente (aproximadamente trés vezes mais fraca) por Clq. Essa alteracao
destr6i a glicosilagdo e a presenca de carboidrato que € necessaria para a
ativacdo do complemento. Qualquer outra substitui¢io nesse sitio também
destréi o sitio de glicosilagdo. As mutacdes seguintes e qualquer combinagdo
das mesmas também reduz a ligacdo a Clq: D270A, K322A, P329A e P311S
(ver WO 06/036291).
[00321] A referéncia a uma regido constante humana inclui uma regiao
constante com qualquer alotipo natural ou qualquer permutacdo de residuos
que ocupem posicdes polimodrficas em alotipos naturais. Além disso, até 1, 2,
5 ou 10 mutacdes podem estar presentes em relacdo a uma regido constante
humana natural, tal como aquelas indicadas acima para reduzir a ligacdo ao
receptor Fcy ou aumentar a ligagdo a FcRN.

Acidos nucleicos, vetores e células hospedeiras
[00322] Em algumas modalidades, os anticorpos anti-TIGIT como aqui

descritos sdo preparados usando métodos recombinantes. Dessa forma, em
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alguns aspectos, a invenc¢do prové dacidos nucleicos isolados que
compreendem uma sequéncia de 4cido nucleico que codifica qualquer um dos
anticorpos anti-TIGIT aqui descritos (p. ex., qualquer uma ou mais das CDRs
aqui descritas); vetores compreendendo tais 4cidos nucleicos; e células
hospedeiras nas quais os 4cidos nucleicos sdo introduzidos que sdo usadas
para replicar os 4cidos nucleicos que codificam os anticorpos e/ou para
expressar os anticorpos. Em algumas modalidades, a célula hospedeira ¢
eucariotica, p. ex., uma célula de ovario de hamster chinés (CHO); ou uma
célula humana.

[00323] Em algumas modalidades, um polinucleotideo (p. ex., um
polinucleotideo isolado) compreende uma sequéncia de nucleotideos que
codifica um anticorpo aqui descrito. Em algumas modalidades, o
polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucleotideos que codifica uma
ou mais sequéncias de aminodcidos (p. ex., CDR, cadeia pesada, cadeia leve
e/ou regides framework) descritas na Tabela de sequéncias. Em algumas
modalidades, o polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucleotideos
que codifica uma sequéncia de aminoicidos com pelo menos 85% de
identidade de sequéncia (p. ex., pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo
menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos
95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos
99% de identidade de sequéncia) com uma sequéncia (p. €x., uma sequéncia
de CDR, cadeia pesada, cadeia leve ou regido framework) descritas na Tabela
de sequéncias abaixo.

[00324] Em algumas modalidades, um polinucleotideo (p. ex., um
polinucleotideo isolado) compreende uma sequéncia de nucleotideos que
codifica uma regido varidvel da cadeia pesada aqui descrita. Em algumas
modalidades, um polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucleotideos
que codifica uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma

sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
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com SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:73, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:109, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:145,
SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:181, SEQ ID NO:199, SEQ ID NO:245, SEQ
ID NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248, SEQ ID NO:249, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID NO:252, SEQ ID NO:253, SEQ ID
NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257. Em algumas
modalidades, o polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucleotideos
com pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou
100% de identidade de sequéncia com SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:20, SEQ
ID NO:38, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:92, SEQ ID
NO:110, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:146, SEQ ID NO:164, SEQ ID
NO:182, SEQ ID NO:200, SEQ ID NO:259, SEQ ID NO:265, SEQ ID
NO:267, SEQ ID NO:269 ou SEQ ID NO:271.

[00325] Em algumas modalidades, um polinucleotideo (p. ex., um
polinucleotideo isolado) compreende uma sequéncia de nucleotideos que
codifica uma regido varidvel da cadeia leve aqui descrita. Em algumas
modalidades, um polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucleotideos
que codifica uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:64, SEQ
ID NO:82, SEQ ID NO:100, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:136, SEQ ID
NO:154, SEQ ID NO:172, SEQ ID NO:190 ou SEQ ID NO:208. Em algumas
modalidades, o polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucleotideos
com pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou
100% de identidade de sequéncia com SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:29, SEQ
ID NO:47, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:101, SEQ ID
NO:119, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:155, SEQ ID NO:173, SEQ ID
NO:191, SEQ ID NO:209 ou SEQ ID NO: 273.

[00326] Em algumas modalidades, o polinucleotideo compreende uma
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sequéncia de nucleotideos compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
que codifica uma regido varidvel da cadeia pesada e uma regido varidvel da
cadeia leve como aqui descritas. Em algumas modalidades, um
polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucleotideos que compreende
uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia com SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:73, SEQ
ID NO:91, SEQ ID NO:109, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:145, SEQ ID
NO:163, SEQ ID NO:181, SEQ ID NO:199, SEQ ID NO:245, SEQ ID
NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248, SEQ ID NO:249, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID NO:252, SEQ ID NO:253, SEQ ID
NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257 e que
codifica uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia com SEQ ID
NO:10, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:82,
SEQ ID NO:100, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:136, SEQ ID NO:154, SEQ
ID NO:172, SEQ ID NO:190 ou SEQ ID NO:208. Em algumas modalidades,
o polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucleotideos com pelo
menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de
identidade de sequéncia com SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:38,
SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:92, SEQ ID NO:110, SEQ ID
NO:128, SEQ ID NO:146, SEQ ID NO:164, SEQ ID NO:182, SEQ ID
NO:200, SEQ ID NO:259, SEQ ID NO:265, SEQ ID NO:267, SEQ ID
NO:269 ou SEQ ID NO:271 e compreende ainda uma sequéncia de
nucleotideos com pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% ou 100% de identidade de sequéncia com SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:29, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:101,
SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:155, SEQ ID NO:173, SEQ
ID NO:191, SEQ ID NO:209 ou SEQ ID NO: 273.
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[00327] Em um aspecto adicional, sdo providos métodos para a
producdo de um anticorpo anti-TIGIT como aqui descrito. Em algumas
modalidades, o método inclui cultivar uma célula hospedeira como aqui
descrita (p. ex., uma célula hospedeira que expressa um polinucleotideo ou
vetor como aqui descrito) sob condi¢des adequadas para a expressdo do
anticorpo. Em algumas modalidades, o anticorpo € subsequentemente
recuperado da célula hospedeira (ou meio de cultura de células hospedeiras).
[00328] Vetores adequados contendo polinucleotideos que codificam
anticorpos da presente invencao, ou fragmentos dos mesmos, incluem vetores
de clonagem e vetores de expressdo. Embora o vetor de clonagem possa
variar de acordo com a cé€lula hospedeira que se pretende usar, os vetores de
clonagem tteis em geral sdo capazes de auto-replicacdo, podem possuir um
alvo Unico para uma endonuclease de restricio em particular e/ou podem
carregar genes para um marcador que pode ser utilizado para selecionar
clones contendo o vetor. Os exemplos incluem plasmideos, virus e bactérias,
p. ex., pUCI1S, pUCI19, Bluescript (p. ex., pBS SK+) e seus derivados, mpl8,
mpl9, pBR322, pMB9, ColEl, pCR1, RP4, DNAs fagicos e vetores
condutores (shuttle) tais como pSA3 e pAT28. Vetores de clonagem sao
disponibilizados por fornecedores comerciais tais como BioRad, Stratagene e
Invitrogen.
[00329] Os vetores de expressio sdo em geral construgdes de
polinucleotideos replicdveis que contém um &cido nucleico da presente
invencdo. O vetor de expressdao pode replicar nas células hospedeiras quer
como epissomas ou como parte integrante do DNA cromossdmico. Os vetores
de expressdo adequados incluem, entre outros, plasmideos, vetores virais,
incluindo adenovirus, virus adeno-associados, retrovirus e qualquer outro
vetor.

Expressao de anticorpos recombinantes

[00330] Anticorpos sdo tipicamente produzidos por expressiao
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recombinante. Constru¢des de polinucleotideos recombinantes incluem
tipicamente uma sequéncia de controle da expressao ligada operacionalmente
as sequéncias de codificacdo de cadeias do anticorpo, incluindo regides
promotoras associadas naturalmente ou heterdlogas. De preferéncia, as
sequéncias de controle da expressdo sdo sistemas de promotores eucaridticos
em vetores capazes de transformar ou transfectar células hospedeiras
eucaridticas. Uma vez o vetor tenha sido incorporado no hospedeiro
adequado, o hospedeiro é mantido sob condi¢des adequadas para expressao de
alto nivel das sequéncias de nucleotideos e a coleta e purificacdo dos
anticorpos com reatividade cruzada.

[00331] Células de mamiferos sdo um hospedeiro preferido para a
expressdao de segmentos nucleotidicos que codificam imunoglobulinas ou
fragmentos das mesmas. Ver Winnacker, From Genes to Clones, (VCH
Publishers, NY, 1987). Diversas linhagens de células hospedeiras adequadas,
capazes de secretar proteinas heter6logas intactas, foram desenvolvidas na
técnicas e incluem linhagens de células CHO (p. ex., DG44), vérias linhagens
de células COS, células Hel a, células HEK293, células L e de mielomas nao
produtores de anticorpos incluindo Sp2/0 e NSO. De preferéncia, as células
ndo sdao humanas. Os vetores de expressdo para essas c€lulas podem incluir
sequéncias de controle da expressado, tal como uma origem de replicacdo, um
promotor, um reforcador (enhancer) (Queen et al., Immunol. Rev. 89:49
(1986)) e sitios necessarios para o processamento de informagdes, tais como
sitios de ligacdo ao ribossomo, sitios de splicing do RNA, sitios de
poliadenilagdo e sequéncias terminadoras da transcricdo. As sequéncias
preferidas para o controle da expressdo sdo promotores derivados de genes
enddgenos, do citomegalovirus, SV40, adenovirus, papilomavirus bovino e
similares. Ver Co et al., J. Immunol. 148:1149 (1992).

[00332] Uma vez expressos, os anticorpos podem ser purificados de

acordo com procedimentos padrdo da técnica, incluindo purificacdo por
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HPLC, cromatografia em coluna, eletroforese em gel e similares (ver de modo
geral, Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, NY, 1982)).
Variantes de glicosilagao

[00333] Os anticorpos podem ser glicosilados em posicdes conservadas
nas suas regides constantes (Jefferis e Lund, (1997) Chem. Immunol. 65:111-
128; Wright e Morrison, (1997) TibTECH 15:26-32). As cadeias laterais de
oligossacarideos das imunoglobulinas afetam a func¢do da proteina (Boyd et
al., (1996) Mol. Immunol. 32:1311-1318; Wittwe e Howard, (1990) Biochem.
29:4175-4180) e a interagdo intramolecular entre por¢des da glicoproteina que
podem afetar a conformacdo e a superficie tridimensional apresentada da
glicoproteina (Hefferis e Lund, supra; Wyss e Wagner, (1996) Current Opin.
Biotech. 7:409-416). Oligossacarideos podem também servir no
direcionamento de uma dada glicoproteina para certas moléculas com base em
estruturas de reconhecimento especifico. Por exemplo, foi relatado que em
IgG agalactosilada, a porcdo oligossacarideo “vira” para fora do espago inter-
CH2 e residuos da N-acetilglicosamina terminal tornam-se disponiveis para
ligar manose a proteina de ligacdo (Malhotra er al, (1995) Nature Med.
1:237-243). A remocdo pela glicopeptidase dos oligossacarideos de
CAMPATH-1H (um anticorpo IgGl monoclonal murino humanizado
recombinante que reconhece o antigeno CDw52 de linfécitos humano)
produzido em células de ovario de hamster chinés (CHO) resultou em redugdo
completa na lise mediada pelo complemento (CMCL) (Boyd et al., (1996)
Mol. Immunol. 32:1311-1318), enquanto a remocdo seletiva de residuos de
acido sidlico utilizando neuraminidase ndo resultou em perda alguma de
DMCL. Também foi relatado que a glicosilacdo de anticorpos afeta a
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC). Em particular, foi
relatado que células CHO com expressdo regulada por tetraciclina de B(1,4)-
N-acetilglicosaminiltransferase III (GnTIIl), uma glicosiltransferase que

catalisa a formacdo de GIcNAc bifurcada, tiveram a atividade ADCC
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melhorada (Umana et al. (1999) Mature Biotech. 17:176-180).

[00334] A glicosilacdo de anticorpos € tipicamente N-ligada ou O-
ligada. N-ligada refere-se a ligacdo da porcdo carboidrato a cadeia lateral de
um residuo de asparagina. As sequéncias dos tripeptideos asparagina-X-serina
e asparagina-X-treonina, onde X € qualquer aminoécido exceto prolina, sdo as
sequéncias de reconhecimento para ligacdo enzimatica da por¢do carboidrato
a cadeia lateral da asparagina. Assim, a presenca de qualquer uma dessas
sequéncias tripeptidicas em um polipeptideo cria um sitio de glicosilagdao
potencial. Glicosilagdo O-ligada refere-se a ligacdo de um dos agucares N-
acetilgalactosamina, galactose ou xilose a um hidroxiaminoacido, mais
comumente serina ou treonina, embora S-hidroxiprolina ou 5-hidroxilisina
possam também ser utilizadas.

[00335] Variantes de glicosilagdo de anticorpos s@o variantes nas quais
o padrao de glicosilagdo de um anticorpo € alterado. Por alterado, entende-se
deletar uma ou mais porg¢des carboidrato encontradas no anticorpo, adicionar
uma ou mais por¢des carboidrato ao anticorpo, mudar a composi¢do da
glicosilacdo (padrao de glicosilagdo), a extensdo da glicosilagdo etc.

[00336] A adicdo de sitios de glicosilagdo ao anticorpo pode ser
conseguida alterando a sequéncia de aminodcidos para que ela contenha uma
ou mais das sequéncias tripeptidicas descritas acima (para sitios de
glicosilacdo N-ligada). A alteracdo pode também ser efetuada pela adi¢ao de
ou substituicdo por um ou mais residuos de serina ou treonina a sequéncia do
anticorpo original (para sitios de glicosilacao O-ligada). Do mesmo modo, a
remocao de sitios de glicosilacio pode ser realizada por alteracdo dos
aminodcidos dentro dos sitios nativos de glicosilagdo do anticorpo.

[00337] A sequéncia de aminodcidos € normalmente alterada por
alteracdo da sequéncia de acido nucleico subjacente. Esses métodos incluem o
isolamento de uma fonte natural (no caso de variantes de sequéncias de

aminodcidos naturais) ou a preparacdo por mutagénese mediada por
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oligonucleotideos (ou sitio-dirigida), mutagénese por PCR e mutagénese por
cassete de uma variante preparada antes ou uma versao ndo variante do
anticorpo.

[00338] A glicosilagdo (incluindo o padrio de glicosilacdo) de
anticorpos pode também ser alterada sem alterar a sequéncia de aminoécidos
ou a sequéncia nucleotidica subjacente. A glicosilacdo depende em grande
medida da célula hospedeira usada para expressar o anticorpo. Dado que o
tipo de célula usada para expressdo de glicoproteinas recombinantes, p. ex.,
anticorpos, como potenciais agentes terapéuticos, raramente € a célula nativa,
¢ possivel prever variacdes significativas no padrdo de glicosilacio dos
anticorpos. Ver, p. ex., Hse et al., (1997) J. Biol. Chem. 272:9062-9070. Além
da escolha de células hospedeiras, os fatores que afetam a glicosilacdo durante
a producdo recombinante de anticorpos incluem modo de crescimento,
formulacdo dos meios, densidade da cultura, oxigenacdo, pH, esquemas de
purificacdo e fatores semelhantes. Varios métodos foram propostos para
alterar o padrdo de glicosilacdo alcancado em um determinado organismo
hospedeiro, incluindo a introducdo ou superexpressio de certas enzimas
envolvidas na producdo de oligossacarideos (Patentes dos E.U.A. N®
5047335; 5510261; 5278299). A glicosilagdo, ou certos tipos de glicosilagao,
pode ser removida enzimaticamente da glicoproteina, por exemplo, pelo uso
de endoglicosidase H (Endo H). Além disso, a célula hospedeira
recombinante pode ser modificada geneticamente, p. ex., tornando-a
defeituosa no processamento de certos tipos de polissacarideos. Essas técnicas
e semelhantes sdo conhecidas no campo.

[00339] A estrutura da glicosilagdo de anticorpos pode ser prontamente
analisada por técnicas convencionais de andlise de carboidratos, incluindo
cromatografia com lectina, RMN, espectrometria de massas, HPLC, GPC,
andlise composicional de monossacarideos, digestdo enzimatica sequencial e

HPAEC-PAD, a qual usa cromatografia de troca anidnica em pH alto para
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separar oligossacarideos com base na carga. Métodos para liberacdo de
oligossacarideos para fins analiticos sdo igualmente conhecidos e incluem,
sem limitacdo, tratamento enzimatico (realizado comumente utilizando
peptideo-N-glicosidase F/endo-f-galactosidase), elimina¢do com o uso de
ambiente alcalino agressivo para liberar principalmente estruturas O-ligadas e
métodos quimicos utilizando hidrazina anidra para liberar oligossacarideos N-
e O-ligados.

[00340] Uma forma preferida de modificacdo da glicosilacdo de
anticorpos € fucosilacdo do ntcleo por reducdo. “Fucosilagdo do ntcleo”
refere-se a adicdo de fucose (“fucosilacdo”) a N-acetilglicosamina
(“GlcNACc”) no terminal redutor de um glicano N-ligado.

[00341] Uma ‘“cadeia de acgucar complexa N-glicosideo-ligada” ¢é
tipicamente ligada a asparagina 297 (de acordo com o numero de Kabat).
Neste relatorio descritivo, a cadeia de acticar complexa N-glicosideo-ligada
possui uma cadeia de acicar composta biantendria, tendo principalmente a

seguinte estrutura:

+/-Fuco1
+/-Galf1—> 4GIcNAcB1 —>2Mano.1 \ l
6 6
+/- GIctNACB1 —» 4Manp1—> 4GIcNAcB1— 4GIcNAC

3

/

onde + indica que a molécula de actcar pode estar presente ou

+/-Gal1—» 4GIcNACB1— 2Mana.1

ausente e os numeros indicam a posi¢cdo de ligacOes entre as moléculas de
acucar. Na estrutura acima, o terminal da cadeia de agucar que se liga a
asparagina € chamado de terminal redutor (a direita) e o lado oposto €
chamado de terminal ndo redutor. Fucose € normalmente ligada a N-
acetilglicosamina (“GIcNAc”) do terminal redutor, tipicamente por uma
ligacdo al,6 (a posicdo 6 de GIcNAc € ligada a posi¢do 1 de fucose). “Gal”

refere-se a galactose e “Man” refere-se a manose.
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[00342] Uma “cadeia de acticar complexa N-glicosideo-ligada” inclui
1) um tipo complexo, no qual o lado terminal ndo redutor da estrutura do
nicleo possui zero, uma ou mais ramificacdes de galactose-N-
acetilglicosamina (também referida como “gal-GlcNAc”) e o lado terminal
ndo redutor de gal-GlcNAc contém opcionalmente um dacido sidlico, N-
acetilglicosamina bifurcada ou similares; e 2) um tipo hibrido, no qual o lado
terminal ndo redutor da estrutura do nucleo possui ambas as ramificacdes de
uma cadeia de agucar N-glicosideo-ligada rica em manose e uma cadeia de
acucar complexa N-glicosideo-ligada.

[00343] De acordo com os presentes métodos, tipicamente apenas uma
quantidade minima de fucose € incorporada na(s) cadeia(s) de agucar
complexa(s) N-glicosideo-ligada(s) dos anticorpos anti-TIGIT. Por exemplo,
em varias modalidades, menos do que aproximadamente 60%, menos do que
aproximadamente 50%, menos do que aproximadamente 40%, menos do que
aproximadamente 30%, menos do que aproximadamente 20%, menos do que
aproximadamente 15%, menos do que aproximadamente 10%, menos do que
aproximadamente 5% ou menos do que aproximadamente 3% dos anticorpos
em uma composicdo exibem fucosilacdo do nucleo por fucose. Em algumas
modalidades, aproximadamente 2% dos anticorpos na composi¢do exibem
fucosilacdo do nucleo por fucose. Em vérias modalidades, quando menos do
que 60% dos anticorpos em uma composi¢do exibem fucosilacdo do nucleo
por fucose, os anticorpos da composicdo podem ser referidos como “ndo
fucosilados” ou “afucosilado”. Em algumas modalidades, pelo menos 90%,
pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo
menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo
menos 99% dos anticorpos na composicdo sao afucosilados.

[00344] Em certas modalidades, apenas uma quantidade minima de um
analogo da fucose (ou um metabolito ou produto do anédlogo da fucose) é

incorporada na(s) cadeia(s) de acucar complexa(s) N-glicosideo-ligada(s). Por
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exemplo, em vdarias modalidades, menos do que aproximadamente 60%,
menos do que aproximadamente 50%, menos do que aproximadamente 40%,
menos do que aproximadamente 30%, menos do que aproximadamente 20%,
menos do que aproximadamente 15%, menos do que aproximadamente 10%,
menos do que aproximadamente 5% ou menos do que aproximadamente 3%
de anticorpos anti-TIGIT exibem fucosilacio do nicleo por um anélogo da
fucose ou um metabdlito ou produto do andlogo da fucose. Em algumas
modalidades, aproximadamente 2% dos anticorpos anti-TIGIT exibem
fucosilacdo do nucleo por um andlogo da fucose ou um metabdlito ou produto
do anélogo da fucose.

[00345] Em algumas modalidades, menos do que aproximadamente
60%, menos do que aproximadamente 50%, menos do que aproximadamente
40%, menos do que aproximadamente 30%, menos do que aproximadamente
20%, menos do que aproximadamente 15%, menos do que aproximadamente
10%, menos do que aproximadamente 5% ou menos do que aproximadamente
3% dos anticorpos em uma composi¢ao contém um residuo de fucose em uma
estrutura de glicano GO, G1 ou G2. (Ver, p. ex., Raju et al., 2012, MAbs 4:
385-391, Figura 3.) Em algumas modalidades, aproximadamente 2% dos
anticorpos na composi¢ao cont€m um residuo de fucose em uma estrutura de
glicano GO, G1 ou G2. Em varias modalidades, quando menos do que 60%
dos anticorpos em uma composi¢cdo contém um residuo de fucose em uma
estrutura de glicano GO, G1 ou G2, os anticorpos da composi¢do podem ser
referidos como “afucosilados”. Em algumas modalidades, pelo menos 90%,
pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo
menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo
menos 99% dos anticorpos na composi¢cdo ndo contém fucose em uma
estrutura de glicano GO, G1 ou G2. Deve-se observar que glicanos GO
incluem glicanos GO-GN. Glicanos GO-GN sdo glicanos monoantendrios com

um residuo GIcNAc terminal. Glicanos G1 incluem glicanos GI1-GN.
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Glicanos G1-GN sdo glicanos monoantendrios com um residuo de galactose
terminal. Glicanos GO-GN e GI-GN podem ser fucosilados ou nao
fucosilados.

[00346] Métodos para a producdo de anticorpos afucosilados por
incubacdo de células produtoras do anticorpo com um analogo de fucose sao
descritos, p. ex., em W02009/135181. Resumidamente, células que foram
projetadas para expressar anticorpos anti-TIGIT sdo incubadas na presenca de
um andlogo de fucose ou de um metabdlito intracelular ou produto do andlogo
da fucose. Um metabdlito intracelular pode ser, por exemplo, um analogo
modificado por GDP ou um andlogo total ou parcialmente desesterificado.
Um produto pode ser, por exemplo, um andlogo total ou parcialmente
desesterificado. Em algumas modalidades, um andlogo de fucose pode inibir
uma enzima(s) na via de salvamento de fucose. Por exemplo, um andlogo da
fucose (ou um metabdlito intracelular ou produto do andlogo da fucose) pode
inibir a atividade de fucoquinase, ou GDP-fucose-pirofosforilase. Em algumas
modalidades, um andlogo da fucose (ou um metabdlito intracelular ou produto
do andlogo da fucose) inibe a fucosiltransferase (de preferéncia, uma 1,6-
fucosiltransferase, p. ex., a proteina FUT8). Em algumas modalidades, um
analogo da fucose (ou um metabolito intracelular ou produto do andlogo da
fucose) pode inibir a atividade de uma enzima na via sintética de novo para
fucose. Por exemplo, um anélogo da fucose (ou um metabdlito intracelular ou
produto do andlogo da fucose) pode inibir a atividade de GDP-manose 4,6-
desidratase e/ou GDP-fucose sintetase. Em algumas modalidades, o analogo
da fucose (ou um metabdlito intracelular ou produto do andlogo da fucose)
pode inibir um transportador de fucose (p. ex., transportador de GDP-fucose).
[00347] Em uma modalidade, o andlogo de fucose € 2-flurofucose.
Métodos para utilizagdo de andlogos da fucose no meio de crescimento e
outros analogos da fucose sdo revelados, p. ex., em WO 2009/135181, cujo

contetido € aqui incorporado por referéncia.
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[00348] Outros métodos para modificacdo de linhagens celulares para
reduzir a fucosilacio do nucleo incluem knock-outs (inativagdo) de genes,
knock-ins (insercoes) de genes e interferéncia por RNA (RNAi). Nos knock-
outs génicos, o gene que codifica FUTS (enzima 1,6 alfa-fucosiltransferase) é
inativado. FUT8 catalisa a transferéncia de um residuo fucosilado de GDP-
fucose para a posi¢do 6 de GlcNac Asn-ligado (N-ligado) de um N-glicano.
FUTS ¢ relatado por ser a tnica enzima responsavel pela adi¢ao de fucose ao
carboidrato biantendrio N-ligado em Asn297. Os knock-ins génicos adicionam
genes que codificam enzimas, tais como GNTIII ou golgi manosidase alfa II.
Um aumento nos niveis de tais enzimas em células faz com que os anticorpos
monoclonais se desviem da via de fucosilagdo (levando a fucosilagdo
diminuida do ntcleo), e com quantidade aumentada de N-acetilglicosaminas
bifurcadas. RNAI tipicamente também atinge a expressdo génica de FUTS,
levando a niveis diminuidos do transcrito de mRNA ou a inativacdo da
expressdo génica inteiramente. Qualquer um desses métodos pode ser
utilizado para gerar uma linhagem celular que seja capaz de produzir um
anticorpo afucosilado, p. ex., um anticorpo anti-TIGIT.

[00349] Existem muitos métodos disponiveis para determinar o grau de
fucosilacdo em um anticorpo. Os métodos incluem, p. ex., LC-MS via
cromatografia PLRP-S, TOF MS com quadrupolo de ionizagdo por
electrospray, eletroforese capilar com fluorescéncia induzida por laser
(CE-LIF) e cromatografia por interacdo hidrofilica com deteccdo da
fluorescéncia (HILIC).

IV. Métodos terap€uticos usando os anticorpos anti-TIGIT

[00350] Em algumas modalidades, sdo providos métodos para tratar ou
prevenir um cincer em um individuo. Em algumas modalidades, o método
compreende administrar ao individuo uma quantidade terapéutica e um
anticorpo anti-TIGIT. Em algumas modalidades, o anticorpo anti-TIGIT ¢é

afucosilado. Em algumas modalidades, o método compreende administrar ao
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individuo uma quantidade terapéutica de uma composicdo farmacéutica
compreendendo anticorpos anti-TIGIT, em que pelo menos 90%, pelo menos
91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%,
pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos
anticorpos na composicdo sao afucosilados. Em algumas modalidades, o
individuo € um humano.

[00351] Em algumas modalidades, o cancer é um cancer ou célula
cancerosa que € enriquecido com a expressdao de CD112 e/ou CD155. Em
algumas modalidades, cinceres enriquecidos com CD112 e/ou CDI155 sdo
identificados com avaliacdo por imuno-histoquimica de amostras do tumor
usando anticorpos especificos contra CD112 ou CDI55. Em algumas
modalidades, a expressdo de CD112 ou CD155 € enriquecida ou aumentada
em células tumorais ou em leucdcitos infiltrantes de tumor. Em algumas
modalidades, o cancer € identificado com base na avaliacdo dos niveis de
mRNA de CD112 e/ou CD155 em amostras do tumor (p. ex., por métodos
conhecidos na técnica tais como RT-PCR quantitativa). Em algumas
modalidades, medi¢des de CD112 ou CD155 soluvel em amostras de sangue
obtidas de pacientes com cancer podem ser utilizadas para identificar se um
cancer € enriquecido com a expressdo de CD112 e/ou CD155. Em algumas
modalidades, o0 método compreende obter uma amostra de um individuo (p.
ex., uma amostra do tumor ou uma amostra de sangue), medir o nivel de
CD112 e/ou CDI155 na amostra do individuo e comparar o nivel de CD112
e/ou CD155 na amostra do individuo a um valor controle (p. ex., uma amostra
de um individuo controle sadio ou um nivel de expressio de CD112 e/ou
CDI155 determinado para uma populagcdo de controles sadios). Em algumas
modalidades, o método compreende determinar se o nivel de CD112 e/ou
CDI155 na amostra do individuo é maior do que um valor controle e
subsequentemente administrar ao individuo um anticorpo anti-TIGIT como

aqui descrito.
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[00352] Em algumas modalidades, o cancer é um cancer ou célula
cancerosa que € enriquecido com células T ou células natural killer (NK) que
expressam TIGIT. Em algumas modalidades, cinceres enriquecidos com
TIGIT sao identificados com avaliacdo por imuno-histoquimica de amostras
do tumor utilizando anticorpos especificos para TIGIT. Em algumas
modalidades, utiliza-se um anticorpo que € especifico para células T ou
células NK (p. ex., anti-CD3, anti-CD4, anti-CDS8, anti-CD25 ou anti-CD56)
para determinar um subconjunto ou subconjuntos de células infiltrantes de
tumor que expressam TIGIT. Em algumas modalidades, o céancer ¢é
identificado com base na avaliacdo de niveis do mRNA de TIGIT em
amostras do tumor. Em algumas modalidades, medi¢cdes de TIGIT solivel em
amostras de sangue obtidas de pacientes com cancer podem ser utilizadas
(opcionalmente em combinacdo com um anticorpo que € especifico para
células T ou células NK) para identificar se um cancer € enriquecido com
células T ou células NK que expressam TIGIT. Em algumas modalidades, o
método compreende obter uma amostra de um individuo (p. ex., uma amostra
do tumor ou uma amostra de sangue), medir o nivel de TIGIT na amostra do
individuo, opcionalmente detectando a presenca de células T ou células NK
(p. ex., utilizando um anticorpo que € especifico para células T ou células NK,
tal como anti-CD3, anti-CD4, anti-CDS8, anti-CD25, ou anti-CD56) e
comparar o nivel de TIGIT na amostra do individuo a um valor controle (p.
ex., uma amostra de um individuo controle sadio ou um nivel de expressao de
TIGIT determinado para uma populacdo de controles sadios). Em algumas
modalidades, o método compreende determinar se o nivel de TIGIT na
amostra do individuo é maior do que um valor controle e subsequentemente
administrar ao individuo um anticorpo anti-TIGIT como aqui descrito.

[00353] Em algumas modalidades, o cancer € cancer de bexiga, cancer
de mama, cancer de utero, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de

prostata, cancer de testiculo, cancer de esdfago, cancer gastrointestinal, cancer

Peticao 870210016809, de 19/02/2021, pag. 151/350



120/ 207

gastrico, cancer de pancreas, cancer colorretal, cancer de célon, cancer de rim,
carcinoma renal de células claras, cancer da cabeca e pescoco, cancer de
pulmio, adenocarcinoma de pulmao, cincer de estdmago, cancer de células
germinativas, cancer 6sseo, cancer de figado, cancer de tireoide, cancer de
pele, melanoma, neoplasia do sistema nervoso central, mesotelioma, linfoma,
leucemia, leucemia linfocitica cronica, linfoma difuso de grandes células B,
linfoma folicular, linfoma de Hodgkin, mieloma ou sarcoma. Em algumas
modalidades, o céancer € selecionado dentre cincer gastrico, cancer de
testiculo, cancer de pancreas, adenocarcinoma de pulmao, cancer de bexiga,
cancer da cabeca e pescoco, cancer de prostata, cancer de mama, mesotelioma
e carcinoma renal de células claras. Em algumas modalidades, o cancer é
linfoma ou leucemia, incluindo, entre outras, leucemia mieloide aguda,
mieloide cronica, linfocitica aguda ou linfocitica cronica, linfoma difuso de
grandes células B, linfoma folicular, linfoma das células do manto, linfoma
linfocitico pequeno, linfoma mediastinal primédrio de grandes células B,
linfoma esplénico de células B da zona marginal ou linfoma extranodal de
células B da zona marginal. Em algumas modalidades, o cancer € selecionado
dentre leucemia linfocitica crdnica, linfoma difuso de grandes células B,
linfoma folicular e linfoma de Hodgkin. Em algumas modalidades, o cancer é
um cancer metastatico.

[00354] Em algumas modalidades, o método compreende ainda
administrar ao individuo uma quantidade terap€utica de um agente terapéutico
adicional. Em algumas modalidades, o agente terapéutico adicional é um
agente imuno-oncoldgico. Em algumas modalidades, o agente imuno-
oncoldgico € um agente (p. ex., um anticorpo, pequena molécula ou peptideo)
que antagoniza ou inibe um componente de uma via de controle imunol6gico
(checkpoint imune), tal como a via de PD-1, a via de CTLA-4, a via de Lag3
ou a via de TIM-3. Em algumas modalidades, o agente imuno-oncolégico €

um agonista de um coativador de células T (ou seja, um agonista de uma
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proteina que estimula a ativacdo de células T) ao atingir a via de OX-40, a via
de 4-1BB (CD137), a via de CD27, a via de ICOS ou a via de GITR.

[00355] Em algumas modalidades, o agente imuno-oncoldégico € um
inibidor da via de PD-1. Em algumas modalidades, o inibidor da via de PD-1
¢ um anticorpo anti-PD-1 ou anticorpo anti-PD-L1, tal como, entre outros,
pembrolizumabe, nivolumabe, durvalumabe, pidilizumabe, avelumabe ou
atezolizumabe. Inibidores da via de PD-1 sdo descritos na técnica. Ver, p. ex.,
Dolan et al., Cancer Control, 2014, 21:231-237; Luke et al., Oncotarget,
2014, 6:3479-3492; US 2016/0222113; US 2016/0272708; US
2016/0272712; e US 2016/0319019.

[00356] Em algumas modalidades, o agente imuno-oncoldégico € um
agonista de um coativador de células T. Em algumas modalidades, o agente
imuno-oncoldgico € um agonista de CD28, CD28H, CD3, 4-1BB (CD137),
ICOS, 0X40, GITR, CD27 ou CD40. Em algumas modalidades, o agente
imuno-oncologico € wuma citocina imunoestimuladora. Em algumas
modalidades, a citocinas imune estimuladora imune € fator estimulador de
colonias de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF), fator estimulador de
colonias de macréfagos (M-CSF), fator estimulador de coldnias de
granuldcitos (G-CSF), interleucina 1 (IL-1), interleucina 2 (IL-2), interleucina
3 (IL-3), interleucina 12 (IL-12), interleucina 15 (IL-15) ou interferon gama
(IFN-y). Em algumas modalidades, o agente imuno-oncoldgico é SGN-2FF
(Seattle Genetics; ver, p. ex., WO 2009/135181 A2, WO 2012/019165 A2 e
WO 2017/096274 Al).

[00357] Em algumas modalidades, o agente terapé€utico adicional é
selecionado dentre um anticorpo anti-CD25, anticorpo anti-PD-1, anticorpo
anti-PD-L1, anticorpo anti-Tim3, anticorpo anti-Lag3, anticorpo anti-CTLA4,
anticorpo anti-41BB, anticorpo anti-OX40, anticorpo anti-CD3, anticorpo
anti-CD40, anticorpo anti-CD47M, anticorpo anti-CSF1R, anticorpo anti-
TLR, anticorpo anti-STING, anticorpo anti-RIGI, anticorpo anti-receptor
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quinase TAM, anticorpo anti-NKG2A, um anticorpo anti-NKG2D, um
anticorpo anti-GD2, um anticorpo anti-HER2, um anticorpo anti-EGFR, um
anticorpo anti-PDGFR-0, um anticorpo anti-SLAMF7, um anticorpo anti-
VEGF, um anticorpo anti-CTLA-4, um anticorpo anti-CD20, um anticorpo
anti-cCLB8, um anticorpo anti-KIR e um anticorpo anti-CD52. Em algumas
modalidades, o agente terapéutico adicional é selecionado dentre SEA-CD40
(Seattle Genetics; ver, p. ex., WO 2006/128103 A2 e WO 2016/069919 Al),
avelumabe, durvalumabe, nivolumabe, pembrolizumabe, pidilizumabe,
atezolizumabe, Hul4.18K322A (anticorpo anti-GD2, St. Jude), Hu3F8
(anticorpo anti-GD2, MSKCC), dinituximabe, trastuzumabe, cetuximabe,
olaratumabe, necitumumabe, elotuzumabe, ramucirumabe, pertuzumabe,
ipilimumabe, bevacizumabe, rituximabe, obinutuzumabe, siltuximabe,
ofatumumabe e alentuzumabe.

[00358] Em algumas modalidades, o tratamento com um anticorpo
anti-TIGIT como aqui descrito € combinado com um ou mais outros
tratamentos contra o cancer, tais como cirurgia ou radiacdo. Em algumas
modalidades, o tratamento com um anticorpo anti-TIGIT como aqui descrito é
combinado com uma ou mais outros agentes contra o cancer, tais como
agentes quimioterapicos. Agentes quimioterapicos exemplares ndo limitantes
incluem um agente alquilante (p. ex., ciclofosfamida, ifosfamida, clorambucil,
bussulfano, melfalano, mecloretamina, uramustina, tiotepa, nitrosureias ou
temozolomida), uma antraciclina (p. ex., doxorrubicina, adriamicina,
daunorrubicina, epirrubicina ou mitoxantrona), um desorganizador do
citoesqueleto (p. ex., paclitaxel ou docetaxel), um inibidor de histona
desacetilase (p. ex., vorinostat ou romidepsina), um inibidor de topoisomerase
(p. ex., irinotecano, topotecano, ansacrina, etoposideo ou teniposideo), um
inibidor de quinase (p. ex., bortezomibe, erlotinibe, gefitinibe, imatinibe,
vemurafenibe ou vismodegibe), um anédlogo de nucleosideo ou andlogo do

precursor (p. ex., azacitidina, azatioprina, capecitabina, citarabina,
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fluorouracila, gencitabina, hidroxiureia, mercaptopurina, metotrexato ou
tioguanina), um antibiético peptidico (p. ex., actinomicina ou bleomicina), um
agente a base de platina (p. ex., cisplatina, oxaloplatina ou carboplatina) ou
um alcaloide de planta (p. ex., vincristina, vimblastina, vinorelbina, vindesina,
podofilotoxina, paclitaxel ou docetaxel), galardina, talidomida, lenalidomida e
pomalidomida.

[00359] Em algumas modalidades, o anticorpo anti-TIGIT (e
opcionalmente um agente terapéutico adicional) € administrado em uma
quantidade ou dose terapeuticamente eficaz. Uma faixa para dose didria entre
aproximadamente 0,01 mg/kg e 500 mg/kg, entre aproximadamente 0,1
mg/kg e 200 mg/kg, entre aproximadamente 1 mg/kg e 100 mg/kg ou entre
aproximadamente 10 mg/kg e 50 mg/kg pode ser utilizada. As doses, no
entanto, podem ser variadas de acordo com diversos fatores, incluindo a via
de administracdo escolhida, a formulacdo da composi¢do, a resposta do
paciente, a gravidade da condi¢do, o peso do individuo e o juizo do médico
responsdvel. A dose pode ser aumentada ou diminuida ao longo do tempo,
conforme requerido por um paciente individual. Em certos casos, € fornecida
inicialmente a um paciente uma dose baixa, que € entdo aumentada até uma
dose eficaz tolerdvel para o paciente. A determinacdo de uma quantidade
eficaz estd bem ao alcance dos técnicos no assunto.

[00360] A via de administracio de um anticorpo anti-TIGIT ou
composicdo farmac€utica compreendendo um anticorpo anti-TIGIT (e
opcionalmente um agente imuno-oncoldgico ou outro tratamento terapéutico)
pode ser liberacdo oral, intraperitoneal, transdérmica, subcutanea, intravenosa,
intramuscular, por inalacdo, topica, intralesional, retal, intrabronquica, nasal,
transmucosa, intestinal, ocular ou 6tica, ou quaisquer outros métodos
conhecidos na técnica. Em algumas modalidades, o anticorpo anti-TIGIT (e
opcionalmente um agente imuno-oncoldgico) € administrado por via oral,

intravenosa ou intraperitoneal.
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[00361] Os agentes terapéuticos coadministrados (p. ex., o anticorpo
anti-TIGIT e um agente terapéutico adicional) podem ser administrados
juntos ou separados, simultaneamente ou em momentos diferentes. Quando
administrados, o0s agentes terap€uticos podem ser administrados
independentemente uma vez, duas vezes, trés, quatro vezes diariamente ou
com mais ou menos frequéncia, se necessario. Em algumas modalidades, os
agentes terapéuticos administrados sdao administrados uma vez ao dia. Em
algumas modalidades, os agentes terap€uticos administrados sdo
administrados no mesmo momento ou momentos, por exemplo, como uma
mistura. Em algumas modalidades, um ou mais dos agentes terapéuticos sao
administrados em uma formulacdo de liberacdo sustentada.
[00362] Em algumas modalidades, o anticorpo anti-TIGIT e um agente
terapéutico adicional sdo administrados simultaneamente. Em algumas
modalidades, o anticorpo anti-TIGIT e um agente terapéutico adicional sdo
administrados sequencialmente. Por exemplo, em algumas modalidades, um
anticorpo anti-TIGIT € administrado primeiramente, por exemplo, por
aproximadamente 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100 dias ou mais antes de administrar um agente terap€utico adicional.
Em algumas modalidades, um agente terapéutico adicional € administrado
primeiramente, por exemplo, por aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10,
15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 dias ou mais antes de administrar
um anticorpo anti-TIGIT.
[00363] Em algumas modalidades, o anticorpo anti-TIGIT (e
opcionalmente o agente terapéutico adicional) é administrado ao individuo
durante um periodo prolongado de tempo, p. ex., por pelo menos 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350 dias ou mais.

V. Composig¢oes e kits
[00364] Em outro aspecto, sdo providos composicoes e Kkits

compreendendo um anticorpo anti-TIGIT para uso no tratamento ou
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prevencao de um cancer em um individuo.

Composi¢oes farmacéuticas
[00365] Em algumas modalidades, sd3o providas composi¢coes
farmacéuticas que compreendem um anticorpo anti-TIGIT para uso na
administracdo a um individuo portador de um cancer. Em algumas
modalidades, o anticorpo anti-TIGIT € como aqui descrito, p. ex., um
anticorpo anti-TIGIT com afinidade de ligacdo, atividade, reatividade
cruzada, reconhecimento de epitopo e/ou uma ou mais sequéncias de CDR,
VH e/ou VL como aqui reveladas. Em algumas modalidades, o anticorpo anti-
TIGIT ¢ afucosilado.
[00366] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT e um
agente terapéutico adicional sdo formulados em composicdes farmacéuticas,
juntos ou separadamente, como aqui descrito. Em algumas modalidades, o
agente terapéutico adicional € um agente imuno-oncoldgico, tal como um
inibidor da via de PD-1 ou um inibidor da via de CTLA-4. Em algumas
modalidades, o agente imuno-oncoldgico € um agonista de um coativador de
células T. Em algumas modalidades, o inibidor da via de PD-1 é um anticorpo
anti-PD-1 ou anticorpo anti-PD-L1, tal como, entre outros, pembrolizumabe,
nivolumabe, durvalumabe, pidilizumabe ou atezolizumabe.
[00367] Orientacdo para preparacdo de formulagdes para uso na
presente invencdo € encontrada em, por exemplo, Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 21* Ed., 2006, supra; Martindale: The Complete
Drug Reference, Sweetman, 2005, Londres: Pharmaceutical Press; Niazi,
Handbook of Pharmaceutical Manufacturing Formulations, 2004, CRC
Press; e Gibson, Pharmaceutical Preformulation and Formulation: A
Practical Guide from Candidate Drug Selection to Commercial Dosage
Form, 2001, Interpharm Press, os quais sd@o aqui incorporados por referéncia.
As composi¢Oes farmac€uticas aqui descritas podem ser fabricadas de

maneira conhecida pelos técnicos no assunto, ou seja, por meio de processos
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convencionais de mistura, dissolu¢do, granulagcdo, confeccdo de drageas,
emulsificacdo, encapsulacdo, captura ou liofilizacdo. Os métodos e
excipientes a seguir sdo simplesmente exemplares e de maneira alguma
limitantes.

[00368] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-TIGIT (e
opcionalmente um agente terapéutico adicional) é preparado para entrega em
uma formulacdo de liberacdo sustentada, liberacdo controlada, liberagcdo
prolongada, libera¢do cronometrada ou liberacdo retardada, por exemplo, em
matrizes semipermedveis de polimeros hidrofobicos sélidos contendo o
agente terapéutico. Vdarios tipos de materiais para liberacdo sustentada foram
estabelecidos e sdao bem conhecidos pelos técnicos no assunto. As
formulagGes atuais de liberacdo prolongada incluem comprimidos revestidos
com pelicula, sistemas multiparticulados ou em pellet, tecnologias de matrizes
utilizando materiais hidrofilicos ou lipofilicos e comprimidos a base de ceras
com excipientes formadores de poros (ver, por exemplo, Huang, et al. Drug
Dev. Ind. Pharm. 29:79 (2003); Pearnchob, et al. Drug Dev. Ind. Pharm.
29:925 (2003); Maggi, et al. Eur. J. Pharm. Biopharm. 55:99 (2003);
Khanvilkar, et al., Drug Dev. Ind. Pharm. 228:601 (2002); e Schmidt, et al.,
Int. J. Pharm. 216:9 (2001)). Os sistemas para entrega com liberacao
sustentada podem, dependendo do seu desenho, liberar os compostos ao longo
de horas ou dias, por exemplo, ao longo de 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24 horas ou
mais. Normalmente, formulacdes de liberacdo sustentada podem ser
preparadas com polimeros naturais ou sintéticos, por exemplo,
vinilpirrolidonas poliméricas, tais como polivinilpirrolidona (PVP); polimeros
hidrofilicos de carboxivinila; hidrocoloides hidrofébicos e/ou hidrofilicos, tais
como metilcelulose, etilcelulose, hidroxipropilcelulose e
hidroxipropilmetilcelulose; e carboxipolimetileno.

[00369] Para administragdo oral, um anticorpo anti-TIGIT (e

opcionalmente um agente terapéutico adicional) pode ser formulado
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rapidamente pela combinac¢io com veiculos farmaceuticamente aceitaveis que
sdo bem conhecidos na técnica. Tais veiculos permitem que os compostos
sejam formulados como comprimidos, pilulas, drageas, capsulas, emulsdes,
suspensoes lipofilicas e hidrofilicas, liquidos, géis, xaropes, pastas,
suspensdes e similares, para ingestdo oral por um paciente a ser tratado.
Preparados farmacé€uticos para uso oral podem ser obtidos misturando os
compostos com um excipiente sélido, opcionalmente moendo a mistura
resultante e processando a mistura de granulos, depois de adicionados
auxiliares adequados, se desejado, para obter comprimidos ou nucleos de
drageas. Os excipientes adequados incluem, por exemplo, cargas tais como
acucares, incluindo lactose, sacarose, manitol ou sorbitol; preparados
celuldsicos tais como, por exemplo, amido de milho, amido de trigo, amido de
arroz, amido de batata, gelatina, goma tragacanta, metilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose sodica e/ou
polivinilpirrolidona (PVP). Se desejado, agentes desintegrantes podem ser
adicionais, tais como polivinilpirrolidona reticulada, 4gar ou 4cido alginico ou
um sal do mesmo tal como alginato de sédio.

[00370] O anticorpo anti-TIGIT (e opcionalmente o agente terapéutico
adicional) podem ser formulados para administracdo parenteral por injecao, p.
ex., por inje¢cdo em bolus ou infusdo continua. Para injecdo, o composto ou
compostos podem ser formulados em preparados por dissolug¢do, suspensao
ou emulsificacdo destes em um solvente aquoso ou ndo aquoso, tal como
Oleos vegetais ou outros semelhantes, glicerideos sintéticos de dacidos
alifaticos, ésteres de 4acidos alifaticos superiores ou propilenoglicol; e, se
desejado, com aditivos convencionais tais como solubilizantes, agentes
isotonicos, agentes de suspensdo, agentes emulsionantes, estabilizantes e
conservantes. Em algumas modalidades, os compostos podem ser formulados
em solucdes aquosas, de preferéncia em tampdes fisiologicamente

compativeis tais como solucdo de Hank, solu¢cdo de Ringer ou solucdo salina
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fisioldgica tamponada. As formulagdes para injecao podem ser apresentadas
em forma de dose unitdria, p. ex., em ampolas ou em recipientes de doses
multiplas, com um conservante adicionado. As composi¢cdes podem tomar
formas tais como suspensdes, solucdes ou emulsdes em veiculos oleosos ou
aquosos tais € podem conter agentes de formulacdo tais como agentes de
suspensao, estabilizantes e/ou dispersantes.

[00371] O anticorpo anti-TIGIT (e opcionalmente o agente terapéutico
adicional) pode ser administrado sistemicamente por meios transmucoso ou
transdérmico. Para administracdo transmucosa ou transdérmica, sdo usados
penetrantes apropriados para a barreira a ser permeada na formulacio. Para
administragcdo topica, os agentes sao formulados em pomadas, cremes, salvas,
pOs e géis. Em uma modalidade, o agente para liberacdo transdérmica pode
ser DMSO. Os sistemas de liberacdo transdérmica podem incluir, p. ex.,
adesivos. Para administracdo transmucosa, usam-se penetrantes apropriados
para a barreira a ser permeada na formulacdo. Tais penetrantes sio em geral
conhecidos na técnica. Formulagdes exemplares para liberacdo transdérmica
incluem aquelas descritas nas Patentes dos E.U.A. N 6 589 549; 6 544 548;
6 517 864; 6 512 010; 6 465 006; 6 379 696; 6 312 717 e 6 310 177, cujos
contetdos sdo aqui incorporados por referéncia.

[00372] Em algumas modalidades, uma composi¢do farmacéutica
compreende um veiculo e/ou excipientes aceitiveis. Um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel inclui quaisquer solventes, meios de dispersao
ou revestimentos que sejam fisiologicamente compativeis e que, de
preferéncia, ndo interfiram ou do contrario inibam a atividade do agente
terapéutico. Em algumas modalidades, o veiculo € adequado para
administracdo intravenosa, intramuscular, oral, intraperitoneal, transdérmica,
topica ou subcutanea. Veiculos farmaceuticamente aceitaveis podem conter
um ou mais compostos fisiologicamente aceitdveis que atuam, por exemplo,

no sentido de estabilizar a composicdo ou aumentar ou diminuir a absor¢ao
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do(s) agente(s) ativo(s). Os compostos fisiologicamente aceitiveis podem
incluir, por exemplo, carboidratos, tais como glicose, sacarose ou dextranos,
antioxidantes, tais como &acido ascorbico ou glutationa, agentes quelantes,
proteinas de baixo peso molecular, composicdes que reduzem a depuracio ou
hidrélise dos agentes ativos, ou excipientes ou outros estabilizantes e/ou
tampdes. Outros veiculos farmaceuticamente aceitaveis e suas formulagdes
sdo bem conhecidos e em geral descritos em, por exemplo, Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 21a edi¢do, Filadélfia, PA. Lippincott
Williams & Wilkins, 2005. Vérios excipientes farmaceuticamente aceitdveis
sdo bem conhecidos na técnica e podem ser encontrados em, por exemplo,
Handbook of Pharmaceutical Excipients (5* ed., Ed. Rowe et al.,
Pharmaceutical Press, Washington, D.C.).
[00373] As doses e concentracoes desejadas do farmaco de
composicoes farmacéuticas da inven¢do podem variar dependendo do uso em
particular cogitado. A determinacdo da dose apropriada ou via de
administragdo estd ao alcance do técnico no assunto. Doses adequadas sao
também aqui descritas.

Kits
[00374] Em algumas modalidades, sdo providos kits para uso no
tratamento de um individuo portador de um cancer. Em algumas modalidades,
o kit compreende:

um anticorpo anti-TIGIT; e

um agente terapéutico adicional.
[00375] Em algumas modalidades, anticorpo anti-TIGIT é como aqui
descrito, p. ex., um anticorpo anti-TIGIT com afinidade de ligacdo, atividade,
reatividade cruzada, reconhecimento de epitopo e/ou uma ou mais sequéncias
de CDR, VH e/ou VL como aqui reveladas. Em algumas modalidades, o
anticorpo anti-TIGIT € afucosilado. Em algumas modalidades, o agente

terapéutico adicional é um agente imuno-oncoldgico, tal como um inibidor da
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via de PD-1 ou um inibidor da via de CTLA-4. Em algumas modalidades, o
agente imuno-oncoldgico € um agonista de um coativador de células T. Em
algumas modalidades, o inibidor da via de PD-1 € um anticorpo anti-PD-1 ou
anticorpo anti-PD-L1. Em algumas modalidades, o agente imuno-oncolégico
¢ pembrolizumabe, nivolumabe, durvalumabe, pidilizumabe ou
atezolizumabe.
[00376] Em algumas modalidades, os kits podem compreender ainda
materiais instrutivos contendo orientacdes (ou seja, protocolos) para a pratica
dos métodos desta invencao (p. ex., instrugdes sobre o uso do kit para tratar
um cancer). Embora compreendam tipicamente materiais redigidos ou
impressos, 0s materiais com instru¢des ndo se limitam a isso. Qualquer meio
capaz de armazenar tais instrucOes € comunica-las a um usudrio final é
contemplado por esta invencdo. Tais midias incluem, entre outros, meios de
armazenamento eletronico (p. ex., discos magnéticos, fitas, cartuchos, chips),
midia optica (p. ex., CD ROM) e similares. Tais midias podem incluir
enderecos de sites na Internet que fornecem tais materiais com instrugdes.

VI. Exemplos
[00377] Os exemplos discutidos abaixo pretendem ser simplesmente
exemplares da inven¢do e ndo devem ser considerados como limitacdes a
inven¢do de maneira alguma. Os exemplos nio se destinam a declarar que os
experimentos abaixo sejam todos ou os unicos experimentos realizados.
Foram feitos esfor¢os para assegurar a exatidio em relagdo aos numeros
usados (por exemplo, quantidades, temperatura etc.), mas alguns erros
experimentais e desvios devem ser reconhecidos. A menos que indicado o
contrdrio, as partes sao partes em peso, a massa molar € massa molar média, a
temperatura € em graus centigrados e a pressao € proxima ou a atmosférica.

Exemplo 1: Geragdo de anticorpos anti-TIGIT
[00378] Anticorpos monoclonais inteiramente humanos anti-TIGIT

foram gerados utilizando um sistema de apresentacdo de anticorpo baseado
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em leveduras (ver, p. ex., Xu et al, “Addressing polyspecificity of antibodies
selected from an in vitro yeast presentation system: a FACS-based, high-
throughput selection and analytical tool”, PEDS, 2013, 26:663-670; WO
2009/036379; WO 2010/105256; e WO 2012/009568). Oito bibliotecas de
sintéticos humanos virgens em leveduras, cada uma com ~10° de diversidade
foram rastreadas. Para as duas primeiras rodadas de selecdo, empregou-se
uma técnica de separacdo com esfera magnética utilizando o sistema Miltenyi
MACS, como descrito anteriormente (ver, p. ex., Siegel et al, “High efficiency
recovery and epitope-specific sorting of an scFv yeast display library”, J
Immunol Methods, 2004, 286:141-153). Resumidamente, células de levedura
(~10'° células/biblioteca) foram incubadas com 5 mL de antigeno de fusio
com Fc biotinilado a 10 nM por 30 minutos a 30 °C em tampao de lavagem
(solucdo salina com tampdo fosfato (PBS)/albumina sérica bovina 0,1%
(BSA)). Depois de lavado uma vez com 40 mL de tampao de lavagem gelado,
o pellet celular foi ressuspenso em 20 mL de tampdo de lavagem e
MicroBeads de estreptavidina (500 pl) foram adicionadas as leveduras e
incubadas por 15 minutos a 4 °C. Em seguida, as leveduras foram peletizadas,
ressuspensas em 20 mL de tampao de lavagem e carregadas em uma coluna
Miltenyi LS. Depois que os 20 mL foram carregados, a coluna foi lavada 3
vezes com 3 mL de tampao de lavagem. A coluna foi entdo removida do
campo magnético e a levedura foi eluida com 5 mL de meio de crescimento e
entdo cultivada durante a noite. Os ciclos seguintes de selecdo foram
realizados com citometria de fluxo. Aproximadamente 2x107 leveduras foram
peletizadas, lavadas trés vezes com tampdo de lavagem e incubadas a 30 °C
com antigeno de fusdo com Fc 10 nM e concentracdoes decrescentes do
antigeno monomérico biotinilado (100 a 1 nM) sob condi¢des de equilibrio,
antigenos de fusdao com Fc biotinilados 10 nM ou antigenos monoméricos 100
nM de espécies diferentes a fim de obter reatividade cruzada entre as

espécies, ou com um reagente de deplecao de poli-especificidade (PSR) para
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remover anticorpos ndo especificos da selecdo. Para a deplecdo com PSR, as
bibliotecas foram incubadas com uma diluicio 1:10 de reagente PSR
biotinilado como descrito anteriormente (ver, p. ex., Xu et al, supra). As
leveduras foram entdo lavadas duas vezes com tampdo de lavagem e coradas
com LC-FITC (diluido 1:100) e com os reagentes secundarios SA-633
(diluido 1:500) ou EA-PE (extravidina-R-PE, diluido 1:50) por 15 minutos a 4
°C. Depois de lavados duas vezes com tampao de lavagem, os pellets
celulares foram ressuspensos em 0,3 mL de tampao de lavagem e transferidos
para tubos de separacdo com tampa do tipo strainer (filtro). A separacao foi
realizada utilizando um separador FACS ARIA (BD Biosciences) e gates para
separacdo foram determinados para selecionar anticorpos com as
caracteristicas desejadas. As rodadas de selecdo foram repetidas até ter sido
obtida uma populacdo com todas as caracteristicas desejadas. Depois da
rodada final de separagdo, as leveduras foram semeadas e colonias individuais
foram coletadas para caracterizacgao.

[00379] Os antigenos incluiram TIGIT humano-Fc dimérico
recombinante (Acro Biosystems TIT-H5254), TIGIT humano monomérico
(Sino Biological 10917-HO8H), TIGIT de camundongo-Fc dimérico (R&D
Systems, 7267-TG) e TIGIT de camundongo monomérico (Sino Biologics
50939-MO8H).

[00380] Campanha de virgens: 744 clones foram sequenciados
produzindo 345 clones tnicos (CDRH3 tnica). 18 linhagens germinativas de
VH foram representadas nos clones.

[00381] Campanha para diversificacdo em batelada de cadeias leves:
Plasmideos da cadeia pesada (VH) de um pool enriquecido com aglutinante
do ciclo seis das selecOes para verificacdo de virgens foram extraidos das
leveduras pela técnica de Smash e Grab, propagados em e subsequentemente
purificados de E. Coli e, a seguir, transformados em uma biblioteca de cadeia

leve com diversidade de 107.
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[00382] As selecOes foram realizadas sob essencialmente as mesmas
condi¢Oes que as utilizadas para a verificacdo de virgens.. Resumidamente,
uma rodada de enriquecimento com esferas magnéticas foi seguido por trés
rodadas de selecao por citometria de fluxo. Na rodada de enriquecimento com
esferas magnéticas, usou-se o antigeno de fusdo com Fc biotinilado 10 nM. O
primeiro ciclo no citometro de fluxo consistiu em uma rodada de selecdo
positiva utilizando antigeno monovalente bionitilado 100 nM. Este foi
seguido por uma segunda rodada, que consistiu em uma rodada de selecao
negativa para deplecdo com PSR. A rodada final (terceira) consistiu em uma
rodada de selecdo positiva, no qual o antigeno monovalente foi titulado a 100
nM, 10 nM, 1 nM. Para todas as bibliotecas, as leveduras das separacdes a 1
nM desse terceiro ciclo foram semeadas e colonias individuais foram
coletadas e distinguidas. No total, 728 clones foram sequenciados, produzindo
350 combina¢des HC/LC unicas (93 CDRH3s tnicas).
[00383] No total, 695 clones unicos foram identificados entre as
campanhas para virgens e em batelada por shuffle (embaralhamento) de
cadeias leves.

Exemplo 2: Caracterizacdo de anticorpos anti-TIGIT
[00384] 65 clones foram selecionados para producdo e avaliagdo
adicional, representando 12 linhagens germinativas de VH e 9 linhagens
germinativas de VL.

Producdo e purificacdo de anticorpos
[00385] Clones de leveduras foram cultivados até a saturacao e, entdo,
induzidos por 48 horas a 30 °C com agitacdo. Apds a indugido, as células de
leveduras foram peletizadas e os sobrenadantes foram coletados para
purificacdo. IgGs foram purificadas usando uma coluna com Proteina A e
eluidas com 4cido acético, pH 2,0. Fragmentos Fab foram gerados por
digestdio com papaina e purificados com KappaSelect (GE Healthcare

LifeSciences).
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Ligacdo de anticorpos anti-TIGIT a proteina humana
recombinante e de camundongo
[00386] Foram realizadas medic¢oes da afinidade em um Octet RED384
ForteBio em geral como descrito anteriormente (ver, p. ex., Estep et al.,
“High throughput solution-based measurement of antibody-antigen affinity
and epitope binning”, Mabs, 2013, 5:270-278). Resumidamente, medi¢des da
afinidade no ForteBio foram realizadas carregando IgGs em linha em sensores
AHQ. Os sensores foram equilibrados fora da linha em tampao do ensaio por
30 minutos e entdo monitorados por 60 segundos para estabelecimento do
basal. Sensores com IgGs carregadas foram expostos ao antigeno a 100 nM
(antigeno de fusdo com Fc dimérico ou antigeno monomérico) por 3 minutos
e, depois disso, foram transferidos para tampao do ensaio por 3 minutos para
medi¢do da constante (da taxa para) dissociac@o. Toda a cinética da ligacdo e
dissociacdo foi analisada utilizando o modelo de ligacao 1:1.
[00387] Dos 65 clones de IgG, 43 tinham uma afinidade pelo
mondmero de TIGIT < 100 nM. Dos 65 clones de IgG, 34 apresentaram
reatividade cruzada com TIGIT de camundongo-Fc. A afinidade de ligacao de
clones selecionados € mostrada na Tabela 1 abaixo.

Epitope binning/ensaio de competicdo por ligante
[00388] Epitope binning/bloqueio de ligantes foi realizado utilizando
um ensaio de bloqueio cruzado padrdo no formato sanduiche no sistema
ForteBio Octet RED384. Anti-IgG alvo controle foi carregada em sensores
AHQ e sitios ndo ocupados para ligacdo com Fc no sensor foram bloqueados
com um anticorpo IgGl humano irrelevante. Os sensores foram entdo
expostos ao antigeno alvo a 100 nM seguido por um segundo anticorpo anti-
alvo ou ligante (CDI155-Fc humano (Sino Biological, 10109-HO2H)). A
ligacdo adicional pelo segundo anticorpo ou ligante apds a associa¢do do
antigeno indica um epitopo desocupado (ndo competidor), enquanto nenhuma

ligacdo indica bloqueio do epitopo (bloqueio pelo competidor ou ligante).
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[00389] Quatro anticorpos binning (competidores) (ndo mutuamente
exclusivos) foram usados para avaliacdo da competicdo (bin) e cinco perfis
sobrepostos de binning foram identificados. 63 dos 65 anticorpos anti-TIGIT
competiram com o ligante pela ligacdo a hTIGIT-Fc. Os perfis de binning e os
resultados da competicdo com o ligante de clones selecionados sdo mostrados
na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Epitope binning, competicdo com ligante e dados de afinidade de

clones anti-TIGIT selecionados

1 ; Competi¢do com | IgG KD TIGIT 12G KD TIE}IT 12G KD TIGIT de
Clone Codigo bin humano mondmero| camundongo-Fc
CD155 humano-Fc (M)
™M) ™M)
2 1,2,3,4 Sim 9,56E-10 1,01E-08 2,03E-09
3 1,2,3,4 Sim 2,77E-09 7,36E-08 5,64E-09
5 1,2,3,4 Sim 9,85E-10 1,41E-08 3,25E-09
13 1,2,3 Sim 5,43E-10 2,56E-09 1,16E-10
14 1,2,3 Sim 2,01E-09 5,87E-08 2,43E-09
16 1,2,3 Sim 6,90E-10 2,06E-09 1,05E-08
18 1,2,3 Sim 2,39E-09 5,08E-08 8,82E-09
21 1,2,3 Sim 5,85E-10 2,18E-09 N.B.
22 1,2,3 Sim 7,90E-10 1,38E-08 1,05E-08
25 1,2,3 Sim 6,20E-10 6,18E-10 1,10E-09
27 1,2,3 Sim 5,58E-10 2,32E-09 N.B.
54 1,2,3 Sim 6,89E-10 3,49E-09 N.B.
Observagdes:

N.B. = Nao ligador sob as condi¢gdes desse ensaio

Os dados do cédigo Bin e competicio com CDI155 foram gerados no sistema ForteBio Octet
RED384 usando um ensaio de bloqueio cruzado padrdo no formato sanduiche como descrito no
Exemplo 2.

Os dados de afinidade KD foram gerados no sistema ForteBio Octet RED384 como descrito no
Exemplo 2.

Ligacdo de anticorpos anti-TIGIT a TIGIT humano, de camundongo e de macaco Cynomolgus
superexpressos em células HEK 293

[00390] Células HEK 293 foram modificadas para expressar
estavelmente altos niveis de TIGIT humano, de camundongo e de macaco
Cynomolgus por transdugdo lentiviral. Aproximadamente 100.000 células
HEK 293 (TIGIT-negativas) originais ou células HEK 293 com
superexpressdo de TIGIT humano, de camundongo ou de macaco
Cynomolgus foram coradas com 100 nM de cada anticorpo anti-TIGIT por 5
minutos a temperatura ambiente. As células foram entdo lavadas duas vezes
com tampao de lavagem e incubadas com anti-IgG humana conjugado a PE

por 15 minutos em gelo. As células foram entdo lavadas duas vezes com
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tampao de lavagem e analisadas por citometria de fluxo em um instrumento
FACS Canto II (BD Biosciences). O nimero de vezes em relacdo ao fundo
(Fold over background, FOB) foi calculado como a mediana da intensidade
de fluorescéncia (MFI) do clone anti-TIGIT ligado a células alvo-positivas,
dividido pela MFI do clone anti-TIGIT ligado a células alvo-negativas.

[00391] Como mostrado na Figura 1, todos os 65 anticorpos mostraram
ligacdo especifica a linhagem 293-hTIGIT (FOB>10, como indicado pela

linha preta horizontal no quadro). 53 clones ligaram-se especificamente a

%

linhagem 293-cyTIGIT enquanto 31 clones ligaram-se especificamente
linhagem 293-mTIGIT.

Ensaio com reagente de poliespecificidade (PSR)
[00392] A avaliacdo da ligacdo a um reagente de poliespecificidade foi
conduzida para determinar a especificidade por TIGIT como descrito
anteriormente (ver, p. ex., Xu et al, supra). Resumidamente, o reagente PSR
biotinilado, diluido 1:10 do estoque, foi incubado com leveduras
apresentadoras de IgG por 20 minutos em gelo. As células foram lavadas e
marcadas com EA-PE (extravidina-R-PE) e lidas em um analisador de FACS.
A pontuacdo da ligacdo poliespecifica ¢ em uma escala de 0 a 1 e
correlaciona-se com IgGs controle com baixa, média e alta ligacdo ndo
especifica, com escore de O indicando nenhuma ligacdo e escore de 1
indicando ligacdo ndo especifica muito alta.
[00393] 62 dos 65 clones foram pontuados como ligadores ndao
poliespecificos com escore PSR < 0,10. Trés clones pontuaram como baixos
ligadores poliespecificos (escore PSR 0,10 — 0,33).

Ensaio de cromatografia de interac@o hidrofébica
[00394] A cromatografia de interacdo hidrofébica (HIC) foi realizada
como descrita anteriormente (Estep et al., supra). Resumidamente, 5 pg de
amostras de IgG foram dopadas com uma solucdo de fase mével A (sulfato de

amoénio 1,8 M e fosfato de sédio 0,1 M em pH 6,6) para alcancar uma
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concentracao final de sulfato de amo6nio de aproximadamente 1 M antes da
andlise. Uma coluna Sepax Proteomix HIC butyl-NP5 foi usada com
gradiente linear da fase movel A e solugdo da fase mével B (fosfato de sédio
0,1 M, pH 6,5) durante 20 minutos a uma vazdao de 1 mL/minuto com
monitoramento da absorbancia UV a 280 nM.
[00395] A retencdo aumentada de anticorpos em colunas hidrofébicas
correlacionou-se com hidrofobicidade aumentada e uma propensdo para
pouca expressao, agregacao ou precipitacdo durante a purificacdo. Cinco dos
65 clones apresentaram tempo de retencdo alto na HIC > 11,5 minutos, 10
clones apresentaram tempo de reten¢cao médio na HIC de 10,5 — 11,5 minutos
e o restante dos clones apresentou tempos de retengdo baixos na HIC.
Exemplo 3: Ligacdo de anticorpos anti-TIGIT a TIGIT
humano, de camundongo e de macaco Cynomolgus expressos endogenamente
em células T primaérias
[00396] 65 anticorpos que mostraram ser especificos para proteina
TIGIT humano recombinante e TIGIT humano expressos em células HEK
293 foram avaliados quando a sua capacidade para ligarem-se ao TIGIT
enddgeno em células T primdrias do sangue periférico humano. Os anticorpos
foram também avaliados quanto a reatividade cruzada ao TIGIT de
Cynomolgus em células T do sangue periférico e 35 dos 65 clones foram
avaliados quanto a reatividade cruzada ao TIGIT de camundongo em células
T esplénicas ativadas.
[00397] Células T pan humanas foram isoladas negativamente do
produto de leucoférese com 99% de pureza. 100.000 células foram coradas a
4 °C por 30 minutos com 20 pg/mL de cada anticorpo anti-TIGIT. Os
anticorpos anti-TIGIT foram detectados com anti-IgG humana policlonal de
cabra, conjugado a PE (Jackson ImmunoResearch 109-116-098). As amostras
foram analisadas em um citdmetro de fluxo CytoFLEX. O percentual de

TIGIT+ da populacdo de linfocitos com gate em FSC/SSC foi determinado
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para cada anticorpo usando a coloracdo somente de anti-IgG humana-PE para
determinar o limiar para positividade.

[00398] Leucocitos de Cynomolgus foram isolados do sangue total por
lise dos eritrocitos (eBioscience 00-4300). 200.000 células foram coradas a 4
°C por 30 minutos com 20 pg/ml. de cada anticorpo anti-TIGIT. Os
anticorpos anti-TIGIT foram detectados com anti-IgG humana policlonal de
cabra adsorvido contra imunoglobulinas de macaco conjugadas a
AlexaFluor647 (SouthernBiotech 2049-31) e células T foram identificadas
por contra-coloracdo com o clone SP34 anti-CD3 conjugado a FITC (BD
Pharmingen 556611). As amostras foram analisadas em um citometro de
fluxo CytoFLEX. O percentual de TIGIT+ da populacio CD3+ foi
determinado para cada anticorpo usando coloracdo apenas de anti-IgG
humana-PE para determinar o limiar para positividade.

[00399] Células T de camundongo BALB/c foram isoladas de bacos
por selecdo negativa (Stem Cell Technologies 19851A) até >99% de pureza.
As células foram ativadas por 24 horas com o clone 145-2C11 anti-CD3
ligado a placa (BioLegend 100302) para regulacdo positiva de TIGIT.
200.000 células ativadas foram coradas a 4 °C por 30 minutos com 20 pg/mL
de cada anticorpo anti-TIGIT (35 de 65 clones testados). Os anticorpos anti-
TIGIT foram detectados com anti-IgG humana policlonal de cabra conjugado
a PE (Jackson ImmunoResearch 109-116-098). As amostras foram analisadas
em um citometro de fluxo FACSCalibur. A mediana da intensidade de
fluorescéncia da populacdo de linfocitos com gate em FSC/SSC foi
determinada para cada anticorpo.

[00400] A Figura 2 mostra a ligacdo de 65 clones do anticorpo anti-
TIGIT e um anticorpo controle de isétipo irrelevante a células T humanas
primarias, de macaco Cynomolgus e de camundongo. Os Clones 13 e 25
mostraram forte ligacdo a todas as trés espécies de células T.

Ligacao tituldvel de anticorpos anti-TIGIT a TIGIT expresso
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na superficie celular

[00401] Células HEK 293 foram modificadas para expressar
estavelmente altos niveis de TIGIT humano, de camundongo ou de macaco
Cynomolgus por transducdo lentiviral. 200.000 células 293-TIGIT foram
coradas a 4 °C por 30 minutos com uma titulagdo 3 vezes de 10 pontos (30 a
0,002 pg/mL) de cada anticorpo anti-TIGIT. Os anticorpos anti-TIGIT foram
detectados com anti-IgG humana policlonal de cabra conjugado a PE (Jackson
ImmunoResearch 109-116-098). As amostras foram analisadas em um
citometro de fluxo CytoFLEX. A mediana da intensidade de fluorescéncia da
populacdo com gate em FSC/SSC foi determinada para cada concentragao do
anticorpo. A regressdo ndo linear de dados transformados em Log(X) foi
usada para gerar os valores de EC50 no GraphPad Prism 6. Nenhum dos
anticorpos anti-TIGIT mostrou ligacao a células HEK 293 originais (TIGIT-)
(dados ndo mostrados). A Figura 3A-C mostra a titulacdo da ligacdo e a
Figura 3D mostra a EC50 da ligacido de oito clones do anticorpo anti-TIGIT
(clone 2, clone 5, clone 13, clone 16, clone 17, clone 20, clone 25 e clone 54)
a TIGIT humano, de macaco Cynomolgus e de camundongo expressos em
células HEK 293.

[00402] Células T de camundongo C57BL/6 foram isoladas de bacos
por selecdo negativa (Stem Cell Technologies 19851A) até >99% de pureza.
As células foram ativadas por 24 horas com o clone 145-2C11 anti-CD3
ligado a placa (BioLegend 100302) para regulacdo positiva de TIGIT.
200.000 células foram coradas a 4 °C por 30 minutos com uma titulacdo 3
vezes de 8 pontos (30 a 0,014 pug/mL) de cada anticorpo anti-TIGIT. Os
anticorpos anti-TIGIT foram detectados com anti-IgG humana policlonal de
cabra conjugado a PE (Jackson ImmunoResearch 109-116-098). As amostras
foram analisadas em um citometro de fluxo FACSCalibur. A mediana da
intensidade de fluorescéncia da populacdo de linfocitos com gate em

FSC/SSC foi determinada para cada anticorpo. A regressdo nao linear de
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dados transformados em Log(X) foi usada para gerar valores de EC50 no
GraphPad Prism 6. A Figura 4 mostra a titulagdo da ligacao e EC50 a ligacao
dos clones 13 e 25 anti-TIGIT as células T esplénicas ativadas de
camundongo.

Exemplo 4: Anticorpos anti-TIGIT bloqueiam a ligacdo do
ligante CD155 e CD112 a TIGIT expresso na superficie celular
[00403] Células HEK 293 foram modificadas para expressar
estavelmente altos niveis de TIGIT humano ou de camundongo por
transdugdo lentiviral. hCD155-Fc (Sino Biological 10109-HO2H), hCD112-Fc
(Sino Biological 10005-HO2H) e mCD155-Fc (Sino Biological 50259-M03H)
foram conjugados a AlexaFluor647 (ThermoFisher A30009). 200.000 células
293-hTIGIT ou 293-mTIGIT foram coincubadas com CDI155-Fc-
AlexaFluor647 1 pg/mL ou CDI112-Fc-AlexaFluor647 5 pg/mL e uma
titulacdo 2 vezes de 12 pontos (10 a 0,005 pg/mlL) de cada anticorpo anti-
TIGIT ou um anticorpo de isétipo controle. As amostras foram analisadas em
um citometro de fluxo CytoFLEX. A mediana da intensidade de fluorescéncia
da populacdo com gate em FSC/SSC foi determinada para cada concentragao
do anticorpo. O bloqueio percentual foi calculado em relacio a MFI no
controle sem anticorpo. A regressao nao linear de dados transformados em
Log(X) foi realizada no GraphPad Prism 6.
[00404] Como mostrado na Figura SA-B, seis clones do anticorpo anti-
TIGIT (clone 2, clone 5, clone 13, clone 17, clone 25 e clone 55) foram
testados e cinco dos seis clones (clone 2, clone 5, clone 13, clone 17 e clone
25) bloquearam significativamente a interacdo de CDI155 com TIGIT
expresso em células HEK 293 para CD155 humano/TIGIT humano e para
CDI155 de camundongo/TIGIT de camundongo. O clone 55 liga-se
especificamente a TIGIT humano, mas ndo compete com hCD155-Fc pela
ligacdo a hTIGIT-Fc no ensaio de competi¢ao com ligante em ForteBio Octet.

Do mesmo modo, o clone 55 ndo bloqueou eficientemente a interacdo de
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hCDI155 com a linhagem de células 293-hTIGIT. O clone 2, clone 5, clone
13, clone 17 e clone 25 foram também capazes de interromper a ligacdo de
CD112 humano a TIGIT humano. Como observado para CD155, o clone 55
foi muito menos eficaz no bloqueio da interacdo CDI112-TIGIT. Ver a
Figura 6.

Exemplo 5: Atividade in vitro de anticorpos anti-TIGIT em um
bioensaio de bloqueio TIGIT/CD155
[00405] A atividade de anticorpos anti-TIGIT pode ser distinguida
funcionalmente utilizando um bioensaio do bloqueio TIGIT/CD155 (p. ex.,
TIGIT/CD155 Blockade Bioassay Kit, Promega Corp., Madison, WI), no qual
a expressdo de um gene reporter € induzida ou refor¢cada quando um anticorpo
bloqueia a interagdo TIGIT/CD155. O bioensaio do bloqueio TIGIT/CD155
compreende dois tipos de células: uma célula efetora expressando TIGIT,
CD226 e um complexo TCR na superficie da célula e contendo um gene
reporter luciferase; e uma célula apresentadora de antigeno artificial que
expressa CD155 e um ativador de TCR na superficie celular. Nesse bioensaio,
a expressao de luciferase requer o envolvimento de TCR mais um sinal
coestimulador. A interacdo CDI55-TIGIT tem maior afinidade do que a
interacdo CD155-CD226, resultando em uma sinalizacdo inibidora final e
nenhuma expressdao de luciferase. O bloqueio da interacio CDI155-TIGIT
permite a coestimulagdo de CD155-CD226 impulsionando a expressao de
luciferase.
[00406] Células Jurkat efetoras, expressando TIGIT e CD226, foram
cocultivadas com células CHO-K1 apresentadoras de antigeno artificiais
(aAPCs) expressando um ativador de TCR e CDI155. As células Jurkat
efetoras contém um gene reporter luciferase direcionado pelo promotor de IL-
2. Na auséncia de anticorpos bloqueadores anti-TIGIT, o envolvimento
CDI155-TIGIT leva a coinibicdo das células T e nenhuma atividade do

promotor de IL-2. Quando da adi¢do de anticorpos anti-TIGIT, a interacdo
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CDI155-TIGIT ¢ interrompida permitindo que CD155 se associe com CD226
e enviem um sinal coestimulador e impulsionem a expressao de luciferase.
[00407] aAPCs foram espalhadas em placas com 96 pocos e deixadas
aderir durante a noite. No dia seguinte, 20 pg/mL de cada anticorpo anti-
TIGIT ou um anticorpo de isétipo controle e células Jurkat efetoras foram
adicionadas a placa. Apds 6 horas de incubacdo a 37 °C, as células foram
lisadas e o substrato luciferase foi adicionado. A atividade luciferase foi
quantificada em um leitor de placas. A atividade luciferase foi calculada como
o numero de vezes em relagdo ao sinal no controle sem anticorpo.
[00408] Como mostrado na Figura 7A-7B, 12 clones do anticorpo anti-
TIGIT demonstraram bloqueio funcional nesse bioensaio.

Exemplo 6: Atividade in vitro de anticorpos anti-TIGIT em um
bioensaio da combina¢do TIGIT/PD-1
[00409] A atividade sinérgica de anticorpos anti-TIGIT em
combinacdo com agentes anti-PD-1 (p. ex., anti-PD-1 anticorpos) pode ser
distinguida funcionalmente usando um bioensaio da combina¢do TIGIT/PD-1,
no qual a expressdo de um gene reporter é reforcada quando anticorpos
bloqueiam a interacdo TIGIT/CDI155 e a interagdo PD-1/PD-L1. O bioensaio
compreende dois tipos de células: uma célula efetora que expressa TIGIT,
CD226, PD-1 e um complexo TCR na superficie da célula e contendo um
gene reporter luciferase; e uma célula apresentadora de antigeno artificial que
expressa CD155, PD-L1 e um ativador de TCR na superficie celular. Nesse
bioensaio, a expressao de luciferase requer o envolvimento de TCR mais um
sinal coestimulador. A interacdo CD155-TIGIT tem maior afinidade do que a
interacdo CD155-CD226, resultando em sinalizacdo inibidora final e
nenhuma expressao de luciferase. Além disso, a ligacdo de PD-L1 a PD-1
inibe a expressao de luciferase. O bloqueio da interacdo CD155-TIGIT e da
interacdo PD-1/PD-L1 ameniza a inibicdo e permite a coestimulacdo de

CD155-CD226 impulsionando a expressdo de luciferase.
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[00410] Células Jurkat efetoras expressando PD-1, TIGIT e CD226
foram cocultivadas com células CHO-KI1 apresentadoras de antigeno
artificiais (aAPCs) expressando um ativador de TCR, PD-L1 e CD155. As
células Jurkat efetoras contém um gene reporter luciferase direcionado pelo
promotor de IL-2. Na auséncia de anticorpos bloqueadores anti-TIGIT, o
envolvimento de PD-L1-PD-1 e CD155-TIGIT leva a coinibi¢do das células T
e nenhuma atividade do promotor de IL-2. Quando da adi¢do de anticorpos
anti-PD-1 e anti-TIGIT, a interacio PD-L1-PD-1 é bloqueada, amenizando
um sinal coinibidor e a interagdo CD155-TIGIT € interrompida, permitindo
que CDI155 se associe com CD226 e enviem um sinal coestimulador e
impulsionem a produc¢io de luciferase.
[00411] aAPCs foram espalhadas em placas com 96 pocos e deixadas
aderir durante a noite. No dia seguinte, uma titulagcdo 2,5 vezes de 10 pontos
(100 a 0,03 pg/mlL) de cada anticorpo anti-TIGIT ou anticorpo anti-PD-1
(clone EH12.2H7, BioLegend, San Diego, CA) sozinhos ou de cada anticorpo
anti-TIGIT + anticorpo anti-PD-1 (propor¢do 1:1) e células Jurkat efetoras
foram adicionados a placa. Apds 6 horas de incubacdo a 37 °C, as células
foram lisadas e o substrato de luciferase foi adicionado. A atividade luciferase
foi quantificada em um leitor de placas. A atividade luciferase foi calculada
como o numero de vezes em relacdo ao sinal no controle sem anticorpo.
Como mostrado na Figura 8, nem anti-TIGIT nem anti-PD-1 sozinhos
levaram a ativac@o dramaética de células Jurkat, no entanto, a combinacao de
do clone 13 ou clone 25 anti-TIGIT com anti-PD-1 resultou em forte ativacao.
Exemplo 7: Atividade in vivo de anticorpos anti-TIGIT em um
modelo de tumor singénico CT26 em camundongos BALB/c
[00412] Tendo por base a afinidade por TIGIT murino, o clone 13 anti-
TIGIT foi escolhido para avaliacdio em um modelo de tumor singé€nico
murinho. IgG1 de camundongo e quimeras IgG2a de camundongo do clone

13 anti-TIGIT totalmente humano original foram geradas para experimentos
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in vivo a fim de abordar a pergunta se o is6tipo Fc tem efeito sobre a eficdcia
in vivo de anticorpos antagonistas contra TIGIT. In vitro, os anticorpos
quiméricos mostraram atividade semelhante ao anticorpo hlgG1 original em
relacdo a (1) a ligagdo a TIGIT humano, de camundongo e de macaco
Cynomolgus, (2) o bloqueio da ligacdo dos ligantes CD155 e CD112 ao
TIGIT expresso na superficie celular e (3) a atividade no bioensaio do
bloqueio CD155-TIGIT. Ver a Figura 9A-9H.

[00413] Camundongos BALB/c de 8 semanas de idade com peso
corporal médio de 19 g foram obtidos do Charles River Laboratories. Os
camundongos foram implantados por via subcutanea com 300.000 células
CT26 de carcinoma de célon no flanco lateral direito. Deixou-se que os
tumores progredissem até o volume tumoral do grupo fosse em média 72 mm?
(intervalo de 48-88 mm?®) no 7° dia apés a inoculag¢do do tumor. Os animais
foram alocados em 10 grupos de tratamento de n=10 por par combinado de tal
modo que o volume tumoral médio do grupo fosse semelhante entre todos os
grupos de tratamento. O comprimento e a largura do tumor foram medidos e o
volume tumoral foi calculado pela férmula: Volume (mm?®) = 0,5 *
Comprimento * Largura®, onde o comprimento é a dimensdo mais longa. O
clone 13 mIgG1 anti-TIGIT, o clone 13 mIgG2a anti-TIGIT e o clone RMP1-
14 anti-PD-1 (BioXCell) foram diluidos até a concentracdo adequada para
administracdo em PBS estéril. PBS estéril foi usado como o veiculo controle.
Anticorpos contra TIGIT foram administrados nas doses de 5 ou 20 mg/kg via
injecdo intraperitoneal, duas vezes semanalmente por 3 semanas (6 doses, no
total). O anticorpo anti-PD-1 foi administrado na dose de 5 mg/kg via injecao
intraperitoneal, duas vezes semanalmente por 2 semanas (4 doses, no total). A
administracdo iniciou no dia da alocacdo (Dia 1 do estudo). Medicdes do
volume tumoral e peso corporal foram coletadas duas vezes por semana até
que os camundongos atingissem um corte para volume tumoral de 2000 mm®.

Nenhum dos animais exibiu perda do peso corporal em relacdo ao peso antes
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da dose, indicando tolerabilidade excepcional de todos os agentes em teste.
[00414] Como mostrado na Figura 10A, o anti-mPD-1 sozinho ndo
teve qualquer efeito sobre a progressio do tumor. A quimera mlgGl anti-
TIGIT do clone 13 (*“13-17), que ndo envolve com efici€ncia receptores Fc-
gama ativadores, ndo mediou qualquer atividade antitumoral, quer como
agente Unico ou em combina¢do com anti-PD-1. Em contraste, a quimera
mlgG2a do clone 13 (“13-2”), que € capaz de ligar-se a receptores Fc-gama
ativadores, desacelerou a progressao do tumor (86,5% (5 mg/kg) ou 74,4%
(20 mg/kg) de inibi¢cdo do crescimento tumoral no Dia 18). Trés de dez
animais no grupo de 13-2, 5 mg/kg, como agente Uinico mostraram regressoes
tumorais completas que permaneceram estaveis até o final do estudo (Dia 46
do estudo). No grupo de 13-2, 20 mg/kg, como agente unico, dois de dez
animais mostraram regressoes tumorais parciais (definida como volume
tumoral <50% do volume inicial por trés medi¢des consecutivas). A Figura
10A mostra que a adi¢do do anti-PD-1 a quimera mIgG2a do clone 13 (13-2)
ndo aumentou a eficicia em relacdo a 13-2 isoladamente (Inibicdo do
crescimento tumoral no Dia 18 de 53,8% (anti-TIGIT 5 mg/kg + anti-PD-15
mg/kg) versus 86,5% (anti-TIGIT 5 mg/kg isoladamente) e 89,6% (anti-
TIGIT 20 mg/kg + anti-PD-15 mg/kg) versus 74,4% (anti-TIGIT 20 mg/kg
isoladamente). Numeros semelhantes de respondedores completos e parciais
foram observados nos grupos da combinacao. Ver, p. ex., Figura 10B-10K.
Exemplo 8: Otimizacdo de anticorpos e caracterizacdao de
anticorpos otimizados
[00415] Os clones 2, 13, 16 e 25 de anticorpos, resultantes da
verificagdo primaria, foram selecionados para maturagdo da afinidade
adicional. A otimizacdo de anticorpos foi realizada pela introducdo de
diversidades na regido varidvel da cadeia pesada. Dois ciclos de otimizagao
foram aplicados as linhagens acima. O primeiro ciclo compreendeu uma

abordagem para diversificagcio de CDRHI1 e CDRH2, enquanto no segundo
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ciclo, aplicou-se uma abordagem de mutagénese em CDRH3.
[00416] Abordagem de CDRHI1 e CDRH2: A CDRH3 de um unico
anticorpo foi recombinada com uma biblioteca pré-obtida com variantes de
CDRH1 e CDRH2 com uma diversidade de 1 x 108. Sele¢des foram entdo
realizadas com uma rodada de MACS e quatro rodadas de FACS como
descrito para a verificacdo de virgens.
[00417] Na primeira rodada de FACS, as bibliotecas foram separadas
pela ligacao a TIGIT monomérico 1 nM. A segunda rodada de FACS foi uma
rodada de deplecdo com PSR para reduzir a poliespecificidade. As duas
rodadas finais foram rodadas de selecao positiva usando o Fab ou IgG original
para pressdo por alta afinidade. A pressdo por Fab/IgG foi realizada como
segue: o antigeno foi incubado com dez vezes mais do parental Fab ou IgG
original, e entdo, incubado com as bibliotecas de leveduras. As selecdes
enriqueceram IgGs com afinidades melhores do que o Fab ou IgG original. A
reatividade cruzada entre as espécies foi verificada nas duas ultimas rodadas
de FACS.
[00418] Mutagénese em CDRH3: Geraram-se bibliotecas com
diversificacio de CDRH3 por posicdes distribuidas aleatoriamente em
CDRH3. As selecoes foram realizadas com uma rodada de MACS e trés
rodadas de FACS como descrito anteriormente. Selecdes por PSR negativo,
reatividade cruzada entre espécies, pressdo por afinidade e separacdo foram
realizadas visando obter uma populacdo com as caracteristicas desejadas.
Medic¢oes de Kp em MSD-SET
[00419] Medic¢oes da afinidade no equilibrio foram realizadas em geral
como descrito anteriormente (Estep et al., supra). Resumidamente, foram
realizadas titulagdes da solugdo no equilibrio (SET) em PBS + BSA livre de
IgG 0,1% (PBSF) com o mondmero TIGIT humano-His biotinilado mantido
constante a 50 pM que foram incubadas com dilui¢des em série de 3 a 5 vezes

do anticorpo, iniciando por volta de 5 nM. Os anticorpos (20 nM em PBS)
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foram revestidos sobre placas padrdo ligagdo MSD-ECL durante a noite a 4
°C ou a temperatura ambiente por 30 minutos. As placas foram entdo
bloqueadas com BSA 1% por 30 minutos com agitacdo a 700 rpm, seguido
por trés lavagens com tampao de lavagem (PBSF + Tween 20 0,05%). As
amostras SET foram aplicadas e incubadas nas placas por 150 segundos com
agitacdo a 700 rpm, seguido por uma lavagem. O antigeno capturado em uma
placa foi detectado com estreptavidina marcada com sulftotag 250 ng/mL em
PBSF por incubagdo na placa por 3 minutos. As placas foram lavadas trés
vezes com tampdo de lavagem e depois ligadas em um instrumento MSD
Sector Imager 2400 usando 1x Tampao T de leitura com tensoativo. A
porcentagem de antigeno livre foi tracada em func¢do de anticorpo titulado no
Prism e ajustada a uma equacgdo quadrética para extrair a Kp. Para melhorar o
rendimento, robds para o manuseio de liquidos foram utilizados durante os
experimentos MSD-SET, incluindo a preparacdo de amostras SET.

[00420] A ligacdo dos anticorpos otimizados a TIGIT humano com
etiqueta His, TIGIT cyno-Fc e TIGIT de camundongo-Fc foi medida usando o
sistema ForteBio como descrito acima. Os anticorpos otimizados foram
também testados quanto ao bloqueio de ligantes em um ensaio de competi¢ao
com o ligante CD155 e quanto a ligacdo a linhagens de células HEK-TIGIT
humano, HEK-TIGIT cyno, HEK-TIGIT de camundongo e células HEK
originais, como descrito acima.

[00421] Os dados sobre afinidade dados sobre ligacdo as células para

os anticorpos otimizados para afinidade sao mostrados na Tabela 2 abaixo.
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Tabela 2. Dados sobre afinidade e ligagcdo celular de anticorpos otimizados para afinidade

Ligacao celular a . s
célula HEK- {Jlgagao celular a ) Ligacao celular a
i ForteBio IgG Ko |ForteBio IgG Kb |ForteBio IgG Kp|MSD IgG Kb (M) TIGIT humano célula HEK-TIGIT |célula HEK-TIGIT de
Indice do clone| TIGIT humano-His| Cyno TIGIT-Fc | Murina TIGIT- | TIGIT humano- ., cyno (FOB, niimero de| camundongo (FOB,
(M) Monovalente M) Avid Fc (M) Avid His (L, DI ~d € vezes em relacdo ao | nimero de vezes em
vezes em relacio ~
fundo) relacao ao fundo)
ao fundo)

2 8,18E-09 1,34E-09 1,76E-09 NA 158 162 73

2C 5,18E-10 9,84E-10 3,92E-10 1,60E-11 193 224 100

13 2,63E-09 1,04E-09 3,41E-10 NA 212 224 119
13A 6,27E-10 1,12E-09 3,70E-10 2,50E-11 206 240 115
13B 6,10E-10 1,05E-09 3,30E-10 5,30E-12 201 235 102
13C 5,63E-10 1,07E-09 3,29E-10 8,60E-12 194 281 116
13D 5,71E-10 1,16E-09 3,64E-10 5,00E-12 190 245 116

16 2,52E-09 4,67E-09 9,07E-09 NA 192 27 19
16C 9,11E-10 4,25E-09 8,01E-10 6,30E-12 208 157 99
16D 5,96E-10 1,15E-09 2,63E-09 1,30E-11 199 241 63
16E 7,78E-10 1,36E-09 3,70E-09 1,10E-11 195 186 56

25 1,27E-09 1,50E-09 9,67E-10 NA 205 247 117
25A 1,10E-09 1,64E-09 8,23E-10 1,80E-11 207 238 119
25B 1,16E-09 1,40E-09 7,19E-10 2,20E-11 222 291 129
25C 6,97E-10 1,24E-09 4,94E-10 5,60E-12 216 286 124
25D 8,46E-10 1,18E-09 5,80E-10 2,70E-11 225 272 137
25E 8,51E-10 1,18E-09 5,66E-10 1,30E-11 204 252 116
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Exemplo 9: Mapeamento de epitopos

[00422] Os epitopos de dois dos anticorpos monoclonais aqui
revelados, Clone 13 e Clone 25, foram distinguidos por arranjo de peptideos.
Para reconstrucdo de epitopos da molécula alvo, uma biblioteca de mimicos
de epitopos com base em peptideos foi sintetizada usando sintese em fase
sOlida-Fmoc. Um suporte de polipropileno funcionalizado com amino foi
obtido por enxerto de uma formulac@o de polimero hidrofilico de propriedade
exclusiva, seguido por reacdo com t-butiloxicarbonil-hexametilenodiamina
(BocHMDA) usando  diciclohexilcarbodiimida (DCC) com  N-
hidroxibenzotriazol (HOBt) e clivagem subsequente dos grupos Boc com
acido trifluoroacético (TFA). A sintese padrio de Fmoc-peptideos foi
empregada para sintetizar peptideos no suporte sélido funcionalizado com
amino por estagoes de manuseio de liquidos JANUS modificadas sob medida
(Perkin Elmer).

[00423] A sintese de mimicos estruturais foi realizada utilizando a
tecnologia de propriedade exclusiva Chemically Linked Peptides on Scaffolds
(CLIPS) (Pepscan). A tecnologia CLIPS permite estruturar peptideos em alcas
Unicas, al¢as duplas, alcas triplas, dobramentos do tipo filha, dobramentos do
tipo hélice e combinagdes dos mesmos. Moldes CLIPS sdo acoplados a
residuos de cisteina. As cadeias laterais de multiplas cisteinas nos peptideos
sdo acopladas a um ou dois moldes CLIPS. Por exemplo, uma solugdo 0,5
mM do P2 CLIPS (2,6-bis(bromometil)piridina) é dissolvida em bicarbonato
de amonio (20 mM, pH 7,8)/acetonitrila (1:3(v/v)). Essa solu¢do é adicionada
aos arranjos de peptideos. O molde CLIPS se ligara as cadeias laterais de duas
cisteinas se presentes nos peptideos ligados a fase sélida dos arranjos de
peptideos (placa de 455 pocos com pogos de 3 uL). Os arranjos de peptideos
sdo gentilmente agitados na solu¢do por 30 a 60 minutos enquanto
completamente cobertos em solugcdo. Finalmente, os arranjos de peptideos sao

lavados extensamente com H,O em excesso e sonicados em tampdo de
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ruptura contendo SDS 1%/beta-mercaptoetanol 0,1% em PBS (pH 7,2) a 70
°C por 30 minutos, seguido por sonica¢do em H,O por outros 45 minutos. Os
T3 CLIPS carregando peptideos foram produzidos de maneira semelhante,
mas com trés cisteinas.

[00424] Conjuntos diferentes de peptideos foram sintetizados de
acordo com os desenhos seguintes. O Conjunto 1 compreendia um conjunto
de peptideos lineares com comprimento de 15 aminodcidos derivados da
sequéncia alvo de TIGIT humano com uma diferenca (offser) de um residuo.
O Conjunto 2 compreendia um conjunto de peptideos lineares do Conjunto 1,
mas com os residuos nas posi¢oes 10 e 11 substituidos por Ala. Quando uma
Ala nativa ocorria em qualquer uma das posi¢des, ela era substituida por Gly.
O Conjunto 3 compreendia um conjunto de peptideos lineares do Conjunto 1,
que continha residuos Cys. Nesse conjunto, as Cys nativas foram substituidas
por Cys-acetamidometila (“Cys-acm”). O Conjunto 4 compreendia um
conjunto de peptideos lineares com comprimento de 17 aminodcidos
derivados da sequéncia alvo de TIGIT humano com uma diferenca de um
residuo. Nas posicoes 1 e 17, estavam residuos Cys usados para criar mimicos
em alca por meio de mP2 CLIPS. Cys nativas foram substituidas por Cys-
acm. O Conjunto 6 compreendia um conjunto de peptideos lineares com
comprimento de 22 aminodcidos derivados da sequéncia alvo de TIGIT
humano com uma diferenca de um residuo. Residuos nas posicoes 11 e 12
foram substituidos pelo motivo “PG”, enquanto residuos Cys foram colocados
nas posicdes 1 e 22 para criar um mimico restrito com mP2. Residuos Cys
nativos foram substituidos por Cys-acm. O Conjunto 7 compreendia um
conjunto de peptideos lineares com comprimento de 27 aminoacidos. Nas
posicdes 1-11 e 17-27, estavam sequéncias peptidicas 11-mer derivadas da
sequéncia alvo e unidas através do linker “GGSGG” (SEQ ID NO: 309).
Foram feitas combinacdes com base nas informac¢des UniProt sobre pontes

dissulfeto para TIGIT humano. O Conjunto 8 compreendia um conjunto de
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peptideos combinatérios com comprimento de 33 aminodcidos. Nas posi¢cdes
2-16 e 18-32, estavam peptideos 15-mer derivados da sequéncia alvo de
TIGIT humano. Nas posi¢cdes 1, 17 e 33, estavam residuos Cys usados para
criar mimicos descontinuos por meio de T3 CLIPS.

[00425] A ligacdo do anticorpo a cada um dos peptideos sintetizados
foi testada por um ensaio ELISA com base em pepscan. Os arranjos de
peptideos foram incubados com a solu¢do do anticorpo primério (durante a
noite a 4 °C). Depois de lavados, os arranjos de peptideos foram incubados
com uma diluicdo 1/1000 de um conjugado de cabra anti-HRP humano
(Southern Biotech) por uma hora a 25 °C. Apds a lavagem, foram adicionados
o substrato da peroxidase, sulfonato de 2,2’-azino-di-3-etilbenzotiazolina
(ABTS) e 20 pL/mL de H,O, 3 por cento. Depois de uma hora, o
desenvolvimento de cor foi medido. O desenvolvimento de cor foi
quantificado com uma camera com dispositivo de carga acoplada (CCD) e um
sistema de processamento de imagens. Os valores obtidos pela camera CCD
variam de 0 a 3000 mAU, semelhantes a um leitor padrdao de ELISA em placa
com 96 po¢os.

[00426] Para verificar a qualidade dos peptideos sintetizados, um
conjunto separado de peptideos de controle positivo e negativo foi sintetizado
em paralelo. Esses eram os anticorpos comerciais rastreados 3C9 e 57.9
(Posthumus et al., J. Virol., 1990, 64:3304-3309).

[00427] Em relacdo ao Clone 13, quando testado sob condi¢des de alto
rigor, o Clone 13 ligou-se fracamente a mimicos de epitopos descontinuos. O
anticorpo foi também testado sob condi¢des de rigor moderado, foi observada
ligacdo detectavel do anticorpo. As maiores intensidades do sinal foram
registradas com mimicos de epitopos descontinuos contendo os trechos do
nicleo 6sICNADLGWHISPSFKG3, (SEQ ID NO: 258),
»ILQCHLSSTTAQVs:s (SEQ ID NO: 298), 10sCIYHTYPDGTYTGRI 2,
(SEQ ID NO: 299). Além disso, foi observada ligacio mais fraca com
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peptideos contendo o trecho peptidico spSFKDRVAPGPGq, (SEQ ID NO:
300). A ligagdo do anticorpo a mimicos de epitopos lineares e
conformacionais simples foi em geral menor e observada apenas para os
motivos 6sICNADLGWHISPSFKG3, (SEQ ID NO: 258),
1sCIYHTYPDGTYTGRI 2, (SEQ ID NO: 299) e s0SFKDRVAPGPGy, (SEQ
ID NO: 300).

[00428] Em relacdo ao Clone 25, quando testado sob condi¢des de alto
rigor, o Clone 25 ligou-se detectavelmente a peptideos de todos os conjuntos.
A ligacdo mais forte foi observada com mimicos de epitopos descontinuos.
Embora a ligacdo a peptideos contendo residuos dentro do trecho
ssICNADLGWHISPSFKg, (SEQ ID NO: 258) fosse também observada em
outros conjuntos, a ligacdo ao trecho peptidico seTTAQVTQs¢ (SEQ ID NO:
301) foi somente observada em combinacdo com ICNADLGWHISPSFKj,
(SEQ ID NO: 258). Além disso, foi também observada ligacdo mais fraca
com peptideos contendo o trecho peptidico spSFKDRVAPGPGLGLy3; (SEQ
ID NO: 300).

[00429] Com base nos resultados desse mapeamento de epitopos para o
Clone 13 e o Clone 25, o mapeamento fino dos epitopos do Clone 13 e do
Clone 25 foi realizado utilizando os métodos descritos acima, usando os
seguintes conjuntos de peptideos. O Conjunto 1 compreendia uma biblioteca
de mutantes de epitopos de residuo tnico baseados na sequéncia
CILQ2HLSSTTAQVTQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO: 302). os
residuos ADHIQRY (SEQ ID NO: 304) foram submetidos a substitui¢do. As
posicoes 1, 17, 19, 30 e 33 ndo foram substituidas. Residuos Cys nativos
foram substituidos por Cys-acm (indicado por “2” por toda parte). O Conjunto
2 compreendia uma biblioteca de mutantes Ala duplo moéveis derivados da
sequéncia CILQ2HLSSTTAQVTQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO:
302). AS posicoes 1, 17 e 33 nio foram substituidas. Residuos Cys nativos

foram substituidos por Cys-acm. O Conjunto 3 compreendia uma biblioteca
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de mutantes de epitopos de residuos tnicos com base na sequéncia
CKDRVAPGPGLGLTLQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO: 303). Os
residuos ADHIQRY (SEQ ID NO: 304) foram usados para a substitui¢cao. As
posicdes 1, 2, 17, 19, 30 e 33 ndo foram substituidas. O Conjunto 4
compreendia uma biblioteca de mutantes Ala duplo moéveis derivados da
sequéncia CKDRVAPGPGLGLTLQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO:
303). As posi¢des 1, 17 e 33 ndo foram substituidas.

[00430] O Clone 13 foi testado com quatro séries de mutantes de
epitopos descontinuos derivados dos peptideos
CILQ2HLSSTTAQVTQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO: 302) e
CKDRVAPGPGLGLTLQCI2ZNADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO: 303) sob
condi¢des de alto e moderado rigor. A andlise de dados indicou que, em todos
0s casos, as substituicdes de residuos g FKg, quer com residuos unicos ou com
Ala duplo prejudicou a ligacdo do Clone 13. MutacOes unicas de outros
residuos dentro de mimicos de epitopos descontinuos nio tiveram efeitos
drasticos sobre a ligacdo. Por outro lado, mutantes de epitopos de Ala duplo
exibiram um efeito mais pronunciado sobre a ligacio quando comparados
com a série de mutantes de residuos unicos dos mimicos descontinuos
correspondentes. Verificou-se também que as substituicdes de Ala duplo dos
residuos 51 TAQVTss (SEQ ID NO: 305) dentro de
CILQ2HLSSTTAQVTQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO: 302)
afetaram notavelmente a ligacao do Clone 13. As intensidades do sinal para o
Clone 13 com mimicos de epitopos derivados da sequéncia
CKDRVAPGPGLGLTLQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO: 303)
foram menores do que aquelas registradas com
CILQ2HLSSTTAQVTQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO: 302). Foi
ainda verificado que, além de 5, FKs,, substitui¢cdes de Ala duplo de 7.4GWHI7;
(SEQ ID NO: 306) reduziram notavelmente a ligacio do Clone 13. Além
disso, mutacdes de Ala duplo dentro do trecho s;PGPGLGLys; (SEQ ID NO:
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307) enfraqueceu um pouco a ligagdo.

[00431] O Clone 25 foi testado em quatro séries de mutantes de
epitopos descontinuos derivados dos peptideos
CILQ2HLSSTTAQVTQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO: 302) e
CKDRVAPGPGLGLTLQCI2ZNADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO: 303) sob
condicdes de alto e moderado rigor. A andlise de dados coletados de
conjuntos individuais de mutantes de epitopos indicou que substituicdes
unicas e duplas de residuos s FKs, afetou drasticamente a ligacdo.
Substituicdes de um tnico residuo por outros outro residuos dentro de
CILQ2HLSSTTAQVTQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO: 302) e
CKDRVAPGPGLGLTLQCI2ZNADLGWHISPSFKC (SEQ ID NO: 303) nao
causaram uma diminuicdo notavel em intensidades do sinal. Diversos
mutantes de Ala duplo moével exibiram efeitos mais pronunciados na ligacao
do Clone 25 ao mimico. Além de g FKjs, substituicdes de Ala duplo dos
residuos 52AQs3 e P79 também afetou levemente a ligacdo do anticorpo a
mimico do epitopo CILQ2HLSSTTAQVTQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ
ID NO: 302). A andlise da ligacdao do Clone 25 a série de mutante Ala duplo
derivado de CKDRVAPGPGLGLTLQCI2NADLGWHISPSFKC (SEQ ID
NO: 303) confirmou mais uma vez a importincia de g;FKs,, mas também
indicou que substituicdes de Ala duplo dos residuos 73LGW75 € g2 KDRV Agg
(SEQ ID NO: 308) afetaram moderadamente a ligacao.

[00432] Em suma, para os anticorpos monoclonais Clone 13 e Clone
25, verificou-se que os residuos g FKg> eram fundamentais para a ligacao de
ambos os anticorpos a mimicos do epitopo de TIGIT. Em relacdo ao Clone
13, verificou-se também que os residuos 5;TAQVTss (SEQ ID NO: 305),
74GWHI7; (SEQ ID NO: 306) e s7PGPGLGLy3; (SEQ ID NO: 307) contribuem
para a ligacdo. Em relacdo ao Clone 25, foi verificado também que os
residuos 5p0AQs3, 3LGW7s, P79 e, 2 KDRVAgs (SEQ ID NO: 308) contribuem

para a ligacdo.
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Exemplo 10: Anticorpos anti-TIGIT com cadeia principal
alterada
[00433] A fim de melhorar potencialmente a geracdo atual de
anticorpos anti-TIGIT, um anticorpo anti-TIGIT afucosilado e uma versdo
mutada com Fc de um anticorpo anti-TIGIT com func¢do efetora reduzida
(IgGl1 LALA-PG) foram desenvolvidos. Prevé-se que os anticorpos
afucosilado e LALA-PG ainda bloqueardo as interacdes de CD155 e CD112
com TIGIT. Sem a intencdo de ficar preso a qualquer teoria em particular, foi
levantada a hipétese de que um anticorpo anti-TIGIT afucosilado pode ligar-
se diretamente a Tregs infiltrados no tumor e levar a maior ADCC e/ou
ADCP mediadas por FC e, no final, suscitar uma resposta imune antitumoral
maior ou, alternativamente, que a fun¢do efetora poderia levar a deplecao de
células T efetoras, assim, um anticorpo efetor nulo pode permitir a
conservacao de células T CD8 ativadas.

DNA e geracgdo de vetor (Genewiz):
[00434] Sequéncias de dominios varidveis e constantes de anticorpos
sdo sintetizados usando PCR sem molde. A sequéncia virtual do gene ¢é
convertida em sequéncias de oligonucleotideos utilizando a ferramenta de
bioinformdtica de Genewiz. Oligonucleotideos sdo sintetizados, agrupados e
amplificados por meio de PCR. O amplicon inteiro, resultante da reagdo PCR,
¢ clonado no vetor e o produto € entdo transformado em E. coli e colonias
unicas sdo isoladas. As colOnias sdo cultivadas durante a noite em meio
liquido e DNA plasmidial isolado, purificado e sua sequéncia € verificada
pelo sequenciamento de Sanger. Cadeias leves e cadeias pesadas sdo clonadas
em vetores pcDNA3 4.

Expressao de anticorpos (Seattle Genetics):
[00435] Em proporcao 1:1, vetores de cadeia pesada e cadeia leve de
anticorpos sdo diluidos no meio ThermoFisher OptiPRO SFM com o reagente

de transfeccao ExpiFectamine CHO. O DNA/reagente de transfeccdo € entdo
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adicionado a uma cultura ExpiCHO e meio ThermoFisher ExpiCHO
Expression e cultivados por nove dias com refor¢cador ExpiCHO adicionado
no dia um e alimentacdes de ExpiCHO adicionadas nos dias um e dois. Para
produzir anticorpos com fucosilacio do nicleo reduzida no glicano N297
(anticorpos afucosilados), o andlogo da fucose 2-fluorofucose € adicionado a
cultura ExpiCHO no dia anterior e no dia da transfec¢do. A cultura é coletada
por centrifugacdo e filtracdo em 0,2 um.

Purificacdo de anticorpos (Seattle Genetics):
[00436] Usam-se colunas GE HiTrap mAb Select SuRe para a
purificagdo de cada IgG. Antes da eluicdo, a resina € lavada com 5CV de
PBS+Triton 0,1%, SCV de PBS+NaCl 0,5M e 7,5CV de PBS. A IgG € eluida
com tampao de acido acético 25 mM, pH3. A amostra tem o tampao trocado
para PBS usando colunas 26/60 HiPrep Desalt. A amostra é entrada
esterilizada com filtracio antes de ser coletada para a caracterizacdo. A
caracterizacao inclui concentracdo A280, aSEC HPLC, aHIC HPLC e PLRP-
MS glicosilada reduzida e desglicosilada (QToF).

Exemplo 11: Caracterizacdo de anticorpos com cadeia
principal alterada
[00437] In vivo, mondcitos, macroéfagos, neutréfilos, células
dendriticas e células NK podem mediar ADCP (fagocitose mediada por
células dependente de anticorpo) e ADCC (citotoxicidade mediada por célula
dependente de anticorpo via FcyRI, FcyRIla, FcyRI e FcyRlIlla). Embora
todos os trés receptores possam participar em ADCP, acredita-se que
FcyRIlla seja o receptor Fcy predominante envolvido em ADCC. A
afucosilacdo de anticorpos IgG; resulta em ligagdo com maior afinidade ao
FcyRIlIla e b e pode aumentar, assim, a atividade ADCC e ADCP.
[00438] Utilizou-se interferometria de bicamada (BLI) para avaliar a
cinética de ligacao de FcyRIIla 158V humano a vérios anticorpos anti-TIGIT

a fim de entender os efeitos de anticorpos afucosilados e das mutagdes
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LALA-PG a 30 °C. Uma proteina de fusdo N-hidroxissuccinimida (NHS)-
éster de FcyRIIla 158V humano biotinilado-mono Fc N297A (expressa na
Seattle Genetics) foi carregada em biossensores de estreptavidina de alta
precisdo (Pall ForteBio) a 3 pg/mL por 300 segundos, apds uma verificagio
do sensor por 300 segundos. Depois de um basal de 200 segundos, anticorpos
anti-TIGIT titulados foram associados por 50 segundos e dissociados por 200
segundos. Antes da andlise, as referéncias foram subtraidas em cada ensaio.
Os dados foram corrigidos com um alinhamento do eixo Y no inicio da
associacdo, uma correcao da dissociacdo entre etapas e filtragem de Savitzky-
Golay. Um modelo 1:1 do modelo de ajuste global isotérmico de Langmuir
foi usado para ajuste das curvas.

[00439] Dados representativos sdo mostrados na Figura 10. Os
sensogramas para as variantes hlgGl de TIGIT foram semelhantes aqueles
que haviam sido observados para ligacao de hFcyRIIla por BLI: IgG1 do tipo
selvagem no intervalo 100-200 nM e IgG1 afucosilado cerca de 10-20 nM
devido a um aumento de 10 vezes na ko, causado por uma entalpia aumentada
ou interacoes aumentadas entre hFcyRIIla e hlgGl. hIgGl LALA-PG ndo
exibiu ligacdo quantificavel, mesmo na concentragdo mais alta de 5000 nM.
Os resultados sdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 3. Andlise de ajuste global da ligacdo de anticorpos anti-TIGIT a
FcyRIlla 158V humano por BLI usando um modelo isotérmico 1:1 de

Langmuir

Ab

Kp (M)

kon (1/Ms)

Kofr (1/s)

RMax

Req/ Rmax
(%)

Total X2

Total R*2

Clonel3C higG1
anti-TIGIT

2,53E-07

1,46E+05

3,71E-02

0,57

89-67

0,18

0,9931

Clonel3 hlgGl anti-
TIGIT

3,7E-07

1,29E+05

4,80E-02

0,47

84-5

0,16

0,9900

Clonel3 hlgGl
afucosilado anti-
TIGIT

1,35E-08

7,31E+05

9,85E-03

0,62

88-6

0,024

0,9993

Clonel3 hlgGl
LALA-PG anti-
TIGIT

NB*

*NB (sem ligacdo). Nenhuma ligacdo observavel de hFcyRIlla 158V ao Clonel3 higGl LALA-PG
anti-TIGIT em concentracdes de 20 uM
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[00440] Para avaliar o impacto da modificacdao por Fc de anticorpos
anti-TIGIT sobre a atividade antitumoral, foram produzidos anticorpos
quiméricos compostos por CDRs humanas e cadeia principal (backbone) de
IgG2a murina em versdes do tipo selvagem ou com as modificacdes de
afucosilado ou LALA-PG. A afucosilagdo de anticorpos IgG2a murinos €
semelhante a producdo da cadeia principal de IgG1l humana afucosilada e
resulta em ligacdo aumentada ao FcyRIV murino, o receptor cognato ao
FcyRIV humano. Para avaliar a extensdo da ligacdo alterada ao FcyRIV, a
afinidade do anticorpo pelo FcyRIV expresso em células CHO foi
determinada por FACS por meio de FITC de anti-IgG de camundongo. Como
mostrado na Figura 12, o clone 13 mlgG2a ndo fucosilado ligou-se em
medida significativamente maior a ambas a cadeia principal do tipo selvagem
ou modificada LALA-PG. O clone 13 mlgG2a afucosilado ligou-se com uma
afinidade de Kp 2,37 nM quando comparado ao clone 13 mlIgG2a do tipo
selvagem, que se ligou com Kp de 33.4.

Exemplo 12: Expressdao de TIGIT em subconjuntos de células
T em células T de doadores sadios
[00441] A expressdo de TIGIT em subconjuntos de células T em
doadores sadios foi avaliada por citometria de fluxo. PBMC congeladas de 12
doadores sadios foram adquiridas da Astarte Biologics (Bothell, Washington)
e Folio Conversant (Huntsville, Alabama). As idades dos doadores variavam
de 21 a 74 com idade mediana de 48 anos. As células foram coradas com um
corante de viabilidade e os seguintes anticorpos anti-humanos apds bloqueio
de receptores Fc: CD3, CD96, CD226, CCR7, CD25, CDI127, CD45RA,
CD8, CD4, CD226, CD155 (Biolegend) e TIGIT (eBioscience). As células
coradas foram entdo analisadas em um citometro de fluxo Attune Nxt (Life
Technologies). Subconjuntos de Treg foram definidos pela expressao
adequada de CD4, CD25 e CDI127 (CD4*CD25*CD127%). Suconjuntos de
células CD4* e CD8* efetoras de memoria (Tgy; CD45RACCRT),
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CD45RA+ efetoras de memoria (Tgvra; CD45RA*CCR77), de memoria
central (Tcy: CD45RA'CCR7Y) e virgens (Tn, CD45SRATCCR7*) foram
definidos de acordo com a expressdo de CD45RA e CCR7. Como mostrado
na Figura 3, a expressdo de TIGIT € maior em Tregs, enquanto a expressdao do
receptor CD226 ativador € menor em subconjuntos de células T CD8 de
memoria e virgens € mostra niveis semelhantes aos suconjuntos de células T
CD4 virgens. A expressdao de CD155 € praticamente ausente entre células T,
mas foi vista em células apresentadoras de antigeno.

Exemplo 13: Clone 13 do anticorpo anti-TIGIT impulsiona a
deplecao de Tregs
[00442] Para avaliar o efeito de anticorpos anti-TIGIT sobre o nimero
absoluto de Tregs e de outros subconjuntos de células T em PBMC normais,
PBMCs de doador sadio de um doador expressando os alelos V/F do receptor
FcyRIII (Astarte Biologics) foram isoladas. As células foram cultivadas na
presenca das versoes do tipo selvagem, LALA-PG ou afucosilada do clone 13
do anticorpo anti-TIGIT ou uma IgG1 humana de isétipo controle (Biolegend)
em varias concentragdes. PBMCs crioconservadas (Astarte Biologics) foram
incubadas em RPMI 1640 com FBS 10% em uma placa de fundo redondo
com 96 pocos a 37 °C. 2,5x10° PBMC foram plaqueadas por poco em trés
réplicas por poco com uma titulacdo de anticorpos anti-TIGIT ou controle.
Depois de 24 horas, as células foram lavadas, o bloqueio do receptor Fc foi
realizado e as células foram coradas com um corante de viabilidade e os
seguintes anticorpos anti-humano: CD3, CD4, CDS8, CD25, CDI127 e
CD45RA (Biolegend). As células coradas foram analisadas em um citdmetro
de fluxo Attune NxT e subconjuntos de células T foram distinguidos como
descrito acima. Como mostrado na Figura 14, Tregs eram 73% positivas para
TIGIT no inicio do ensaio. Depois de 24 horas em cultura, a versdao do tipo
selvagem do anticorpo clone 13 IgG1 (circulo preenchido de preto) provocou

uma diminuicdo dose- dependente em Tregs TIGIT-positivas, com a deplecao
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maxima ocorrida a 1 pg/mL. A versdo afucosilada do clone 13 (quadrado
preenchido de preto) conferiu maior atividade com a deplecdo méxima de
Treg ocorrida a 200 pg/mL. A versaio LALA-PG do clone 13 (triangulo
preenchido de preto) e a IgG1 humana de is6tipo controle (tridngulo invertido
cinza) ndo mostraram atividade evidente nesse ensaio.

[00443] Além de avaliar as versdes do tipo selvagem, afucosilada e
LALA-PG do anticorpo clone 13 anti-TIGIT, uma versdo foi preparada
compreendendo uma regido constante de IgGl com as mutacdes
S293D/A330L/1332E (“DLE”) que, segundo relatado, reforcam a afinidade
por receptores Fcy. Ver Lazar, 2006, PNAS 103: 4005-4010. A versao do tipo
selvagem, afucosilada, LALA-PG e DLE do clone 13 foram avaliadas quanto
a deplecdo de Tregs substancialmente como descrito acima em PBMCs de
doador sadio de um doador expressando os alelos V/V de alta afinidade do
receptor FcyRIII.

[00444] Como mostrado na Figura 35, o anticorpo clone 13 IgG1 do
tipo selvagem (triangulos) depletou Tregs com IC50 de ~ 0,024 pg/ml,
enquanto ambos os anticorpos, o clone 13 IgG1 DLE (quadrados) e o clone 13
IgGlafucosilado (circulos) depletaram Tregs com poténcia muito maior, com
IC50s de 0,0006 pg/mL e 0,0005 pg/mL, respectivamente (Na Figura 35, os
dados da IgG1 do tipo selvagem sdo de um experimento anterior usando
PBMCs do mesmo doador).

[00445] Outro anticorpo anti-TIGIT, HS5/L4 IgGl (ver WO
2016/028656 Al), foi também testado quanto a sua capacidade para depletar
Tregs de PBMCs de doador sadio de um doador expressando os alelos V/V de
alta afinidade do receptor FcyRIII. Como mostrado na Figura 36, o anticorpo
clone 13 IgG1 afucosilado foi o mais potente em induzir a deplecdo de Tregs,
enquanto os dois anticorpos IgG1 do tipo selvagem mostraram poténcias e
curvas de deplecdo muito semelhantes (Na Figura 36, os dados do clone 13

IgG1 do tipo selvagem s3o de um experimento anterior usando PBMCs do
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mesmo doador).

Exemplo 14: Avaliacdo da deplecdo de Tregs em uma
cocultura de NK/Treg alogénica
[00446] Para examinar a potencial citotoxicidade mediada por célula
dependente de anticorpo (ADCC) em uma cocultura de células Treg/NK,
células T CD4*CD25" humanas crioconservadas (Stem Cell Technologies)
foram descongeladas e estimuladas com particulas CD3/CD28 MACS iBead
(Miltenyi Biotec) em propor¢do 1:2 de esfera:célula em meio RPMI e FBS
10% suplementado com IL-2 humana recombinante 20 ng/mL (R&D
systems) por 3 dias para aumentar a expressao de TIGIT. Depois de 3 dias, as
células Treg foram avaliadas quanto a expressdo de TIGIT na superficie
celular por citometria de fluxo e verificou-se que eram ~40% positivas. As
células Treg foram entdo lavadas e marcadas com CFSE (Life Technologies)
para distingui-las de células NK apods a cocultura. Naquele mesmo dia,
células NK humanas purificadas (Astarte Biologics) foram descongeladas e
pré-ativadas por 2 horas na presenca de IL-2 200 ng/mL. Uma cocultura de
células NK cells e Treg em propor¢ao 2,5:1 de NK:Treg foi estabelecida em
uma placa de 96 pocos na presenca de IL-2 100 ng/mL em RPMI 1640 com
FBS 10%. As células foram incubadas a 37 °C com as versdes do tipo
selvagem, LALA-PG ou afucosilada do clone 13 de anticorpo anti-TIGIT ou
uma IgG1 humana de isétipo controle (Biolegend) em trés réplicas por pogo,
ou um anticorpo anti-OKT9 afucosilado, que serviu como controle positivo.
Depois de 24 horas, as células foram lavadas, coradas com um corante de
viabilidade e analisadas por FACS em um citometro de fluxo Attune Nxt.
Tregs foram identificadas e enumeradas de acordo com o corante de
viabilidade e colora¢do CFSE.
[00447] Os resultados sao mostrados na Figura 15. Os niveis de Treg
cairam pelo tratamento com o clone 13 IgGl do tipo selvagem (circulos

pretos), demonstrando que a deplecdo pode ser, em parte, decorrente de
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ADCC direta mediada por NK. A capacidade do clone 13 IgGl do tipo
selvagem para depletar células T pareceu méxima a 1 pg/mL de tratamento. A
propor¢do da deplecao de Treg foi mais substancial com a versdo afucosilada
do clone 13 IgG1 (quadrados pretos), com atividade maxima aparecendo a 40
ng/mL. A versdao LALA-PG efetora nula do clone 13 IgG1 (tridngulos pretos)
e a IgGl humana de isétipo controle (tridngulos cinzas invertidos) nao
mostraram efeito evidente em nimeros de Treg, enquanto o anticorpo SEA
contra OKT19 de controle positivo (circulos claros) mostraram a deplecao
maior. Os resultados sdo compativeis com os dados sobre a expressdo de

TIGIT (Figura 4) que mostraram que Tregs expressaram niveis elevados de

TIGIT.

Exemplo 15: Anticorpo anti-TIGIT induz producdo de
citocinas
[00448] Além da ligacdo com maior afinidade a FcyRIlla em células

NK e impulsionar ADCC, os anticorpos afucosilados também se ligam com
maior afinidade a FcyRlIlla e FcyRIIIb em células apresentadoras de antigeno
e neutréfilos e podem reforcar ADCP e a ativacdo de células apresentadoras
de antigeno.

[00449] Para investigar o impacto do anticorpo anti-TIGIT e variantes
Fc em células apresentadoras de antigeno, PBMCs foram isoladas como
segue. O sangue de 3 doadores humanos unicos foi coletado em tubos
heparinizados e, dentro de aproximaamente quatro horas da coleta, dividido
em aliquotas em tubos conicos de 50 mL (Falcon) e centrifugados a 200 g em
um Eppendorf 5810R (rotor A-4-62) por 20 minutos a 25 °C sem freios, a fim
de separar a fracdo rica em plaquetas. Apos a centrifugacdo, trés camadas
distintas formaram-se: camada inferior, eritrocitos (responsdvel por 50-80%
do volume total); camada do meio, faixa muito fina de leucécitos (também
chamada “buffy coat” [papa leucocitdria]); camada superior, plasma rico em

plaquetas de cor palha (PRP). A camada superior na cor palha, que é
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enriquecida com plaquetas, foi removida com uma pipeta de 1 mL e
descartada. Uma vez removido plasma rico em plaquetas as demais fracdes
foram diluidas com volumes iguais de PBS estéril (Gibco). 15 mL de
Histopaque-1077 (Sigma) aquecido até a temperatura ambiente foi espalhado
em uma camada inferior abaixo das fracOes diluidas. As amostras foram
centrifugadas a 1500 rpm por 25 minutos a 25 °C sem freios. Apds a
centrifugacdo, trés camadas formaram-se novamente: camada inferior,
eritrocitos (responsavel por 50-80% do volume total); camada do meio, faixa
espessa de leucdcitos; camada superior, PBS e plaquetas restantes. A camada
de PBS/plaqueta foi removida com uma pipeta de 1 mL e descartada. A faixa
espessa de leucdcitos foi gentilmente removida e colocada em um tubo conico
estéril limpo de 50 mL. Os tubos foram cheios até 50 mL e as células
centrifugadas a 800 g por 10 minutos. A solu¢do de lavagem foi removida e
os pellets foram ressuspensos em 10 mL de tampao de lise ACK red blood
(Gibco) por dez minutos. 35 mL de PBS estéril foram adicionados e as c€lulas
centrifugadas a 800 g por 10 minutos. A solucdo de lavagem foi removida e o
pellet ressuspenso em 50 mL de PBS. 500 pL. de amostra foram removidos e
as PBMC foram contadas com um Vi-cell-XR (Beckman Coulter). As células
foram centrifugadas mais uma vez a 800 g por dez minutos.

[00450] As células foram ressuspensas a 1 milhdo de células/mL em
DMEM completo contendo FBS 10% inativado pelo calor (Atlantica
Biologics) e 1X penicilina/strepA e 1X glutamina e espalhadas a 100.000
células/poco em uma placa com 96 pocos. PBMCs foram expostas a
concentragdes crescentes (10; 1,0; 0,1; 0,01; 0,001; 0.0001 ou O pg/mL) do
clone 13 IgG1 do tipo selvagem, do clone 13 IgG1 afucosilado ou do clone 13
IgG1l LALA-PG por 24 horas. Os sobrenadantes da cultura de tecido foram
coletados e processados para producdo de citocinas usando um Luminex
multiplex (Millipore) de acordo com as instru¢des do fabricante.

[00451] Os resultados sdo mostrados na Figura 16. O tratamento de
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PBMCs com o anticorpo clone 13 IgG1 do tipo selvagem (quadrados pretos) e
o anticorpo clone 13 IgG1 afucosilado (losangos pretos) resultou na produgao
de citocinas inflamatdrias, incluindo aquelas associadas com ativacdo de
mondcitos/macréfagos tais como MCP1, IL-8 e MIPla. A exposi¢do das
células ao clone 13 IgGl afucosilado provocou uma resposta mais forte
citocinas, enquanto a forma LALA-PG Fc eftora nula resultou em produgao
muito minima de citocinas.

Exemplo 16: Anticorpo anti-TIGIT induz ativacdo de
marcadores em APCs
[00452] Para avaliar o efeito de anticorpo anti-TIGIT em células
apresentadoras de antigeno presentes nas PBMCs, a expressdao de moléculas
coestimuladoras foi avaliada nos pellets celulares restantes da andlise de
citocinas descrita acima. Os pellets celulares foram ressuspensos em 50 mL
de tampdao BD FACS e transferidos para placas de microtitulacdo de fundo
redondo com 96 pocos. Os receptores Fc foram bloqueados com fragmentos
de Fc humano 100 pg/mL (Millipore) por 30 minutos em gelo. Uma mistura
master composta por anticorpo anti-CD14 (BD), anticorpo anti-CD86 (BD) e
anticorpo anti-MHCII (pan anti-DR, DP, DQ antibody, BD), diluidos al:100,
foi preparada em tampao BD FACS contendo fragmentos de Fc humano 100
mg/mL. Cinco pL. da mistura méster foram adicinados a cada po¢o contendo
90 pL de células ressuspensas e as amostras foram incubadas por uma hora
em gelo. As células foram entdo centrifugadas a 400 g em uma centrifuga
Eppendorf 5810R pré-aquecida por cinco minutos. Os sobrenadantes foram
removidos e as células lavadas com 200 pL. de tampao BD FACS. As células
foram lavadas duas vezes e entdo ressuspensas em 200 pL. de tampao FACS.
As amostras foram coletadas em um citdmetro de fluxo LSRII (BD
Biosciences) com o software DIVA (BD biosciences). A média da intensidade
de fluorescéncia (MFI) e CD86 ¢ MHCII em mondcitos/macréfagos CD14+

fo1 analisada com o software FlowJo.
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[00453] Os resultados desse experimento sdo mostrados na Figura 17.
O tratamento de mondcitos/macréfagos CD14+ com o clone clone 13 IgG1 do
tipo selvagem ou com o clone 13 IgG1 afucosilado do anticorpo anti-TIGIT
resultou na regulacdo positiva dos marcadores de ativacdo CD86 (painel a
esquerda) e MHCII (painel a direita), indicando maturacdo de células
apresentadoras de antigeno. O tratamento com o clone 13 IgG1 LALA-PG
nao aumentou a expressao de CD86 ou MHCII por células CD14".

Exemplo 17: Avaliacdo in vivo de anticorpos anti-TIGIT com
afinidade diferenciada por Fc em modelos de tumor singénico
[00454] A efic4cia antitumoral do anticorpo anti-TIGIT afucosilado
versus o anticorpo anti-TIGIT de funcdo efetora nula compreendendo a
mutacdo LALA-PG foi investigada. Esse experimento foi delineado para
determinar se a fun¢do efetora do anticorpo anti-TIGIT (refor¢cada na versao
afucosilada e abolida na versao LALA-PGQG) esta envolvida no mecanismo de
acdo antitumoral. Foram geradas versdes murinas do clone 13 do anticorpo
anti-TIGIT com trés dominios Fc diferentes: 1) mIgG2a do tipo selvagem; 2)
mlgG2a afucosilado; 3) mlgG2a LALA-PG (fun¢do efetora reduzida). Os
anticorpos foram avaliados nos modelos de tumor singénico CT26 (c6lon),
A20 (linfoma de células B) e MC38 (c6lon), with seis camundongos por
grupo de anticorpo por modelo de tumor. Cada anticorpo foi administrado por
via intraperitoneal (i.p.) a uma dose de 5 mg/kg fornecida a cada trés dias,
totalizando seis doses, assim que os tumores atingiam 100 mm?’. O
comprimento e largura subcutineos do tumor foram medidos com um
paquimetro digital e o volume tumoral foi calculado usando a férmula V= (L
x W?)/2.
[00455] Os resultados desse experimento sdo mostrados na Figura 18.
Cada linha representa a mediana do volume tumoral (mm?®) (N=6 por grupo).
A Figura 18A mostra que o tratamento do modelo A20 (modelo de linfoma

singénico) com os anticorpos anti-TIGIT clone 13 mlIgG2a afucosilado, clone
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13 mIgG2a do tipo selvagem e clone 13 mlgG2a LALA-PG resultou em 4/6,
2/6 e 0/6 respostas completas, respectivamente. A Figura 18B mostra que o
tratamento do modelo CT26WT (carcinoma de cdélon murino) com o0S
anticorpos anti-TIGIT clone 13 mlIgG2a afucosilado, clone 13 mlgG2a do
tipo selvagem e clone 13 mlIgG2a LALA-PG resultou em 4/6, 3/6 ¢ 0/6
respostas completas, respectivamente. A Figura 18C mostra que o tratamento
do modelo MC38 (carcinoma de c6lon murino) com os anticorpos anti-TIGIT
clone 13 mlIgG2a afucosilado, clone 13 mlIgG2a do tipo selvagem e clone 13
mlgG2a LALA-PG resultou em 1/6, 1/6 e 0/6 respostas completas,
respectivamente.
[00456] A dicotomia nas respostas induzidas nos diferentes modelos
singénicos € interessante a luz de seus perfis imunes diferenciais relatados. Os
modelos dos tumores CT26 e A20 sdo relatados como mais altamente
infiltrados por células NK e T, enquanto o modelo MC38 € conhecido por ser
mais infiltrado por células supressoras de origem mieloide (Mosely, et al.,
2017, Canc. Immunol. Res. 5(1): 29-41). A atividade aumentada dos
anticorpos anti-TIGIT nos modelos dos tumores A20 e CT26 respalda a
atividade moduladora de células T desses anticorpos e sugere que células T
infiltradas podem servir como um biomarcador preditivo positivo para essa
terapia. Coletivamente, esses dados demonstram que a atividade antitumoral
in vivo de anticorpos anti-TIGIT murinos é dependente da funcio efetora de
Fc e que a IgG2a afucosilada reforcou a eficidcia quando comparada ao tipo
selvagem.

Exemplo 18: Atividade combinatodria de anticorpos anti-TIGIT
[00457] TIGIT € expresso ndo s6 em células T, mas também em
células NK e apresentadoras de antigeno. Dado a expressdo pleotrépica, a
funcdo de TIGIT pode potencialmente impulsionar atividade multifatorial e os
anticorpos anti-TIGIT podem ter impacto sobre multiplas func¢des celulares,

incluindo, por exemplo, atividade ADCC de células NK, ativagdo de células T
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e respostas 6timas de memoria antigénica. Além da atividade de agente tnico,
os anticorpos anti-TIGIT podem amplificar a atividade de células T, NK ou
células apresentadoras de antigeno em combinacdo com outro agentes
terapéuticos. TIGIT e CD226 sdo expressos em células NK e a expressao de
TIGIT pode ndo sé inibir ativamente a atividade 6tima e o potencial para
ADCC de células NK, mas pode também impedir a ativagdo mediada por
CD226. O bloqueio de TIGIT pode, portanto, amplificar ADCC mediada por
NK de agentes direcionados de humana IgGl e agentes terapéuticos
direcionados para ADCC podem mostrar atividade reforcada quando
combinados com anticorpos anti-TIGIT.

[00458] Para investigar essa possibilidade, a linhagem celular de
carcinoma pulmonar de nao pequenas células, A549, foi radiomarcada com
Na,[’!Cr]O4 (100 uCi adicionados as células), lavada e misturada com
titulacoes de cetuximabe isoladamente, ou cetuximabe combinado com
anticorpo anti-TIGIT clone 13 hIgG1 do tipo selvagem 10 pg/mL. Um isétipo
controle a 10 pg/mL foi igualmente incluido no experimento. Células efetoras
foram isoladas de PBMC crioconservadas de doador normal utilizando o kit
EasySep Human NK Cell Enrichment (Stem Cell Technologies). As células
do doador eram do gendtipo FcyRIIla 158 V/V. Células efetoras foram
adicionadas em propor¢do 10:1 de efetora para célula alvo (50.000:5000).
ApOs 4 horas de incubacgdo, a radioatividade liberada no sobrenadante da
cultura foi medida e o percentual de lise de células especificas foi calculado
como (com da amostra em teste - com espontanea) / (com total - cmp
espontanea) x 100. Os valores de cmp espontanea e total foram determinados
a partir dos sobrenadantes de células alvo incubadas no meio apenas e de
células alvo lisadas com Triton X-100 1%, respectivamente.

[00459] Como mostrado na Figura 19, o tratamento de células alvo
A549 com o anticorpo anti-TIGIT clone 13 IgGl isoladamente ndo

impulsionou a atividade ADCC, mas quando células alvo A549 foram

Peticao 870210016809, de 19/02/2021, pag. 199/350



168 /207

colocadas em contato com a combinagdo de cetuximabe e anticorpo anti-
TIGIT clone 13 IgGl, a atividade litica maxima foi aumentada em relacdo
aquela observada com cetuximabe isoladamente.

[00460] Além de modular a atividade NK, o bloqueio de TIGIT pode
aumentar respostas de memoria especificas ao antigeno em células T.
Anticorpos direcionados para as proteinas de uma via de controle presentes
em células T pode, portanto, mostrar atividade reforcada quando combinados
com um anticorpo anti-TIGIT.

[00461] Para investigar essa possibilidade, realizaram-se ensaios de
memoria antigénica em resposta ao citomegalovirus (CMV). PBMCs
humanas de um doador reativo ao CMV foram adquiridas da Astarte Bio.
Células T de memoria desse doador podem ser reativadas in vifro com
antigeno de CMV para avaliar a sua resposta especifica ao antigeno. PBMCs
foram ressuspensas em X-vivo 10 (Lonza) contendo FBS 10% (Atlanta
Biologics) e 100.000 células foram espalhadas em placas de fundo redondo
com 96 pocos. As células foram expostas a 10 pg/ml de antigenos de CMV na
presenca ou auséncia de anticorpos anti-TIGIT e/ou anticorpos anti-PD-1
direcionados. Para avaliar a atividade combinatéria, PBMCs foram tratadas
com uma dose subdtima de anticorpos anti-PD-1 (pembrolizumabe ou
nivolumabe) a 1 pg/mL e foram adicionadas concentracOes crescentes do
anticorpo anti-TIGIT clone 13 IgG1 do tipo selvagem (1 pg/mL a 1 pg/mL).
A resposta de evocacdo da memoria ao antigeno do CMV foi deixada
prosseguir por 5 dias, depois dos quais, os sobrenadantes da cultura de tecido
foram colhidos e as respostas de citocinas determinadas por avaliacdo no
ensaio Luminex (Millipore) de acordo com as instru¢des do fabricante.
[00462] Como mostrado na Figura 20, o anticorpo anti-TIGIT clone 13
IgG1 reforcou a secrecao de IFNy por PBMCs tratadas com anticorpos anti-
PD-1 e expostas a antigenos do CMV, de maneira dose-dependente.

[00463] Para investigar a atividade combinatdria in vivo, usou-se um
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modelo de tumor singé€nico em camundongos. Camundongos C57BL/6, 8 por
grupo, foram implantados por via subcutinea com 1x10° células tumorais
MC38 no flanco. Quando os tumores atingiram ~100 mm?, os animais foram
randomizados em grupos e tratados a cada trés dias por 3 doses (1x a cada 3
dias x3) com os anticorpos anti-TIGIT clone 13 hlgG1 do tipo selvagem,
clone 13 IgG1 afucosilado, 3 mg/kg, anticorpo anti-PD-1 1 mg/kg (anticorpo
anti-PD-1 de camundongo, clone 29F.1A12), uma combinac¢io do clone 13
hIgG1 do tipo selvagem/anticorpo anti-PD-1 ou uma combinag¢do do clone 13
IgG1 afucosilado/anticorpo anti-PD-1. O volume tumoral foi monitorado ao
longo do temo e os animais foram sacrificados quando a carga tumoral atingiu
>1000 mm°.
[00464] Nesse experimento, tanto o clone 13 hIgG1 do tipo selvagem
como o clone 13 IgG1 afucosilado demonstraram boa demora do crescimento
tumoral, com 4/8 e 3/8 respostas completas para o anticorpo do tipo selvagem
e afucosilado, respectivamente. Ver a Figura FIG. 37, superior a esquerda. O
anticorpo anti-PD-1 também mostrou boa eficdcia nesse experimento. As
terapias combinadas mostraram regressao do tumor ainda mais rapida do que
os agentes unicos isoladamente, conforme evidenciado pelos volumes
tumorais no Dia 15. Figura 37, superior a direita e inferior.

Exemplo 19: Atividade de anticorpos anti-TIGIT em células
de células T humanas in vitro
[00465] Para investigar a reativacdo de células T de memoria,
realizaram-se experimentos de memoria antigénica. PBMCs humanas
(100.000 células) de um doador HLA-A2 que mostraram anteriormente ser
reativos a peptideos do CMV, foram ressuspensas em RPMI, contendo FBS
10%, 1X penicilina e 1X glutamina, e espalhadas em pocos de fundo redondo
de uma placa de 96 pocos. As células foram estimuladas com peptideos do
CMV na presenca ou auséncia e concentracdes crescentes dos anticorpos anti-

TIGIT clone 13 hIgG1 do tipo selvagem, clone 13 IgG1 afucosilado ou clone
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13 hIgGl LALA-PG por cinco dias. Os sobrenadantes de cultura de tecido
foram coletados e a producdo de citocinas avaliadas por ensaios Luminex
multiplex de acordo com as instru¢des do fabricante.

[00466] Como mostrado na Figura 21, culturas estimuladas com o
anticorpo anti-TIGIT mostraram uma resposta aumentada ao antigeno de
CMV como visto por um aumento na producdo de IFNy. O clone 13 IgGl1
afucosilado resultou em uma resposta amplificada de células T antigeno-
especifica até abaixo de 1 pg/mL e essa atividade foi mais robusta do que a
resposta associada com o clone 13 IgG1 do tipo selvagem. O anticorpo clone
13 IgG1 LALA-PG efetor nulo foi ineficiente em direcionar uma resposta de
células T de memoria.

[00467] Para investigar a induc@o de uma resposta de células T efetoras
virgens, uma reacdo de linfécitos mistos (MLR) unidirecional foi realizada.
PBMCs humanas (100.000 células) de um doador HLA-A2 foram
ressuspensas em RPMI, contendo FBS 10%, 1X penicilina e 1X glutamina, e
cultivadas em proporcdo 1:1 com PBMCs alogénicas irradiadas de HLA ndo
correspondente em uma placa de fundo redondo com 96 pocos. As células
foram estimuladas com concentragdes crescentes do clone 13 hlgG1 do tipo
selvagem, do clone 13 hlgG1 afucosilado ou do clone 13 IgG1 LALA-PG por
cinco dias. Os sobrenadantes de cultura de tecido foram coletados e a
producdo de citocinas avaliada por ensaios Luminex multiplex de acordo com
as instrugcdes do fabricante.

[00468] Como mostrado na Figura 22, culturas estimuladas com os
anticorpos anti-TIGIT mostraram respostas aumentadas de células T efetoras
alogénicas como visto por um aumento na producdo de IL-2. O clone 13 IgG1
afucosilado resultou em uma resposta amplificada de células T antigeno-
especificas abaixo até 100 pg/mL e essa atividade foi mais robusta do que a
resposta associada com o clone 13 IgGl1 do tipo selvagem. O anticorpo do

clone 13 IgGl LALA-PG efetor nulo foi ineficiente em direcionar uma
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resposta de células T de memoria.
[00469] Além de investigar a ativacdo de células T em ensaios de
virgem de antigeno e de memoria, o peptideo estafilocdcico enterotoxina B
foi usado como um superantigeno em combinac¢do com o clone 13 hlgG1 do
tipo selvagem, o clone 13 hIgG1 afucosilado, o clone 13 IgG1l DLE e outro
anticorpo anti-TIGIT, H5/L4 IgG1. O clone 13 hlgG1 afucosilado foi capaz
de induzir a ativacdo de cé€lulas T, conforme medido pela indugdo de IL.-2, de
modo mais robusto do que o clone 13 hIgG1 do tipo selvagem ou HS5/LA4.
Figura 38A. O clone 13 IgG1 DLE foi também capaz de induzir a produgio
de IL-2 quase que modo equivalente ao clone 13 hIgG1 do tipo selvagem e ao
clone 13 hlgGl afucosilado. O clone 13 IgGl DLE demonstrou induzir
simultaneamente a produgdo de IL-10, em contraste com os outros anticorpos.
Figura 38B. Esse resultado foi compativel com relatos de que o envolvimento
do receptor FcyRIIb resulta na inducdo de IL-10. Prevé-se que IgG1 DLE
envolva FcyRIIb.

Exemplo 20: Atividade de anticorpos anti-TIGIT em um
modelo de tumor murino
[00470] O tratamento de camundongos portadores de tumor (carcinoma
CT26 de c6lon) com varias formas de um anticorpo anti-TIGIT, quer IgG2a
do tipo selvagem, IgG2a LALA-PG efetora nula ou IgG2a afucosilado,
resultou em indugdo sist€mica e tecido-especifica de citocinas. Para examinar
efeitos potenciais sist€micos e tecido-especificos do tratamento com
anticorpos anti-TIGIT, seis camundongos Balb/c foram implantados com
células CT26 de cancer de colon no flanco e tratados com os anticorpos anti-
TIGIT clone 13 IgG2a do tipo selvagem, clone 13 IgG2a afucosilado, clone
13 IgG2a LALA-PG, 1 mg/kg, uma vez a cada trés dias por seis doses, ou
nenhum tratamento, apds os tumores atingirem 100 mm?®. 24 horas depois da
3% dose e anticorpo anti-TIGIT, a metade dos camundongos foi sacrificada e

plasma, baco e tecido tumoral foram coletados. A metade de cada baco e
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tumor foi lisada em tampao RIPA com ruptura mecénica. Lisados do plasma e
tecido foram entdo analisados para citocinas usando o kit Millipore 25 pre
mix Luminex multiplex, o qual permitiu a andlise para 25 citocinas
inflamatdrias diferentes. Os niveis de citocinas no tecido foram normalizados
para outro teor da proteina determinado por BCA (ensaio com 4cido
bicinconinico.

[00471] Como mostrado na Figura 23, a andlise de citocinas nao
mostrou citocinas aumentadas drasticamente no plasma, o que seria indicativo
de uma resposta sist€émica, ou nos tecidos em resposta a quaisquer tratamentos
com os anticorpos. Numeros limitados de citocinas foram observados em
camundongos ndo tratados no plasma e tumor com alteracdes apenas
modestas observadas apds o tratamento anti-TIGIT, indicando que o
tratamento com TIGIT ndo iniciou uma resposta inflamatéria global mesmo
com o anticorpo afucosilado.

[00472] Além da andlise de niveis de citocinas induzidas por anti-
TIGIT, amostras do tumor e da periferia coletadas 24 horas depois da terceira
dose do anticorpo anti-TIGIT foram analisadas quanto a alteracdes globais na
proporcdo de vdarios subconjuntos de células T por citometria de fluxo.
Suspensdes de células tumorais e esplénicas isoladas e de PBMCs dos
mesmos camundongos Balb/c, como descrito acima para a Figura 23, foram
coradas para varios marcadores da superficie celular para delinear
subconjuntos CD8+4, CD4+ de células T virgens/de memoria (virgem
CD62L*CD44, efetora CD62LCD44", CD44*CD62L" de memoria central e
CD44*CD62L" efetora de memoéria) e Treg (CD25'CD127). As amostras
foram corridas em um citometro Attune Acoustic Focusing Cytometer e
analisadas com FlowJo. Gates foram estabelecidos em células CD45* vivas.
[00473] Como mostrado na Figura 24, aumentos em células T CD8+
no tumor foram observadas em resposta aos anticorpos anti-TIGIT clone 13

mlgG2a do tipo selvagem e clone 13 mIgG2a afucosilado, mas nio o clone 13
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mlgG2a LALA-PG efetor nulo, em comparacdo a animais nao tratados
(Figura 24, painel superior). Aumentos mais modestos na porcentagem de
células T CD8+ apds o tratamento com os anticorpos anti-TIGIT foram
observados nas PBMCs e no baco. Alteracdes intratumorais em células T
virgens, efetoras e de memoria foram também observadas. Especificamente,
os niveis de células T CD8+ virgens intratumorais diminuiram apds o
tratamento com o clone 13 mlIgG2a do tipo selvagem e o clone 13 mIgG2a
afucosilado, mas menos com o clone 13 mlgG2a LALA-PG (Figura 24,
painel inferior a esquerda). Um aumento na propor¢do de células
CD8*CD44*CD62L" efetoras de memoria (Figura 24, painel superior a direita)
e células CD8*CD44*CD62L* de memoria central (Figura 24, painel superior
a esquerda) foi observado no tumor em resposta aos anticorpos clone 13
mlgG2a do tipo selvagem e afucosilados, mas ndo em resposta ao anticorpo
clone 13 mIgG2a LALA-PG. Essas alteracdes ndo foram notadas no bago ou
PBMCs, embora algumas alteracdes leves nesses tecidos tenham ocorrido.

[00474] Subconjuntos de células T CD4+ foram igualmente analisadas
por citometria de fluxo quanto a alteracdes induzidas pelo tratamento com
anticorpos anti-TIGIT usando uma estratégia semelhante a descrita acima
para células CD8+. Como mostrado na Figura 25 (painel superior a esquerda),
o tratamento com o clone 13 mlIgG2a do tipo selvagem e anticorpos
afucosilados induziu diminuicdes leves em células CD4+ em comparagdo ao
tratamento com o anticorpo clone 13 mlIgG2a LALA-PG ou animais ndo
tratados. Esse efeito ndo foi visto nas PBMCs ou no baco. Uma diminui¢do
intratumoral em resposta ao clone 13 mlIgG2a do tipo selvagem e anticorpos
afucosilados, mas ndo ao anticorpo clone 13 LALA-PG, foi também
observado em pequena medida na populacdo de Treg CD4+, sugerindo que o
tratamento com os anticorpos anti-TIGIT estd diminuindo a populagdo
imunossupressora de Treg no tumor, mas ndo nos tecidos normais. De modo

semelhante aos resultados com células T CD8+, células T CD4+ virgens

Peticao 870210016809, de 19/02/2021, pag. 205/350



174 7207

intratumorais diminuiram apds o tratamento com o clone 13 mIgG2a do tipo
selvagem e anticorpos afucosilados em compara¢do a ndo tratados (Figura 25,
painel inferior a esquerda) e esse achado foi simultineo com um aumento na
proporcdo de células T CD4+ efetoras de memoria no tumor (Figura 25,
painel no meio a direita). Células T CD4+ e CD8+ efetoras de memoria estao
envolvidas em suscitar respostas antitumorais e elevacdo com anticorpos
direcionados contra TIGIT pode contribuir para a resposta antitumoral.
Muitas dessas alteracdes na populacdo de células T intratumorais ndo foram
acompanhadas por desvios grandes nessas populacdes na periferia.

[00475] Apos seis doses de anticorpos anti-TIGIT, em
aproximadamente 20 dias depois de iniciado o tratamento, os tumores
diminuiram e eram quase indetectdveis. Os bacos e plasma foram coletados
desses camundongos e as células preparadas para citometria de fluxo como
descrito acima. Como mostrado na Figura 26A-B, a andlise de varios
subconjuntos de células T do baco desses camundongos ndo demonstrou
alteracOes drésticas nos subconjuntos de CD8+ ou CD4+ entre os grupos.
[00476] A induc¢do de citocinas no baco e plasma de camundongos
tratados com anticorpos anti-TIGIT foi avaliada por andlise multiplex e os
resultados sdo mostrados na Figura 27. Nao foi observada producdo elevada
de citocinas nos bagos de animais tratados quando comparados a animais nao
tratados e, em geral, niveis baixos de citocinas foram detectados no plasma,
com a exce¢ao da quimiocina LIX (homdlogo de IL8 murino) e eotaxina, as
quais foram elevadas em animais ndo tratados e tratados com certos
anticorpos anti-TIGIT.

[00477] A geracdo de memoria antigeno-especifica contra o tumor
nesses animais foi avaliada usando esplendcitos coletados aproximadamente
20 dias apds o inicio do tratamento com anticorpos anti-TIGIT. Esplendcitos
de camundongos tratados com anticorpos anti-TIGIT descritos acima foram

ressuspensas em meio de cultura e semeados em pocos de uma placa de 96
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pocos. As células foram deixadas ndo estimuladas ou voltaram a ser
estimuladas com peptideo AH1 1 ug/mlL, que € o alvo dominante para as
respostas de células T CD8+ contra o tumor colorretal CT26. Quarenta e oito
horas mais tarde, os sobrenadantes de cultura foram coletados e analisados
quanto a producao de citocinas via analise multiplex.
[00478] Como mostrado na Figura 28, muito pouca citocina foi
produzida na auséncia do peptideo. Uma excecdo interessante foi a
observacao de niveis elevados de ILS e I1L4 produzidas por esplendcitos nao
estimulados dos animais tratados com o clone 13 mIgG2a afucosilado (Figura
28, painéis inferiores). No entanto, a estimulacdo de esplendcitos com um
peptideo especifico CT-26 resultou na producdo robusta de IFNy e TNFa em
animais tratados com o anticorpo clone 13 mlIgG2a do tipo selvagem e
afucosilado, mas ndo em animais tratados com o anticorpo clone 13 mIgG2a
LALA-PG (Figura 28, painéis superiores), indicando que os tratamentos com
os anticorpos clone 13 mlIgG2a do tipo selvagem e afucosilado sdo capazes de
estimular uma resposta duradoura de células T CD8+ de memoria antigeno-
especifica. A geracdo de respostas de c€lulas T de memoria estd envolvida no
direcionamento de respostas antitumorais de longo prazo. Aumentos na
producdo de IL4 apds reestimulacdo com peptideo dos esplendcitos tratados
com os anticorpos clone 13 mIgG2a do tipo selvagem e afucosilado foram
também observados (Figura 28, painel inferior a direita). A producao de IL4 e
ILS em esplendcitos ndo estimulados no grupo do clone 13 mlgG2a
afucosilado sem reestimulac@o pode sugerir induc¢ao de uma resposta TH2 por
esse anticorpo.

Exemplo 21: Atividade de anticorpos anti-TIGIT em modelos
adicionais de tumor murino
[00479] Dois modelos de tumor singénico murino, carcinomas de
mama EMT6 e E0771, foram tratados com anticorpo anti-TIGIT clone 13, 5
mg/kg, compreendendo mIgG2a do tipo selvagem, ou anticorpo anti-TIGIT
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clone 13 0,1 mg/kg, 1 mg/kg ou 5 mg/kg compreendendo mlgG2a
afucosilado. O esquema de administracdo foi uma dose a cada quatro dias,
quatro doses, no total (1x 4/4 dias x4). O comprimento e largura do tumor
foram medidos e o volume tumoral calculado usando a férmula Volume
(mm®) = 0,5 * Comprimento * Largura® onde comprimento é a dimensdo mais
longa.

[00480] Como mostrado na Figura 29A-29B, a resposta antitumoral
nos modelos de cancer de mama demonstrou demora no crescimento do
tumor, mas respostas curativas minimas. No modelo EMT6, ambos os
anticorpos clone 13 mlgG2a do tipo selvagem e afucosilado a 5 mg/kg
demonstraram boa demora no crescimento do tumor com um aumento na
sobrevida média de 30,5 dias para 37 e 39 dias, respectivamente (Figura
29A). Grupos de doses adicionais do anticorpo clone 13 mlIgG2a afucosilado
demonstraram alguma perda de atividade nas doses menores, com sobrevida
global de somente 35,2 e 36,8 dias observada com as doses de 1 e 0,1 mg/kg,
mas o crescimento tumoral foi ainda retardado em comparacdo a controles
nao tratados (Figura 29A).

[00481] No modelo E0771, uma demora mais modesta no crescimento
do tumor foi observada para ambos os anticorpos clone 13 mIgG2a do tipo
selvagem e afucosilado a 5 mg/kg, com um aumento na sobrevida média de
38,6 dias para 44 e 42 dias, respectivamente (Figura 29B). Além disso, um em
seis camundongos pareceram ser curados com o anticorpo clone 13 mIgG2a
afucosilado nas doses de 1 mg/kg e 5 mg/kg. Os grupos de doses menores do
anticorpo clone 13 mlIgG2a afucosilado, 1 mg/kg e 0,1 mg/kg, resultou em
sobrevida global média de 39 dias (Figura 29B).

[00482] Além disso, o anticorpo clone 13 mIgG2a do tipo selvagem, 1
mg/kg, foi avaliado em um segundo modelo CT26 de cancer de célon, que foi
obtido de um laboratorio externo (MI Bioresearch). Como mostrado na Figura

29C, nesse modelo CT26 de cancer de célon, o anticorpo clone 13 mIgG2a do

Peticao 870210016809, de 19/02/2021, pag. 208/350



1777207

tipo selvagem demonstrou um aumento na sobrevida global média de 30 dias
para 40 dias com o tratamento, mas somente induziu uma regressdao completa
(16%). Como mostrado na Figura 18B, o modelo CT26 de cancer de c6lon
que foi mantido na Seattle Genetics mostrou 50% (3/6) de regressdes
completas com o anticorpo clone 13 IgG2a do tipo selvagem, 1 mg/kg.

Exemplo 22: Andlise RNA-Seq e correlacdo de resposta in
vivo com assinaturas moleculares
[00483] Para avaliar as diferencas nas respostas de dois modelos CT26
de cancer de cdlon, bem como outros modelos de cincer sing€nico, usou
andlise RNA-seq para identificar alteracdes subjacentes nos transcriptomas
entre os modelos. Leituras brutas de RNA-seq (formato fastq) para tumores
representativos ndo tratados de cada modelo estavam disponiveis como segue.

A20 (mantido na Seattle Genetics), 2 réplicas

CT26 (mantido na Seattle Genetics), 2 réplicas

CT26 (obtido da MIBio), 1 réplica

E0771 (obtido da MIBio), 1 réplica

EMT-6 (obtido da MIBio), 1 réplica

MC38 (mantido na Seattle Genetics), 1 réplica
[00484] Leituras de RNA-seq das amostras foram processadas em um
canal (pipeline) padrio que consistia em aparagem do adaptador (cutadapt),
alinhamento com o genoma/transcriptoma de camundongo (STAR) e
quantificacdo de transcritos (RSEM). Os valores da expressdao de genes
normalizados para FPKM (fragmentos por quilobase por milhdo de leituras)
foram usados para anélises subsequentes. Com base na inspecao de curvas de
resposta in vivo, os modelos foram classificados como segue em termos da
sua resposta global ao tratamento TIGIT WT: respondedores completos =
A20 (Seattle Genetics; Figura 18A), CT26 (Seattle Genetics; Figura 18B) e
respondedores parciais = CT26 (MIBio; Figura 29C), EMT-6 (MIBio; Figura
29A), EO771 (MIBio; Figura 29B), MC38 (Seattle Genetics; Figura 18C). As
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diferencas entre os dois modelos CT26 de cancer de célon em nivel
transcricional foram observadas, sugerindo que pode ser importante
caracterizar os modelos usados para estudos de eficécia.

[00485] Assinaturas moleculares relacionadas ao microambiente do
tumor (TME) que podem se correlacionar com a resposta foram também
determinadas pela compilacdo de assinaturas de genes pertencentes ao sistema
imune e a resposta imune de duas fontes publicadas: Mosely et al., “Rational
selection of syngeneic preclinical tumor models for immunoutroapeutic drug
discovery”, Cancer Immunol Res 2017;5:29-41; e TCIA, The Cancer
Immunome Atlas (tcia.at/home), com assinaturas retiradas de Charoentong et
al.,  “Pan-cancer  Immunogenomic  Analyses  Reveal  Genotype-
Immunophenotype Relationships and Predictors of Response to Checkpoint
Blockade, Cell Rep 2017 Jan 3;18(1):248-262. As assinaturas de genes
dessas fontes consistem em listas de genes cuja expressdo € alta em um
contexto biologico em particular - em células T CD8+, por exemplo. As
assinaturas de genes TCIA sdo derivadas de humanos, de modo que os genes
em cada uma dessas assinaturas foram mapeados contra os ortélogos de
camundongo, usando a biblioteca R biomaRt. Aproximadamente 50
assinaturas de genes foram consideradas, no total, e cada uma das oito
amostras RNA-seq de tumor nao tratado foram pontuadas contra cada uma
das 50 assinaturas pela soma dos valores de amostras FPKM dos genes na
assinatura.

[00486] Para avaliar quantitativamente quais pontuagdes de assinaturas
de genes separavam os respondedores fortes dos respondedores fracos, o vetor
de pontuagdes de assinatura entre todas as amostras foi correlacionado com
um vetor de resposta (Correlacdo de Pearson, O para respondedores fracos, 1
para respondedores fortes). As assinaturas com correlacdo particularmente
alta com resposta incluiam células NK e células T CDS8 ativada (Figura 30).

Nos dois casos, os respondedores mais fortes obtiveram pontuagcdo mais alta
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nos subconjuntos imunes quando comparados aos respondedores mais fracos.
A Tabela 4 mostra um resumo da correlacdo entre certos subconjuntos de

células imunes e respostas de células tumorais ao tratamento com anticorpos

anti-TIGIT.

Tabela 4:

Assinatura génica Correlacdo Valor p
Célula T gama delta 0,9262 0,0009
Célula NK 0,9200 0,0012
Célula T CD8 ativada 0,8535 0,0070
DC ativada -0,8437 0,0085
Célula B imatura 0,7875 0,0203
CD96 0,7569 0,0297
Célula T CD8 0,7569 0,0297
Célula natural killer CD56"ight 0,7319 0,0390
Célula T helper 17 0,7139 0,0467
Célula T CD4 ativada 0,7092 0,0488
[00487] Sem a intengdo de estar preso a qualquer teoria em particular,

como o bloqueio de TIGIT pode estimular a morte tumoral mediada por
células NK e células T CD8, um pool maior disponivel dessas populacoes de
células imunes no TME pode explicar a resposta mais forte nos modelos com
pontuacdo maior para esses subconjuntos.

[00488] Curiosamente, a expressao de TIGIT nao foi um diferenciador
forte da resposta nessa avaliacdo, nem foi a expressdo de CD155 (Figura 31).
Por exemplo, o modelo CT26 de cancer de c6lon da Seattle Genetics revelou
a maior expressao de CD155 de todos os modelos, enquanto o modelo A20 de
linfoma obteve a menor, embora ambos sejam respondedores fortes.

Exemplo 23: Anticorpo anti-TIGIT refor¢a resposta de Thl

[00489] Para avaliar se o anticorpo clone 13 anti-TIGIT ajuda no
direcionamento da resposta de células T antigeno-especifica, camundongos
Balb/c (5 por grupo) foram vacinados uma vez com 100 ug do antigeno
modelo ovalbumina (OVA) na presenca do adjuvante completo de Freund
(CFA) por via subcutanea. Ao mesmo tempo, administrou-se aos
camundongos o anticorpo clone 13 IgG2a do tipo selvagem, clone 13 mIgG2a

afucosilado ou clone 13 mIgG2a LALA-PG, 1 mg/kg, e entdo tr€s doses mais
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em intervalos de trés dias (1x 3/3 dias x4). Quatorze dias apds a vacinagdo, os
camundongos foram analisados quanto a indug¢do de imunidade antigeno-
especifica usando um ensaio ELISA de IgGl e IgG2a anti-OVA. Os
esplendcitos foram reestimulados e avaliados quanto a inducao de citocinas.
[00490] Os ensaios ELISA anti-OVA demonstraram que a
coadministracdo de qualquer anticorpo, o clone 13 IgG2a do tipo selvagem ou
o clone 13 mIgG2a LALA-PG, enquanto os camundongos eram submetidos
ao priming (preparacao) antigeno-especifico induzido pela vacina, reforcaram
os niveis dos anticorpos IgG1l gerados em ~1,5 vez. O anticorpo clone 13
mlgG2a afucosilado ndo reforcou os niveis de anticorpos IgGl antigeno-
especificos nesse experimento (Figura 32, painel a direita). Esses dados
sugerem que o bloqueio de TIGIT € capaz de aumentar o priming de uma
resposta de CD4/Th2, mas a fungdo efetora aumentada anula esse efeito. O
bloqueio de TIGIT também reforcou os niveis de anticorpos IgG2a antigeno-
especificos (Figura 32, painel a direita), mas nesse caso, o anticorpo clone 13
mlgG2a afucosilado mostrou o maior efeito. Em suma, uma correlacdo
inversa foi observada entre niveis de IgG1 e funcdo efetora reforca, enquanto
os niveis de IgG2a foram correlacionados diretamente com fungdo efetora
aumentada, com o anticorpo clone 13 mlIgG2a afucosilado aumentando os
niveis de IgG2a anti-OVA em mais de 9 vezes. Os anticorpos clone 13 IgG2a
do tipo selvagem e clone 13 mIgG2a LALA-PG também reforcaram os niveis
de IgGG2a, mas somente em ~4 vezes (Figura 32, painel a direita). Embora o
bloqueio de TIGIT isoladamente ndo fosse suficiente para desviar esse
sistema fortemente em favor de Th2, o qual € impulsionado pela linhagem de
camundongo e adjuvante utilizados, em direcao a Thl nesse experimento, foi
demonstrado que o bloqueio de TIGIT aumenta uma resposta de Thl e a
resposta foi correlacionada com funcdo efetora.

[00491] Além de analisar a producdo de anticorpos antigeno-

especificos, a indu¢do de células T antigeno-especificas foi também avaliada.
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Numeros equivalentes de esplendcitos de cada camundongo foram
reestimulados ex vivo com 1 pug de proteina inteira (OVA) por 72 horas,
seguido por andlise de citocinas por células T efetoras. A producdo da
citocinas IL-2 por células T ativadas em resposta a reestimulacdo com o
antigeno (“OVA 1 ug/mL”) foi aumentada no grupo tratado com
antigeno/adjuvante em relagdo a animais nao tratados, como esperado, e essa
foi aumentada mais em esplendcitos de animais tratados com anticorpo anti-
TIGIT de funcao efetora possibilitada (clone 13 IgG2a do tipo selvagem) ou
aumentada (clone 13 mlgG2a afucosilado) durante o priming (Figura 33,
painel inferior a direita). Esses resultados sdo compativeis com a capacidade
de bloqueio de TIGIT para aumentar a geracdo de uma resposta de células T
virgens antigeno-especificas. A andlise das citocinas IL-5 e IL-4 de Th2
efetora demonstrou alguma inducdo adicional apds a reestimulacdo com
antigeno em relagdo ao antigeno/adjuvante isoladamente de animais tratados
com anticorpos anti-TIGIT, embora uma correlacdo menos clara entre fungao
efetora e resposta fosse observada (Figura 33, painéis a esquerda). Para a
citocina IFNy de células Th1/T CD8, o bloqueio de TIGIT durante o evento
de priming com o antigeno aumentou mais profundamente a geracdo de
células T antigeno-especificas (Figura 33, painel superior a direita). O refor¢o
mais significativo foi observado em esplendcitos de animais tratados com o
anticorpo clone 13 mIgG2a afucosilado efetor aumentado.

Exemplo 24: Anticorpo anti-TIGIT induz células T CD8 de
memoria antitumorais de longa duracao
[00492] Camundongos que mostraram uma resposta completa no
modelo de tumor singénico CT26 de cancer de colon apds o tratamento com
clone 13 mlgG2a afucosilado ou anticorpo n3o modificado e quatro
camundongos ndo tratados foram reexpostos (re-challenged) a células CT26
de cancer de c6lon. Como mostrado na Figura 34, os camundongos que

haviam mostrado uma resposta complete apds o tratamento 1 mg/kg ou 5
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mg/kg tratamento com clone 13 mlgG2a afucosilado ou anticorpo ndo
modificado pareceram ter células T CD8 de memoria antitumorais de longa
duragdo que foram capazes de rejeitar células tumorais reexpostas.
[00493] Embora a inven¢do acima tenha sido descrita em alguns
detalhes a titulo de ilustracio e exemplo para efeitos de clareza de
entendimento, o técnico no assunto reconhecerd que muitas modificacdes e
variacOes desta invenc¢do podem ser efetuadas sem que se desviem de seu
espirito e alcance. As modalidades especificas aqui descritas sdo oferecidas a
titulo de exemplo somente e ndo destinam a ser limitantes de maneira alguma.
A intencdo é que o relatorio descritivo e os exemplos sejam considerados
exemplares somente, sendo o verdadeiro alcance e espirito da invengao
indicado pelas reivindicacoes a seguir.

Exemplo 25: Ligacdo de anticorpos anti-TIGIT aos receptores
Fey
[00494] In vivo, mondcitos, macrofagos, neutréfilos, células
dendriticas e células natural killer podem mediar ADCP, ADCC e CDC via
FcyRI, FcyRII e FcyRIlla. Para avaliar a ligacio ao FcyR celular, células
CHO foram transfectada com FcyRI, Fcylla, FcylIB humanos ou com
receptor FcyRIlla V/V de alta afinidade. As células foram expostas a
concentragdes crescentes das versoes do anticorpo IgG1 anti-TIGIT do tipo
selvagem, afucosilado, LALA-PG ou DLE do clone 13 ou outro anticorpo
anti-TIGIT, HS5L4. A ligacdo foi monitorada utilizando um anticorpo
secundario anti-Fc humano com etiqueta fluorescente e citometria de fluxo.
[00495] Como mostrado na Figura 39A, todos os anticorpos, exceto a
cadeia principal inativa de IgGl LALA-PG, ligaram-se substancialmente de
modo equivalente a FcyRI na superficie de células CHO. As cadeias
principais de IgG1 afucosilado e IgGl DLE exibiram ligacdo aumentada a
FcyRIIIa na superficie de células CHO. Figura 39B. A ligacdo a FcyRlIla e a

FcyRIIb na superficie de células CHO foi maior com a cadeia principal de
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IgG1 do tipo selvagem e cadeia principal reforcada de IgGl DLE efetora.
Figura 39C e Figura 39D. A cadeia principal de IgG1 afucosilada apresentou
menor afinidade de ligacdo a FcyRIla e a FcyRIIb quando comparada a cadeia
principal de IgG1 do tipo selvagem, embora sua afinidade de ligagcdo fosse
maior do que a cadeia principal de IgGl LALA-PG. Figura 39C e Figura
39D. Ligagdo reduzida ao receptor FcyRIIb inibidor pode influenciar a
resposta imune mediada pela cadeia principal de IgG1 afucosilada.

Exemplo 26: Fagocitose mediada por anticorpo anti-TIGIT
[00496] O termo “fagocitose celular dependente de anticorpo” ou
“ADCP” refere-se ao processo pelo qual células ligadas a anticorpos sao
internalizadas no todo ou em parte, por células imunes fagocitdrias (p. ex., por
macrofagos, neutréfilos e/ou células dendriticas) que se ligam a uma regidao
Fc de um anticorpo.
[00497] Versodes do tipo selvagem, afucosilada e DLE do anticorpo
IgG1 anti-TIGIT do clone 13 foram analisadas quanto a fagocitose mediada
pelo anticorpo usando mondcitos/macréfagos humanos e células T Jurkat
TIGIT-positivas. Células T Jurkat TIGIT humano-positivas, marcadas com
corante vermelho fluorescente PKH, foram opsonizadas por 30 minutos com
concentracdes crescentes de anticorpos anti-TIGIT. As células foram lavadas
e incubadas em propor¢ao 10:1 com mondcitos-macrofagos por 18 horas. As
amostras foram lavadas 3 vezes e submetidas a citometria de fluxo para
avaliar fagocitose.
[00498] Como mostrado na Figura 40, os anticorpos IgG1 anti-TIGIT
do clone 13 do tipo selvagem e afucosilado mediaram niveis semelhantes de
fagocitose, enquanto o anticorpo IgG1 DLE do clone 13 foi menos eficaz em
mediar a atividade fagocitaria.
[00499] Além de ADCC e ADCP, as regioes Fc de anticorpos ligados a
células podem também ativar a via cldssica do complemento e provocar CDC.

Clq do sistema complemento liga-se as regides Fc de anticorpos quando sio
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complexados com antigeno. A ligacdo de C1q a anticorpos ligados a células
pode iniciar uma cascata de eventos envolvendo a atividade proteolitica de C4
e C2 para gerar a C3 convertase. A clivagem de C3 em C3b pela C3
convertase torna possivel a ativacdo de componentes terminais do
complemento, incluindo C5b, C6, C7, C8 e (9. Coletivamente, essas
proteinas formam poros do complexo de ataque a membrana nas células
revestidas com anticorpo. Esses poros rompem a integridade da membrana
celular, eliminando a célula alvo via citotoxicidade dependente do
complemento ou “CDC”.

[00500] As versoes do tipo selvagem, afucosilada, LALA-PG e DLE
do anticorpo IgGl anti-TIGIT do clone 13, bem como HS5/L4 foram
analisadas quanto a atividade CDC usando células T Jurkat TIGIT+ como
células alvo. As células Jurkat foram incubadas com doses crescentes dos
anticorpos na presenca de soro humano (nio inativado com calor) por 2 horas
a 37 °C em meio contendo SYTOX® verde, que é excluido de células vivas,
mas absorvido quando da ativacdo de CDC e lise. Depois da incubacio, as
amostras foram analisadas em um leitor de placas, o sinal de fundo foi
subtraido e a % de lise maxima foi calculada determinando o sinal maximo
emitido por células mortas com uma solugdo de Triton X 1%.

[00501] Como mostrado na Figura 41, nenhum dos anticorpos anti-
TIGIT testados mediaram atividade CDC. Em contraste, o anticorpo and-
CD47 [sic] hB6H12.3 mediou atividade CDC robusta nesse sistema. A
indu¢do de CDC por anticorpos € conformacionalmente dependente e
frequentemente depende do epitopo que eles ligam. Esses resultados sugerem
que o epitopo de TIGIT ligado pelos anticorpos ndo permite a ligacdo
adequada a Clgq.

[00502] Todas as publicacOes, patentes, pedidos de patente ou outros
documentos citados sdo aqui incorporados, em sua totalidade, por referéncia

para todos os efeitos na mesma medida em que o seria caso cada publicacdo,
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patente, pedido de patente ou outro documento fosse individualmente
indicado para ser incorporado por referéncia para todos os efeitos.

Tabela de sequéncias

Nome SEI\?OID Sequéncia

Proteina VH do Clone 2 1 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDHYMDW VRQAPG|
KGLEWVGRTRNKANSYTTEYAASVKGRFTISRDDSKNSLYLQ
MNSLKTEDTAVYYCARGQYYYGSSSRGYYYMDVWGQGTTV
TVSS

IDNA de VH do Clone 2 2 GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCC
TGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCA
CCTTCAGTGACCACTACATGGACTGGGTCCGCCAGGCTCCA
GGGAAGGGGCTGGAGTGGGTTGGCCGTACTAGAAACAAAG
CTAACAGTTACACCACAGAATACGCCGCGTCTGTGAAAGGC
AGATTCACCATCTCAAGAGATGATTCAAAGAACTCACTGTA
TCTGCAAATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACGGCGGTG
TACTACTGCGCCAGAGGCCAGTACTACTACGGCAGCAGCAG
CAGAGGTTACTACTACATGGACGTATGGGGCCAGGGAACA
ACCGTCACCGTCTCCTCA

IFR1 de VH do Clone 2 3 IEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG

CDR1 de VH do Clone 2 4 IFTFSDHYMD

IFR2 de VH do Clone 2 5 WVRQAPGKGLEWVG

CDR2 de VH do Clone 2 6 RTRNKANSYTTEYAASVKG

IFR3 de VH do Clone 2 7 RFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYC

CDR3 de VH do Clone 2 8 ARGQYYYGSSSRGYYYMDV

IFR4 de VH do Clone 2 9 WGQGTTVTVSS

IProteina VL dos Clones 2 e 10 [EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQ

2C APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYY
CQQAVPSPLTFGGGTKVEIK

IDNA de VL do Clone 2 11 GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCT
CCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGA
GTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCT
GGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAG
GGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTG
GGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAA
GATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGCCGTCCCCAGTCCT
CTCACTTTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAA

IFR1 de VL do Clone 2 12 [EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC

CDRI1 de VL dos Clones 2 13 RASQSVSSSYLA

e 2C

IFR2 de VL do Clone 2 14  WYQQKPGQAPRLLIY

CDR2 de VL dos Clones 2 15 GASSRAT

e 2C

IFR3 de VL do Clone 3 16  |GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC

CDR3 de VL dos Clones 2 17 |QQAVPSPLT

e 2C

IFR4 de VL do Clone 2 18 |[FGGGTKVEIK

IProteina VH do Clone 3 19 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDHYMDW VRQAPG
KGLEWVGRTRNKANSYTTEYAASVKGRFTISRDDSKNSLYLQ
MNSLKTEDTAVYYCARGQYYYGSSSRGYYYMDVWGQGTTV
TVSS
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Nome SEI\?OID Sequéncia

IDNA de VH do Clone 3 20 | GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCC
TGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCA
CCTTCAGTGACCACTACATGGACTGGGTCCGCCAGGCTCCA
GGGAAGGGGCTGGAGTGGGTTGGCCGTACTAGAAACAAAG
CTAACAGTTACACCACAGAATACGCCGCGTCTGTGAAAGGC
AGATTCACCATCTCAAGAGATGATTCAAAGAACTCACTGTA
TCTGCAAATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACGGCGGTG
TACTACTGCGCCAGAGGCCAGTACTACTACGGCAGCAGCAG
CAGAGGTTACTACTACATGGACGTATGGGGCCAGGGAACA
ACCGTCACCGTCTCCTCA

IFR1 de VH do Clone 3 21 IEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG

CDR1 de VH do Clone 3 22  [FTFSDHYMD

IFR2 de VH do Clone 3 23  WVRQAPGKGLEWVG

CDR2 de VH do Clone 3 24  [RTRNKANSYTTEYAASVKG

IFR3 de VH do Clone 3 25 [RFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYC

CDR3 de VH do Clone 3 26 JARGQYYYGSSSRGYYYMDV

IFR4 de VH do Clone 3 27  [WGQGTTVTVSS

PProteina VL do Clone 3 28  [EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVRSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYY
CQQVGPPLTFGGGTKVEIK

IDNA de VL do Clone 3 29 | GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCT
CCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGA
GTGTTAGGAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCT
GGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAG
GGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTG
GGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAA
GATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGTCGGACCCCCCCTC
ACTTTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAA

IFR1 de VL do Clone 3 30 |[EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC

CDR1 de VL do Clone 3 31 RASQSVRSSYLA

IFR2 de VL do Clone 3 32 WYQQKPGQAPRLLIY

CDR2 de VL do Clone 3 33 GASSRAT

IFR3 de VL do Clone 3 34  |GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC

CDR3 de VL do Clone 3 35  |QQVGPPLT

IFR4 de VL do Clone 3 36 |[FGGGTKVEIK

PProteina VH do Clone 5 37 [ EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMSWVRQAPG
KGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNS
ILRAEDTAVYYCAKGPRYQDRAGMDVWGQGTTVTVSS

IDNA de VH do Clone 5 38 | GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCC
TGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCA
CCTTTAGCACCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCA
GGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGG
TGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCA
CCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAA
ATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCGGTGTACTACT
GCGCCAAGGGCCCCAGATACCAAGACAGGGCAGGAATGGA
CGTATGGGGCCAGGGAACAACTGTCACCGTCTCCTCA

IFR1 de VH do Clone 5 39 |[EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASG

CDR1 de VH do Clone 5 40 [FTESTYAMS

IFR2 de VH do Clone 5 41 WVRQAPGKGLEWYVS

CDR2 de VH do Clone 5 42  |AISGSGGSTYYADSVKG

IFR3 de VH do Clone 5 43  [RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC

CDR3 de VH do Clone 5 44  |AKGPRYQDRAGMDV

IFR4 de VH do Clone 5 45 WGQGTTVTVSS

IProteina VL do Clone 5 46  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAP
KLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QSLATPYTFGGGTKVEIK
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SEQ ID

Nome NO Sequéncia

IDNA de VL do Clone 5 47  IGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCT
GTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGA
GCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGG
AAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCA
AAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGAT
TTTGCAACTTACTACTGTCAGCAAAGCCTCGCCACTCCTTAC
ACTTTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAA

IFR1 de VL do Clone 5 48  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC

CDR1 de VL do Clone 5 49 |RASQSISSYLN

IFR2 de VL do Clone 5 50 WYQQKPGKAPKLLIY

CDR2 de VL do Clone 5 51 IAASSLQS

IFR3 de VL do Clone 5 52  |GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC

CDR3 de VL do Clone 5 53 QQSLATPYT

IFR4 de VL do Clone 5 54  [FGGGTKVEIK

PProteina VH do Clone 13 55 |QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPG

QGLEWMGSIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSL
RSEDTAVYYCARGPSEVGAILGYVWFDPWGQGTLVTVSS
IDNA de VH do Clone 13 56 |CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGC
CTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGC
ACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCC
TGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAGCATCATCCCTATCT
TTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTC
ACGATTACCGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTACATGG
AGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCGGTGTACTAC
TGCGCCAGAGGCCCTTCTGAAGTAGGAGCAATACTCGGATA
TGTATGGTTCGACCCATGGGGACAGGGTACATTGGTCACCG

TCTCCTCA

IFR1 de VH do Clone 13 57  IQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASG

CDR1 de VH do Clone 13 58 GTFSSYAIS

IFR2 de VH do Clone 13 59 WVRQAPGQGLEWMG

CDR2 de VH do Clone 13 60  SIPIFGTANYAQKFQG

IFR3 de VH do Clone 13 61 RVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC

CDR3 de VH dos Clones 62 |ARGPSEVGAILGYVWEFDP

13e 13A

IFR4 de VH do Clone 13 63 [WGQGTLVTVSS

Proteina VL dos Clones 13, 64 [ DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQK

13A, 13B, 13Ce 13D PGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDV
GVYYCMQARRIPITFGGGTKVEIK

IDNA de VL do Clone 13 65 |GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACC
CCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAG
CCTCCTGCATAGTAATGGATACAACTATTTGGATTGGTACCT
GCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTGG
GTTCTAATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGC
AGTGGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGT
GGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCATGCAGGCAA
GACGAATCCCTATCACTTTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAG
ATCAAA

IFR1 de VL do Clone 13 66 I DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC

CDRI1 de VL dos Clones 67 |RSSQSLLHSNGYNYLD

13,13A,13B, 13Ce 13D

IFR2 de VL do Clone 13 68 |[WYLQKPGQSPQLLIY

CDR2 de VL dos Clones 69 |LGSNRAS

13,13A,13B, 13Ce 13D

IFR3 de VL do Clone 13 70 | GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC

CDR3 de VL dos Clones 71 MQARRIPIT

13,13A,13B, 13Ce 13D

IFR4 de VL do Clone 13 72  FGGGTKVEIK
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SEQ ID
NO
Protefna VH do Clone 14 73 IQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPG
QGLEWMGSIIPIFGTANY AQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSL

RSEDTAVYYCARGPSEVGAILGY VWFDPWGQGTLVTVSS

Nome Sequéncia

DNA de VH do Clone 14 74 | CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGC
CTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGC
ACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCC
TGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAGCATCATCCCTATCT
TTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTC
ACGATTACCGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTACATGG
AGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCGGTGTACTAC
TGCGCCAGAGGCCCTTCTGAAGTAGGAGCAATACTCGGATA
TGTATGGTTCGACCCATGGGGACAGGGTACATTGGTCACCG

TCTCCTCA
IFR1 de VH do Clone 14 75 IQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASG
CDR1 de VH do Clone 14 76 | GTFSSYAIS
IFR2 de VH do Clone 14 77 [WVRQAPGQGLEWMG
CDR2 de VH do Clone 14 78  |ISHHIPIFGTANYAQKFQG
IFR3 de VH do Clone 14 79 RVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
CDR3 de VH do Clone 14 80 |ARGPSEVGAILGYVWFDP
IFR4 de VH do Clone 14 81 WGQGTLVTVSS
Proteina VL do Clone 14 82 I DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQK]

PGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDV

GVYYCMQAKRLPLTFGGGTKVEIK

IDNA de VL do Clone 14 83  |GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACC
CCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAG

CCTCCTGCATAGTAATGGATACAACTATTTGGATTGGTACCT
GCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTGG
GTTCTAATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGC

AGTGGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGT
GGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCATGCAGGCAA
AACGACTCCCTCTCACTTTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAG

ATCAAA
IFR1 de VL do Clone 14 84 I DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
CDR1 de VL do Clone 14 85 |RSSQSLLHSNGYNYLD
IFR2 de VL do Clone 14 86  [WYLQKPGQSPQLLIY
CDR2 de VL do Clone 14 87 ILGSNRAS
IFR3 de VL do Clone 14 88 | GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC
CDR3 de VL do Clone 14 89 MQAKRLPLT
IFR4 de VL do Clone 14 90 |FGGGTKVEIK
PProteina VH do Clone 16 91 QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPG

QGLEWMGGIIPIFGTASYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSL
RSEDTAVYYCARQSTWHKLYGTDVWGQGTTVTVSS

IDNA de VH do Clone 16 92  |CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGC
CTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGC
ACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCC
TGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGGATCATCCCTATCT
TTGGTACAGCAAGCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTC
ACGATTACCGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTACATGG
AGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCGGTGTACTAC
TGCGCAAGACAGAGCACCTGGCACAAATTGTACGGAACGG
ACGTATGGGGCCAGGGAACAACTGTCACCGTCTCCTCA

IFR1 de VH do Clone 16 93 |IQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASG
CDR1 de VH do Clone 16 94 GTFSSYAIS

IFR2 de VH do Clone 16 95 [WVRQAPGQGLEWMG

CDR2 de VH do Clone 16 96 |GIIPIFGTASYAQKFQG

IFR3 de VH do Clone 16 97 RVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
CDR3 de VH do Clone 16 98 |JARQSTWHKLYGTDV

IFR4 de VH do Clone 16 99 WGQGTTVTVSS
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IProteina VL dos Clones 16,
16C, 16D e 16E

100

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPGKA
PKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
QQGDSLPPTFGGGTKVEIK

IDNA de VL do Clone 16

101

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCGTGTCTGCATCT
GTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGG
GTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGG
AAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCA
AAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGAT
TTTGCAACTTATTACTGTCAGCAGGGAGACAGTCTCCCTCCT
ACTTTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAA

IFR1 de VL do Clone 16

102

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC

CDR1 de VL dos Clones 103 RASQGISSWLA

16, 16C, 16D e 16E

IFR2 de VL do Clone 16 104  WYQQKPGKAPKLLIY
CDR2 de VL dos Clones 105 |AASSLQS

16, 16C, 16D e 16E

IFR3 de VL do Clone 16

106

GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC

CDR3 de VL dos Clones 107  |QQGDSLPPT
16, 16C, 16D e 16E
IFR4 de VL do Clone 16 108 |[FGGGTKVEIK

IProteina VH do Clone 18

109

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMSWVRQAP
GQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMEL
SSLRSEDTAVYYCARVRYGYADGMDVWGQGTTVTVSS

IDNA de VH do Clone 18

110

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGC
CTGGGGCCTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCATCTGGATAC
ACCTTCACCAGCTACTATATGTCATGGGTGCGACAGGCCCC
TGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAATAATCAACCCTAGTG
GTGGTAGCACAAGCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGT
CACCATGACCAGGGACACGTCCACGAGCACAGTCTACATGG
AGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCGGTGTACTAC
TGCGCCAGAGTGAGGTACGGATACGCAGACGGAATGGACG
TATGGGGCCAGGGAACAACTGTCACCGTCTCCTCA

IFR1 de VH do Clone 18

111

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASG

CDR1 de VH do Clone 18 112 YTFISYYMS

IFR2 de VH do Clone 18 113 WVRQAPGQGLEWMG

CDR2 de VH do Clone 18 114 IINPSGGSTSYAQKFQG

IFR3 de VH do Clone 18 115 RVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYC
CDR3 de VH do Clone 18 116 |ARVRYGYADGMDV

IFR4 de VH do Clone 18 117 WGQGTTVTVSS

IProteina VL do Clone 18

118

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAP
KLLIYGASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QVYHLPFTFGGGTKVEIK

IDNA de VL do Clone 18

119

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCT
GTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGA
GCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGG
AAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGGTGCATCCAGTTTGCA
AAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGAT
TTTGCAACTTACTACTGTCAGCAAGTATACCACCTCCCTTTC
ACTTTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAA

IFR1 de VL do Clone 18

120

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC

CDR1 de VL do Clone 18 121  RASQSISSYLN

IFR2 de VL do Clone 18 122 WYQQKPGKAPKLLIY

CDR2 de VL do Clone 18 123 |GASSLQS

IFR3 de VL do Clone 18 124 |IGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
CDR3 de VL do Clone 18 125 |QQVYHLPFT

IFR4 de VL do Clone 18 126 [FGGGTKVEIK
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Proteina VH do Clone 21 127  |IQLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYYWGWIRQPPG
KGLEWIGSIYYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVT
AADTAVYYCARDPLYQDAPFDYWGQGTLVTVSS

IDNA de VH do Clone 21 128 |ICAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGC
CTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTGGCT
CCATCAGCAGTAGTAGTTACTACTGGGGCTGGATCCGCCAG
CCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGAGTATCTATTA
TAGTGGGAGCACCTACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAG
TCACCATATCCGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTG
AAGCTGAGTTCTGTGACCGCCGCAGACACGGCGGTGTACTA
CTGCGCCAGAGATCCTTTGTACCAAGACGCTCCCTTCGACT
ATTGGGGACAGGGTACATTGGTCACCGTCTCCTCA

IFR1 de VH do Clone 21 129  |IQLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG

CDR1 de VH do Clone 21 130 |GSISSSSYYWG

IFR2 de VH do Clone 21 131  WIRQPPGKGLEWIG

CDR2 de VH do Clone 21 132 |SIYYSGSTYYNPSLKS

IFR3 de VH do Clone 21 133 RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC

CDR3 de VH do Clone 21 134 |ARDPLYQDAPFDY

IFR4 de VH do Clone 21 135 WGQGTLVTVSS

Proteina VL do Clone 21 136 [EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQA
PRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC
QQRANFPTFGGGTKVEIK

IDNA de VL do Clone 21 137  |GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCT

CCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGA
GTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGC
CAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGC
CACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGA
CAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGAT
TTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGAGAGCCAACTTCCCTACT
TTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAA

IFR1 de VL do Clone 21 138 [EIVLTQSPATLSLSPGERATLSC

CDRI1 de VL do Clone 21 139 |RASQSVSSYLA

IFR2 de VL do Clone 21 140 WYQQKPGQAPRLLIY

CDR2 de VL do Clone 21 141 | DASNRAT

IFR3 de VL do Clone 21 142  |GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC
CDR3 de VL do Clone 21 143 | QQRANFPT

IFR4 de VL do Clone 21 144 [FGGGTKVEIK

Proteina VH do Clone 22 145 |QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSISSGYYWAWIRQPPG
KGLEWIGSIYHSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVT
AADTAVYYCARQGYYYGSSGSVDFDLWGRGTLVTVSS

IDNA de VH do Clone 22 146 |ICAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGC
CTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTCTGGTTACT
CCATCAGCAGTGGTTACTACTGGGCTTGGATCCGGCAGCCC
CCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGAGTATCTATCATA
GTGGGAGCACCTACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTC
ACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAA
GCTGAGTTCTGTGACCGCCGCAGACACGGCGGTGTACTACT
GCGCCAGGCAGGGATACTACTACGGCAGCAGCGGCAGTGT
AGACTTCGACCTATGGGGGAGAGGTACCTTGGTCACCGTCT

CCTCA
IFR1 de VH do Clone 22 147  |QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSG
CDR1 de VH do Clone 22 148 |[YSISSGYYWA
IFR2 de VH do Clone 22 149  WIRQPPGKGLEWIG
CDR2 de VH do Clone 22 150 |SIYHSGSTYYNPSLKS
IFR3 de VH do Clone 22 151 RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
CDR3 de VH do Clone 22 152 JARQGYYYGSSGSVDFDL
IFR4 de VH do Clone 22 153  [WGRGTLVTVSS
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IProteina VL do Clone 22

154

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPGKA
PKLLIY AASNLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
QQANSLPPWTFGGGTKVEIK

IDNA de VL do Clone 22

155

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCGTGTCTGCATCT
GTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGG
GTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGG
AAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAATTTGCA
AAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGAT
TTTGCAACTTATTACTGTCAACAGGCAAATAGTCTCCCTCCT
TGGACTTTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAA

IFR1 de VL do Clone 22

156

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC

CDR1 de VL do Clone 22 157 |RASQGISSWLA

IFR2 de VL do Clone 22 158 |[WYQQKPGKAPKLLIY

CDR2 de VL do Clone 22 159 |AASNLQS

IFR3 de VL do Clone 22 160 | GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
CDR3 de VL do Clone 22 161 |QQANSLPPWT

IFR4 de VL do Clone 22 162 [FGGGTKVEIK

IProteina VH do Clone 25

163

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYAISWVRQAPG
QGLEWMGWISAYNGNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMEL
RSLRSDDTAVYYCARDLSSFWSGDVLGAFDIWGQGTMVTVSS

IDNA de VH do Clone 25

164

CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCC
TGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTACA
CCTTTACCAGCTATGCCATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCT
GGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCTTACA
ATGGTAACACAAACTATGCACAGAAGCTCCAGGGCAGAGT
CACCATGACCACAGACACATCCACGAGCACAGCCTACATGG
AGCTGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCGGTGTACTAC
TGCGCAAGGGATTTGTCTAGCTTCTGGAGCGGAGACGTGTT
AGGAGCCTTCGACATATGGGGTCAGGGTACAATGGTCACCG
TCTCCTCA

IFR1 de VH do Clone 25

165

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASG

CDR1 de VH dos Clones 166 [YTFTSYAIS

25 e 25A

IFR2 de VH do Clone 25 167 |[WVRQAPGQGLEWMG

CDR2 de VH dos Clones 168 [WISAYNGNTNYAQKLQG

25 e 25E

IFR3 de VH do Clone 25 169 RVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYC
CDR3 de VH dos Clones 170  |ARDLSSFWSGDVLGAFDI

25,25A e 25B

IFR4 de VH do Clone 25 171  [WGQGTMVTVSS

IProteina VL dos Clones 25,
25A, 25B, 25C, 25D e 25E

172

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAP
KLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QSVPPRTFGGGTKVEIK

IDNA de VL do Clone 25

173

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCT
GTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGA
GCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGG
AAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCA
AAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGAT
TTTGCAACTTACTACTGTCAGCAAAGCGTCCCCCCCAGGAC
TTTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAA

IFR1 de VL do Clone 25

174

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC

CDRI1 de VL dos Clones 175 |RASQSISSYLN
25,25A, 25B,25C, 25D e

25E

IFR2 de VL do Clone 25 176  WYQQKPGKAPKLLIY
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CDR2 de VL dos Clones 177 |AASSLQS

25, 25A, 25B, 25C, 25D e

25E

IFR3 de VL do Clone 25 178 |GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
CDR3 de VL dos Clones 179  |QQSVPPRT

25, 25A, 25B, 25C, 25D e

25E

IFR4 de VL do Clone 25 180 |[FGGGTKVEIK

Proteina VH do Clone 27 181  |QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYAISWVRQAPG
QGLEWMGWISAYNGNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMEL|
RSLRSDDTAVYYCARDLSSFWSGDVLGAFDIWGQGTMVTVSS
IDNA de VH do Clone 27 182 |ICAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCC
TGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTACA
CCTTTACCAGCTATGCCATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCT
GGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCTTACA
ATGGTAACACAAACTATGCACAGAAGCTCCAGGGCAGAGT
CACCATGACCACAGACACATCCACGAGCACAGCCTACATGG
AGCTGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCGGTGTACTAC
TGCGCAAGGGATTTGTCTAGCTTCTGGAGCGGAGACGTGTT
AGGAGCCTTCGACATATGGGGTCAGGGTACAATGGTCACCG

TCTCCTCA
IFR1 de VH do Clonec27 183  IQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASG
CDRI1 de VH do Clone 27 184 |YTFTSYAIS
IFR2 de VH do Clone 27 185 |WVRQAPGQGLEWMG
CDR2 de VH do Clone 27 186  WISAYNGNTNYAQKLQG
IFR3 de VH do Clone 27 187 | RVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYC
CDR3 de VH do Clone 27 188 |JARDLSSFWSGDVLGAFDI
IFR4 de VH do Clone 27 189  [WGQGTMVTVSS

Proteina VL do Clone 27 190 [EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSNLAWYQQKPGQA
PRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYC
QQHANHITFGGGTKVEIK

IDNA de VL do Clone 27 191 |GAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTC
TCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGA
GTGTTAGCAGCAACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGC
CAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCACCAGGGC
CACTGGTATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGA
CAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGAT
TTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGCACGCCAATCACATCACT
TTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAA

FR1 de VL do Clone 27 192 [ EIVMTQSPATLSVSPGERATLSC

CDRI1 de VL do Clone 27 193 | RASQSVSSNLA

IFR2 de VL do Clone 27 194  WYQQKPGQAPRLLIY

CDR2 de VL do Clone 27 195 |GASTRAT

IFR3 de VL do Clone 27 196  |GIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYC
CDR3 de VL do Clone 27 197  |QQHANHIT

IFR4 de VL do Clone 27 198 [FGGGTKVEIK

Proteina VH do Clone 54 199  IQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWVRQAP
GQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMEL
SSLRSEDTAVYYCARASDSYGVGLYYGMDVWGQGTTVTVSS
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SEQ ID
NO
DNA de VH do Clone 54 200 [CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGC
CTGGGGCCTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCATCTGGATAC
ACCTTCACCAGCTACTATATGCACTGGGTGCGACAGGCCCC
TGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAATAATCAACCCTAGTG
GTGGTAGCACAAGCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGT
CACCATGACCAGGGACACGTCCACGAGCACAGTCTACATGG
AGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCGGTGTACTAC
TGCGCTAGGGCATCTGACTCCTACGGAGTGGGCCTCTACTA
CGGAATGGACGTATGGGGCCAGGGAACAACTGTCACCGTCT

Nome Sequéncia

CCTCA
IFR1 de VH do Clone 54 201 |QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASG
CDR1 de VH do Clone 54 202 |YTFTSYYMH
IFR2 de VH do Clone 54 203 [WVRQAPGQGLEWMG
CDR2 de VH do Clone 54 204 [INPSGGSTSYAQKFQG
IFR3 de VH do Clone 54 205 |RVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYC
CDR3 de VH do Clone 54 206 |ARASDSYGVGLYYGMDV
IFR4 de VH do Clone 54 207 |[WGQGTTVTVSS

Protefna VL do Clone 54 208 |[EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVRSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYY
CQQYYVSPLTFGGGTKVEIK

DNA de VL do Clone 54 209 |[GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCT
CCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGA
GTGTTAGGAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCT
GGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAG
GGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTG
GGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAA
GATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTACTACGTCAGTCCT
CTCACTTTTGGCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAA

IFR1 de VL do Clone 54 210 |[EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC

CDR1 de VL do Clone 54 211 |RASQSVRSSYLA

IFR2 de VL do Clone 54 212 WYQQKPGQAPRLLIY

CDR2 de VL do Clone 54 213  |GASSRAT

IFR3 de VL do Clone 54 214  |GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
CDR3 de VL do Clone 54 215 |QQYYVSPLT

IFR4 de VL do Clone 54 216 [FGGGTKVEIK
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SEQ ID
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Sequéncia

Sequéncia do cDNA de
TIGIT humano (N° de
|Acesso GenBank
INM_173799.3)

Peticéo 870210016809, Te 19/02/2021, pég. 226/350

217

CGTCCTATCTGCAGTCGGCTACTTTCAGTGGCAGAAGAGGC
CACATCTGCTTCCTGTAGGCCCTCTGGGCAGAAGCATGCGC
TGGTGTCTCCTCCTGATCTGGGCCCAGGGGCTGAGGCAGGC
TCCCCTCGCCTCAGGAATGATGACAGGCACAATAGAAACAA
CGGGGAACATTTCTGCAGAGAAAGGTGGCTCTATCATCTTA
CAATGTCACCTCTCCTCCACCACGGCACAAGTGACCCAGGT
CAACTGGGAGCAGCAGGACCAGCTTCTGGCCATTTGTAATG
CTGACTTGGGGTGGCACATCTCCCCATCCTTCAAGGATCGA
GTGGCCCCAGGTCCCGGCCTGGGCCTCACCCTCCAGTCGCT
GACCGTGAACGATACAGGGGAGTACTTCTGCATCTATCACA
CCTACCCTGATGGGACGTACACTGGGAGAATCTTCCTGGAG
GTCCTAGAAAGCTCAGTGGCTGAGCACGGTGCCAGGTTCCA
GATTCCATTGCTTGGAGCCATGGCCGCGACGCTGGTGGTCA
TCTGCACAGCAGTCATCGTGGTGGTCGCGTTGACTAGAAAG
AAGAAAGCCCTCAGAATCCATTCTGTGGAAGGTGACCTCAG
GAGAAAATCAGCTGGACAGGAGGAATGGAGCCCCAGTGCT
CCCTCACCCCCAGGAAGCTGTGTCCAGGCAGAAGCTGCACC
TGCTGGGCTCTGTGGAGAGCAGCGGGGAGAGGACTGTGCC
GAGCTGCATGACTACTTCAATGTCCTGAGTTACAGAAGCCT
GGGTAACTGCAGCTTCTTCACAGAGACTGGTTAGCAACCAG
AGGCATCTTCTGGAAGATACACTTTTGTCTTTGCTATTATAG
ATGAATATATAAGCAGCTGTACTCTCCATCAGTGCTGCGTG
TGTGTGTGTGTGTGTATGTGTGTGTGTGTTCAGTTGAGTGAA
TAAATGTCATCCTCTTCTCCATCTTCATTTCCTTGGCCTTTTC
GTTCTATTCCATTTTGCATTATGGCAGGCCTAGGGTGAGTAA
CGTGGATCTTGATCATAAATGCAAAATTAAAAAATATCTTG
ACCTGGTTTTAAATCTGGCAGTTTGAGCAGATCCTATGTCTC
TGAGAGACACATTCCTCATAATGGCCAGCATTTTGGGCTAC
AAGGTTTTGTGGTTGATGATGAGGATGGCATGACTGCAGAG
CCATCCTCATCTCATTTTTTCACGTCATTTTCAGTAACTTTCA
CTCATTCAAAGGCAGGTTATAAGTAAGTCCTGGTAGCAGCC
TCTATGGGGAGATTTGAGAGTGACTAAATCTTGGTATCTGC
CCTCAAGAACTTACAGTTAAATGGGGAGACAATGTTGTCAT
GAAAAGGTATTATAGTAAGGAGAGAAGGAGACATACACAG
GCCTTCAGGAAGAGACGACAGTTTGGGGTGAGGTAGTTGGC
ATAGGCTTATCTGTGATGAAGTGGCCTGGGAGCACCAAGGG
GATGTTGAGGCTAGTCTGGGAGGAGCAGGAGTTTTGTCTAG
GGAACTTGTAGGAAATTCTTGGAGCTGAAAGTCCCACAAAG
AAGGCCCTGGCACCAAGGGAGTCAGCAAACTTCAGATTTTA
TTCTCTGGGCAGGCATTTCAAGTTTCCTTTTGCTGTGACATA
CTCATCCATTAGACAGCCTGATACAGGCCTGTAGCCTCTTCC
GGCCGTGTGTGCTGGGGAAGCCCCAGGAAACGCACATGCC
CACACAGGGAGCCAAGTCGTAGCATTTGGGCCTTGATCTAC
CTTTTCTGCATCAATACACTCTTGAGCCTTTGAAAAAAGAA
CGTTTCCCACTAAAAAGAAAATGTGGATTTTTAAAATAGGG
ACTCTTCCTAGGGGAAAAAGGGGGGCTGGGAGTGATAGAG
GGTTTAAAAAATAAACACCTTCAAACTAACTTCTTCGAACC
CTTTTATTCACTCCCTGACGACTTTGTGCTGGGGTTGGGGTA
ACTGAACCGCTTATTTCTGTTTAATTGCATTCAGGCTGGATC
TTAGAAGACTTTTATCCTTCCACCATCTCTCTCAGAGGAATG
AGCGGGGAGGTTGGATTTACTGGTGACTGATTTTCTTTCATG
GGCCAAGGAACTGAAAGAGAATGTGAAGCAAGGTTGTGTC
TTGCGCATGGTTAAAAATAAAGCATTGTCCTGCTTCCTAAG
ACTTAGACTGGGGTTGACAATTGTTTTAGCAACAAGACAAT
TCAACTATTTCTCCTAGGATTTTTATTATTATTATTTTTTCAC
TTTTCTACCAAATGGGTTACATAGGAAGAATGAACTGAAAT
CTGTCCAGAGCTCCAAGTCCTTTGGAAGAAAGATTAGATGA
ACGTAAAAATGTTGTTGTTTGCTGTGGCAGTTTACAGCATTT
TTCTTGCAAAATTAGTGCAAATCTGTTGGAAATAGAACACA
ATTCACAAATTGGAAGTGAACTAAAATGTAATGACGAAAA
GGGAGTAGTGTTTTGATTTGGAGGAGGTGTATATTCGGCAG
AGGTTGGACTGAGAGTTGGGTGTTATTTAACATAATTATGG
TAATTGGGAAACATTTATAAACACTATTGGGATGGTGATAA
AATACAAAAGGGCCTATAGATGTTAGAAATGGGTCAGGTTA|

CTGAAATGGGATTCAATTTGAAAAAAATTTTTTTAAATAGA



1957207

SEQ ID

Nome NO Sequéncia
Proteina TIGIT humano 218  MRWCLLLIWAQGLRQAPLASGMMTGTIETTGNISAEKGGSIIL
(N° de Acesso GenBank QCHLSSTTAQVTQVNWEQQDQLLAICNADLGWHISPSFKDRV

INP_776160.2)

APGPGLGLTLQSLTVNDTGEYFCIYHTYPDGTYTGRIFLEVLES
SVAEHGARFQIPLLGAMAATLVVICTAVIVVVALTRKKKALRI
HSVEGDLRRKSAGQEEWSPSAPSPPGSCVQAEAAPAGLCGEQ
RGEDCAELHDYFNVLSYRSLGNCSFFTETG

IProteina TIGIT de macaco
Cynomolgus

219

MAFLVAPPMQFVYLLKTLCVFNMVFAKPGFSETVFSHRLSFTV]
LSAVGYFRWQKRPHLLPVSPLGRSMRWCLFLIWAQGLRQAPL
ASGMMTGTIETTGNISAKKGGSVILQCHLSSTMAQVTQVNWE
QHDHSLLAIRNAELGWHIYPAFKDRVAPGPGLGLTLQSLTMN
DTGEYFCTYHTYPDGTYRGRIFLEVLESSVAEHSARFQIPLLGA
MAMMLVVICIAVIVVVVLARKKKSLRIHSVESGLQRKSTGQEE
QIPSAPSPPGSCVQAEAAPAGLCGEQQGDDCAELHDYFNVLSY
RSLGSCSFFTETG

Proteina TIGIT de 220 MHGWLLLVWVQGLIQAAFLATGATAGTIDTKRNISAEEGGSV

camundongo ILQCHFSSDTAEVTQVDWKQQDQLLAIYSVDLGWHVASVFESD
RVVPGPSLGLTFQSLTMNDTGEYFCTYHTYPGGIYKGRIFLKV
QESSVAQFQTAPLGGTMAAVLGLICLMVTGVTVLARKKSIRM
HSIESGLGRTEAEPQEWNLRSLSSPGSPVQTQTAPAGPCGEQAE
DDYADPQEYFNVLSYRSLESFIAVSKTG

CDR1 de VH do Clone 2C 221 |[FTFTDYYMD

CDR2 de VH do Clone 2C 222 |RTRNKVNSYYTEYAASVKG

CDR3 de VH do Clone 2C 223  |ARGQYYYGSDRRGYYYMDV

CDR1 de VH dos Clones 224 |GTFLSSAIS

13A,13Ce 13D

CDR2 de VH do Clone 225 | SLIPYFGTANYAQKFQG

13A

CDRI1 de VH do Clone 13B| 226 |GTFSAWAIS

CDR2 de VH dos Clones 227 SIIPYFGKANYAQKFQG

13Be 13D

CDR3 de VH do Clone 13B| 228 |ARGPSEVSGILGYVWFDP

CDR2 de VH do Clone 13C] 229 |SIIPLFGKANYAQKFQG

CDR3 de VH dos Clones 230 |ARGPSEVKGILGYVWFDP

13Ce 13D

CDRI1 de VH do Clone 16C| 231 |GTFREYAIS

CDR2 de VH do Clone 16C| 232 |GIHPIFGTARYAQKFQG

CDR1 de VH dos Clones 233 |GTFSDYPIS

16D ¢ 16E

CDR2 de VH dos Clones 234 |GIIPIVGGANYAQKFQG

16B, 16D e 16E

CDR3 de VH do Clone 16C| 235 |TRQSTWHKLYGTDV

CDR3 de VH do Clone 236 [TRQSTWHKLFGTDV

16D

CDR3 de VH do Clone 16E| 237 |ARQSTWHKVYGTDV

CDR2 de VH do Clone 238 [WISAYNGNTKYAQKLQG

25A

CDR1 de VH dos Clones 239 |YTFTSYPIG

25B, 25C e 25D

CDR2 de VH dos Clones 240 [WISSYNGNTNYAQKLQG

25B, 25C e 25D

CDR3 de VH do Clone 25C| 241 |ARGASSFWSGDVLGAFDI

CDR3 de VH do Clone 242  |JARDLKSFWSGDVLGAFDI

25D

CDR1 de VH do Clone 25E| 243 |[YTFTSYAIA

CDR3 de VH do Clone 25E| 244 |ARSGSSFWSGDVLGAFDI
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SEQ ID

Nome NO Sequéncia

'VH do Clone 2C 245 |[EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYYMDWVRQAP
GKGLEWVGRTRNKVNSYYTEYAASVKGRFTISRDDSKNSLYL
QMNSLKTEDTAVYYCARGQYYYGSDRRGYYYMDVWGQGTT
VTVSS

'VH do Clone 13A 246  |IQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFLSSAISWVRQAPG

QGLEWMGSLIPYFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSS
LRSEDTAVYYCARGPSEVGAILGYVWFDPWGQGTLVTVSS
'VH do Clone 13B 247  IQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSAWAISWVRQAPG
QGLEWMGSIHPYFGKANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSS
LRSEDTAVYYCARGPSEVSGILGYVWFDPWGQGTLVTVSS

'VH do Clone 13C 248 |QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFLSSAISWVRQAPG
QGLEWMGSIIPLFGKANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSS
LRSEDTAVYYCARGPSEVKGILGY VWFDPWGQGTLVTVSS
'VH do Clone 13D 249  |IQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFLSSAISWVRQAPG
QGLEWMGSIIPYFGKANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSS
LRSEDTAVYYCARGPSEVKGILGY VWFDPWGQGTLVTVSS
'VH do Clone 16C 250 |QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFREYAISWVRQAPG
QGLEWMGGIHPIFGTARYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSS
LRSEDTAVYYCTRQSTWHKLYGTDVWGQGTTVTVSS

'VH do Clone 16D 251 QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSDYPISWVRQAPG
QGLEWMGGIIPIVGGANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSS
LRSEDTAVYYCTRQSTWHKLFGTDVWGQGTTVTVSS

'VH do Clone 16E 252 QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSDYPISWVRQAPG
QGLEWMGGIIPIVGGANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSS
LRSEDTAVYYCARQSTWHKVYGTDVWGQGTTVTVSS

'VH do Clone 25A 253  IQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYAISWVRQAPG
QGLEWMGWISAYNGNTKYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMEL
RSLRSDDTAVYYCARDLSSFWSGDVLGAFDIWGQGTMVTVSS
\VH do Clone 25B 254  |QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYPIGWVRQAPG
QGLEWMGWISSYNGNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMEL
RSLRSDDTAVYYCARDLSSFWSGDVLGAFDIWGQGTMVTVSS
'VH do Clone 25C 255 |QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYPIGWVRQAPG
QGLEWMGWISSYNGNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMEL
RSLRSDDTAVYYCARGASSFWSGDVLGAFDIWGQGTMVTVSS
'VH do Clone 25D 256  |QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYPIGWVRQAPG
QGLEWMGWISSYNGNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMEL
RSLRSDDTAVYYCARDLKSFWSGDVLGAFDIWGQGTMVTVS
S
'VH do Clone 25E 257 IQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYAIAWVRQAPG
QGLEWMGWISAYNGNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMEL|
RSLRSDDTAVYYCARSGSSFWSGDVLGAFDIWGQGTMVTVSS
Epitopo hTIGIT 68-82 258 [ICNADLGWHISPSFK
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INome

SEQ ID
NO

Sequéncia

Sequéncia de nucleotideos
da cadeia pesada de hIgG1
do Clone 13 (e hIgG1
afucosilado) sequéncia de
nucleotideos; negrito indica
a sequéncia de nucleotideos
da regido varidvel (VH)

259

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGTCCTCTGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGG
AGGCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGAC
AGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAGCATC
ATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTC
CAGGGCAGAGTCACCATTACTGCTGATGAATCCACCAGC
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGA
CACTGCTGTGTACTACTGTGCCAGAGGCCCTTCTGAAGT
AGGAGCAATACTGGGATATGTATGGTTTGACCCATGGG
GACAGGGTACATTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCA
AGGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGC
ACCTCTGGGGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCTGAACCTGTGACAGTGTCCTGGAACTCAGGAG
CCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAG
TCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCC
CTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGA
ATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGA
GCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCC
CAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTC
CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCC
TGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGAC
CCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCA
GGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC
AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTTTACACCCTG
CCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCT
GACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCG
TGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAA
GACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCT
CTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG
GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCA
CAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGCA
AA

Sequéncia de aminoécidos
da cadeia pesada de hIgG1
do Clone 13 (e hIgG1
afucosilado); negrito indica
VH

260

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQA
PGQGLEWMGSIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYM
ELSSLRSEDTAVYYCARGPSEVGAILGYVWFDPWGQGTLV
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN|
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK

SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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INome

SEQ ID
NO

Sequéncia

Sequéncia de nucleotideos
da cadeia pesada de hIgG1
ILALA-PG do Clone 13;
negrito indica a sequéncia
de nucleotideos de VH

261

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGTCCTCTGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGG
AGGCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGAC
AGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAGCATC
ATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTC
CAGGGCAGAGTCACCATTACTGCTGATGAATCCACCAGC
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGA
CACTGCTGTGTACTACTGTGCCAGAGGCCCTTCTGAAGT
AGGAGCAATACTGGGATATGTATGGTTTGACCCATGGG
GACAGGGTACATTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCA
AGGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGC
ACCTCTGGGGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCTGAACCTGTGACAGTGTCCTGGAACTCAGGAG
CCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAG
TCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCC
CTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGA
ATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGA
GCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCC
CAGCACCTGAAGCTGCTGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTC
CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCC
TGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGAC
CCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCA
GGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC
AACAAAGCCCTCGGGGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTTTACACCCTG
CCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCT
GACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCG
TGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAA
GACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCT
CTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG
GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCA
CAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGCA
AA

Sequéncia de aminoécidos
da cadeia pesada de hIgG1
ILALA-PG do Clone 13;
negrito indica VH

262

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQA
PGQGLEWMGSIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYM
ELSSLRSEDTAVYYCARGPSEVGAILGYVWFDPWGQGTLV
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN|
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK

SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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INome

SEQ ID
NO

Sequéncia

Sequéncia de nucleotideos
da cadeia pesada de higG4
S228P do Clone 13; negrito
indica a sequéncia de
nucleotideos de VH

263

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGTCCTCTGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGG
AGGCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGAC
AGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAGCATC
ATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTC
CAGGGCAGAGTCACCATTACTGCTGATGAATCCACCAGC
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGA
CACTGCTGTGTACTACTGTGCCAGAGGCCCTTCTGAAGT
AGGAGCAATACTGGGATATGTATGGTTTGACCCATGGG
GACAGGGTACATTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCA
AGGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCCCCTTGCTCCAGAAGC
ACATCTGAGAGCACAGCGGCCCTGGGATGCCTGGTCAAGG
ACTATTTCCCTGAGCCGGTGACCGTAAGCTGGAACTCTGGA
GCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCA
GTCTTCAGGGCTCTACTCCCTCAGCAGTGTGGTGACTGTACC
CTCCAGCAGCTTGGGCACCAAGACCTACACCTGCAACGTAG
ATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGA
GTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCAG
AGTTCCTGGGGGGACCATCTGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAAC
CCAAGGATACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACA
TGTGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAGGACCCCGAGGTCC
AGTTCAACTGGTATGTGGATGGCGTGGAAGTGCATAATGCT
AAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACCTACC
GTGTGGTCAGCGTCCTCACAGTGCTGCACCAGGACTGGCTG
AATGGCAAGGAGTACAAATGCAAGGTCTCCAACAAAGGCC
TCCCATCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGG
CAACCCCGGGAACCACAGGTATACACCCTGCCTCCATCCCA
AGAAGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTG
GTCAAAGGCTTCTACCCCTCTGACATTGCCGTGGAGTGGGA
GAGCAATGGGCAGCCAGAGAACAACTACAAGACCACACCT
CCCGTGCTGGACTCCGATGGCTCCTTCTTCCTGTACTCCCGG
CTCACAGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGAAATGTCT
TCTCCTGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTAC
ACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGCAAA

Sequéncia de aminoécidos
da cadeia pesada de higG4
S228P do Clone 13; negrito
indica VH

264

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQA
PGQGLEWMGSIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYM
ELSSLRSEDTAVYYCARGPSEVGAILGYVWFDPWGQGTLV
TVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTC
NVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPS
SIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRW

QEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
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INome

SEQ ID
NO

Sequéncia

Sequéncia de nucleotideos
da cadeia pesada de hIgG1
(e hIgG1 afucosilado) do
Clone 13A; negrito indica a
sequéncia de nucleotideos
de VH

265

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGTCCTCTGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGG
AGGCACCTTCCTTAGCTCTGCTATCAGCTGGGTGCGACA
GGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATCTCTCA
TCCCTTATTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCC
AGGGCAGAGTCACCATTACTGCTGATGAATCCACCAGCA
CAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGAC
ACTGCTGTGTACTACTGTGCCAGAGGCCCTTCTGAAGTA
GGAGCAATACTGGGATATGTATGGTTTGACCCATGGGG
ACAGGGTACATTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAA
GGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCA
CCTCTGGGGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAC
TACTTCCCTGAACCTGTGACAGTGTCCTGGAACTCAGGAGC
CCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAA
TCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAG
CCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCC
AGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCC
CCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACC
CTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACA
GCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAG
GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCA
ACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAA
GCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTTTACACCCTGCC
CCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
CCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTG
GAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGA
CCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACA
ACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGCAAA

Sequéncia de aminoécidos
da cadeia pesada de hIgG1
(e hIgG1 afucosilado) do
Clone 13A; negrito indica
VH

266

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFLSSAISWVRQA

PGQGLEWMGSLIPYFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAY

MELSSLRSEDTAVYYCARGPSEVGAILGYVWFDPWGQGTL
VIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD

KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID
NO

Sequéncia

Sequéncia de nucleotideos
da cadeia pesada de hIgG1
(e hIgG1 afucosilado) do
Clone 13B; negrito indica a
sequéncia de nucleotideos
de VH

267

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGTCCTCTGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGG
AGGCACCTTCTCTGCCTGGGCTATCAGCTGGGTGCGAC
AGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATCCATC
ATCCCTTATTTTGGTAAGGCAAACTACGCACAGAAGTTC
CAGGGCAGAGTCACCATTACTGCTGATGAATCCACCAGC
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGA
CACTGCTGTGTACTACTGTGCCAGAGGCCCTTCTGAAGT
AAGTGGTATACTGGGATATGTATGGTTTGACCCATGGGG
ACAGGGTACATTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAA
GGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCA
CCTCTGGGGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAC
TACTTCCCTGAACCTGTGACAGTGTCCTGGAACTCAGGAGC
CCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAA
TCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAG
CCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCC
AGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCC
CCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACC
CTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACA
GCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAG
GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCA
ACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAA
GCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTTTACACCCTGCC
CCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
CCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTG
GAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGA
CCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACA
ACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGCAAA

Sequéncia de aminoécidos
da cadeia pesada de hIgG1
(e hIgG1 afucosilado) do
Clone 13B; negrito indica
VH

268

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSAWAISWVRQA
PGQGLEWMGSIIPYFGKANYAQKFQGRVTITADESTSTAY

MELSSLRSEDTAVYYCARGPSEVSGILGYVWFDPWGQGTL
VIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD

KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID
NO

Sequéncia

Sequéncia de nucleotideos
da cadeia pesada de hIgG1
(e hIgG1 afucosilado) do
Clone 13C; negrito indica a
sequéncia de nucleotideos
de VH

269

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGTCCTCTGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGG
AGGCACCTTCCTTAGCTCTGCTATCAGCTGGGTGCGACA
GGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAGTATCA
TCCCTCTGTTTGGTAAGGCAAACTACGCACAGAAGTTCC
AGGGCAGAGTCACCATTACTGCTGATGAATCCACCAGCA
CAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGAC
ACTGCTGTGTACTACTGTGCCAGAGGCCCTTCTGAAGTA
AAGGGTATACTGGGATATGTATGGTTTGACCCATGGGG
ACAGGGTACATTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAA
GGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCA
CCTCTGGGGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAC
TACTTCCCTGAACCTGTGACAGTGTCCTGGAACTCAGGAGC
CCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAA
TCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAG
CCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCC
AGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCC
CCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACC
CTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACA
GCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAG
GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCA
ACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAA
GCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTTTACACCCTGCC
CCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
CCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTG
GAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGA
CCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACA
ACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGCAAA

Sequéncia de aminoécidos
da cadeia pesada de hIgG1
(e hIgG1 afucosilado) do
Clone 13C; negrito indica
VH

270

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFLSSAISWVRQA

PGQGLEWMGSIIPLFGKANYAQKFQGRVTITADESTSTAY

MELSSLRSEDTAVYYCARGPSEVKGILGYVWFDPWGQGTL
VIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD

KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID
NO

Sequéncia

Sequéncia de nucleotideos
da cadeia pesada de hIgG1
(e hIgG1 afucosilado) do
Clone 13D; negrito indica a
sequéncia de nucleotideos
de VH

271

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGTCCTCTGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGG
AGGCACCTTCCTTAGCTCTGCTATCAGCTGGGTGCGACA
GGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATCCATCA
TCCCTTATTTTGGTAAGGCAAACTACGCACAGAAGTTCC
AGGGCAGAGTCACCATTACTGCTGATGAATCCACCAGCA
CAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGAC
ACTGCTGTGTACTACTGTGCCAGAGGCCCTTCTGAAGTA
AAGGGTATACTGGGATATGTATGGTTTGACCCATGGGG
ACAGGGTACATTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAA
GGGCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCA
CCTCTGGGGGCACAGCTGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAC
TACTTCCCTGAACCTGTGACAGTGTCCTGGAACTCAGGAGC
CCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAA
TCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAG
CCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCC
AGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCC
CCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACC
CTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACA
GCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAG
GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCA
ACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAA
GCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTTTACACCCTGCC
CCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
CCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTG
GAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGA
CCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACA
ACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGCAAA

Sequéncia de aminoécidos
da cadeia pesada de hIgG1
(e hIgG1 afucosilado) do
Clone 13D; negrito indica
VH

272

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFLSSAISWVRQA

PGQGLEWMGSIIPYFGKANYAQKFQGRVTITADESTSTAY

MELSSLRSEDTAVYYCARGPSEVKGILGYVWFDPWGQGTL
VIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD

KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID
NO

Sequéncia

Sequéncia de nucleotideos
da cadeia leve hkappa do
Clone 13, 13A, 13B, 13Ce
13D (e afucosilado);
negrito indica a sequéncia
de nucleotideos de VL.

273

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTC
ACCCCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGT
CAGAGCCTCCTGCATAGTAATGGATACAACTATTTGGAT
TGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCT
GATCTATTTGGGTTCTAATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGA
CAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACAGATTTTACACT
GAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTT
ATTACTGCATGCAGGCAAGACGAATCCCTATCACTTTTG
GCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAACGTACGGTGGCTG
CACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGA
AATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCT
ATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGC
CCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGG
ACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC
GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCC
TGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAA
GAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

Sequéncia de aminodcidos
da cadeia leve hkappa do
Clone 13, 13A, 13B, 13Ce
13D (e afucosilado);
negrito indica VL

274

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYL
QKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYYCMQARRIPITFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

Sequéncia de nucleotideos
da cadeia pesada de
mIgG2a do Clone 13 (e
afucosilado); negrito indica
a sequéncia de nucleotideos
de VH

275

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGTCCTCTGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGG
AGGCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGAC
AGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAGCATC
ATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTC
CAGGGCAGAGTCACCATTACTGCTGATGAATCCACCAGC
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGA
CACTGCTGTGTACTACTGTGCCAGAGGCCCTTCTGAAGT
AGGAGCAATACTGGGATATGTATGGTTTGACCCATGGG
GACAGGGTACATTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAAAACAA
CAGCCCCATCGGTCTATCCGCTAGCCCCTGTGTGTGGAGAT
ACAACTGGCTCCTCGGTGACTCTAGGATGCCTGGTCAAGGG
TTATTTCCCTGAGCCAGTGACCTTGACCTGGAACTCTGGATC
CCTGTCCAGTGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTC
TGACCTCTACACCCTCAGCAGCTCAGTGACTGTAACCTCTA
GCACCTGGCCCAGCCAGTCCATCACCTGCAATGTGGCCCAC
CCGGCAAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGAGCCCA
GAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCA
GCACCTAACGCTGCTGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCT
CCAAAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCAT
AGTCACATGTGTGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAG
ATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAAGTACAC
ACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTA
CTCTCCGGGTGGTCAGTGCCCTCCCCATCCAGCACCAGGAC
TGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAACA
AAGACCTCGGGGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACC
CAAAGGCTCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTC
CACCAGAAGAAGAGATGACTAAGAAACAGGTCACTCTGAC
CTGCATGGTCACAGACTTCATGCCTGAAGACATTTACGTGG
AGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAA
CACTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTA
CAGCAAGCTGAGAGTGGAAAAGAAGAACTGGGTGGAAAGA
AATAGCTACTCCTGTTCAGTGGTCCACGAGGGTCTGCACAA

TCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGCAAA
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SEQ ID
NO

Sequéncia

Sequéncia de aminoécidos
da cadeia pesada de
mIgG2a do Clone 13 (e
afucosilado); negrito indica
VH

276

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQA
PGQGLEWMGSIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYM
ELSSLRSEDTAVYYCARGPSEVGAILGYVWFDPWGQGTLV
TVSSAKTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPEPVTL
TWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVTSSTWPSQSITCN
'VAHPASSTKVDKKIEPRGPTIKPCPPCKCPAPNAAGGPSVFIFPP
KIKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQ
TQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKEFKCKVNNKDLG
APIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDF
MPEDIYVEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEK
KNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK

Sequéncia de nucleotideos
da cadeia pesada de
mlgG2a LALA-PG do
Clone 13; negrito indica a
sequéncia de nucleotideos
de VH

277

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGTCCTCTGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGG
AGGCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGAC
AGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAGCATC
ATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTC
CAGGGCAGAGTCACCATTACTGCTGATGAATCCACCAGC
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGA
CACTGCTGTGTACTACTGTGCCAGAGGCCCTTCTGAAGT
AGGAGCAATACTGGGATATGTATGGTTTGACCCATGGG
GACAGGGTACATTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAAAACAA
CAGCCCCATCGGTCTATCCGCTAGCCCCTGTGTGTGGAGAT
ACAACTGGCTCCTCGGTGACTCTAGGATGCCTGGTCAAGGG
TTATTTCCCTGAGCCAGTGACCTTGACCTGGAACTCTGGATC
CCTGTCCAGTGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTC
TGACCTCTACACCCTCAGCAGCTCAGTGACTGTAACCTCTA
GCACCTGGCCCAGCCAGTCCATCACCTGCAATGTGGCCCAC
CCGGCAAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGAGCCCA
GAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCA
GCACCTAACGCTGCTGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCT
CCAAAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCAT
AGTCACATGTGTGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAG
ATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAAGTACAC
ACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTA
CTCTCCGGGTGGTCAGTGCCCTCCCCATCCAGCACCAGGAC
TGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAACA
AAGACCTCGGGGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACC
CAAAGGCTCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTC
CACCAGAAGAAGAGATGACTAAGAAACAGGTCACTCTGAC
CTGCATGGTCACAGACTTCATGCCTGAAGACATTTACGTGG
AGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAA
CACTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTA
CAGCAAGCTGAGAGTGGAAAAGAAGAACTGGGTGGAAAGA
AATAGCTACTCCTGTTCAGTGGTCCACGAGGGTCTGCACAA
TCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGCAAA

Sequéncia de aminoécidos
da cadeia pesada de
mlgG2a LALA-PG do
Clone 13; negrito indica
VH

278

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQA
PGQGLEWMGSIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYM
ELSSLRSEDTAVYYCARGPSEVGAILGYVWFDPWGQGTLV
TVSSAKTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPEPVTL
TWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVTSSTWPSQSITCN
'VAHPASSTKVDKKIEPRGPTIKPCPPCKCPAPNAAGGPSVFIFPP
KIKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQ
TQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKEFKCKVNNKDLG
APIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDF
MPEDIY VEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEK
KNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK
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NO

Sequéncia

Sequéncia de nucleotideos
da cadeia pesada de mIgG1
do Clone 13; negrito indica
a sequéncia de nucleotideos
de VH

279

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGTCCTCTGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGG
AGGCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGAC
AGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAGCATC
ATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTC
CAGGGCAGAGTCACCATTACTGCTGATGAATCCACCAGC
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGA
CACTGCTGTGTACTACTGTGCCAGAGGCCCTTCTGAAGT
AGGAGCAATACTGGGATATGTATGGTTTGACCCATGGG
GACAGGGTACATTGGTCACCGTCTCCTCAGCCAAAACGA
CACCCCCATCTGTCTATCCGCTAGCCCCTGGATCTGCTGCCC
AAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGC
TATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATC
CCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGGAGT
CTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCA
GCCCTCGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCAC
CCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCA
GGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATCTGTACAGTCCCAGAA
GTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTG
CTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTA
GACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTT
TGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCC
GGGAGGAGCAGTTCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAA
CTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTT
CAAATGCAGGGTCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCG
AGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGAAGGCTCC
ACAGGTGTACACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCA
AGGATAAAGTCAGTCTGACCTGCATGATAACAGACTTCTTC
CCTGAAGACATTACTGTGGAGTGGCAGTGGAATGGGCAGCC
AGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGAACACG
AATGGCTCTTACTTCGTCTACAGCAAGCTCAATGTGCAGAA
GAGCAACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCACCTGCTCTGTGT
TACATGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGAGAAGAGCCTC
TCCCACTCTCCTGGCAAA

Sequéncia de aminoécidos
da cadeia pesada de mIgGl
do Clone 13; negrito indica
VH

280

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQA
PGQGLEWMGSIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYM
ELSSLRSEDTAVYYCARGPSEVGAILGYVWFDPWGQGTLV
TVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTV
TWNSGSLSSGVHTFPAVLESDLYTLSSSVTVPSSPRPSETVTCN
VAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDV
LTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPRE
EQFNSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTIS
KTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITDFFPEDITVE
WQWNGQPAENYKNTQPIMNTNGSYFVYSKLNVQKSNWEAG
NTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK
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Sequéncia de nucleotideos
da cadeia leve mKappa do
Clone 13; negrito indica a
sequéncia de nucleotideos
de VH

281

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTC
ACCCCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGT
CAGAGCCTCCTGCATAGTAATGGATACAACTATTTGGAT
TGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCT
GATCTATTTGGGTTCTAATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGA
CAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACAGATTTTACACT
GAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTT
ATTACTGCATGCAGGCAAGACGAATCCCTATCACTTTTG
GCGGAGGGACCAAGGTTGAGATCAAACGTGCAGATGCGG
CGCCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTA
ACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTC
TACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAG
TGAACGACAAAATGGCGTCCTGAACAGTTGGACTGATCAGG
ACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTCAC
GTTGACCAAGGACGAGTATGAACGACATAACAGCTATACCT
GTGAGGCCACTCACAAGACATCAACTTCACCCATTGTCAAG
AGCTTCAACAGGAATGAGTGT

Sequéncia de aminodcidos
da cadeia leve mKappa do
Clone 13; negrito indica
VL

282

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYL
QKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYYCMQARRIPITFGGGTKVEIKRADAAPTVSIFPPS
SEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSW
TDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIV

KSFNRNEC
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REIVINDICACOES

1. Composicdo, caracterizada pelo fato de que compreende

anticorpos isolados que se ligam a TIGIT humano (Imunorreceptor de células
T com dominios Ig e ITIM), em que os anticorpos t€m uma afinidade de
ligacdo (Kp) por TIGIT humano inferior a 5 nM e em que pelo menos 90%,
pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo
menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo
menos 99% dos anticorpos na composicdo sao afucosilados.

2. Composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que os anticorpos t€ém uma Kp por TIGIT humano inferior a 1
nM.

3. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que os anticorpos t€ém uma Kp por TIGIT humano inferior a 100
pM.
4. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que os anticorpos exibem

reatividade cruzada com TIGIT de macaco Cynomolgus e com TIGIT de
camundongo.

5. Composi¢do de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizada

pelo fato de que os anticorpos exibem reatividade cruzada com TIGIT de
macaco Cynomolgus e com TIGIT de camundongo.

6. Composicdio de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que os anticorpos bloqueiam a

ligacdo de CD155 a TIGIT.

7. Composi¢do de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que os anticorpos bloqueiam a

ligacdo de CD112 a TIGIT.

8. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que os anticorpos bloqueiam a
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ligacdo de CD155 e de CD112 a TIGIT.
9. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que os anticorpos competem

pela ligacdo a TIGIT humano com um anticorpo que compreende uma regiao
variavel da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 55 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 64.

10. Composi¢cdo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que os anticorpos, quando

ligados a TIGIT humano, ligam-se a uma ou a ambas as posi¢des 81 e 82 de
aminodcidos.
11. Composi¢do de acordo com a reivindicagio 10,

caracterizada pelo fato de que os anticorpos se ligam a ambas as posi¢coes 81 e

82 de aminodcidos.
12. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 10 ou

reivindicacdo 11, caracterizada pelo fato de que as posicdes 81 e 82 de

aminodcidos s3o Phe81 e Lys82.
13. Composi¢cdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 12, caracterizada pelo fato de que os anticorpos se ligam a

um epitopo em TIGIT humano que compreende uma ou ambas as posi¢oes 81
e 82 de aminodcidos.

14. Composigao, caracterizada pelo fato de que compreende

anticorpos isolados que se ligam a TIGIT humano, em que os anticorpos,
quando ligados a TIGIT humano, ligam-se a uma ou a ambas as posi¢cdes 81 e
82 de aminodcidos e em que pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos
92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%,
pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos anticorpos na
composicao sao afucosilados.

15. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 14,
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caracterizada pelo fato de que os anticorpos se ligam a ambas as posi¢coes 81 e

82 de aminoécidos.
16. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 14 ou 15,
caracterizada pelo fato de que as posicoes 81 e 82 de aminodcidos sdao Phe81

e Lys82.

17. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende

anticorpos isolados que se ligam a TIGIT humano, em que os anticorpos se
ligam a um epitopo em TIGIT humano que compreende uma ou ambas as
posicdes 81 e 82 de aminoacidos e em que pelo menos 90%, pelo menos 91%,
pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos
anticorpos na composi¢do sao afucosilados.

18. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 13 ou 17,

caracterizada pelo fato de que o epitopo compreende Phe na posicao 81.
19. Composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 13, 17 ou 18,

caracterizada pelo fato de que o epitopo compreende Lys ou Ser na posi¢ao

82.

20. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 13 ou 17 a 19, caracterizada pelo fato de que o epitopo

compreende Phe na posicdo 81 e Lys ou Ser na posi¢ao 82.
21. Composi¢do de acordo com a reivindicagio 20,

caracterizada pelo fato de que o epitopo compreende Phe81 e Lys82.

22. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 13 ou 17 a 21, caracterizada pelo fato de que o epitopo é um

epitopo descontinuo.
23. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 13 ou 17 a 22, caracterizada pelo fato de que os anticorpos se

ligam a um epitopo em TIGIT humano que compreende ainda uma ou mais

das posi¢oes de aminodacidos 51, 52, 53, 54, 55, 73, 74, 75, 76, 77, 79, 83, 84,
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85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92 ou 93.
24. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 23,

caracterizada pelo fato de que o epitopo compreende ainda um ou mais

residuos de aminodcidos selecionados a partir do grupo que consiste em
Thr51, Ala52, GIn53, Val54, Thr55, Leu73, Gly74, Trp75, His76, 1le77,
Pro79, Asp83, Arg84, Val85, Ala86, Pro87, Gly88, Pro89, Gly90, Leu9l,
Gly92 e Leu93.

25. Composi¢cdo de acordo com a reivindicagdo 24,
caracterizada pelo fato de que o epitopo compreende os residuos de
aminodcidos Thr51, Ala52, GIn53, Val54, Thr55, Gly74, Trp75, His76, 1le77,
Phe81, Lys82, Pro87, Gly88, Pro89, Gly90, Leu91, Gly92 e Leu93.

26. Composi¢cdo de acordo com a reivindicagdo 24,
caracterizada pelo fato de que o epitopo compreende os residuos de
aminodcidos Ala52, GInS53, Leu73, Gly74, Trp75, Pro79, Phe81, Lys82,
Asp83, Arg84, Val85 e Alag6.

27. Composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 13 ou 17 a 26, caracterizada pelo fato de que o epitopo

compreende a sequéncia ICNADLGWHISPSFK (SEQ ID NO: 258).

28. Composi¢cdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 27, caracterizada pelo fato de que TIGIT humano

compreende as sequéncia de SEQ ID NO: 218.

29. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 28, caracterizada pelo fato de que cada um dos anticorpos

compreende uma ou mais dentre:

(@) uma CDRI1 da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:40,
SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:94, SEQ ID NO:112, SEQ ID
NO:130, SEQ ID NO:148, SEQ ID NO:166, SEQ ID NO:184, SEQ ID
NO:202, SEQ ID NO:221, SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:226, SEQ ID
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NO:231, SEQ ID NO:233, SEQ ID NO:239, SEQ ID NO:243, SEQ ID
NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:293, SEQ ID NO:294, SEQ ID
NO:289 e SEQ ID NO:290;

(b) uma CDR2 da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:42,
SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:78, SEQ ID NO:96, SEQ ID NO:114, SEQ ID
NO:132, SEQ ID NO:150, SEQ ID NO:168, SEQ ID NO:186, SEQ ID
NO:204, SEQ ID NO:222, SEQ ID NO:225, SEQ ID NO:227, SEQ ID
NO:229, SEQ ID NO:232, SEQ ID NO:234, SEQ ID NO:238, SEQ ID
NO:240, SEQ ID NO:285, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:291 e SEQ ID
NO:295;

(c) uma CDR3 da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:44,
SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:98, SEQ ID NO:116, SEQ ID
NO:134, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:170, SEQ ID NO:188, SEQ ID
NO:206, SEQ ID NO:223, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:230, SEQ ID
NO:235, SEQ ID NO:236, SEQ ID NO:237, SEQ ID NO:241, SEQ ID
NO:242, SEQ ID NO:244, SEQ ID NO:286, SEQ ID NO:292 e SEQ ID
NO:296;

(d) uma CDRI da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
selecionada dentre SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:49, SEQ ID
NO:67, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:103, SEQ ID NO:121, SEQ ID NO:139,
SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:175, SEQ ID NO:193, SEQ ID NO:211 e SEQ
ID NO:287;

(e) uma CDR?2 da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
selecionada dentre SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:51, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:87, SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:123, SEQ ID NO:141,
SEQ ID NO:159, SEQ ID NO:177, SEQ ID NO:195, SEQ ID NO:213 e SEQ
ID NO:288; ou
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(f) uma CDR3 da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
selecionada dentre SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:53, SEQ ID
NO:71, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:107, SEQ ID NO:125, SEQ ID NO:143,
SEQ ID NO:161, SEQ ID NO:179, SEQ ID NO:197 e SEQ ID NO:215.

30. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 29,

caracterizada pelo fato de que cada um dos anticorpos compreende:

(a) uma sequéncia de CDR1 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:293, SEQ ID
NO:294, SEQ ID NO:226, SEQ ID NO:289 e SEQ ID NO:290;

(b) uma sequéncia de CDR?2 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:60, SEQ ID
NO:285, SEQ ID NO:225, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:227, SEQ ID
NO:291, SEQ ID NO:229 e SEQ ID NO:295;

(c) uma sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:62, SEQ ID
NO:286, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:292, SEQ ID NO:230 e SEQ ID
NO:296;

(d) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:67 e SEQ ID
NO:287;

(e) uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:69 e SEQ ID
NO:288; e/ou

(f) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:71.

31. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 29 ou 30,
caracterizada pelo fato de que cada um dos anticorpos compreende uma

CDRI1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da
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cadeia leve compreendendo as sequéncias de:

(a) SEQID NOs: 4, 6, 8, 13, 15 e 17, respectivamente; ou

(b) SEQ ID NOs: 22, 24, 26, 31, 33 e 35, respectivamente; ou

(c) SEQ ID NOs: 40, 42, 44, 49, 51 e 53, respectivamente; ou

(d) SEQ ID NOs: 58, 60, 62, 67, 69 e 71, respectivamente; ou

(e) SEQ ID NOs: 283, 285, 62, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou

(f) SEQ ID NOs: 284, 60, 286, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(g) SEQ ID NOs: 76, 78, 80, 85, 87 e 89, respectivamente; ou

(h) SEQ ID NOs: 94, 96, 98, 103, 105 e 107, respectivamente;
ou

(i) SEQ ID NOs: 112, 114, 116, 121, 123 e 125,
respectivamente; ou

(G) SEQ ID NOs: 130, 132, 134, 139, 141 e 143,
respectivamente; ou

(k) SEQ ID NOs: 148, 150, 152, 157, 159 e 161,
respectivamente; ou

(D) SEQ ID NOs: 166, 168, 170, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(m) SEQ ID NOs: 184, 186, 188, 193, 195 e 197,
respectivamente; ou

(n) SEQ ID NOs: 202, 204, 206, 211, 213 e 215,
respectivamente; ou

(o) SEQ ID NOs: 221, 222, 223, 13, 15 e 17, respectivamente;
ou

(p) SEQ ID NOs: 224, 225, 62, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(@0 SEQ ID NOs: 293, 297, 62, 287, 288 e 71,
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respectivamente; ou

(r) SEQ ID NOs: 294, 225, 286, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(s) SEQ ID NOs: 226, 227, 228, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

() SEQ ID NOs: 289, 291, 228, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou

(u) SEQ ID NOs: 290, 227, 292, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(v) SEQ ID NOs: 224, 229, 230, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(w) SEQ ID NOs: 293, 295, 230, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou

(x) SEQ ID NOs: 294, 229, 296, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(y) SEQ ID NOs: 224, 227, 230, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(zy SEQ ID NOs: 293, 290, 230, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou

(aa) SEQ ID NOs: 294, 290, 230, 67, 69 e 71,
respectivamente; ou

(bb) SEQ ID NOs: 231, 232, 235, 103, 105 e 107,
respectivamente; ou

(cc) SEQ ID NOs: 233, 234, 236, 103, 105 e 107,
respectivamente; ou

(dd) SEQ ID NOs: 233, 234, 237, 103, 105 e 107,
respectivamente; ou

(ee) SEQ ID NOs: 166, 238, 170, 175, 177 e 179,

respectivamente; ou
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(ffj SEQ ID NOs: 239, 240, 170, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(gg) SEQ ID NOs: 239, 240, 241, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(hh) SEQ ID NOs: 239, 240, 242, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(i) SEQ ID NOs: 243, 168, 244, 175, 177 e 179,
respectivamente.

32. Composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 31, caracterizada pelo fato de que cada um dos anticorpos

compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada e uma CDRI,

CDR?2 e CDR3 da cadeia leve compreendendo as sequéncias de:
(a) SEQ ID NOs: 58, 60, 62, 67, 69 e 71, respectivamente; ou
(b) SEQ ID NOs: 283, 285, 62, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou
(c) SEQ ID NOs: 284, 60, 286, 67, 69 e 71, respectivamente.
33. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 32, caracterizada pelo fato de que cada um dos anticorpos

compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:73, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:109, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:145,
SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:181, SEQ ID NO:199, SEQ ID NO:245, SEQ
ID NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248, SEQ ID NO:249, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID NO:252, SEQ ID NO:253, SEQ ID
NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257; e/ou

(b) uma regido variavel da cadeia leve compreendendo uma

sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
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com SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:64, SEQ
ID NO:82, SEQ ID NO:100, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:136, SEQ ID
NO:154, SEQ ID NO:172, SEQ ID NO:190 ou SEQ ID NO:208.

34. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 33, caracterizada pelo fato de que cada um dos anticorpos

compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:245 e uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de
identidade de sequéncia com SEQ ID NO:10; ou

(b) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:19 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:28; ou

(c) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:37 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:46; ou

(d) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com qualquer uma dentre SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:246, SEQ ID NO:247,
SEQ ID NO:248 ou SEQ ID NO:249 e uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de
identidade de sequéncia com SEQ ID NO:64; ou

(e) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma

sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
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com SEQ ID NO:73 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:82; ou

(f) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com qualquer uma dentre SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:250, SEQ ID NO:251
ou SEQ ID NO:252 e uma regido variavel da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:100; ou

(g) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:109 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:118; ou

(h) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:127 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:136; ou

(1) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:145 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:154; ou

(j) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com qualquer uma dentre SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:253, SEQ ID
NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257 e uma regiao

variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com
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pelo menos 90% de identidade de sequéncia com SEQ ID NO:172; ou

(k) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:181 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:190; ou

(I) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:199 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:208.

35. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 34,

caracterizada pelo fato de que cada um dos anticorpos compreende:

(a) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:245 e uma regiao
variavel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO:10; ou

(b) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:19 e uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:28; ou

(c) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:37 e uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:46; ou

(d) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248 ou SEQ ID NO:249 e uma regiao
variavel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:64; ou

(e) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
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sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:73 e uma regido variavel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:82; ou

(f) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:91, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251 ou SEQ ID NO:252 e uma regido varidavel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:100;
ou

(g) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:109 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:118;
ou

(h) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:127 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:136;
ou

(1) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:145 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:154;
ou

(j) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:163, SEQ ID
NO:253, SEQ ID NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID
NO:257 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:172; ou

(k) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:181 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:190;
ou

(I) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
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sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:199 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:208.
36. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 35, caracterizada pelo fato de que cada um dos anticorpos

compreende uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:55 e uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:64.

37. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 36, caracterizada pelo fato de que os anticorpos sao

anticorpos IgG.
38. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 37,

caracterizada pelo fato de que os anticorpos sdo anticorpos IgGl ou

anticorpos IgG3.

39. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 38, caracterizada pelo fato de que cada um dos anticorpos
compreende uma cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminodacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 260, 262, 264, 266, 268, 270 e
272; e uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 274.

40. Composicado de acordo com a reivindicagdo 39,

caracterizada pelo fato de que cada um dos anticorpos compreende uma

cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NOs:
260; e uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 274.

41. Composi¢cdo de acordo com a reivindicagdo 39,

caracterizada pelo fato de que cada um dos anticorpos compreende uma

cadeia pesada que consiste na sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NOs:
260; e uma cadeia leve que consiste na sequéncia de aminodcidos de SEQ ID

NO: 274.
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42. Composicdo, caracterizada pelo fato de que compreende

anticorpos isolados que se ligam a TIGIT humano, em que pelo menos 90%,
pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo
menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo
menos 99% dos anticorpos na composi¢ao sdo afucosilados e em que cada um
dos anticorpos compreende uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia
de aminoacidos de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 274.

43. Composicdo, caracterizada pelo fato de que compreende

anticorpos isolados que se ligam a TIGIT humano, em que pelo menos 90%,
pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo
menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo
menos 99% dos anticorpos na composi¢ao sdo afucosilados e em que cada um
dos anticorpos compreende uma cadeia pesada que consiste na sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve que consiste na
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 274.

44. Composi¢ado de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 43, caracterizada pelo fato de que os anticorpos exibem

sinergia com um anticorpo anti-PD-1 ou um anticorpo anti-PD-L]1.
45. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 44,

caracterizada pelo fato de que a sinergia € determinada por meio de um ensaio

que compreende colocar em contato uma cocultura compreendendo (i) células
Jurkat efetoras que expressam PD-1, TIGIT e CD226, em que as células
Jurkat efetoras compreendem um gene reporter luciferase direcionado pelo
promotor de IL-2; e (i1) células CHO-KI1 apresentadoras de antigeno
artificiais (aAPCs) expressando um ativador de TCR, PD-L.1 e CD155; com a
composicdo e um anticorpo anti-PD-1 ou um anticorpo anti-PD-L1.

46. Composi¢ado de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 45, caracterizada pelo fato de que células T reguladoras
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(Treg) sao depletadas de PBMCs humanas quando em contato com a
composicao.
47. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 46, caracterizada pelo fato de que a expressio de MCP1,

IL-8 e MIPla € aumentada em PBMCs humanas quando em contato com a
composicao.
48. Composi¢ado de acordo com qualquer uma das

reivindicagcdes 1 a 47, caracterizada pelo fato de que mondcitos/macréfagos

sdo ativados quando em contato com a composi¢ao.
49. Composi¢cado de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 48, caracterizada pelo fato de que CD86 ¢ MHCII sao

regulados positivamente quando mondcitos/macréfagos CD14+ estdo em
contato com a composicao.
50. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 49, caracterizada pelo fato de que mondcitos/macréfagos

CDI14+ quando em contato com a composi¢cdo amadurecem tornando-se
células apresentadoras de antigeno.
51. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 50, caracterizada pelo fato de que as células T de memoria

quando em contato com a composi¢cao mostram produc¢do aumentada de IFNy
em resposta ao antigeno.
52. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1 to 51, caracterizada pelo fato de que as células T de memoéria

quando em contato com a composi¢cdo demonstram resposta reforcada ao
antigeno.
53. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 52, caracterizada pelo fato de que células T CD8+ efetoras

de memoria e/ou células T CD4+ efetoras de memodria sao aumentadas em

tumores quando em contato com a composi¢ao.
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54. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 53, caracterizada pelo fato de que a composi¢cdo reforga

uma resposta Th1 em um animal a que foi administrada a composic¢ao.
55. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 54, caracterizada pelo fato de que os anticorpos da

composi¢ao tém menor afinidade de ligacdao por FcyRIla e/ou FcyRIIb quando
comparados aos mesmos anticorpos anti-TIGIT que nio sdo afucosilados.
56. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 55, caracterizada pelo fato de que a composi¢do medeia a

fagocitose celular dependente de anticorpo (ADCP) de células que expressam
TIGIT na presenga de mondcitos-macrofagos.
57. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 56, caracterizada pelo fato de que os anticorpos sao

monoclonais.
58. Composi¢cdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 57, caracterizada pelo fato de que os anticorpos sao

anticorpos totalmente humanos.
59. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 58, caracterizada pelo fato de que os anticorpos sao

anticorpos quiméricos.
60. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 28 ou 44 a 59, caracterizada pelo fato de que os anticorpos

sao humanizados.
61. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 60, caracterizada pelo fato de que os anticorpos sao

fragmentos de anticorpo.
62. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 61,
caracterizada pelo fato de que os fragmentos de anticorpo sdo Fab, Fab’,

F(ab’),, scFv ou diabodies.
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63. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 62, caracterizada pelo fato de que os anticorpos sao

anticorpos biespecificos.
64. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 63, caracterizada pelo fato de que os anticorpos sao

conjugados anticorpo-farmaco.
65. Anticorpo que se liga ao TIGIT humano (Imunorreceptor

de células T com dominios Ig e ITIM), caracterizado pelo fato de que o

anticorpo tem uma afinidade de ligacdo (Kp) por TIGIT humano inferior a 5
nM e em que o anticorpo € afucosilado.

66. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 65, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo tem uma Kp por TIGIT humano inferior a 1 nM.

67. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 66, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo tem uma Kp por TIGIT humano inferior a 100
pM.
68. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

65 a 67, caracterizado pelo fato de que o anticorpo exibe reatividade cruzada

com TIGIT de macaco Cynomolgus e/ou com TIGIT de camundongo.

69. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 68, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo exibe reatividade cruzada com TIGIT de macaco
Cynomolgus e com TIGIT de camundongo.

70. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
65 a 69, caracterizado pelo fato de que o anticorpo bloqueia a ligacdo de

CD155 a TIGIT.

71. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
65 a 70, caracterizado pelo fato de que o anticorpo bloqueia a ligacdo de

CD112 a TIGIT.

72. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

65 a 71, caracterizado pelo fato de que o anticorpo bloqueia a ligacdo de
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ambos, CD155 e CD112, a TIGIT.
73. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

65 a 72, caracterizado pelo fato de que o anticorpo compete pela ligacido a

TIGIT humano com um anticorpo que compreende uma regido variavel da
cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
55 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 64.

74. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

65 a 73, caracterizado pelo fato de que, quando ligado a TIGIT humano, liga-

se a uma ou a ambas as posicdes 81 e 82 de aminoacidos.

75. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 74, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo se liga a ambas as posicdes 81 e 82 de
amino4cidos.

76. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 74 ou 75,

caracterizado pelo fato de que as posi¢coes 81 e 82 de aminoécidos sdao Phe81
e Lys82.
77. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

65 a 76, caracterizado pelo fato de que o anticorpo se liga a um epitopo em

TIGIT humano que compreende uma ou ambas as posicdes 81 e 82 de
amino4cidos.

78. Anticorpo que se liga ao TIGIT humano, caracterizado

pelo fato de que, quando ligado a TIGIT humano, liga-se a uma ou a ambas as
posicdes 81 e 82 de aminodcidos e em que o anticorpo € afucosilado.

79. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 78, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo se liga a ambas as posicdes 81 e 82 de
amino4cidos.

80. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 78 ou 79,
caracterizado pelo fato de que as posi¢coes 81 e 82 de aminoécidos sdao Phe81

e Lys82.
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81. Anticorpo que se liga ao TIGIT humano, caracterizado pelo

fato de que o anticorpo se liga a um epitopo em TIGIT humano que
compreende uma ou ambas as posi¢oes 81 e 82 de aminodcidos e em que o
anticorpo € afucosilado.

82. Anticorpo de acordo com a reivindicagdio 77 ou 8l,

caracterizado pelo fato de que o epitopo compreende Phe na posi¢do 81.

83. Anticorpo de acordo com a reivindicagdao 77, 81 ou 82,
caracterizado pelo fato de que o epitopo compreende Lys ou Ser na posi¢ao

82.

84. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes

77 ou 81 a 83, caracterizado pelo fato de que o epitopo compreende Phe na

posicdo 81 e Lys ou Ser na posicado 82.

85. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 84, caracterizado

pelo fato de que o epitopo compreende Phe81 e Lys82.
86. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes

77 ou 81 a 85, caracterizado pelo fato de que o epitopo € um epitopo

descontinuo.
87. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes

77 ou 81 a 86, caracterizado pelo fato de que o anticorpo se liga a um epitopo

em TIGIT humano que compreende ainda uma ou mais das posi¢des de
aminodcidos 51, 52, 53, 54, 55, 73, 74, 75, 76, 77, 79, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92 ou 93.

88. Anticorpo de acordo com a reivindica¢do 87, caracterizado

pelo fato de que o epitopo compreende ainda um ou mais residuos de
aminodcidos selecionados a partir do grupo que consiste em Thr51, Ala52,
GIn53, Val54, Thr55, Leu73, Gly74, Trp75, His76, lle77, Pro79, Asp83,
Arg84, Val85, Ala86, Pro87, Gly88, Pro89, Gly90, Leu9l, Gly92 e Leu93.

89. Anticorpo de acordo com a reivindica¢do 88, caracterizado

pelo fato de que o epitopo compreende os residuos de aminoicidos Thr51,
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Ala52, GIn53, Val54, ThrS5, Gly74, Trp75, His76, Ile77, Phe81, LysS2,
Pro87, Gly88, Pro89, Gly90, Leu91, Gly92 e Leu93.

90. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 88, caracterizado

pelo fato de que o epitopo compreende os residuos de aminodcidos Ala52,
GIn53, Leu73, Gly74, Trp75, Pro79, Phe81, Lys82, Asp83, Arg84, Val85 e
Alag6.

91. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
77 ou 81 a 90, caracterizado pelo fato de que o epitopo compreende a

sequéncia ICNADLGWHISPSFK (SEQ ID NO: 258).

92. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
65 a 91, caracterizado pelo fato de que TIGIT humano compreende a

sequéncia de SEQ ID NO: 218.

93. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

65 a 92, caracterizado pelo fato de que o anticorpo compreende uma ou mais

dentre:

(@) uma CDRI1 da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:40,
SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:94, SEQ ID NO:112, SEQ ID
NO:130, SEQ ID NO:148, SEQ ID NO:166, SEQ ID NO:184, SEQ ID
NO:202, SEQ ID NO:221, SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:226, SEQ ID
NO:231, SEQ ID NO:233, SEQ ID NO:239, SEQ ID NO:243, SEQ ID
NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:293, SEQ ID NO:294, SEQ ID
NO:289 e SEQ ID NO:290;

(b) uma CDR2 da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:42,
SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:78, SEQ ID NO:96, SEQ ID NO:114, SEQ ID
NO:132, SEQ ID NO:150, SEQ ID NO:168, SEQ ID NO:186, SEQ ID
NO:204, SEQ ID NO:222, SEQ ID NO:225, SEQ ID NO:227, SEQ ID
NO:229, SEQ ID NO:232, SEQ ID NO:234, SEQ ID NO:238, SEQ ID
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NO:240, SEQ ID NO:285, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:291 e SEQ ID
NO:295;

(c) uma CDR3 da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia selecionada dentre SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:44,
SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:98, SEQ ID NO:116, SEQ ID
NO:134, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:170, SEQ ID NO:188, SEQ ID
NO:206, SEQ ID NO:223, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:230, SEQ ID
NO:235, SEQ ID NO:236, SEQ ID NO:237, SEQ ID NO:241, SEQ ID
NO:242, SEQ ID NO:244, SEQ ID NO:286, SEQ ID NO:292 e SEQ ID
NO:296;

(d) uma CDRI da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
selecionada dentre SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:49, SEQ ID
NO:67, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:103, SEQ ID NO:121, SEQ ID NO:139,
SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:175, SEQ ID NO:193, SEQ ID NO:211 e SEQ
ID NO:287;

(e) uma CDR?2 da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
selecionada dentre SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:51, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:87, SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:123, SEQ ID NO:141,
SEQ ID NO:159, SEQ ID NO:177, SEQ ID NO:195, SEQ ID NO:213 e SEQ
ID NO:288; ou

(f) uma CDR3 da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
selecionada dentre SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:53, SEQ ID
NO:71, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:107, SEQ ID NO:125, SEQ ID NO:143,
SEQ ID NO:161, SEQ ID NO:179, SEQ ID NO:197 e SEQ ID NO:215.

94. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 93, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo compreende:

(a) uma sequéncia de CDR1 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:283, SEQ ID NO:284, SEQ ID NO:224, SEQ ID NO:293, SEQ ID
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NO:294, SEQ ID NO:226, SEQ ID NO:289 e SEQ ID NO:290;

(b) uma sequéncia de CDR2 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:60, SEQ ID
NO:285, SEQ ID NO:225, SEQ ID NO:297, SEQ ID NO:227, SEQ ID
NO:291, SEQ ID NO:229 e SEQ ID NO:295;

(c) uma sequéncia de CDR3 da cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:62, SEQ ID
NO:286, SEQ ID NO:228, SEQ ID NO:292, SEQ ID NO:230 e SEQ ID
NO:296;

(d) uma sequéncia de CDRI1 da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:67 e SEQ ID
NO:287;

(e) uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NO:69 e SEQ ID
NO:288; e/ou

(f) uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:71.

95. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 94, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo compreende uma CDRI1, CDR2 e CDR3 da
cadeia pesada e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia leve compreendendo as
sequéncias de:
(a) SEQID NOs: 4, 6, 8, 13, 15 e 17, respectivamente; ou
(b) SEQ ID NOs: 22, 24, 26, 31, 33 e 35, respectivamente; ou
(c) SEQ ID NOs: 40, 42, 44, 49, 51 e 53, respectivamente; ou
(d) SEQ ID NOs: 58, 60, 62, 67, 69 e 71, respectivamente; ou
(e) SEQ ID NOs: 76, 78, 80, 85, 87 e 89, respectivamente; ou
(f) SEQ ID NOs: 94, 96, 98, 103, 105 e 107, respectivamente;
ou

(g SEQ ID NOs: 112, 114, 116, 121, 123 e 125,
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respectivamente; ou

(h) SEQ ID NOs: 130, 132, 134, 139, 141 e 143,
respectivamente; ou

(1) SEQ ID NOs: 148, 150, 152, 157, 159 e 161,
respectivamente; ou

() SEQ ID NOs: 166, 168, 170, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(k) SEQ ID NOs: 184, 186, 188, 193, 195 e 197,
respectivamente; ou

() SEQ ID NOs: 202, 204, 206, 211, 213 e 215,
respectivamente; ou

(m) SEQ ID NOs: 221, 222,223, 13, 15 e 17, respectivamente;

ou

(n) SEQ ID NOs: 224, 225, 62, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(o) SEQ ID NOs: 226, 227, 228, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(p) SEQ ID NOs: 224, 229, 230, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(q) SEQ ID NOs: 224, 227, 230, 67, 69 e 71, respectivamente;
ou

(r) SEQ ID NOs: 231, 232, 235, 103, 105 e 107,
respectivamente; ou

(s) SEQ ID NOs: 233, 234, 236, 103, 105 e 107,
respectivamente; ou

(t) SEQ ID NOs: 233, 234, 237, 103, 105 e 107,
respectivamente; ou

(u) SEQ ID NOs: 166, 238, 170, 175, 177 e 179,

respectivamente; ou
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(v) SEQ ID NOs: 239, 240, 170, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(w) SEQ ID NOs: 239, 240, 241, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(x) SEQ ID NOs: 239, 240, 242, 175, 177 e 179,
respectivamente; ou

(y) SEQ ID NOs: 243, 168, 244, 175, 177 e 179,
respectivamente.

96. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
65 a 95, caracterizado pelo fato de que o anticorpo compreende uma CDRI1,

CDR?2 e CDR3 da cadeia pesada e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia leve

compreendendo as sequéncias de:
(a) SEQ ID NOs: 58, 60, 62, 67, 69 e 71, respectivamente; ou
(b) SEQ ID NOs: 283, 285, 62, 287, 288 e 71,
respectivamente; ou
(c) SEQ ID NOs: 284, 60, 286, 67, 69 e 71, respectivamente.
97. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

65 a 96, caracterizado pelo fato de que o anticorpo compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:73, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:109, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:145,
SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:181, SEQ ID NO:199, SEQ ID NO:245, SEQ
ID NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248, SEQ ID NO:249, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID NO:252, SEQ ID NO:253, SEQ ID
NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257; e/ou

(b) uma regido varidavel da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia

com SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:64, SEQ
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ID NO:82, SEQ ID NO:100, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:136, SEQ ID
NO:154, SEQ ID NO:172, SEQ ID NO:190 ou SEQ ID NO:208.
98. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

65 a 97, caracterizado pelo fato de que o anticorpo compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:245 e uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de
identidade de sequéncia com SEQ ID NO:10; ou

(b) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:19 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:28; ou

(c) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:37 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:46; ou

(d) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com qualquer uma dentre SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:246, SEQ ID NO:247,
SEQ ID NO:248 ou SEQ ID NO:249 e uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de
identidade de sequéncia com SEQ ID NO:64; ou

(e) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:73 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo

uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de

Peticao 870210016809, de 19/02/2021, pag. 265/350



27145

sequéncia com SEQ ID NO:82; ou

(f) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com qualquer uma dentre SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:250, SEQ ID NO:251
ou SEQ ID NO:252 e uma regido variavel da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:100; ou

(g) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:109 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:118; ou

(h) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:127 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:136; ou

(1) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:145 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:154; ou

(j) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com qualquer uma dentre SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:253, SEQ ID
NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID NO:257 e uma regiao
variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com
pelo menos 90% de identidade de sequéncia com SEQ ID NO:172; ou

(k) uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma
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sequéncia de aminoicidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:181 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:190; ou

(I) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade de sequéncia
com SEQ ID NO:199 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com SEQ ID NO:208.

99. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 98, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:245 e uma regido
variavel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:10; ou

(b) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:19 e uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:28; ou

(c) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:37 e uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:46; ou

(d) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:246, SEQ ID NO:247, SEQ ID NO:248 ou SEQ ID NO:249 e uma regiao
variavel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:64; ou

(e) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:73 e uma regido varidvel da cadeia

leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:82; ou
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(f) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:91, SEQ ID
NO:250, SEQ ID NO:251 ou SEQ ID NO:252 e uma regido varidavel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:100;
ou

(g) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:109 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:118;
ou

(h) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:127 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:136;
ou

(1) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:145 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:154;
ou

(j) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma dentre SEQ ID NO:163, SEQ ID
NO:253, SEQ ID NO:254, SEQ ID NO:255, SEQ ID NO:256 ou SEQ ID
NO:257 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:172; ou

(k) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:181 e uma regido varidvel da
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:190;
ou

(I) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:199 e uma regido varidvel da

cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:208.
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100. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 99, caracterizado pelo fato de que o anticorpo compreende

uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:55 e uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:64.

101. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 65 a 100, caracterizado pelo fato de que o anticorpo é um

anticorpo IgG.
102. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 101,

caracterizado pelo fato de que o anticorpo é um anticorpo IgGl ou um

anticorpo IgG3.
103. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 102, caracterizado pelo fato de que o anticorpo

compreende uma cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminodacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 260, 262, 264, 266, 268, 270 e
272; e uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 274.

104. Anticorpo de acordo com a reivindicacio 103,

caracterizado pelo fato de que o anticorpo compreende uma cadeia pesada

compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NOs: 260; e uma
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 274.
105. Anticorpo de acordo com a reivindicacio 103,

caracterizado pelo fato de que o anticorpo compreende uma cadeia pesada que

consiste na sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia
leve que consiste na sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 274.

106. Anticorpo que se liga ao TIGIT humano, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo compreende uma cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 260, 262,

264, 266, 268, 270 e 272; e uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 274.

107. Anticorpo que se liga ao TIGIT humano, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo compreende uma cadeia pesada compreendendo
a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 274.

108. Anticorpo que se liga ao TIGIT humano, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo compreende uma cadeia pesada que consiste na
sequéncia de aminoicidos de SEQ ID NOs: 260; e uma cadeia leve que
consiste na sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 274.

109. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 108, caracterizado pelo fato de que o anticorpo exibe

sinergia com um anticorpo anti-PD-1 ou um anticorpo anti-PD-L1.
110. Anticorpo de acordo com a reivindicacio 109,

caracterizado pelo fato de que a sinergia € determinada por meio de um ensaio

que compreende colocar em contato uma cocultura compreendendo (i) células
Jurkat efetoras que expressam PD-1, TIGIT e CD226, em que as células
Jurkat efetoras compreendem um gene reporter luciferase direcionado pelo
promotor de IL-2; e (i1) células CHO-KI1 apresentadoras de antigeno
artificiais (aAPCs) expressando um ativador de TCR, PD-L.1 e CD155; com a
composicdo e um anticorpo anti-PD-1 ou um anticorpo anti-PD-L1.

I111. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 110, caracterizado pelo fato de que células T reguladoras

(Treg) sdo depletadas de PBMCs humanas quando em contato com o
anticorpo.
112.  Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 111, caracterizado pelo fato de que a expressao de MCPI,

IL-8 e MIPla € aumentada em PBMCs humanas quando em contato com o
anticorpo.

113. Anticorpo de acordo com qualquer uma das
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reivindicagdes 65 a 112, caracterizado pelo fato de que mondcitos/macrofagos

sdo ativados quando estdo em contato com 0 anticorpo.

114. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 113, caracterizado pelo fato de que CD86 e MHCII sao
regulados positivamente quando mondcitos/macréfagos CD14+ estdo em
contato com 0 anticorpo.

115. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 114, caracterizado pelo fato de que mondcitos/macrofagos

CD14+ quando em contato com o anticorpo amadurecem tornando-se células
apresentadoras de antigeno.
116. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 115, caracterizado pelo fato de que as células T de

memoria quando em contato com o anticorpo mostram produ¢do aumentada
de IFNy em resposta ao antigeno.
117. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 116, caracterizado pelo fato de que as células T de

memoria quando em contato com o anticorpo demonstram resposta reforcada
ao antigeno.
118. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 65 a 117, caracterizado pelo fato de que células T CD8+

efetoras de memoria e/ou células T CD4+ efetoras de memodria sao
aumentadas em tumores quando estao em contato com o anticorpo.
119. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 65 a 118, caracterizado pelo fato de que o anticorpo reforca

uma resposta Th1 em um animal a que foi administrado o anticorpo.
120. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 65 a 119, caracterizado pelo fato de que o anticorpo tem menor

afinidade de ligacdo por FcyRIla e/ou FcyRIIb quando comparado ao mesmo

anticorpo anti-TIGIT que ndo € afucosilado.
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121. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 120, caracterizado pelo fato de que a composicdo medeia

a fagocitose celular dependente de anticorpo (ADCP) de células que
expressam TIGIT na presenca de mondcitos-macréfagos.
122.  Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 121, caracterizado pelo fato de que o anticorpo €

monoclonal.
123. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 65 a 122, caracterizado pelo fato de que o anticorpo é um

anticorpo totalmente humano.

124. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 65 a 123, caracterizado pelo fato de que o anticorpo é um
anticorpo quimérico.
125. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 65 a 92 oul09 a 124, caracterizado pelo fato de que o

anticorpo € humanizado.
126. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagcdes 65 a 125, caracterizado pelo fato de que o anticorpo é um

fragmento de anticorpo.
127. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 126,

caracterizado pelo fato de que o fragmento de anticorpo is a Fab, a Fab’, a

F(ab’),, a scFv, ou a diabody.

128. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 65 a 127, caracterizado pelo fato de que o anticorpo é um
anticorpo biespecifico.
129. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 65 a 128, caracterizado pelo fato de que o anticorpo é um

conjugado anticorpo-farmaco.

130. Formulacdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
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compreende a composi¢cdo definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a
64 ou o anticorpo definido em qualquer uma das reivindicacdes 65 a 129 e um
veiculo farmaceuticamente aceitdvel.

131. Polinucleotideo isolado, caracterizado pelo fato de que

codifica (i) a cadeia pesada do anticorpo definido em qualquer uma das
reivindicagdes 106 a 108; (i1) a cadeia leve do anticorpo definido em qualquer
uma das reivindicagdes 106 a 108; ou (ii1) a cadeia pesada e a cadeia leve do
anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicacdes 106 a 108.

132. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicacio
131, caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo compreende (i) uma
sequéncia de nucleotideos selecionada dentre SEQ ID NOs: 259, 261, 163,
265, 267, 269 e 271; ou (i1) uma sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:

273; ou (ii1) uma sequéncia de nucleotideos selecionada dentre SEQ ID NOs:
259, 261, 263, 265, 267, 269 e 271 e uma sequéncia de nucleotideos de SEQ
ID NO: 273.

133. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende o

polinucleotideo como definido na reivindicagdo 131 ou 132.

134. Célula hospedeira isolada, caracterizada pelo fato de que

compreende o polinucleotideo isolado como definido na reivindicag¢do 131 ou
132 ou o vetor como definido na reivindicag¢do 133.

135. Célula hospedeira isolada, caracterizada pelo fato de que

expressa o anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 106
a 108.
136. Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 134 ou

135, caracterizada pelo fato de que € projetada para produzir anticorpos

afucosilados.
137. Método para a produgcdo de um anticorpo que se liga ao

TIGIT humano, caracterizado pelo fato de que compreende incubar a cé€lula

hospedeira como definida em qualquer uma das reivindicagdes 134 a 136 sob
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condi¢Oes adequadas para a producdo do anticorpo.

138. Método de acordo com a reivindicacdo 137, caracterizado

pelo fato de que a célula hospedeira € projetada para produzir anticorpos
afucosilados.

139. Método de acordo com a reivindicacdo 137, caracterizado

pelo fato de que a célula hospedeira € cultivada na presenca de um anélogo de
fucose sob condi¢des adequadas para a produgdo de anticorpos afucosilados.
140. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

137 a 139, caracterizado pelo fato de que compreende ainda isolar os

anticorpos.
141. Composicao de anticorpos isolados que se ligam a TIGIT

humano, caracterizada pelo fato de que pelo menos 90%, pelo menos 91%,

pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos
anticorpos na composicdo sdo afucosilados, em que os anticorpos sao
produzidos pelo método como definido em qualquer uma das reivindicagdes
138 a 140.

142. Composicao de anticorpos isolados que se ligam a TIGIT

humano, caracterizada pelo fato de que pelo menos 90%, pelo menos 91%,

pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos
anticorpos na composicdo sdo afucosilados, em que os anticorpos sao
produzidos pelo método que compreende incubar a célula hospedeira, como
definida na reivindicacdo 134 ou 135, sob condi¢bes adequadas para a
producdo de anticorpos afucosilados e isolar os anticorpos para formar a
composicdo de anticorpos isolados.

143. Composi¢cdo de acordo com a reivindicagdo 142,

caracterizada pelo fato de que a célula hospedeira é projetada para produzir

anticorpos afucosilados.
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144. Composi¢cdo de acordo com a reivindicagdo 142,

caracterizada pelo fato de que a célula hospedeira € cultivada na presenca de

um andlogo de fucose sob condi¢bes adequadas para a producdo de anticorpos
afucosilados.

145. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que

compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos que codifica (i) os anticorpos da composi¢do definida em
qualquer uma das reivindica¢des 1 a 63 ou (ii) o anticorpo com definido em
qualquer uma das reivindicagdes 65 a 128, em que a célula hospedeira é
projetada para produzir anticorpos afucosilados.

146. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagcdo 145,

caracterizada pelo fato de que o polinucleotideo € um vetor.

147. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que

expressa (1) os anticorpos da composi¢do como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 63 ou (i1) o anticorpo como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 65 a 128, em que a célula hospedeira é projetada para produzir
anticorpos afucosilados.

148. Célula hospedeira de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 145 a 147, caracterizada pelo fato de que a célula hospedeira

compreende:

(a) a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:20, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:92,
SEQ ID NO:110, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:146, SEQ ID NO:164, SEQ
ID NO:182, SEQ ID NO:200, SEQ ID NO:259, SEQ ID NO:265, SEQ ID
NO:267, SEQ ID NO:269 ou SEQ ID NO:271; e/ou

(b) a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:29, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:101,
SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:155, SEQ ID NO:173, SEQ
ID NO:191, SEQ ID NO:209 ou SEQ ID NO:273.
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149. Método para a produgdo de anticorpos afucosilados que

se ligam a TIGIT, caracterizado pelo fato de que compreende cultivar a célula

hospedeira definida em qualquer uma das reivindicacdes 145 a 148 sob
condi¢des adequadas para a producdo dos anticorpos afucosilados.
150. Método para a producdo de anticorpos afucosilados que

se ligam a TIGIT, caracterizado pelo fato de que compreende cultivar uma

célula hospedeira na presenca de um andlogo de fucose sob condi¢des
adequadas para a producdo de anticorpos afucosilados, em que a célula
hospedeira compreende um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia
de nucleotideos que codifica (i) os anticorpos da composi¢ao como definidos
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 63 ou (i1) o anticorpo como definido
em qualquer uma das reivindicagdes 65 a 128.

151. Método de acordo com a reivindicacdo 150, caracterizado

pelo fato de que o polinucleotideo é um vetor.
152. Método para a producdo de anticorpos afucosilados que

se ligam a TIGIT, caracterizado pelo fato de que compreende cultivar uma

célula hospedeira na presenca de um andlogo de fucose sob condi¢des
adequadas para a producdo de anticorpos afucosilados, em que a célula
hospedeira expressa (i) os anticorpos da composi¢cdo como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 63 ou (ii) o anticorpo como definido em
qualquer uma das reivindicacdes 65 a 128.

153. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
150 a 152, caracterizado pelo fato de que a célula hospedeira compreende:

(a) a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:20, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:92,
SEQ ID NO:110, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:146, SEQ ID NO:164, SEQ
ID NO:182, SEQ ID NO:200, SEQ ID NO:259, SEQ ID NO:265, SEQ ID
NO:267, SEQ ID NO:269 ou SEQ ID NO:271; e/ou

(b) a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:11, SEQ ID
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NO:29, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:101,
SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:155, SEQ ID NO:173, SEQ
ID NO:191, SEQ ID NO:209 ou SEQ ID NO:273.

154. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

150 a 153, caracterizado pelo fato de que o andlogo de fucose é 2-

fluorofucose.
155. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

149 a 154, caracterizado pelo fato de que compreende ainda isolar os

anticorpos afucosilados.
156. Composicao de anticorpos isolados que se ligam a TIGIT

humano, caracterizada pelo fato de que pelo menos 90%, pelo menos 91%,

pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos
anticorpos na composicdo sdo afucosilados, em que os anticorpos sao
produzidos pelo método como definido em qualquer uma das reivindicagdes
149 a 155.

157. Composicao de anticorpos isolados que se ligam a TIGIT

humano, caracterizada pelo fato de que pelo menos 90%, pelo menos 91%,

pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos
anticorpos na composi¢do sdo afucosilados, em que os anticorpos sao
produzidos por um método que compreende incubar a célula hospedeira,
como definida em qualquer uma das reivindicacdes 145 a 147, sob condi¢des
adequadas para a producgdo de anticorpos afucosilados e isolar os anticorpos
para formar a composi¢ao de anticorpos isolados.

158. Composicao de anticorpos isolados que se ligam a TIGIT

humano, caracterizada pelo fato de que pelo menos 90%, pelo menos 91%,

pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo

menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos
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anticorpos na composicdo sdo afucosilados, em que os anticorpos sao
produzidos por um método que compreende cultivar uma célula hospedeira na
presenca de um andlogo de fucose sob condi¢cdes adequadas para a produgao
de anticorpos afucosilados, em que a célula hospedeira compreende um
polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos que codifica
(1) os anticorpos da composicio como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 63 ou (ii) o anticorpo como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 65 a 128.

159. Composicao de anticorpos isolados que se ligam a TIGIT

humano, caracterizada pelo fato de que pelo menos 90%, pelo menos 91%,

pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% dos
anticorpos na composicdo sdo afucosilados, em que os anticorpos sao
produzidos por um método que compreende cultivar uma célula hospedeira na
presenca de um andlogo de fucose sob condi¢cdes adequadas para a produgdo
de anticorpos afucosilados, em que a célula hospedeira expressa (i) os
anticorpos da composi¢do como definida em qualquer uma das reivindicagcdes
1 a 63 ou (i1) o anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicacdes
65 a 128.

160. Kit, caracterizado pelo fato de que compreende:

a composicdo como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 64, o anticorpo como definido em qualquer uma das
reivindicagcdes 65 a 129 ou a composicdo farmacéutica como definida na
reivindicacdo 130; e

um agente terapéutico adicional.

161. Kit de acordo com a reivindicacdo 160, caracterizado pelo
fato de que o agente terapéutico adicional € um agente antineoplésico.
162. Kit de acordo com a reivindicacdo 160 ou reivindicagcao

161, caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico adicional é um
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anticorpo.
163. Kit de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 160 a

162, caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico adicional é um

antagonista ou um inibidor de um coinibidor de células T; um agonista de um
coativador de células T; uma citocina imunoestimuladora; ou SGN-2FF.

164. Kit de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 160 a
163, caracterizado pelo fato de que o agente terap€utico adicional se liga a
uma proteina selecionada dentre CD25, PD-1, PD-L1, Tim3, Lag3, CTLA4,
41BB, 0X40, CD3, CD40, CD47M, GM-CSF, CSFIR, TLR, STING, RIGI,
TAM receptor quinase, NKG2A, NKG2D, GD2, HER2, EGFR, PDGFRa,
SLAMF7, VEGF, CTLA-4, CD20, cCLBS, KIR e CD52.

165. Kit de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 160 a

164, caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico adicional €

selecionado dentre um anticorpo anti-CD25, anticorpo anti-PD-1, anticorpo
anti-PD-L1, anticorpo anti-Tim3, anticorpo anti-Lag3, anticorpo anti-CTLA4,
anticorpo anti-41BB, anticorpo anti-OX40, anticorpo anti-CD3, anticorpo
anti-CD40, anticorpo anti-CD47M, anticorpo anti-CSF1R, anticorpo anti-
TLR, anticorpo anti-STING, anticorpo anti-RIGI, anticorpo anti-receptor
quinase TAM, anticorpo anti-NKG2A, um anticorpo anti-NKG2D, um
anticorpo anti-GD2, um anticorpo anti-HER2, um anticorpo anti-EGFR, um
anticorpo anti-PDGFR-0, um anticorpo anti-SLAMF7, um anticorpo anti-
VEGF, um anticorpo anti-CTLA-4, um anticorpo anti-CD20, um anticorpo
anti-cCLB8, um anticorpo anti-KIR e um anticorpo anti-CD52.

166. Kit de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 160 a
165, caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico adicional compreende
uma citocina selecionada dentre IL-15, IL-21, IL-2, GM-CSF, M-CSF, G-
CSF, IL-1, IL-3, IL-12 e IFNy.

167. Kit de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 160 a

165, caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico adicional €
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selecionado dentre SEA-CD40, avelumabe, durvalumabe, nivolumabe,
pembrolizumabe, pidilizumabe, atezolizumabe, Hul4.18K322A, Hu3Fs,
dinituximabe, trastuzumabe, cetuximabe, olaratumabe, necitumumabe,
elotuzumabe, ramucirumabe, pertuzumabe, ipilimumabe, bevacizumabe,
rituximabe, obinutuzumabe, siltuximabe, ofatumumabe, lirilumabe e
alentuzumabe.

168. Kit de acordo com a reivindicacdo 160 ou reivindicagcao

161, caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico adicional €

selecionado dentre um agente alquilante (p. ex., ciclofosfamida, ifosfamida,
clorambucil, bussulfano, melfalano, mecloretamina, uramustina, tiotepa,
nitrosureias ou temozolomida), uma antraciclina (p. ex., doxorrubicina,
adriamicina, daunorrubicina, epirrubicina ou mitoxantrona), um
desorganizador do citoesqueleto (p. ex., paclitaxel ou docetaxel), um inibidor
de histona desacetilase (p. ex., vorinostat ou romidepsina), um inibidor de
topoisomerase (p. ex., irinotecano, topotecano, ansacrina, etoposideo ou
teniposideo), um inibidor de quinase (p. ex., bortezomibe, erlotinibe,
gefitinibe, imatinibe, vemurafenibe ou vismodegibe), um andlogo de
nucleosideo ou andlogo do precursor (p. ex., azacitidina, azatioprina,
capecitabina, citarabina, fluorouracila, gencitabina, hidroxiureia,
mercaptopurina, metotrexato ou tioguanina), um antibiético peptidico (p. ex.,
actinomicina ou bleomicina), um agente a base de platina (p. ex., cisplatina,
oxaloplatina ou carboplatina) ou um alcaloide de planta (p. ex., vincristina,
vimblastina, vinorelbina, vindesina, podofilotoxina, paclitaxel ou docetaxel),
galardina, talidomida, lenalidomida e pomalidomida.

169. Método para o tratamento de um cancer em um individuo,

caracterizado pelo fato de que compreende administrar ao individuo uma

quantidade terapeuticamente eficaz da composicdo como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 64, do anticorpo como definido em

qualquer uma das reivindica¢des 65 a 129 ou da composi¢do farmacéutica
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como definida na reivindicacao 130.

170. Método de acordo com a reivindicacdo 169, caracterizado

pelo fato de que o cancer € um cancer que € enriquecido com a expressao de
CD112 ou CD155.
171. Método de acordo com a reivindicacdo 169 ou 170,

caracterizado pelo fato de que o cincer é um cancer que € enriquecido com

células T ou células natural killer (NK) que expressam TIGIT.
172. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

169 a 171, caracterizado pelo fato de que o cancer € cancer de bexiga, cancer

de mama, cancer de utero, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de
prostata, cancer de testiculo, cancer de esdfago, cancer gastrointestinal, cancer
gastrico, cancer de pancreas, cancer colorretal, cancer de célon, cancer de rim,
carcinoma renal de células claras, cancer da cabeca e pescoco, cancer de
pulmio, adenocarcinoma de pulmao, cancer de estdmago, cancer de células
germinativas, cancer dsseo, cancer de figado, cancer de tireoide, cancer de
pele, melanoma, neoplasia do sistema nervoso central, mesotelioma, linfoma,
leucemia, leucemia linfocitica cronica, linfoma difuso de grandes células B,
linfoma folicular, linfoma de Hodgkin, mieloma ou sarcoma.

173. Método de acordo com a reivindicacdo 172, caracterizado

pelo fato de que o cancer € linfoma, leucemia, leucemia linfocitica cronica,
linfoma difuso de grandes células B, linfoma folicular ou linfoma de
Hodgkin.

174. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

169 a 173, caracterizado pelo fato de que compreende ainda administrar ao

individuo uma quantidade terapeuticamente eficaz de um agente terapéutico
adicional.

175. Método de acordo com a reivindicacdo 174, caracterizado

pelo fato de que o agente terapéutico adicional € um agente antineoplasico.

176. Método de acordo com a reivindicagio 174 ou
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reivindicacdo 175, caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico

adicional € um anticorpo.
177. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

174 a 176, caracterizado pelo fato de que o agente terapé€utico adicional € um

antagonista ou um inibidor de um coinibidor de células T; um agonista de um
coativador de células T; ou uma citocina imunoestimuladora; ou SGN-2FF.
178. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

174 a 177, caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico adicional se

liga a uma proteina selecionada dentre CD25, PD-1, PD-L1, Tim3, Lag3,
CTLA4, 41BB, 0X40, CD3, CD40, CD47M, GM-CSF, CSFIR, TLR,
STING, RIGI, TAM receptor quinase, NKG2A, NKG2D, GD2, HER?2,
EGFR, PDGFRa, SLAMF7, VEGF, CTLA-4, CD20, cCLBS, KIR e CD52.

179. Método de acordo com a reivindicacdo 178, caracterizado

pelo fato de que o agente terap€utico adicional é selecionado dentre um
anticorpo anti-CD25, anticorpo anti-PD-1, anticorpo anti-PD-L1, anticorpo
anti-Tim3, anticorpo anti-Lag3, anticorpo anti-CTLA4, anticorpo anti-41BB,
anticorpo anti-OX40, anticorpo anti-CD3, anticorpo anti-CD40, anticorpo
anti-CD47M, anticorpo anti-CSFIR, anticorpo anti-TLR, anticorpo anti-
STING, anticorpo anti-RIGI, anticorpo anti-receptor quinase TAM, anticorpo
anti-NKG2A, um anticorpo anti-NKG2D, um anticorpo anti-GD2, um
anticorpo anti-HER2, um anticorpo anti-EGFR, um anticorpo anti-PDGFR-a,
um anticorpo anti-SLAMF7, um anticorpo anti-VEGF, um anticorpo anti-
CTLA-4, um anticorpo anti-CD20, um anticorpo anti-cCLB8, um anticorpo
anti-KIR e um anticorpo anti-CD52.

180. Método de acordo com a reivindicagio 174 ou

reivindicacdo 175, caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico

adicional compreende uma citocina selecionada dentre IL-15, IL-21, IL-2,
GM-CSF, M-CSF, G-CSF, IL-1, IL-3, IL-12 e IFNy.

181. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
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174 a 179, caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico adicional €

selecionado dentre SEA-CD40, avelumabe, durvalumabe, nivolumabe,
pembrolizumabe, pidilizumabe, atezolizumabe, Hul4.18K322A, Hu3Fs,
dinituximabe, trastuzumabe, cetuximabe, olaratumabe, necitumumabe,
elotuzumabe, ramucirumabe, pertuzumabe, ipilimumabe, bevacizumabe,
rituximabe, obinutuzumabe, siltuximabe, ofatumumabe, lirilumabe e
alentuzumabe.

182 Método de acordo com a reivindicacdo 174 ou 175,

caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico adicional é selecionado

dentre um agente alquilante (p. ex., ciclofosfamida, ifosfamida, clorambucil,
bussulfano, melfalano, mecloretamina, uramustina, tiotepa, nitrosureias ou
temozolomida), uma antraciclina (p. ex., doxorrubicina, adriamicina,
daunorrubicina, epirrubicina ou mitoxantrona), um desorganizador do
citoesqueleto (p. ex., paclitaxel ou docetaxel), um inibidor de histona
desacetilase (p. ex., vorinostat ou romidepsina), um inibidor de
topoisomerase (p. ex., irinotecano, topotecano, ansacrina, etoposideo ou
teniposideo), um inibidor de quinase (p. ex., bortezomibe, erlotinibe,
gefitinibe, imatinibe, vemurafenibe ou vismodegibe), um andlogo de
nucleosideo ou andlogo do precursor (p. ex., azacitidina, azatioprina,
capecitabina, citarabina, fluorouracila, gencitabina, hidroxiureia,
mercaptopurina, metotrexato ou tioguanina), um antibiético peptidico (p. ex.,
actinomicina ou bleomicina), um agente a base de platina (p. ex., cisplatina,
oxaloplatina ou carboplatina) ou um alcaloide de planta (p. ex., vincristina,
vimblastina, vinorelbina, vindesina, podofilotoxina, paclitaxel ou docetaxel),
galardina, talidomida, lenalidomida e pomalidomida.

183. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

174 a 182, caracterizado pelo fato de que a composi¢do, o anticorpo ou a

composi¢do farmacéutica € administrado simultaneamente com o agente

terapéutico adicional.
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184. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

174 a 183, caracterizado pelo fato de que a composi¢do, o anticorpo ou a

composi¢do farmac€utica € administrado sequencialmente ao agente

terapéutico adicional.
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Figura 4
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Grafico de correlagdo: TIGIT/CD155
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Figura 11

AFUCOSILADO

LALA-PG

26/63

anti-TIGIT c13 hglG1

-
b
b -
0 s R
o - sy
g
il S S Sel SR LR Sy

o
[y
[ Q¥
o
)
(=)
o

-200 -100

I T

o
N
i

%
mwm"?lwﬁ,:, 4
e
EE Y '!‘7 . 5
# ,'«':::

0 e B S e

-200 -100 0 100 200

{;‘m

% : r
0.4+ N Si SRR ke
: Nww‘&r“““*g\ :
0.2 4 W ik S RS EE FENE N
& AT

X i P Bt EN
et SR g Ry T P ol
Sead M NE

e .
) aani i
N

.M

LA A SRR S e Ty ‘xlxtt"_te - St 1

-200 -100 0 100 200

Tempo (s)

Peticao 870210016809, de 19/02/2021, pag. 310/350

ni
2000
909.1
413.2
187.8
85.4
388
17.8

nh
100
455
207
8.39
427
1.94

0.882

ni
254
1.364
8888
H426
3951
2634
1758



27/63
Figura 11 (continuacgdo)
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Figura 11 (continuacgdo)

anti-TIGIT c13 hglG1
< ¢ m
2000
8.1
$13.2
£ 187 8
= 854
KRN
EER
200 -100 0 100 200
Tempo (s)
Figura 12
25000+

'-§ 2 ,"..--g.-;;~“ -« migG2a

< 15000- s - migG2a LALA-PG

L ~ Jf

S 100004 ¢

S ;

=

L

0.1 1 10

100 1000 13000 100000
Concentracao (nM)
mlgG2a migG2a afucos. | mlgG2a LALA-PG
KD (nM) 33,4 2,37 3330
KD Erro padrao 1,1 0,21 120
B max. 16720 19270 17045

Peticao 870210016809, de 19/02/2021, pag. 312/350




Figura 13
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Figura 16
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Figura 18A
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Figura 21
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Figura 23 (continuacgdo)
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Figura 24 (continuacgdo)
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Figura 25 (continuagdo)
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Figura 26A (continuacgao)
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Figura 26B (continuacdo)
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Figura 28
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Figura 33 (continuacio)
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Figura 35
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Figura 39A
Ligacao a CHO/hCD64 (FcgRl)

35000+
< 300004 ’;&
o A
s Clone 13 IgG1 .
S 000 N SEAClone 13
o ¥ Clone 13 LALA
S - Clone 13 DLE
o %% @ HsL4a1gGt
o
@°
S 15000-
b]
=
8 10000-
o

50004

0 —¥
0.01 0.1 1 10 100
ug/ml
Figura 39B
Ligacdo a CHO/hCD16 (FcgRlll - 158V)
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Figura 39C

Ligagao a CHO/hCD32b (FcgRilb)
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Figura 40
ADCP Jurkats TIGIT+
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RESUMO
COMPOSICAO, ANTICORPO QUE SE LIGA AO TIGIT HUMANO,
FORMULACAO FARMACEUTICA, POLINUCLEOTIDEO ISOLADO,
VETOR, CELULA HOSPEDEIRA, METODOS PARA A PRODUCAO DE
UM ANTICORPO QUE SE LIGA AO TIGIT HUMANO E DE
ANTICORPOS AFUCOSILADOS QUE SE LIGAM A TIGIT E PARA O
TRATAMENTO DE UM CANCER, E, KIT
A presente inven¢ao prové anticorpos isolados que se ligam a
TIGIT humano (Imunorreceptor de células T com dominios Ig e ITIM). Em
algumas modalidades, o anticorpo tem uma afinidade de ligacdo (Kp) por
TIGIT humano inferior a 5 nM. Em algumas modalidades, o anticorpo anti-
TIGIT bloqueia a ligacdo de CDI155 e/ou CD112 a TIGIT. Em algumas

modalidades, os anticorpos sdo afucosilados.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

A155 42 CDBU4F9B44& 4

Campo 2

55D 127 22443017 7A

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 142982list seq.txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 19/02/2021
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 17:22:09
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: A15542CDB4F9B444
- Campo 2: 55D127224430177A
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