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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

Prezenta inventie se referd la anticorpi anti-TIGIT, precum si la utilizarea acestor
anticorpi in tratamentul unor boli, cum ar fi o tumoare maligni si o boala infectioasa.

Un factor-cheie in asigurarea imunoterapiei tumorilor a aparut odatd cu descoperirca
faptului cd receptorii imunomodulatori inhibibitori (IMR), care functioneazi, de reguld, ca
puncte de control imunitar pentru a mentine auto-toleranta, detin un rol esential in capacitatca
micromediilor tumorale de a se sustrage de la imunitate. Blocarea IMR-ilor inhibitorii pare sd
elibereze rdspunsuri imune tumoral-specifice puternice mai eficient, decit stimularea directd a
imunititii tumorale prin activarea citokinelor sau prin vaccinuri antitumorale, iar aceasti
abordare are potentialul de a transforma terapia cancerului uman. in prezent, apare o importanti
implicare §i oportunitate pentru potentialul de a dezvolta noi antagonisti ai anticorpilor pentru
alte IMR-uri si de a combina anticorpii antagonisti cu mai mult de o IMR cu scopul de a spori
procentul de raspunsuri din cadrul studiilor clinice din domeniul oncologiei, precum si de a
extinde indicatiile oncologice in care tratamentele de imunoterapie tumorald sunt eficiente.

In mod semnificativ, IMR-rile inhibitorii si liganzii care regleaza imunitatea celulard sunt
de obicei supraexprimati pe celulele tumorale si pe macrofagele asociate tumorii (MAT). In
special, supraexprimarea PD-L1 in tumori este asociati cu epuizarea celulelor T tumoral-
specifice si cu un prognostic slab. Blocarea ligirii PD-1/PD-L1 in studiile clinice au drept
rezultat raspunsuri de regresie durabild a tumorii la o parte semnificativa din pacienti. Un raport
recent a demonstrat faptul ¢ co-exprimarea PD-1 si a unui alt inhibitor IMR (TIM-3) in celulele
T CD8+ specifice tumorii, obtinute de la un pacient cu melanom, a fost asociati cu fenotipuri de
epuizare mai disfunctionald a celulelor T, comparativ cu celulele exprimate de oricare dintre
IMR separat. De asemenea, mai multe rapoarte in care s-au utilizat modele tumorale pre-clinice
au demonstrat faptul cd blocarea unor multiple IMR-uri, inclusiv PD-1, TIM-3, LAG-3 si CTLA-
4, a indus mai eficient raspunsuri antitumorale decat antagonistul unui singur PD-1. Aceste
rezultate subliniaza importanta de a investiga in continuare ciile IMR.

TIGIT (imunoreceptor de celule T cu domeniile Ig si ITIM) reprezintd un receptor
imunomodulator, exprimat in principal pe celulele T activate si pe celulele NK. TIGIT este
cunoscut, de asemenea, sub numele de VSIGY; VSTM3; si WUCAM. Structura sa prezintd un
domeniu de imunoglobulind extracelular, o regiune transmembranard de tip 1 si doud motive
ITIM. TIGIT face formeazd o parte din reteaua co-stimulatoare, care constd din receptori
imunomodulatori pozitivi (CD226) si negativi (TIGIT) pe celulele T si liganzi exprimati pe
APC-uri (CD155si CD112).

O caracteristicd importantd a structurii TIGIT este prezenta unui motiv inhibitor pe bazi
pe tirozind imunoreceptor (ITIM) in domeniul cozii sale citoplasmatice. Ca si in cazul PD-1 si
CTLA-4, s-a presupus cd domeniul ITIM in regiunea citoplasmaticd TIGIT este destinat s
recruteze tirozin fosfatazele, cum ar fi SHP-1 si SHP-2, si ulterior si efectueze de-fosforilarea
resturilor de tirozind cu ajutorul motivelor de activare a imunoreceptorulului (ITAM) bazate pe
tyrosind pe subunititile receptorulului de celule T (TCR). Astfel, legarea TIGIT prin intermediul
receptor-liganzilor CD155 si CD112, exprimati de citre celulele tumorale, sau TAMS, poate
contribui la suprimarea semnalizirii TCR si activarii celulelor T, ceea ce este esential pentru
dezvoltarea unei imunititi antitumorale eficiente. Astfel, un anticorp antagonist, specific pentru
TIGIT, poate inhiba suprimarea indusd de CD155 si CD112 a riaspunsurilor din partea celulelor
T si poate spori imunitatea antitumorald. Scopul prezentei inventii este de a obtine un anticorp
anti-TIGIT care sd poatd fi utilizat pentru tratamentul tumorii maligne, fie separat, fie in
combinatie cu alti reactivi.

Inventia de fatd se referd la anticorpii anti-TIGIT si fragmente acestora de legare a
antigenului cuprinzand caracteristicile structurale si functionale mentionate in continuare.

Intr-o variantd de realizare, prezenta inventie se referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului, care se leagd la TIGIT uman cuprinzind: CDR3 a regiunii
variabile a lantului greu care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3, 79, 80, 81, 82,
83, 59, 90, 140, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166 sau 167.
Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului poseda, in
mod optional, cel putin una dintre urmétoarele caracteristici: (i) se leagd la TIGIT uman cu o
valoare a Kp de la aproximativ 1 x 10° M péni la aproximativ 1 x 1072 M, determinati prin
intermediul rezonantei plasmonice de rezonantd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnica
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similard (de exemplu, KinExA sau OCTET); (ii) reactioneazi incrucisat cu TIGIT cynomolgus si
rhesus; (iii) blocheazd legarea TIGIT uman cu CDI155 uman si CD112 uman; (iv) sporeste
activarea celulelor T; (v) stimuleazd productia de IL-2 si IFNy de cétre celulele T antigen-
specifice; (vi) blocheazd inductia de suprimare a activirii celulelor T, indusd prin legarea TIGIT
cu liganzii inruditi CD155 si CD112.

Intr-o altd variantd de realizare, prezenta inventie se referd la un anticorp sau la un
fragment al acestuia de legare a antigenului, care se leagd la TIGIT uman, cuprinzind: CDR3 a
regiunii variabile a lantului usor care include secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6, 62,
74, 75, 76, 77, 78 sau 93. Intr-o variantd de realizare a inventiei, in mod optional, anticorpul
poseda cel putin una dintre urméitoarele caracteristici: (i) se leagd la TIGIT uman cu o valoare a
Ko de la aproximativ 1 x 10° M péni la aproximativ 1 x 1012 M, determinatii prin rezonanta
plasmonicd de suprafati (de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnici similard (de exemplu,
KinExA sau OCTET); (ii) reactioncazd incrucigsat cu TIGIT cynomolgus si rhesus; (iii)
blocheazi legarea TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iv) sporeste activarea celulelor
T; (v) stimuleazi productia de IL-2 si IFNy de citre celulele T antigen-specifice; (vi) blocheaza
inductia de suprimare a activdrii celulelor T, indusd prin legarea TIGIT la liganzii inruditi
CD155 si CD112.

In urmitoarea varianti de realizare, inventia in cauzi se referd la un anticorp sau la un
fragment al acestuia de legare a antigenului, care se leagd la TIGIT uman, cuprinzand: (i) CDR1
a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)
CDR2 aregiunii variabile a lantului greu care include secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
2; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi SECV. ID
NR. 140. Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare la
antigen cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care include secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care include
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3, 79, 80, 81, 82 sau 83. [ntr-o varianti de
realizare a prezentei inventii, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde:
(i) CDRI a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 1; (i1)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 2; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de
aminoacizi SECV. ID NR. 3. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului posedd, in mod optional, cel putin una dintre urmdtoarele caracteristici: (i) se
leagd 1a TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1 x 10° M pand la aproximativ 1 x 10-
12 M, determinati prin rezonanta plasmonici de suprafatii (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET); (ii) reactioneazd incrucisat cu TIGIT
cynomolgus si rhesus; (iii) blocheaza legarea TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iv)
sporeste activarea celulelor T, (v) stimuleazd productia de IL-2 si IFNy de citre celulele T
antigen-specifice; (vi) blocheazd inductia de suprimare a activdrii celulelor T, indusd prin legarea
TIGIT la liganzii inruditi CD155 si CD112.

Intr-o altd variantd de realizare, inventia in cauzd se¢ referd la un anticorp sau la un
fragment al acestuia de legare a antigenului, care se leagd cu TIGIT uman, cuprinzand: (i) CDR1
a regiunii variabile a lantului greu care include secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 57;
(i1) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care include secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 58; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 59. Intr-o varianta de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului posedd, in mod optional, cel putin una dintre urmdtoarele caracteristici: (i) se
leagd 1a TIGIT uman cu valoarea Kp de la aproximativ 1 x 10 M péni la aproximativ 1 x 10712
M, determinatd prin rezonanta plasmonicd de suprafati (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET); (ii) reactioneazd incrucisat cu TIGIT
cynomolgus si rhesus; (iii) blocheaza legarea TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iv)
sporette activarea celulelor T; (v) stimuleazd productia de IL-2 si IFNy de citre celulele T
antigen-specifice; (vi) blocheazd inductia de suprimare a activdrii celulelor T, indusd prin legarea
TIGIT cu liganzii inruditi CD155 si CD112.

Intr-o altd variantd de realizare, inventia propusd se¢ referd la un anticorp sau la un
fragment al acestuia de legare a antigenului, care se leagd cu TIGIT uman, cuprinzand: (i) CDR1
a regiunii variabile a lantului greu care include secventa de aminoacizi din SECV ID NR. 88; (ii)
CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care include secventa de aminoacizi din SECV ID NR.
147; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din
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SECV ID NR. 153. Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de
aminoacizi din SECV ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106,
107, 108, 109, 110 , 111, 134 sau 135; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV ID NR. 90, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160,
161, 162, 163, 164, 165, 166 sau 167. Intr-o variantd de realizare a inventici, anticorpul sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului
greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile
a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR. 89, 134 sau 135; si (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID
NR. 90. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90. Intr-o varianti de realizare a inventiei propuse,
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile
a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii
variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
154. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 155. Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului
greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile
a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 156. Intr-
o varianti de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID Nr. 134; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 157. Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului
greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a
lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a
regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 158.
Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde:
(i) CDRI a regiunii variabile a lantului greu care include secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lanfului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 159. Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului
greu care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a
lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 160. Intr-
o varianti de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care include secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lanfului greu care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 161. Intr-o varianti derealizare, anticorpul sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului
greu care contine secventa de aminoacizi din SECV ID NR. 88; (ii) CDR2 aregiunii variabile a
lantului greu care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 162. Intr-
o varianti de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de
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aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 163. Intr-o varianta de realizare a inventiei, anticorpul
sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului
greu care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a
lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 164. Intr-
o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i)
CDRI a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lanfului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 165. Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului
greu care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a
lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 166. Intr-
o variantd de realizare a inventiei propuse, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 167. Intr-o varianti de realizare,
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului posedd, in mod optional, cel putin una
dintre urmdtoarele caracteristici: (i) se leaga la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ
1 x 10° M pani la aproximativ 1 x 10> M, determinati prin rezonant plasmonic de suprafati
(de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET); (ii)
reactioneaza incrucisat cu TIGIT cynomolgus si rhesus; (iii) blocheazi legarea TIGIT uman la
CD155 uman si CD112 uman; (iv) sporeste activarea celulelor T (v) stimuleaza productia de IL-
2 si IFNI" de cétre celulele T antigen-specifice; (vi) blocheazd inductia de suprimare a activarii
celulelor T, indusi prin legarea TIGIT cu liganzii inruditi CD155 si CD112.

Intr-o alta variantd de realizare, inventia de fata se referd la un anticorp sau la un fragment
al acestuia de legare a antigenului care se leagd cu TIGIT uman cuprinzand: (i) CDR1 a regiunii
variabile a lantului usor care include secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (ii) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 141; si
(iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 142. Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare
a antigenului cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor incluzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71 sau 72; si (iii) CDR3 a
regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6, 74,
75, 76, 77 sau 78. Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lanfului usor care contine secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6. Intr-o varianti de realizare a
inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului posedd, in mod optional, cel
putin una dintre urmatoarele caracteristici: (i) se leagd la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la
aproximativ 1 x 10" M pani la aproximativ 1 x 1012 M, determinati prin rezonanti plasmonici
de suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnici similard (de exemplu, KinExA sau
OCTET); (ii) reactioneaza incrucisat cu TIGIT cynomolgus si rhesus; (iii) blocheazi legarca
TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iv) sporeste activarea celulelor T, (v) stimuleazi
productia de IL-2 si IFNI" de cétre celulele T antigen-specifice; (vi) blocheazi inductia de
suprimare a activarii celulelor T, indusa prin legareca TIGIT cu liganzii inruditi CD155 si CD112.

Intr-o altd variantd de realizare, inventia propusd se¢ referd la un anticorp sau la un
fragment al acestuia de legarea a antigenului care se leagd 1a TIGIT uman cuprinzand: (i) CDR1
a regiunii variabile a lantului usor care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 60; (ii)
CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 61; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 62. Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului posedd, in mod optional, cel putin una dintre urmitoarele caracteristici: (i) se leagd la
TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1 x 10° M pani la aproximativ 1 x 1072 M,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4733 B1 2020.12.31

7

determinatd prin rezonantd plasmonicd de suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET); (ii) reactioneazd incrucisat cu TIGIT
cynomolgus si rhesus; (iii) blocheaza legarea TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iv)
sporeste activarea celulelor T, (v) stimuleazd productia de IL-2 si IFNy de citre celulele T
antigen-specifice; (vi) blocheazd inductia de suprimare a activdrii celulelor T, indusd prin legarea
TIGIT cu liganzii Inruditi CD155 si CD112.

Intr-o alta variant de realizare, inventia datd se referd la un anticorp sau la un fragment al
acestiua de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzind: (i) CDRI1 a regiunii
variabile a lanfului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (ii)) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 148; si
(iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 93. Intr-o varianta de realizarea inventiei, anticorpul sau fragmentull acestiua de legare a
antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121
sau 122; si (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 93. Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului usor care include secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93. Intr-o varianti de realizare,
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului posedd, in mod optional, cel putin una
dintre urmdtoarele caracteristici: (i) se leaga la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ
1 x 10° M pani la aproximativ 1 x 10> M, determinati prin rezonant plasmonic de suprafati
(de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET); (ii)
reactioneaza incrucisat cu TIGIT cynomolgus si rhesus; (iii) blocheazi legarea TIGIT uman la
CD155 uman si CD112 uman; (iv) sporeste activarea celulelor T (v) stimuleaza productia de IL-
2 si IFNy de citre celulele T antigen-specifice; (vi) blocheaza inductia de suprimare a activérii
celulelor T, indusa prin legarea TIGIT cu liganzii inruditi CD155 si CD112.

Intr-o altd variantd de realizare, prezenta inventie se referd la un anticorp sau la un
fragment al acestiua de legare a antigenului care se leaga la TIGIT uman cuprinzand: (i) CDR1 a
regiunii variabile a lantului greu care include secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)
CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 2; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 140; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NE. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 141; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 142. Intr-o varianti de realizare a
inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI a
regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)
CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 3, 79, 80, 81, 82 sau 83; (iv) CDRI a regiunii variabile a lanfului usor care
cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului
usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72
sau 73; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 6, 74, 75, 76, 77 sau 78. Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului
greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a regiunii variabile a
lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii
variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3; (iv) CDR1 a
regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v)
CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 5; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 6. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde regiunea variabild a lantului greu, selectatd din grupul format din
SECV. ID NR. 9-24, 37-47, 143 si 144, si regiunca variabild a lantului usor, selectatd din grupul
constand din SECV. ID Nr. 25-30, 48-52, 146 si 147. Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau
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fragmentul acestuia de legare a antigenului posedd, in mod optional, cel putin una dintre
urmdtoarele caracteristici: (i) se leagd la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1 x 10
° M pand la aproximativ 1 x 10> M, determinatd prin rezonanti plasmonici de suprafati (de
exemplu, BIACORE) sau printr-o technicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET); (ii)
reactioneaza incrucisat cu TIGIT cynomolgus si rhesus; (iii) blocheazi legarea TIGIT uman la
CD155 uman si CD112 uman; (iv) sporeste activarea celulelor T (v) stimuleaza productia de IL-
2 si IFNy de catre celulele T antigen-specifice; (vi) blocheazi inductia de suprimare a activérii
celulelor T, indusi prin legarea TIGIT cu liganzii inruditi CD155 si CD112.

Intr-o alta variantd de realizare, inventia de fatd se referd la un anticorp sau la un fragment
al acestuia de legare a antigenului, care se leagd la TIGIT uman cuprinzind: (i) CDR1 a regiunii
variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR. 2; (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 3, 79, 80, 81, 82 sau 83; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului ugsor care
cuprinde secventa de aminoacizi din din SECV. ID NR. 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72 sau 73;
si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV.
ID Nr. 6, 74, 75, 76, 77 sau 78; caracterizata prin aceea cd anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde regiunea variabild a lantului greu detinind cel putin 90% 95%,
96%, 97%, 98% sau 99% din identitatea regiunii variabile a lantului greu, selectatd din grupul
constand din SECV. ID NR. 9-24 sau 37-47, si regiunea variabild a lantului usor care poseda cel
putin 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% din identitatea regiunii variabile a lantului greu,
selectat din grupul constand din SECV. ID NR. 25-30 sau 48-52. In exemplul de realizare a
inventiei, mentionat mai sus, variantele de secventi se intilnesc in regiunile cadru. Intr-o
variantd de realizare, anticorpul se leagd la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ
1x10° M pand la aproximativ 1x10"'2 M, determinat3 prin rezonantd plasmonici de suprafati (de
exemplu, BIACORE) sau printr-o technici similard (de exemplu, KinExA sau OCTET).

Intr-o altd varianta de realizare, inventia de fati se referd, de asemenea, la un anticorp sau
la un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagad cu TIGIT uman cuprinzand: (i)
CDRI a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
1; (i) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV
ID NR. 2; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 3; (iv) CDRI a regiunii variabile a lanfului usor care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6. intr-o varianti de realizare,
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde 1, 2 sau 3 substitutii de
aminoacizi in CDR-ul lantului greu (SECV. ID NR. 1-3) sau in CDR-ul lantului usor (SECV. ID
NR. 3-6). Intr-o variantd de realizare, anticorpul cuprinde o substitutiec de aminoacizi in CDR-ul
de lant greu din SECV. ID NR. 3, caracterizatd prin aceea cd substitutia este ficutd la pozitia
13W, si caracterizatd prin aceea ci restul 13W este substituit cu: F, Y, [, Vsau L. Intr-o varianta
de realizare a inventiei, anticorpul cuprinde doud substitutii de aminoacizi in CDR-ul lantului
usor din SECV. ID NR. 5, in care substitutiile sunt efectuate 1a pozitia 3-4, si in care resturile 3N
si 4S sunt substituite cu: SN, SS, ST, TT, SY, NQ, GS, SQ si DS. Intr-o varianti de realizare,
anticorpul cuprinde o substitutiec de aminoacizi in CDR-ul lantului usor din SECV. ID NR. 6, in
care substitutia este ficutd la pozitia 7, si in care restul 7W este inlocuit cu: F, Y, I, V sau L.
Secventele VH ale SECV. ID NR. 9-24 si 37-47 detin CDR-urile din SECV. ID NR. 1-3; si
secventele VL ale SECV. ID NR. 25-30 si 48-52 detin CDR-urile din SECV. ID NR. 4-6. In
unele variante de realizare, substitutiile efectuate in CDR-urile descrise mai sus pot fi realizate in
CDR-urile corespunzitoare ale secventelor VH din SECV. ID NR. 9-24 si 37-47, si in CDR-urile
secventelor VL din SECV. ID NR. 25-30 si 48-52. Intr-o varianti de realizare, anticorpul se
leagd la TIGIT uman cu o valoarea a Kp de la aproximativ 1 x 10 M pani la aproximativ 1 x 10-
12 M, determinati prin rezonantii plasmonici de suprafatii (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnica similara ( de exemplu, KinExA sau OCTET).

Intr-o altd variantd de realizare, inventia se¢ referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzind: (i) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului greu care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 57; (ii)) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 58;
(iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV.
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ID NR. 59; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 60; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 61; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 62. Intr-o varianti de realizare a inventiei, anticorpul
sau fragmentul acestuia de legare a antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare,
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde 1, 2 sau 3 substitutii de
aminoacizid in CDR-urile lantului greu (SECV. ID NR. 57-59) sau in CDR-urile lantului usor
(SECV. ID NR. 60-62) si pastreazd una sau mai multe dintre caracteristicile sale functionale.
Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului poseda, in
mod optional, cel putin una dintre urmitoarele caracteristici functionale: (i) se leagi la TIGIT
uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1 x 10° M pand la aproximativ 1 x 1012 M,
determinatd prin rezonantd plasmonicd de suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET); (ii) reactioneazd incrucisat cu TIGIT
cynomolgus si rhesus; (iii) blocheaza legarea TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iv)
sporeste activarea celulelor T, (v) stimuleazd productia de IL-2 si IFNy de citre celulele T
antigen-specifice; (vi) blocheazd inductia de suprimare a activdrii celulelor T, indusd prin legarea
TIGIT cu liganzii Inruditi CD155 si CD112.

Intr-o altd varianta de realizare, inventia de fati se referd, de asemenea, la un anticorp sau
la un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzand: (i)
CDRI a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 88; (Ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 147; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 153; (iv) CDRI a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care
cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 148; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93. Intr-o varianti de
realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i)
CDRI a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
134 sau 135; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lanfului greu care cuprinde secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 90, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166 sau 167,
(iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV.
ID Nr. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121 sau 122; si (vi) CDR3 a
regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93.
Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134 sau 135; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o variantd de realizare a inventiei propuse, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care
cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si
(vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 93. Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care
cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 154; (iv) CDRI a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a
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regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si
(vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 93. Intr-o varianta de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care
cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 155; (iv) CDRI a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si
(vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 93. Intr-o varianta de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 156; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o varianta de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare 1a antigen cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (lii) CDR3 o a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 157; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare la
antigen este umanizat. Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lanfului greu care contine secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 158; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR:. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o varianta de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 159; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID Nr. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 160; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o variantd de realizare a inventici, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare la
antigen este umanizat. Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa de
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aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 161; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 162; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o variantd de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (i1)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 163; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o varianta de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 164; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o varianta de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 165; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o varianta de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (i1)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 166; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o varianta de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care contine secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 167; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
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CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o varianta de realizare a inventiei, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului posedd, in mod optional, cel putin una dintre urmdtoarele caracteristici: (i) se
leagd 1a TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1 x 10° M pand la aproximativ 1 x 10-
12 M, determinati prin rezonantii plasmonici de suprafatii (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET); (ii) reactioneazd incrucisat cu TIGIT
cynomolgus si rhesus; (iii) blocheaza legarea TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iv)
sporeste activarea celulelor T, (v) stimuleazd productia de IL-2 si IFNy de citre celulele T
antigen-specifice; (vi) blocheazd inductia de suprimare a activdrii celulelor T, indusd prin legarea
TIGIT cu liganzii Inruditi CD155 si CD112.

Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului se
leagd la TIGIT uman si cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu care contine
secventa de aminoacid din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care
cuprinde secventa de aminoacid din SECV. ID NR. 89; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului
greu care cuprinde secventa de aminoacid din SECV ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacid din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 93. Intr-o variant de realizare a inventiei, anticorpul cuprinde o substitutiec de aminoacizi in
CDR2 a lantului greu din SECV. ID NR. 89, caracterizatd prin aceea cd substitutia este facutd la
pozitia 7, si caracterizatd prin aceea cd restul D este substituit cu: R, LK, F, S, Y sau V. Intr-o
altd varianti de realizare, anticorpul cuprinde o substitutic de aminoacizi in CDR2 al lantului
greu din SECV. ID NR. 89, caracterizatd prin aceea ci substitutia este ficutd la pozitia 8, si
caracterizatd prin aceea ci restul G este substituit cu: R, N, Q, E, L, K, S, Y sau V. Intr-o alta
varianta de realizare, anticorpul cuprinde o substitutie de aminoacizi in CDR2 a lantului greu din
SECV. ID NR. 89, caracterizatd prin aceea ci substitutia este fiacutd la pozitia 12, caracterizati
prin aceea ci restul N este substituit cu: A sau S. Intr-o alti varianti de realizare, anticorpul
cuprinde o substitutic de aminoacizi in CDR2 al lantului greu din SECV. ID NR. 89,
caracterizatd prin aceea ci substitutia este ficutd la pozitia 13, caracterizatd prin aceea cd restul E
este substituit cu Q. Intr-o alti varianta de realizare a inventiei, anticorpul cuprinde o substitutic
de aminoacizi In CDR2 a lantului greu din SECV. ID NR. 89, caracterizatd prin aceea ci
substitutia este facutd la pozitia 16, caracterizati prin aceea ci restul K este substituit cu Q. Intr-
o altd variantd de realizare a inventiei, anticorpul cuprinde o substitutic de aminoacizi in CDR2 a
lantului greu din SECV. ID NR. 89, caracterizatd prin aceca ¢ restul de aminoacizi 12 este
substituit cu: A sau S, restul de aminoacizi 13 este substituit cu Q si restul de aminoacid 16 este
substituit cu Q. Intr-o variantd de realizare, anticorpul cuprinde o substitutic de aminoacizi in
CDR3 al lantului greu din SECV. ID NR. 90, caracterizatd prin aceea cd restul de aminoacizi 6
este substituit cu: A, D, E,F, G, I, K, N, Q, R, S, T, V sau Y. Intr-o altd varianta de realizare,
anticorpul cuprinde o substitutic de aminoacizi in CDR al lantului usor din SECV. ID NR. 92,
caracterizatd prin aceea cd substitutia este ficuta la pozitia 1, si caracterizatd prin aceea cd restul
N este substituit cu A, Y, W, S, T, R, H, G, I sau V. lintr-o altd variantd de realizare, anticorpul
cuprinde o substitutiec de aminoacid in CDR al lantului usor din SECV. ID NR. 92, caracterizatd
prin aceea ci substitutia este ficutd la pozitia 2, §i caracterizatd prin aceea ci restul A este
substituit cu N, I, L, T, V. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului este umanizat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului posedd, in mod optional, cel putin una dintre urmatoarele
caracteristici: (i) se leagd la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10° M péni la
aproximativ 1x10"? M, determinati prin rezonani plasmonici de suprafati (de exemplu,
BIACORE) sau printr-o tehnica similard (de exemplu, KinExA sau OCTET); (ii) reactioncazi
incrucisat cu TIGIT cynomolgus si rhesus; (iii) blocheazi legarea TIGIT uman la CD155 uman
si CD112 uman; (iv) sporeste activarea celulelor T; (v) stimuleazi productia de IL-2 si IFNy de
catre celulele T antigen-specifice; (vi) blocheaza inductia de suprimare a activarii celulelor T,
indusa prin legarea TIGIT cu liganzii inruditi CD155 si CD112.

Intr-o altd variantd de realizare a sa, inventia se referd, de asemenea, la un anticorp sau la
un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzand: o
regiune variabild a lantului greu, care contine CDR1, CDR2 si CDR3 din oricare dintre SECV.
ID NR. 124-129 si/sau o regiune variabila a lantului usor cuprinzind CDR1, CDR2 si CDR3 din
oricare dintre SECV. ID NR. 130-133. Intr-o varianti de realizare, inventia se referd, de
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asemenea, la un anticorp izolat sau la un fragment al acestuia de legare a antigenului, care se
leagd la TIGIT uman cuprinzand: o regiune variabild a lantului greu, selectatd din grupul
constand din SECV. ID NR: 124-129 si/sau o regiune variabild a lantului , selectatd din grupul
constand din SECV. ID NR. 130-133. Intr-o varianti de realizare a inventiei, restul D din pozitia
56 a oricdreia dintre SECV. ID Nr: 124-129 poate fi substituit cu R, L, K, F, S, Y sau V. Intr-o
alta variantd de realizare, restul G din pozitia 57 a oricireia dintre SECV. ID NR: 124-129 poate
fi substituitcu R, N, Q, E, L, K, S, Y sau V. Intr-o variantd de realizare, restul W din pozitia 104
a oricareia dintre SECV. ID NR: 124-129 poate fi substituitcu A, D, E,F, G, L K, N, Q, R, S, T,
V sau Y. Intr-o altd varianta de realizare, restul N din pozitia 50 a oricireia dintre SECV. ID Nr:
130-133 poate fi substituit cu A, Y, W, S, T, I sau V. Intr-o altd variantd de realizare a prezentei
inventii, restul A de din pozitia 51 a oricéreia dintre SECV. ID NR: 130-133 este substituit cu N,
I, L, T sau V. Intr-o variantd de realizare, inventia propusd se referd la un anticorp izolat sau la
un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzand: o
regiune variabild a lantului greu care cuprinde SECV. ID NR. 128 sau o regiune variabild a
lantului usor care cuprinde SECV. ID NR. 132. Intr-o altd varianti de realizare, inventia de fatd
se referd 1a un anticorp izolat sau la un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leaga
la TIGIT uman cuprinzind: o regiune variabila a lantului greu care cuprinde SECV. ID NR. 128
sau o regiune variabili a lantului usor care cuprinde SECV. ID NR. 133. Intr-o alti varianti de
realizare, inventia se referd, de asemenea, la un anticorp izolat sau la un fragment al acestuia de
legare a antigenului care se leagd 1a TIGIT uman cuprinzand: o regiune variabild a lanfului greu
care cuprinde SECV. ID NR. 127 sau o regiune variabild a lantului usor care cuprinde SECV. ID
NR. 130. Intr-o varianti de realizare, inventia se referd la un anticorp izolat sau la un fragment al
acestuia de legare la antigen care se leagd la TIGIT uman cuprinzand: o regiune variabild a
lantului greu care cuprinde SECV. ID NR. 128 si o regiune variabild a lantului usor care
cuprinde SECV. ID NR. 132. Intr-o altd variantd de realizare, inventia se referd, de asemenea, la
un anticorp izolat sau la un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagi la TIGIT
uman cuprinzand: o regiune variabild a lantului greu care cuprinde SECV. ID NR. 128 si o
regiune variabili a lantului usor care cuprinde SECV. ID NR. 133. Intr-o alti forma de realizare,
inventia de fatad se referd, de asemenea, la un anticorp izolat sau la un fragment al acestuia de
legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzind: o regiune variabild a lantului greu
care cuprinde SECV. ID NR. 127 si o regiune variabild a lantului usor care cuprinde SECV. ID
NR. 130. In unele variante de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului se leaga la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1 x 10° M péni la
aproximativ 1 x 102 M, determinati prin rezonanti plasmonici de suprafatd (de exemplu,
BIACORE) sau printr-o tehnica similard (de exemplu, KinExA sau OCTET).

Intr-o altd varianta de realizare, inventia se referd, de asemenea, la un anticorp sau la un
fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzind: (i) o
regiune variabild a lantului greu care contine CDR1, CDR2 si CDR3 ale oricdreia dintre SECV.
ID NR. 124-129, caracterizat prin aceea ci regiunea variabild a lantului greu cuprinde cel putin
90%, 95% 96%, 97%, 98% sau% 99% identitate cu oricare dintre SECV. ID NR. 124-129 si/sau
(i1) o regiune variabild a lantului usor cuprinzind CDR1, CDR2 si CDR3 ale oricireia dintre
SECV. ID NR. 130-133, caracterizat prin aceea ci regiunea variabild a lantului usor cuprinde cel
putin 90%, 95%, 96%, 97%., 98% sau 99% identitate cu oricare dintre SECV. ID NR. 130-133.
Intr-o altd varianta de realizare, inventia propusa se referd, de asemenea, la un anticorp sau la un
fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzind: (i) o
regiune variabila a lantului greu care cuprinde CDR1, CDR2 si CDR3 ale SECV. ID NR. 128,
caracterizatd prin aceea ci regiunea variabild a lantului greu cuprinde 90%, 95%, 96%, 97%,
98% sau 99% identitate cu SECV. ID NR. 128 si/sau (ii) o regiune variabild a lantului usor care
cuprinde CDR1, CDR2 si CDR3 ale SECV. ID NR. 132, caracterizatd prin aceea ¢ regiunca
variabild a lantului usor cuprinde cel putin 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% identitate cu
SECV. ID NR. 132. Intr-o alti variantd de realizare, prezenta inventic se referd, de asemenea, la
un anticorp sau la un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd 1a TIGIT uman
cuprinzand: (i) o regiune variabild a lantului greu care contine CDR1, CDR2 si CDR3 ale SECV.
ID NR. 128, caracterizatd prin aceca ci regiunca variabilid a lantului greu cuprinde cel putin
90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% identitate cu SECV. ID NR. 128 si/sau (ii) o regiune
variabild a lanfului usor care cuprinde CDR1, CDR2 si CDR3 ale SECV. ID NR. 133,
caracterizatd prin aceea cd regiunea variabila a lantului usor cuprinde cel putin 90%, 95%, 96%,
7%, 98% sau 99% identitate cu SECV. ID NR. 133. Intr-o altd varianta de realizare, inventia se
referd, de asemenea, la un anticorp sau la un fragment al acestuia de legare a antigenului care se
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leagd la TIGIT uman cuprinzind: (i) o regiune variabild a lantului greu care contine CDRI,
CDR2 si CDR3 din SECV. ID NR. 127, caracterizatd prin aceea cd regiunea variabild a lantului
greu cuprinde cel putin 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau de 99% identitate cu SECV. ID Nr. 127
si/sau (ii) o regiune variabild a lantului usor care cuprinde CDR1, CDR2 si CDR3 din SECV. ID
NR. 130, caracterizatd prin aceea ¢i regiunea variabild a lantului usor cuprinde cel putin 90%,
95%, 96%, 97%, 98% sau 99% identitate cu SECV. ID NR. 130. In aceste variante de realizare,
variantele admise ale secventei se produc in regiunile cadru ale lanturilor variabile. In unele
variante de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului se leagd 1a TIGIT
uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10® M péni la aproximativ 1x102 M, determinati
prin rezonantd plasmonica de suprafati (de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnicd similard
(de exemplu, KinExA sau OCTET).

Intr-o altd variantd de realizare, inventia se¢ referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului cuprinzind: un lant variabil greu care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 7. si/sau un lant variabil usor care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 8, caracterizat prin aceea ci anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului se leagd la TIGIT uman. intr- o varianti de realizare, anticorpul se leagi la
TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10® M pani la aproximativ 1x10? M,
determinatd prin rezonantd plasmonicd de suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnica similara (de exemplu, KinExA sau OCTET).

Intr-o alta variantd de realizare, inventia de fatd se referd la un anticorp sau la un fragment
al acestuia de legare a antigenului cuprinzand: un lant variabil greu care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 143 si/sau un lant variabil usor care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 145, caracterizat prin aceea cd anticorpul sau fragmentul acestuia
de legare a antigenului se leagd la TIGIT uman. Intr-o varianti de realizare a inventiei, anticorpul
se leagi la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10 M pani la aproximativ 1x10-
12 M, determinati prin rezonantii plasmonici de suprafatii (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnica similara (de exemplu, KinExA sau OCTET).

Intr-o altd formd de realizare, inventia se referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului cuprinzind: un lant variabil greu care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 144 si/sau un lant variabil usor care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 146, caracterizat prin aceea ci anticorpul sau fragmentul acestuia
de legare la antigen se leagd la TIGIT uman. Intr-o variantd, anticorpul se leagi la TIGIT uman
cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10®° M péni la aproximativ 1x10712 M, determinatii prin
rezonantd plasmonici de suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o technicd similard (de
exemplu, KinExA sau OCTET).

Intr-o altd variantd de realizare, inventia propusd se¢ referd la un anticorp sau la un
fragment al acestuia de legare a antigenului cuprinzind: un lant variabil greu care contine
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 63 si/sau un lant variabil usor care cuprinde secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 64, caracterizat prin aceea ci anticorpul sau fragmentul
acestuia de legare la antigen se leagd la TIGIT uman. intr-o variantd, anticorpul se leagi la
TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10® M pani la aproximativ 1x10? M,
determinatd prin rezonantd plasmonicd de suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnica similara (de exemplu, KinExA sau OCTET).

Intr-o altd variantd de realizare, inventia se¢ referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului cuprinzind: un lant variabil greu care contine secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 94 si / sau un lant variabil usor care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 95, caracterizat prin aceea cd anticorpul sau fragmentul acestuia
de legare a antigenului se leagd la TIGIT uman. Intr-o varianti de realizare, anticorpul se leagi la
TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10® M pani la aproximativ 1x10? M,
determinatd prin rezonantd plasmonicd de suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnica similara (de exemplu, KinExA sau OCTET).

Intr-o varianta de realizare, inventia se referd, de asemenea, la un anticorp izolat sau la un
fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzind: o regiune
variabild a lantului greu care cuprinde SECV. ID NR. 149 si / sau o regiune variabila a lantului
usor care cuprinde SECV. ID NR. 151. Intr-o varianti, anticorpul se leagi la TIGIT uman cu o
valoare a KD de la aproximativ 1x10° M pand la aproximativ 1x10'? M, determinatd prin
rezonantd plasmonici de suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o technicd similard (de
exemplu, KinExA sau OCTET).
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Intr-o variantd de realizare, inventia se referd, de asemenea, la un anticorp izolat sau la un
fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagad la TIGIT uman cuprinzind: o regiune
variabild a lantului greu care contine SECV. ID NR. 150 si / sau o regiune variabild a lantului
usor care cuprinde SECV. ID NR. 152. Intr-o varianti de realizare, anticorpul se leagi la TIGIT
uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10® M péni la aproximativ 1x102 M, determinati
prin rezonantd plasmonica de suprafati (de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnicd similard
(de exemplu, KinExA sau OCTET).

Intr-o altd variantd de realizare, inventia se¢ referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului care se leaga cu acelasi epitop al TIGIT uman ca si un anticorp
care cuprinde lantul variabil greu al SECV. ID NR. 7 si lantul variabil usor al SECV. ID NR. 8,
caracterizat prin aceea ci anticorpul sau fragmentul acestuia de legare 1a antigen poseda cel putin
una dintre urmatoarele caracteristici: (i) se leagd la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la
aproximativ 1x10° M péni la aproximativ 1x10'2 M, determinatii prin rezonantii plasmonica de
suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau
OCTET), (ii) blocheaza legareca TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iii) sporeste
activarea celulelor T; (iv) stimuleazi productia de IL-2 si IFNy de citre celulele T antigen-
specifice; (v) blocheaza inductia de suprimare a activérii celulelor T, indusi prin legarea TIGIT
cu liganzi inruditi CD155 si CD112. Intr-o varianti de realizare, anticorpul cuprinde cel putin
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% identitate a secventei cu lantul variabil greu si /
sau lantul variabil usor ale oricireia dintre SECV. ID Nr. 7-30 sau 37-52. Intr-o alti variantd de
realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30 de substitutii
de aminoacizi in regiunea variabild a lantului greu din oricare dintre SECV. ID NR.7, 9-24 si 37-
47 si / sau in regiunea variabila a lantului usor din oricare dintre SECV. ID NR. 8, 25-30 si 48-
52.

Intr-o variantd de realizare, prezenta inventie se referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului care se leagi la un epitop de TIGIT uman cuprinzind cel putin
una dintre urméitoarele regiuni: resturile 54-57 ale SECV. ID NR. 31, resturile 68-70 ale SECV.
ID NR. 31 si resturile 76-81 ale SECV. ID NR. 31. Intr-o variantd de realizare, inventia se referd
la un anticorp sau la un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd 1a un epitop de
TIGIT uman continind resturile: 54-57, 68-70 si 76-81 ale SECV. ID NR. 31.

Intr-o altd variantd de realizare, inventia se¢ referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului care se leagd la acelasi epitop al TIGIT uman ca si un anticorp
care cuprinde regiunea variabild a lantului greu al SECV. ID NR. 63 si regiunea variabila a
lantului usor al SECV. ID NR. 64, caracterizat prin aceea ci anticorpul sau fragmentul acestuia
de legare a antigenului posedd cel putin una dintre urmétoarele caracteristici: (i) se leagi la
TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10® M pani la aproximativ 1x10? M,
determinatd prin rezonantd plasmonicd de suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET), (ii) reactioneaza incrucisat cu TIGIT
cynomolgus si rhesus; (iii) blocheaza legarea TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iv)
sporeste activarea celulelor T, (v) stimuleazd productia de IL-2 si IFNy de citre celulele T
antigen-specifice; (vi) blocheazd inductia de suprimare a activdrii celulelor T, indusd prin legarea
TIGIT cu liganzii inruditi CD155 si CD112. Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului poseda cel putin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%., 97%),
98%) sau 99% identitate de secventd cu regiunea variabila a lantului greu al SECV. ID NR. 63 si
/ sau cu regiunea variabild a lantului usor al SECV. ID NR. 64. Intr-o alti forma de realizare,
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30 substitutii de
aminoacizi In regiunea variabild a lantului greu al SECV. ID NR. 63 si / sau in regiunea variabild
a lantului usor al SECV. ID NR. 64. Intr-o alti varianti de realizare, anticorpul sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului cuprinde 1, 2 sau 3 substitutii de aminoacizi in CDR-urile
lantului greu (SECV. ID NR. 57-59) sau in CDR-urile lantului ugor (SECV. ID NR. 60-62).

Intr-o altd variantd de realizare, inventia se¢ referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului care se leagi la acelasi epitop al TIGIT uman ca si un anticorp
care cuprinde regiunca variabild a lantului greu al SECV. ID NR. 94 si regiunca variabila a
lantului usor al SECV. ID Nr. 95, caracterizat prin aceea ci anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului poseda cel putin una dintre urmatoarele caracteristici: (i) se leaga la TIGIT
uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10® M péni la aproximativ 1x102 M, determinati
prin rezonantd plasmonica de suprafati (de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnicd similard
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(de exemplu, KinExA sau OCTET), (ii) reactioneazi incrucisat cu TIGIT cynomolgus si rhesus,
(iii) blocheazi legarca TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iv) sporeste activarca
celulelor T; (v) stimuleazd productia de IL-2 si IFNy de citre celulele T antigen-specifice; (vi)
blocheaz inductia de suprimare a activirii celulelor T, indusd prin legarea TIGIT cu liganzii
inruditi CD155 si CD112. Intr-o variantd, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului cuprinde cel putin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%., 98% sau 99% identitate de
secventi cu regiunea variabild a lantului greu al oricéreia dintre SECV. ID NR. 94 sau 124-129
si/sau cu regiunea variabild a lantului usor al oricireia dintre SECV. ID NR. 95 sau 130-133.
Intr-o altd variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29 sau 30 substitutii de aminoacizi in regiunea variabila a lantului greu al oricdreia dintre
SECV. ID NR. 94 sau 124-129 si/sau in regiunca variabild a lantului usor al oricireia dintre
SECV. ID NR. 95 sau 130-133. Intr-o alti variantd, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare
a antigenului cuprinde 1, 2 sau 3 substitutii de aminoacizi in CDR-urile regiunii variabile a
lantului greu (SECV. ID NR. 88-90) si / sau in CDR-urile regiunii variabile a lantului usor
(SECV. ID NR. 91-93). Intr-o alti varianti de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde CDR-urile lantului greu din SECV. ID NR. 88, 134 si 90 si / sau
CDR-urile lantului usor din SECV. ID NR. 91, 92 si 93.

Intr-o variantd de realizare, inventia propusa se referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului care se leagi la un epitop de TIGIT uman cuprinzind cel putin
una dintre urmitoarele regiuni: resturile 53-57, resturile 60-65, resturile 68-70, resturile 72-81,
resturile 94-95 si resturile 109-119 ale SECV. ID NR. 31. Intr-o variantd de realizare, inventia se
referd la un anticorp sau un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leaga 1a un epitop
de TIGIT uman cuprinzand resturile: 53-57, 60-65, 68-70, 72-81, 94-95 si 109-119 din SECV.
ID NR. 31.

Intr-o altd variantd de realizare, inventia se referd la un anticorp sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului care blocheazi incrucisat legarea unui anticorp (sau care
concureazd cu anticorpul) cuprinzind regiunea variabild a lantului greu din SECV. ID NR. 7 si
regiunca variabila a lantului usor din SECV. ID NR. 8 la TIGIT uman, caracterizat prin aceea ci
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului posedd cel putin una dintre
urmitoarele caracteristici: (i) se leagi la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10°
M panid la aproximativ 1x10'2 M, determinati prin rezonanti plasmonici de suprafatd (de
exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnici similard (de exemplu, KinExA sau OCTET), (ii)
reactioneaza incrucisat cu TIGIT cynomolgus si rhesus, (iii) blocheazi legarea TIGIT uman la
CD155 uman si CD112 uman; (iv) sporeste activarea celulelor T (v) stimuleaza productia de IL-
2 si IFNy de catre celulele T antigen-specifice; (vi) blocheazi inductia de suprimare a activérii
celulelor T, indusd prin legarea TIGIT cu liganzii inruditi CD155 si CD112. Intr-o varianta de
realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare la antigen contine cel putin 80%, 85%,
90%), 95%, 96%, 97%, 98%, sau 99% identitate de secventd cu lantul variabil greu sau lantul
variabil usor ale SECV. ID Nr. 7-30 sau 37-52. Intr-o altd variantd de realizare, anticorpul sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30 substitutii de aminoacizi in regiunile
variabile ale lanturilor grele ale SECV. ID NR. 7, 9-24 si 37-47 sau in regiunile variabile ale
lanturilor usoare ale SECV. ID NR. 8, 25-30 si 48-52. Intr-o altd variantd de realizare, anticorpul
sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde 1, 2 sau 3 substitutii de aminoacizi in
CDR-urile lantului greu (SECV. ID NR. 1-3) sau in CDR-urile lantului usor (SECV. ID NR. 3-
6).

Intr-o altd variantd de realizare, inventia se referd la un anticorp sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului care blocheazi incrucisat legarea unui anticorp (sau care
concureaza cu un anticorp) cuprinzand regiunea variabild a lantului greu al SECV. ID NR. 63 si
regiunea variabild a lantului usor al SECV. ID NR. 64 la TIGIT uman, caracterizat prin aceea ci
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului posedd cel putin una dintre
urmdtoarele caracteristici functionale: (i) se leagd la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la
aproximativ 1x10"° M péni la aproximativ 1x1012 M, determinatii prin rezonantii plasmonica de
suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau
OCTET); (ii) reactioneaza incrucisat cu TIGIT cynomolgus si rhesus; (iii) blocheazi legarea
TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iv) sporeste activarea celulelor T, (v) stimuleazi
productia de IL-2 si IFNy a celuleor T antigen-specifice; (vi) blocheazi inductia de suprimare a
activarii celulelor T, indusi prin legarea TIGIT cu liganzii inruditi CD155 si CD112. Intr-o
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variantd de realizare, anticorpul cuprinde cel putin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau
99% identitate de secventd cu regiunca variabild a lantului greu al SECV. ID NR. 63 sau cu
regiunea variabili a lantului usor al SECV. ID NR. 64. Intr-o alti varianti de realizare,
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30 substitutii de
aminoacizi in regiunea variabild a lantului greu al SECV. ID NR: 63 sau in regiunea variabila a
lantului usor al SECV. ID NR. 64. Intr-o altd variantd, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde 1, 2 sau 3 substitutii de aminoacizi in CDR-urile lantului greu
(SECV. ID NR. 57-59) sau in CDR-urile lantului usor (SECV. ID NR. 60-62).

Intr-o altd variantd de realizare, inventia se¢ referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului care blocheazd incrucisat legarea unui anticorp (sau care
concureaza cu un anticorp) cuprinzand regiunea variabild a lantului greu al SECV. ID NR. 94 si
regiunea variabild a lantului usor al SECV. ID NR: 95 la TIGIT uman, caracterizat prin aceea ci
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului posedd cel putin una dintre
urmitoarele caracteristici: (i) se leagi la TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x10°
M panid la aproximativ 1x10'2 M, determinati prin rezonanti plasmonicd de suprafati (de
exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET); (ii)
reactioneaza incrucisat cu TIGIT cynomolgus si rhesus; (iii) blocheazd legarea TIGIT uman la
CD155 uman si CD112 uman; (iv) sporeste activarea celulelor T (v) stimuleaza productia de IL-
2 si IFNy a celuleor T antigen-specifice; (vi) blocheazd inductia de suprimare a activarii celulelor
T, indusd prin legarea TIGIT cu liganzii inruditi CD155 si CD112. Intr-o varianta de realizare,
anticorpul contine cel putin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% identitate de
secventd cu regiunea variabild a lantului greu al SECV. ID NR. 94 sau cu regiunea variabild a
lantului usor al SECV. ID NR. 95. Intr-o alti varianti de realizare, anticorpul sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului cuprinde 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30 substitutii de aminoacizi in regiunea variabila a
lantului greu al oricireia dintre SECV. ID NR. 94 sau 124-129 sau in regiunca variabild a
lantului usor al oricireia dintre SECV. ID NR. 95 sau 130-133. Intr-un alt exemplu de realizare,
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde 1, 2 sau 3 substitutii de
aminoacizi in CDR-urile lantului greu (SECV. ID NR. 88-90) sau in CDR-urile lantului usor
(SECV. ID NR. 91-93). Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare
a antigenului cuprinde: regiunea variabild a lantului greu care contine SECV. ID NR. 128 si
regiunca variabild a lantului usor care contine SECV. ID NR. 132. Intr-o alti varianti de
realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: regiunea variabild
a lantului greu contindnd SECV. ID NR. 127 si regiunea variabild a lantului usor continind
SECV. ID NR. 130. Intr-o altd variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare
a antigenului cuprinde: regiunea variabild a lantului greu continAind SECV. ID NR. 128 si
regiunea variabild a lantului usor continAnd SECV. ID NR. 133.

Intr-o altd variantd de realizare, inventia se¢ referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzind regiunea variabild a
lantului greu, selectati din grupul constand din oricare dintre SECV. ID NR. 9-24 si 37-47, si/sau
regiunea variabild a lantului usor, selectatd din grupul constind din oricare dintre SECV. ID NR.
25-30 si 48-52. Intr-o variantd de realizare, anticorpul cuprinde o substitutic de aminoacizi in
FR4 a lantului greu, caracterizatd prin aceea ¢ substitutia este facutd la pozitia 122 a SECV. ID
NR. 9-24 si 37-47, caracterizatd prin aceea ¢a restul M este substituit cu: V., L, A, R, N, P, Q, E,
G, LH K F, S, T, Wsau Y. Intr-o variantd de realizare, anticorpul cuprinde doud substitutii de
aminoacizi in FR4 a lantului greu, caracterizatd prin aceea cd substitutiile sunt efectuate la
pozitiile 122 si 123 din SECV. ID NR. 9-24 si 37-47, in care resturile M si V sunt substituite cu
T si L, respectiv.

Intr-o altd variantd de realizare, inventia se¢ referd la un anticorp sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzand regiunca variabila a
lantului greu, selectatd din grupul constind din oricare dintre SECV. ID NR. 9-24 si 37-47 si/sau
regiunea variabild a lantului usor, selectatd din grupul constind din oricare dintre SECV. ID NR.
25-30 si 48-52. Intr-o variantd de realizare, anticorpul cuprinde o substitutic de aminoacizi in
FR4 a lantului greu, caracterizat prin aceea ci substitutia este ficutd la pozitia 122 a SECV. ID
NR. 9-24 si 37-47, caracterizat prin aceea ci restul M este substituit cu: V, L, A, R, N, P, Q, E,
G, LH K F, S, T, Wsau Y. Intr-o variantd de realizare, anticorpul cuprinde doud substitutii de
aminoacizi in FR4 a lantului greu, caracterizat prin aceca cd substitutiile sunt efectuate la
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pozitiile 122 si 123 din SECV. ID NR. 9-24 si 37-47, caracterizat prin aceea ci resturile M si V
sunt substituite cu T si L, respectiv.

Intr-o varianta de realizare, inventia se referd la un anticorp izolat sau la un fragment al
acestuia de legare a antigenului care se leaga la TIGIT uman cuprinzind: un lant greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 7 sau o varianta a acestuia care cuprinde pana la 30
substitutii de aminoacizi si/sau un lant usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
8 care cuprinde pand la 12 substitutii de aminoacizi. Intr-o varianti de realizare, lantul greu
cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 7 continind substitutii de aminoacizi la una
sau la mai multe pozitii, selectate din grupul format din: 6, 9, 12, 15, 16, 17, 23, 25, 37, 39, 40,
43, 44, 45, 48, 67, 68, 70, 71, 79, 81, 83, 87, 88, 92, 94, 119, 122 si 123. Intr-o varianti de
realizare, lantul greu cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 7 continind substitutii
de aminoacizi la una sau la mai multe pozitii, selectate din grupul format din: 6, 9, 12, 15, 16, 17,
23,25, 37, 39, 40, 43, 44, 45, 48, 67, 68, 70, 71, 79, 81, 83, 87, 88, 92, 94, 110, 119, 122 si 123,
caracterizat prin aceea ¢ aminoacidul din pozitia 6 poate prezenta E sau Q, aminoacidul din
pozitia 9 poate prezenta P sau A, aminoacidul din pozitia 12 poate prezenta V sau L,
aminoacidul din pozitia 15 poate prezenta S sau P, aminoacidul din pozitia 16 poate prezenta Q
sau E sau G, aminoacidul din pozitia 17 poate prezenta S sau T, aminoacidul din pozitia 23 poate
prezenta S sau T, aminoacidul din pozitia 25 poate prezenta T sau S, aminoacidul din pozitia 37
pot prezenta I sau V, aminoacidul din pozitia 39 poate prezenta K sau Q, aminoacidul din pozitia
40 poate prezenta F sau P, aminoacidul din pozitia 43 poate prezenta N sau K, aminoacidul din
pozitia 44 poate prezenta K sau G, aminoacidul din pozitia 45 poate prezenta M sau L,
aminoacidul din pozitia 48 poate prezenta M sau I, aminoacidul din pozitia 67 poate prezenta I
sau V, aminoacidul din pozitia 68 poate prezenta S sau T, aminoacidul din pozitia 70 poate
prezenta T sau S, aminoacidul din pozitia 71 poate prezenta R sau V, aminoacidul din pozitia 79
poate prezenta F sau S, aminoacidul din pozitia 81 poate prezenta Q sau K, aminoacidul din
pozitia 83 poate prezenta H sau S, aminoacidul din pozitia 87 poate prezenta T sau A,
aminoacidul din pozitia 88 poate prezenta D sau A, aminoacidul din pozitia 92 poate prezenta T
sau V, aminoacidul din pozitia 94 poate prezenta S sau Y, aminoacidul din pozitia 110 poate
prezenta W, F, Y, I, V sau L, aminoacidul din pozitia 119 poate prezenta P sau Q, aminoacidul
din pozitia 122 poate prezenta M, V, L, A, R, N, P, Q. E, G, L H, K, F, §, T, W sau Y, iar
aminoacidul din pozitia 123 poate prezenta V, T sau L. Intr-o varianti de realizare, lantul usor
cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 8 care cuprinde substitutii de aminoacizi la
una sau la mai multe pozitii, selectate din grupul constand din: 10, 21, 22, 40, 42, 46, 52, 53 , 58,
77, 83, 87, 95 si 106. Intr-o varianta de realizare, lantul usor cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 8 care contine substitutii de aminoacizi la una sau la mai multe pozitii, selectate
din grupul constind din: 10, 21, 22, 40, 42, 46, 52, 53, 58, 77, 83, 87, 95 si 106, caracterizat prin
aceea ci: aminoacidul din pozitia 10 poate prezenta L sau S, aminoacidul din pozitia 21 poate
prezenta L sau I, aminoacidul din pozitia 22 poate prezenta N sau T, aminoacidul din pozitia 40
poate prezenta L sau P, aminoacidul din pozitia 42 poate prezenta E sau K, aminoacidul din
pozitia 46 poate prezenta F sau L, aminoacidul din pozitia 52 poate prezenta N, S, T, G sau D,
aminoacidul din pozitia 53 poate prezenta S, N, T, Y sau Q, aminoacidul din pozitia 58 poate
prezenta I sau V, aminoacidul din pozitia 77 poate prezenta G sau S, aminoacidul din pozitia 83
poate prezenta V sau F, aminoacidul din pozitia 87 poate prezenta F sau Y, aminoacidul din
pozitia 95 poate prezenta W, F, Y, I, V sau L, iar aminoacidul din pozitia 105 poate prezenta L
sau I.

Intr-o altd variantd de realizare, prezenta inventie se referd la un anticorp sau la un
fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzind: un lant
greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 9 si/sau un lant usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 25, caracterizat prin aceea ci fiecare dintre lanturile
variabile poate cuprinde 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 sau 8 substitutii de aminoacizi. Intr-o varianti de
realizare, anticorpul poate cuprinde mutatii la pozitiile 27, 48, 67, 71, 83, 110, 122 si 123 din
SECV. ID NR. 9. D¢ exemplu, in raport cu SECV. ID NR. 9: aminoacidul din pozitia 27 poate
constitui G sau S; aminoacidul din pozitia 48 poate constitui I sau M; aminoacidul din pozitia 67
poate constitui V sau I; aminoacidul din pozitia 71 poate constitui V sau R; aminoacidul din
pozitia 83 poate constitui S sau H; aminoacidul din pozitia 110 poate constitui W F, Y, I, V sau
L; aminoacidul din pozitia 122 poate constitui M, V,L, A, R, N, P, Q,E, G, L H, K, F, S, T, W
sau Y; si aminoacidul din pozitia 123 poate constitui V, T sau L. Intr-o altd varianta de realizare,
anticorpul poate cuprinde mutatii la pozitiile 46, 52, 53, 58 si 95 din SECV. ID NR. 25. De
exemplu, in raport cu SECV. ID NR. 25, aminoacidul din pozitia 46 poate constitui L sau F;
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aminoacidul din pozitia 52 poate constitui N, S, T, G sau D, aminoacidul din pozitia 53 poate
constitui S, N, T, Y sau Q; aminoacidul din pozitia 58 poate constitui I sau V; aminoacidul din
pozitia 58 poate constitui V sau I; si aminoacidul din pozitia 95 poate constitui W, F, Y, I, V sau
L.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la un anticorp sau la un fragment al acestuia
de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzind: un lant{ greu care contine
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 94 sau o variantd a acesteia avand pand la 30 de
substitutii de aminoacizi, si un lant usor care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
95 sau o varianti a acesteia avand pand la 18 substitutii de aminoacizi. Intr-un exemplu de
realizare, lantul greu cuprinde o variantd a secventei de aminoacizi din SECV. ID NR. 94 care
contine substitutii de aminoacizi la una sau la mai multe pozitii, selectate din grupul format din:
5,9, 11,12, 16, 20, 38, 40, 44, 56, 57, 61, 62, 65, 67, 68, 72, 74,76, 79, 85, 87, 89, 91, 92, 104
si 111. Intr-un exemplu de realizare, lantul greu cuprinde o varianti a secventei de aminoacizi
din SECV. ID NR. 94 avand substitutii de aminoacizi la una sau la mai multe pozitii, selectate
din grupul constand din: 5, 9, 11, 12, 16, 20, 38 , 40, 44, 56, 57, 61, 62, 65, 67, 68, 72, 74, 76,
79, 85, 87, 89, 91, 92, 104 si 111, caracterizat prin aceea ci: aminoacidul din pozitia 5 poate
constitui Q sau V, aminoacidul din pozitia 9 poate constitui P sau A, aminoacidul din pozitia 11
poate constitui V sau L, aminoacidul din pozitia 12 poate constitui V sau K, aminoacidul din
pozitia 16 poate constitui S sau A, aminoacidul din pozitia 20 poate constitui M sau V,
aminoacidul din pozitia 38 poate constitui K sau R, aminoacidul din pozitia 40 poate constitui K
sau A, aminoacidului din pozitia 44 poate constitui G sau R, aminoacidul din pozitia 56 poate
constitui D, R, L, K, F, S, Y sau V, aminoacidul din pozitia 57 poate constitui G, R, N, Q, E, L,
K, S, Y sau V, aminoacidul din pozitia 61 poate constitui N, A sau S, aminoacidul din pozitia 62
poate constitui E sau Q, aminoacidul din pozitia 65 poate constitui K sau Q aminoacidul din
pozitia 67 poate constitui R sau K, aminoacidul din pozitia 68 poate constitui A sau V,
aminoacidul din pozitia 72 poate constitui S sau R, aminoacidul din pozitia 74 poate constitui K
sau T, aminoacidul din pozitia 76 poate constitui S, I, A sau T, aminoacidul din pozitia 79 poate
constitui A sau V, aminoacidul din pozitia 85 poate constitui R sau S, aminoacidul din pozitia 87
poate constitui T sau R, aminoacidul din pozitia 89 poate constitui D sau E, aminoacidul din
pozitia 91 poate constitui S sau T, aminoacidul din pozitia 92 poate constitui A sau V,
aminoacidul din pozitia 104 poate constitui W, A, D, E.F, G, L K, N, Q, R, S, T, Vsau Y, iar
aminoacidul din pozitia 111 poate constitui A sau Q. Intr-un exemplu de realizare, lantul usor
cuprinde o variantd a secventei de aminoacizi din SECV. ID NR. 95 cuprinzand substitutii de
aminoacizi la una sau la mai multe pozitii, selectate din grupul constand din: 9, 17, 18, 40, 43,
45, 48, 50, 51, 70, 72, 74, 76, 83, 84, 100, 103 si 106. Intr-un exemplu de realizare, lantul usor
cuprinde o variantd a secventei de aminoacizi din SECV. ID NR. 95 continind substitutii de
aminoacizi la una sau la mai multe pozitii, selectate din grupul constand din: 9, 17, 18, 40, 43,
45, 48 50, 51, 70, 72, 74, 76, 83, 84, 100, 103 si 106, caracterizat prin aceea c¢d aminoacidul din
pozitia 9 poate prezenta A sau S, aminoacidului din pozitia 17 poate prezenta E sau D,
aminoacidul din pozitia 18 poate prezenta T sau R, aminoacidul din pozitia 40 poate prezenta Q
sau P, aminoacidul din pozitia 43 poate prezenta S, A sau V, aminoacidul din pozitia 45 poate
prezenta Q sau K, aminoacidul din pozitia 48 poate prezenta V sau I, aminoacidul din pozitia 50
poate prezenta N, A, Y, W, S, T, I sau V, aminoacidul din pozitia 51 poate prezenta A, N, L L, T
sau V, aminoacidul din pozitia 70 poate prezenta Q sau D, aminoacidul din pozitia 72 poate
prezenta S sau T, aminoacidul din pozitia 74 poate prezenta K sau T, aminoacidul din pozitia 76
poate prezenta N sau S, aminoacidului din pozitia 83 poate prezenta F sau V, aminoacidul din
pozitia 84 poate prezenta G sau A, aminoacidul din pozitia 100 poate prezenta A sau Q,
aminoacidul din pozitia 103 poate prezenta T sau R si aminoacidul din pozitia 106 poate
prezenta L sau L.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la un anticorp sau un fragment al acestuia de
legare a antigenului care se leagd 1la TIGIT uman cuprinzand: un lant greu care contine secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 124 sau o variantd a acesteia cuprinzand pana la 10 substitutii
de aminoacizi si/sau un lant usor care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 130 sau
o0 varianti a acesteia cuprinzind pand la 5 substitutii de aminoacizi. Intr-o alti varianti de
realizare, inventia se referd la un anticorp sau un fragment al acestuia de legare a antigenului care
se leagd la TIGIT uman cuprinzind regiunea variabild a lantului greu din SECV. ID NR. 124 sau
0 variantd a acesteia, caracterizat prin aceea ¢i varianta cuprinde substitutii la una sau la mai
multe pozitii, selectate din grupul constand din: 16, 44, 56, 57, 61, 72, 74, 76, 79, 85, 89, 92 si
104. Intr-o altd variantd de realizare, inventia se referd la un anticorp sau la un fragment al
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acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cuprinzand regiunca variabila a
lantului greu din SECV. ID NR. 124 sau o variantd a acesteia care contine substitutii la una sau
la mai multe pozitii, selectate din grupul constand din: 16, 44, 56, 57, 61, 72, 74, 76, 79, 85, 89,
92 si 104, caracterizat prin aceea cid aminoacidul din pozitia 16 poate constitui A sau S,
aminoacidul din pozitia 44 poate constitui R sau {3, aminoacidul din pozitia 56 poate constitui D,
R, L, K, F, 8, Y sau V, aminoacidul din pozitia 57 poate constitui G, R, N, Q, E, L, K, S, Y sau
V, aminoacidul din pozitia 61 poate constitui S sau A, aminoacidul din pozitia 72 poate constitui
R sau S, aminoacidul din pozitia 74 poate constitui T sau K, aminoacidul din pozitia 76 poate
constitui A sau T sau I, aminoacidul din pozitia 79 poate constitui A sau V, aminoacidul din
pozitia 85 poate constitui S sau R, aminoacidul din pozitia 89 poate constitui E sau D,
aminoacidul din pozitia 92 poate constitui A sau V, iar aminoacidul din pozitia 104 poate
constitui W, A, D,E, F, G, K, N, Q,R, S, T, V sau Y. Intr-o alti variantd de realizare, inventia
propusd se referd 1a un anticorp sau un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd
la TIGIT uman cuprinzind regiunea variabild a lantului usor din SECV. ID NR. 130 sau o
variantd a acesteia care contine substitutii la una sau la mai multe pozitii, selectate din grupul
constand din: 43, 50, 51, 70 si 83. Intr-o alti varianti de realizare, inventia dati se referd la un
anticorp sau un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman
cuprinzand regiunea variabila a lantului usor din SECV ID NR. 130 sau o varianta a acesteia care
contine substitutii la una sau la mai multe pozitii, selectate din grupul format din: 43, 50, 51, 70
si 83, caracterizat prin aceea cd aminoacidul din pozitia 43 poate prezenta S, A sau V,
aminoacidul din pozitia 50 poate prezenta N, A, Y, W, S, T, I sau V, aminoacidul din pozitia 51
poate prezenta A, N, I, L, T sau V, aminoacidul din pozitia 70 poate prezenta Q sau D, iar
aminoacidul din pozitia 83 poate prezenta F sau V.

in oricare dintre variantele de realizare, mentionate mai sus, anticorpul sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului este izolat.

in oricare dintre variantele de realizare, mentionate mai sus, anticorpul sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului este un anticorp recombinant.

in oricare dintre variantele de realizare, mentionate mai sus, anticorpul sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului este un anticorp cu lungime deplin.

in oricare dintre variantele de realizare, mentionate mai sus, anticorpul sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, poate cuprinde o regiune variabild a lantului
greu constind din: (a) oricare dintre regiunile variabile ale lanturilor grele descrise mai sus si (b)
o peptidi lider (de exemplu, peptida lider din SECV. ID NR. 53). In oricare dintre variantele de
realizare, mentionate mai sus, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului,
conform inventiei, poate cuprinde o regiune variabild a lanfului usor constind din: (a) oricare
dintre regiunile variabile ale lanturilor usoare descrise anterior si (b) o peptida lider (de exemplu,
peptida lider din SECV. ID Nr. 54).

in oricare dintre variantele de realizare, mentionate mai sus, anticorpul sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, constituie un anticorp care cuprinde oricare
dintre lanturile variabile grele descrise mai sus si oricare domeniu constant de lant greu uman.
Intr-o varianta de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform
inventiei, se referd la izotipul IgG si cuprinde domeniul constant de lant greu uman al I1gGl,
1gG2, 1gG3 sau 1gG4 umane. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde domeniul constant de lant greu uman al 1gG1
umane (SECV. ID NR. 86) sau o variantd a acestuia, caracterizat prin aceea ¢i varianta contine
pani la 20 de substitutii de aminoacizi modificate. Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, prezinti un anticorp care
cuprinde domeniul constant al lantului greu IgG1l uman, caracterizat prin aceea cd domeniul
constant contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 86. Intr-o varianti de realizare,
anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde domeniul
constant al lantului greu 1gG1 uman, caracterizat prin aceea ¢ domeniul constant IgG1 este
afucozilat. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului, conform inventiei, cuprinde domeniul constant al lanfului greu IgG4 uman sau o
variantd a acestuia, caracterizat prin aceea cid varianta contine pand la 20 de substitutii de
aminoacizi modificate. Intr-o alti variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde domeniul constant al lantului greu IgG4 uman,
caracterizat prin aceea cd aminoacidul din pozitia 228 (folosind sistemul EU de numerotare) a
fost inlocuit din Ser in Pro. Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de
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legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde domeniul constant al lantului greu IgG4 uman
care contine secventa de aminoacizi din SECV ID NR. 55.

in oricare dintre variantele de realizare, mentionate mai sus, anticorpul sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform prezentei inventii, poate cuprinde oricare dintre
lanturile variabile usoare, descrise mai sus, si domeniul constant al lantului usor uman. Intr-o
variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform
inventiei, cuprinde domeniul constant al lantului usor kappa uman sau o variantd a acestuia,
caracterizat prin aceea cd varianta cuprinde pand la 20 de substitutii de aminoacizi modificate.
Intr-o altd variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului,
conform prezentei inventii, cuprinde domeniul constant al lantului usor lambda uman sau o
variantd a acestuia, caracterizat prin aceea ci varianta cuprinde pand la 20 de substitutii de
aminoacizi modificate. Intr-o varianta de realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului, conform prezentei inventii, cuprinde domeniul constant al lantului usor kappa uman
care contine secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 56.

Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT, conform prezentei inventii, cuprinde o
structurd tetramericd completd avand doud lanturi usoare si doud lanturi grele, caracterizat prin
aceea cd fiecare lant usor cuprinde: regiunea variabild continand SECV. ID NR. 132 si lantul
usor kappa uman (SECV. ID NR. 56); iar fiecare lan{ greu cuprinde: regiunca variabild
cuprinzand SECV. ID NR. 128, regiunca constantd a 1gG1 umani (SECV. ID NR. 86).

Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT, conform inventiei propuse, cuprinde o
structurd tetramericd completd avand doud lanturi usoare si doud lanturi grele, caracterizat prin
aceea ci fiecare lant usor cuprinde: regiunea variabila continAnd SECV. ID NR.130 si lantul usor
kappa uman (SECV. ID NR. 56); iar fiecare lant greu cuprinde: regiunca variabila continind
SECV. ID NR. 127, regiunea constantd a IgG1 umana (SECV. ID NR. 86).

Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT, conform inventiei propuse, cuprinde o
structurd tetramericd completd avand doud lanturi usoare si doud lanturi grele, caracterizat prin
aceea cd fiecare lant usor cuprinde: regiunea variabild continand SECV. ID NR. 133 si lantul
usor kappa uman (SECV. ID NR. 56); iar fiecare lan{ greu cuprinde: regiunca variabild
continind SECV. ID NR. 128, regiuneca constantd a 1gG1 umana (SECV. ID NR. 86).

In oricare dintre variantele de realizare, mentionate mai sus, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei de fatd, poate fi conjugat cu cel
putin un agent terapeutic. Intr-o varianti de realizare, caracterizati prin acea ci agentul
terapeutic cuprinde un al doilea anticorp sau un fragment al acestuia, un imunomodulator, un
hormon, un agent citotoxic, o enzimi, un radionuclid, cel de-al doilea anticorp este conjugat cu
cel putin un imunomodulator, o enzimd, un marcaj radioactiv, un hormon, o oligonucleotida
antisens sau un agent citotoxic, sau cu o combinatie a acestora.

Inventia de fatd se referd, de asemenea, la polipeptidele izolate care cuprind secventa de
aminoacizi din oricare dintre SECV. ID NR.1-30, 37-52, 57-83 sau 88-151, sau un fragment al
oricireia dintre secventele mentionate.

Prezenta inventie se referd, de asemenea, la acizii nucleici izolati care codificd oricare
dintre anticorpii anti-TIGIT sau dintre fragmentele acestora de legare a antigenului, conform
inventiei. Intr-o varianti de realizare, inventia se referd la acizii nucleici izolati care codifici
oricare dintre polipeptidele din SECV. ID NR. 1-30, 37- 52, 57-64 sau 88-133, caracterizate prin
aceea ci respectivele polipeptide pot cuprinde, in mod optional, o secventd lider. Inventia se
referd, de asemenea, 1a vectori de expresie cuprinzand un acid nucleic care codifici oricare dintre
polipeptidele din SECV. ID NR. 1-30, 37-52, 57-83 sau 88-167 (in care respectivele polipeptide
pot cuprinde, in mod optional, o secventd lider). Acesti acizi nucleici izolati si vectori de
expresic care 1i contin pot fi folositi pentru expresia anticorpilor, conform inventiei, sau a
fragmentelor acestora de legare a antigenului in celulele gazdd recombinante. Astfel, inventia se
referd, de asemenea, la celulele gazdi cuprinzind acizii nucleici izolati care codificd oricare
dintre polipeptidele din SECV. ID NR. 1-30, 37-52, 57-83 sau 88-151 (in care respectivele
polipeptide pot cuprinde, in mod optional, o secventi lider). ntr-o varianti de realizare, celula
gazdi prezinti o celuli ovariand de hamster chinezesc. Intr-o varianti de realizare, celula gazdi
prezintd o celuld de drojdie, de exemplu, o celuld gazda Pichia sau o celuld gazdid Pichia
pastoris.

Inventia propusd se referd, de asemenea, la compozitii farmaceutice care confin un
anticorp sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, si un purtitor
acceptabil farmaceutic sau un dilvant. Intr-o variantd de realizare, compozitia contine
suplimentar un agent terapeutic. Intr-o variantd de realizare, agentul terapeutic suplimentar este
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selectat din grupul format din: un anticorp anti-PD1 sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-LAG3 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-VISTA sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-BTLA
sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-TIM3 sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-CTLA4 sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-HVEM sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-CD27 sau un fragment al acestuia de legare la antigen, un anticorp anti-CD137 sau
un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-OX40 sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-CD28 sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-PDL1 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-PDL2 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-GITR
sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-ICOS sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-SIRPa sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-ILT2 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-ILT3 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-ILT4 sau
un fragment al acestuia de legare a antigenului; si un anticorp anti-ILTS sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-4-1BB sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-PD1 sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este selectat din grupul constand din: pembrolizumab sau un fragment al acestuia de
legare a antigenului si nivolumab sau un fragment al acestuia de legare a antigenului. Intr-o
variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului,
conform prezentei inventii, cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului
greu contindnd secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3, 79, 80, 81, 82, 83 sau 140; (iv)
CDRI a regiunii variabile a lanfului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NRr.
4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 sau 141; si (vi) CDR3 a a regiunii variabile a lantului
usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6, 74, 75, 76, 77, 78 sau 142. Intr-o
variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,
109, 110, 111, 134, 135 sau 147; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului
usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,
119, 120, 121, 122 sau 148; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor continand secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 93. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform prezentei inventii, cuprinde: (i) CDRI1 a
regiunii variabile a lantului greu care include secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)
CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care include secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
2; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu care include secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 3; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor care contine secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care contine secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care contine
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6. Intr-o alti varianti de realizare, anticorpul anti-
TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform prezentei inventii, cuprinde: (i)
CDRI a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 57; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lanfului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 58; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 59; (iv) CDRI a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 60; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care
cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 61; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a
lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 62. Intr-o varianti de
realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i)
CDRI a regiunii variabile a lantului greu continAind secventa de aminoacid din SECV. ID NR.
88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu contindnd secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 89, 134 sau 135; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continand secventa de
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aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDR1 a regiunii variabile a lantului usor continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a
lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93. Intr-o variantd de
realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i)
CDRI a regiunii variabile a lantului greu continAnd secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
88; (i1) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o compozitie care cuprinde: (i) un
anticorp anti-TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform inventiei; si (it)
un anticorp anti-PD1 cuprinzind secventa lantului greu din SECV. ID NR. 33 si secventa
variabili a lantului usor din SECV. ID NR. 34. Intr-o alti formi de realizare, inventia se refer la
o compozitie care cuprinde: (a) un anticorp anti-TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului, conform inventiei; si (b) un anticorp anti-PD1 cuprinzind secventa lantului greu din
SECV. ID NR. 35 si secventa variabili a lantului usor din SECV. ID NR. 36. Intr-o varianti de
realizare, anticorpul anti-PD1 este administrat inainte de administrarea anticorpului anti-TIGIT.
Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-PD1 este administrat cu 4-10 zile inainte de
administrarea anticorpului anti-TIGIT. Intr-o variantd de realizare, pre-tratamentul efectuat cu
anticorpul anti-PD1 poate modula celulele imune si, ca rezultat, poate imbunatiti functia
intermediatd de Fc a anticorpilor anti-TIGIT. Intr-o variantd, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3,
79, 80, 81, 82, 83 sau 140; (iv) CDRI a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 sau 141; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6,
74, 75, 76, 77, 78 sau 142. Intr-o variantd, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106,
107, 108, 109, 110, 111, 134, 135 sau 147; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122 sau 148; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93. Intr-o varianta de realizare, anticorpul
anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform prezentei inventii, cuprinde:
(i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 1; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 2; (i) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 3; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6. Intr-o alti varianti de
realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform
prezentei inventii, cuprinde: (i) regiunea variabild a lantului greu CDR1 contindnd secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 57; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 58; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 59; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a
lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 60; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 61; si (vi) CDR3 a
regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 62. Intr-o
variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare la antigen,
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conform prezentei inventii, cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134 sau 135; (iii)) CDR3 a regiunii
variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID Nr. 90; (iv) CDR1 a
regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v)
CDR2 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
92; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 93. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lanfului greu continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a
lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3 a
regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93.
Inventia propusi se referd, de asemenea, la o combinatie care contine un anticorp anti-
TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, in combinatie cu
unul, doi sau mai multi agenti terapeutici, caracterizat prin aceea cid cel de-al doilea agent
terapeutic este selectat din grupul format din: un anticorp anti-PD1 sau un fragment al acestuia
de legare a antigenului; un anticorp anti-LAG3 sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-VISTA sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-BTLA sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-TIM3
sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-CTLA4 sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-HVEM sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-CD27 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-CD137 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-OX40
sau sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-CD28 sau un fragment
al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-PDL1 sau un fragment al acestuia de legare
la antigen; un anticorp anti-PDL2 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp
anti-GITR sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-ICOS sau un
fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-SIRPo sau un fragment al acestuia
de legare a antigenului; un anticorp anti-ILT2 sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-ILT3 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-ILT4 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-ILT5 sau
un fragment al acestuia de legare a antigenului; si un anticorp anti-4-1BB sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3,
79, 80, 81, 82, 83 sau 140; (iv) CDRI a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 sau 141; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6,
74, 75, 76, 77, 78 sau 142. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lanfului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103,
104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135 sau 147; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92, 112,
113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122 sau 148; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a
lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID Nr. 93. Intr-o varianti de realizare,
anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei,
cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 1; (i1)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3; (iv) CDRI a regiunii variabile a lantului usor
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cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului
usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6. Intr-o altd varianti de
realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform
inventiei, cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 57; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 58; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 59; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 60; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 61; si (vi) CDR3
a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 62.
Intr-o varianta de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134 sau 135; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3
a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93.
Intr-o varianta de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93.

Inventia de fatd se referd, de asemenea, la un recipient sau un dispozitiv pentru injectii
care cuprinde oricare dintre anticorpii anti-TIGIT sau dintre fragmentele acestora de legare a
antigenului, conform prezentei inventii. Intr-o varianti de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
3,79, 80, 81, 82, 83 sau 140; (iv) CDR1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa
de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 sau 141; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
6, 74, 75, 76, 77, 78 sau 142. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101,
102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135 sau 147; (iii) CDR3 a regiunii
variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v)
CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122 sau 148; si (vi) CDR3 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93. Intr-o varianti
de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului conform
inventiei cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi) CDR3 a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6. Intr-o
altd variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului,
conform inventiei, cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 57; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
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secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 58; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 59; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 60; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 61; si (vi) CDR3
a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 62.
Intr-o variant de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID Nr. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID Nr. 89, 134 sau 135; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3
a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93.
Intr-o varianta de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93.

Inventia solicitatd se referd, de asemenea, la un procedeu de obtinere a unui anticorp anti-
TIGIT sau a unui fragment de legare a antigenului, conform inventiei, care cuprinde: cultivarca
unei celule gazda continind o polinucleotidi care codifica un lant greu si/sau un lang usor al unui
anticorp 1n conformitate cu prezenta inventic (sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului) in conditii favorabile pentru expresia polinucleotidei; si, in mod optional,
recuperarea anticorpului sau a fragmentului de legare a antigenului din celula gazdi si/sau din
mediul de culturi. Intr-o varianti de realizare, polinucleotida care codificd lantul greu si
polinucleotida care codificd lantul usor se¢ afld intr-un singur vector. Intr-o alti variantd de
realizare, polinucleotida care codifica lantul greu si polinucleotida care codificd lantul usor se
afli in vectori diferiti. Intr-o varianti de realizare, polinucleotida care codifici lantul greu si
polinucleotida care codificd lantul usor codifici anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului
care cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 1; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3, 79, 80, 81, 82, 83 sau 140; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5, 65, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 sau 141; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6, 74, 75, 76, 77, 78 sau 142. Intr-o alta varianti de
realizare, polinucleotida care codificd lantul greu si polinucleotida care codificd lantul usor
codificd anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului care cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 96,
97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135 sau 147, (i)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV.ID NR. 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122 sau 148; si (vi) CDR3 a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93. Intr-o
altd varianti de realizare, polinucleotida care codifica lantul greu si polinucleotida care codifica
lantul usor codificd anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului cuprinzand: (i) CDR1 a
regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)
CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 3; (iv) CDRI a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6. Intr-o alta varianti de realizare,
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polinucleotida care codificd lantul greu si polinucleotida care codificd lantul usor codifici
anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului cuprinzand: (i) CDR1 a regiunii variabile a
lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 57; (ii) CDR2 a regiunii
variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 58; (iii)) CDR3
a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 59;
(iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 60; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 61; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 62. Intr-un alt exemplu de realizare, polinucleotida care codifica
lantul greu si polinucleotida care codificd lantul usor codificd anticorpul sau fragmentul de legare
a antigenului cuprinzand: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134 sau 135; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID Nr. 91; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si
(vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 93. Intr-o altd variantd de realizare, polinucleotida care codifici lantul greu si
polinucleotida care codificd lantul usor codifici anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului
cuprinzand: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu care cuprinde
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor care
cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului
usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii
variabile a lantului usor care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93. intr-o alti
variantd de realizare, polinucleotida care codificd lantul greu si polinucleotida care codificd
lantul usor codificd anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului cuprinzind: o regiune
variabild a lantului greu care cuprinde SECV. ID Nr. 128 si o regiune variabild a lantului usor
care cuprinde SECV. ID Nr. 132. Intr-o altd variantd de realizare, polinucleotida care codifica
lantul greu si polinucleotida care codificd lantul usor codificd un anticorp sau un fragment de
legare la antigen cuprinzind: regiunea variabild a lantului greu care cuprinde SECV. ID NR. 127
si regiunea variabild a lantului usor care cuprinde SECV. ID NR. 130. Intr-o alti varianti de
realizare, polinucleotida care codificd lantul greu si polinucleotida care codificd lantul usor
codificd anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului cuprinzind: regiunca variabild a
lantului greu care cuprinde SECV. ID NR. 128 si regiunea variabila a lantului usor care cuprinde
SECV.ID NR. 133.

Inventia de fatd se referd, de asemenea, la un procedeu de tratare a cancerului la un
subiect, care necesitd aceasta, cuprinzind administrarea la subiectul in cauzd a unei cantititi
eficiente dintr-un anticorp anti-TIGIT sau dintr-un fragment de legare a antigenului, conform
inventiei, in mod optional in asociere cu un agent terapeutic suplimentar sau cu o procedurd
terapeutica. Intr-o varianti de realizare, subiectul supus tratatamentului este un subiect uman.
Intr-o variantd, agentul terapeutic suplimentar a fost selectat din grupul constand din: un anticorp
anti-PD1 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-LAG3 sau un
fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-VISTA sau un fragment al acestuia
de legare a antigenului; un anticorp anti-BTLA sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-TIM3 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-CTLA4 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-
HVEM sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-CD27 sau un
fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-CD137 sau un fragment al acestuia
de legare a antigenului; un anticorp anti-OX40 sau sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-CD28 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-PDL1 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-PDL2
sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-GITR sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-ICOS sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-SIRPa sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-ILT2 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-ILT3 sau
un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-ILT4 sau un fragment al acestuia
de legare a antigenului; un anticorp anti-ILTS sau un fragment al acestuia de legare a
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antigenului; si un anticorp anti-4-1BB sau un fragment al acestuia de legare a antigenului. Intr-o
variantd de realizare, anticorpul anti-PD1 sau fragmentul acestuia de legare a antigenului a fost
selectat din grupul contindnd: pembrolizumab sau un fragment al acestuia de legare a
antugenului si nivolumab sau un fragment al acestuia de legare a antugenului. Intr-o varianti de
realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform
inventiei, cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3, 79, 80, 81, 82, 83 sau 140; (iv) CDR1 a
regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v)
CDR2 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5,
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 sau 141; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6, 74, 75, 76, 77, 78 sau 142. Intr-o
variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,
109, 110, 111, 134, 135 sau 147; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului
usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,
119, 120, 121, 122 sau 148; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor continand secventa
de aminoacizi din SECV. ID Nr. 93. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
3; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 5; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 6. Intr-o altd variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 57; (ii) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 58; (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
59; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 60; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 61; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 62. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului
greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134 sau 135; (iii) CDR3
a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv)
CDRI a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 93. Intr-o varianta de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia
de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
93.

Inventia de fatd se referd, de asemenea, la un procedeu de tratare a cancerului la un
subiect, care necesitd aceasta, cuprinzand administrarea subiectului In cauzd a unei cantititi
eficiente dintr-un anticorp anti-TIGIT sau dintr-un fragment de legare a antigenului, conform
inventiei si administrarea suplimentard a unui anticorp anti-PD1 sau a unui fragment al acestuia
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de legare la antigen. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-PD1 sau fragmentul acestuia de
legare la antigen este selectat din grupul constand din: pembrolizumab sau un fragment al
acestuia de legare la antigen si nivolumab sau un fragment al acestuia de legare la antigen. Intr-o
variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare la antigen conform
prezentei inventii cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3, 79, 80, 81, 82, 83 sau 140; (iv) CDR1 a
regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v)
CDR2 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5,
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 sau 141; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6, 74, 75, 76, 77, 78 sau 142. Intr-o
variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,
109, 110, 111, 134, 135 sau 147; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor
continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului
usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,
119, 120, 121, 122 sau 148; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor continand secventa
de aminoacizi din SECV. ID Nr. 93. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
3; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 5; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 6. Intr-o altd variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 57; (ii) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 58; (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
59; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 60; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 61; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 62. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului
greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134 sau 135; (iii) CDR3
a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv)
CDRI a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 93. Intr-o varianta de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia
de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDR1 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
93.

Inventia de fatd se referd, de asemenea, la un procedeu de tratare a unei infectii sau a unei
boli infectioase la un subiect cuprinzind administrarea subiectului in cauzd a unei cantititi
eficiente dintr-un anticorp sau dintr-un fragment de legare a antigenului, conform inventiei, in
mod optional, in asociere cu un agent terapeutic suplimentar sau cu o proceduri terapeutica. Intr-
o variantd de realizare, subiectul supus tratamentului este un subiect uman. Intr-o variantd de
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realizare, agentul terapeutic suplimentar este selectat din grupul format din: un anticorp anti-PD1
sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-LAG3 sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-VISTA sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-BTLA sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-TIM3 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-CTLA4
sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-HVEM sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-CD27 sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-CD137 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-OX40 sau sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-
CD28 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-PDL1 sau un
fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-PDL2 sau un fragment al acestuia
de legare a antigenului; un anticorp anti-GITR sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-ICOS sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un
anticorp anti-SIRPo sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-ILT2
sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-ILT3 sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului; un anticorp anti-ILT4 sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului; un anticorp anti-ILT5 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului; si un
anticorp anti-4-1BB sau un fragment al acestuia de legare a antigenului. Intr-o variantd de
realizare, anticorpul anti-PD1 sau un fragment al acestuia de legare la antigen a fost selectat din
grupul constand din: pembrolizumab sau un fragment al acestuia de legare a antigenului si
nivolumab sau un fragment al acestuia de legare a antigenului. Intr-o variantd de realizare,
anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform prezentei
inventii, cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3, 79, 80, 81, 82, 83 sau 140; (iv) CDR1 a regiunii
variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5, 65, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 sau 141; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lanfului usor continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6, 74, 75, 76, 77, 78 sau 142. Intr-o varianti de
realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i)
CDRI a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
88 (i1)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135
sau 147; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor continidnd secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121,
122 sau 148; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi
din SECV. ID Nr. 93. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia
de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului
greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lanfului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
6. Intr-o altd varianti de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 57; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 58; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 59; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 60; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 61; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
62. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134 sau 135; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
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lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
93. Intr-o varianti de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3
a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93.
Prezenta inventie se referd, de asemenea, la un vaccin care cuprinde un anticorp sau un
fragment al acestuia de legare a antigenului, conform inventiei. Intr-o varianti de realizare,
anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform prezentei
inventii, cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3, 79, 80, 81, 82, 83 sau 140; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5, 65, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 sau 141; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lanfului usor continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6, 74, 75, 76, 77, 78 sau 142. Intr-o varianti de
realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i)
CDRI a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
88 (i1)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135
sau 147; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor continidnd secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121,
122 sau 148; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi
din SECV. ID Nr. 93. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia
de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului
greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lanfului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
6. Intr-o altd varianti de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 57; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 58; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 59; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 60; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 61; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
62. Intr-o varianti de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134 sau 135; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
93. Intr-o varianti de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
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secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3
a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93.
Intr-o varianta de realizare, vaccinul cuprinde suplimentar un antigen.

Inventia de fatd se referd, de asemeneca, la un procedeu de detectare a prezentei unei
peptide TIGIT sau a unui fragment al acesteia intr-o proba care cuprinde contactarea probei in
cauzd cu un anticorp sau cu un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform prezentei
inventii, si de detectare a prezentei unui complex intre anticorp sau fragment si peptida,
caracterizat prin aceea ci detectarea complexului indici prezenta peptidei TIGIT. Intr-o varianti
de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul de legare a antigenului, conform prezentei
inventii, cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3, 79, 80, 81, 82, 83 sau 140; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5, 65, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 sau 141; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lanfului usor continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6, 74, 75, 76, 77, 78 sau 142. Intr-o varianti de
realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a
regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)
CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135 sau 147,
(iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 153; (iv) CDRI a regiunii variabile a lantului usor continAnd secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor continidnd secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122 sau
148; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 93. Intr-o varianta de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului,
conform inventiei, cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi) CDR3 a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6. Intr-o
altd variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului, conform inventiei,
cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 57; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 58; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 59; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 60; (v) CDR2 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 61; si (vi) CDR3 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 62. Intr-o varianti
de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii
variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134
sau 135; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93. Intr-o varianta de realizare, anticorpul
anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din
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SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 93.

Prezenta inventie se referd, de asemenea, 1a un procedeu de sporire a activitatii unei celule
imune cuprinzand aducerea in contact a celulei imune cu oricare dintre anticorpii sau
fragmentele de legare a antigenului, conform inventiei. Intr-o varianti de realizare, inventia se
referd la o metodi de sporire a activitatii unei celule imune, caracterizati prin aceea ci cuprinde
administrarea la un subiect, care necesitd aceasta, a unei cantitdti eficiente dintr-un anticorp sau
dintr-un fragment de legare a antigenului, conform inventiei. Intr-o varianti de realizare,
procedeul este utilizat pentru: tratamentul tumorii maligne, tratamentul unei infectii sau al unei
boli infectioase, sau in calitate de adjuvant pentru vaccin. Intr-o varianti de realizare, sporirea
activititii unei celule imune poate fi detectatd prin masurarea proliferdrii acestei celule imune.
De exemplu, cresterea activititii unei celule T poate fi detectatd prin masurarea proliferarii
celulei T. Intr-o variantd de realizare, cresterea activitdtii unei celule imune poate fi detectatd
prin misurarea activirii celulelor T ex vivo intr-o proba proveniti de la subiectul in cauzi. Intr-o
variantd de realizare, cresterea activititii celulelor T este determinatd prin: (i) misurarea
reactiilor limfocitare mixte sau stimularca mAb anti-CD3 directd a receptorului celulelor T
(TCR) de semnalizare pentru a induce producerea unei citokine, selectate din grupul constand
din: 1L-2, TNFa, IL-17, IFNy, IL-1B, GM-CSF, RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 si IL-13; (ii)
misurarea productiei induse de citre SEB a uneia sau a mai multor citokine, selectate din grupul
constand din: IL-2, TNFa, IL-17, IFNy, GM-CSF, RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 si IL-13; sau (iii)
misurarea productiei induse de citre TT a unei citokine, selectate din grupul format din: IL-2,
TNFa, IL-17, IFNy, GM-CSF, RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 si IL-13. Intr-o variantd de realizare,
anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform prezentei
inventii, cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu continand secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3, 79, 80, 81, 82, 83 sau 140; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5, 65, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 sau 141; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lanfului usor continind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6, 74, 75, 76, 77, 78 sau 142. Intr-o varianti de
realizare, anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI a
regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)
CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135 sau 147;
(iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa de aminoacizi din SECV. ID
NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122 sau
148; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor continind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 93. Intr-o varianta de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul de legare a
antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 2; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 3; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lanfului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
6. Intr-o altd variantd de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul de legare a antigenului,
conform inventiei, cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 57; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 58; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 59; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 60; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 61; si (vi) CDR3
a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 62.
Intr-o varianta de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de
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aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134 sau 135; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDR1 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3
a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93.
Intr-o varianta de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului
cuprinde: (i) CDRI a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a
lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93.

Inventia propusi se referd, de asemenea, la un procedeu de tratare a cancerului sau a unei
boli infectioase la un subiect cuprinzind administrarea subiectului in cauzd a unei cantititi
eficiente dintr-un anticorp antagonist anti-TIGIT si dintr-un anticorp antagonist anti-PD1,
caracterizat prin aceea cd anticorpul anti-TIGIT poseda o functie efectoare sporitd in comparatie
cu un anticorp parental. Termenul ,,anticorp parental”, aga cum este utilizat in prezenta inventie,
se referd la anticorpii avand o regiune Fc de tip silbatic si/sau o glicozilare de tip sdlbatic (si
anume, paternul de glicozilare care rezultd din expresia polipeptidei intr-o celuld gazda
nemodificatd de mamifer). Functia efectoare a unui anticorp parental poate fi sporitd prin
intermediul mutagenezei regiunii sale Fc sau prin modificarea glicozildrii acestuia (asa cum se
discuta in detaliu in continuare). Intr-o varianti de realizare, anticorpul anti-PD1 este administrat
inainte de administrarea unui anticorp parental. Intr-o variantd de realizare, anticorpul anti-PD1
este administrat cu 4-10 zile inainte de administrarea anticorpului anti-TIGIT. Intr-o varianta de
realizare, pre-tratamentul cu anticorp anti-PD1 poate modula celulele imune, astfel incét rezulti
o functie Fc intermediati sporiti a anticorpilor anti-TIGIT. Intr-o variantd de realizare,
anticorpul anti-TIGIT cuprinde un domeniu constant de IgG1 umani. Intr-o varianti de realizare,
tratamentul cu anti-TIGIT si anticorp anti-PD1 nu conduce la epuizarea Treg. Intr-o varianta de
realizare, anticorpul anti-PD1 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului este selectat din
grupul constand din: pembrolizumab si nivolumab. Intr-o varianti de realizare, anticorpul anti-
TIGIT sau fragmentul de legare a antigenului, conform inventiei solicitate, cuprinde: (i) CDR1 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)
CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
2; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 3; (iv) CDR1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6. Intr-o varianti de realizare, anticorpul anti-TIGIT
sau fragmentul de legare a antigenului cuprinde: (i) CDR1 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134 sau 135; (iii) CDR3
a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv)
CDRI a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi
din SECV. ID NR. 93. Intr-o varianta de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia
de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI1 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii)) CDR2 a regiunii variabile a lantului greu
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii) CDR3 a regiunii variabile a
lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 90; (iv) CDRI1 a regiunii
variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a
regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi)
CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
93.

Inventia solicitata se referd, de asemenea, la un procedeu de tratare a cancerului sau a unei
boli infectioase la un subiect, care cuprinde administrarea la subiectul respectiv a unei cantititi
eficiente dintr-un anticorp antagonist anti-TIGIT si un anticorp antagonist anti-PD1, caracterizat
prin aceea c anticorpul anti-TIGIT este afucozilat. Intr-o varianta de realizare, anticorpului anti-
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TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinde: (i) CDRI a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 1; (ii)
CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
2; (iii)) CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 3; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 4; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 5; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 6. Intr-o varianti de realizare, anticorpul anti-TIGIT
sau fragmentul de legare a antigenului, conform inventici, cuprinde: (i) CDR1 a regiunii
variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 89, 134
sau 135; (iii) CDR3 a regiunii variabile a lanfului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 90; (iv) CDR1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand
secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 93. Intr-o variantd de realizare, anticorpul
anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului cuprinde: (i) CDRI a regiunii
variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 88; (ii) CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 134; (iii)
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR.
90; (iv) CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzand secventa de aminoacizi din SECV.
ID NR. 91; (v) CDR2 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de aminoacizi din
SECV. ID NR. 92; si (vi) CDR3 a regiunii variabile a lantului usor cuprinzind secventa de
aminoacizi din SECV. ID NR. 93.

Inventia in cauzd se¢ referd, de asemenca, la un procedeu de sporire a activitdtii
antitumorale a anticorpului anti-TIGIT cuprinzind: obtinerea unui anticorp anti-TIGIT parental
si sporirea functici efectoare a anticorpului anti-TIGIT, caracterizat prin aceea cd activitatea
anticorpului anti-TIGIT rezultat este sporitd in comparatie cu cea a anticorpului anti-TIGIT
parental. Asa cum este utilizat in prezenta inventie, termenul ,,anticorp parental” se referd la
anticorpii posedand o regiune Fc de tip sdlbatic si/sau o glicozilare de tip sdlbatic (de exemplu,
modelul de glicozilare care rezultid din exprimarea polipeptidei intr-o celuld gazda nemodificatd
de mamifer). Functia efectoare a unui anticorp parental poate fi crescutd prin mutageneza
regiunii sale Fc sau prin modificarea glicozildrii sale, de exemplu, prin generarea anticorpului
afucozilat (asa cum s-a discutat in detaliu in continuare). Intr-o varianti de realizare, functia
efectoare a unui anticorp anti-TIGIT parental este sporitd prin mutageneza in regiunea Fc a
anticorpului anti-TIGIT parental. Intr-o altd formd de realizare, functia efectoare a unui anticorp
anti-TIGIT parental este sporitd prin ecliminarea resturilor de fucozid din anticorp sau prin
exprimarea anticorpului intr-o celuld gazdi, modificatd genetic pentru a elimina activitatea
enzimei care adaugd fucoza in glicoproteine.

Inventia se explica prin desenele din fig. 1 - fig. 17, care reprezinti:

fig. 1, legarea anticorpului 14A6 la TIGIT uman si rhesus (exprimate in celulele CHO-
K1).

fig. 2, legarea anticorpului 28HS5 la TIGIT uman si rhesus (exprimate in celulele CHO-
K1).

fig. 3, blocarea de catre anticorpii 14A6 si 28HS5 a interactiunii hCD155 cu hTIGIT,
determinat prin intermediul testului de blocare ELISA pe bazi de celule.

fig. 4, legarea anticorpului 31C6 la TIGIT uman si rhesus (exprimate in celulele CHO-
K1) si, de asemenea, se aratd ci anticorpul 31C6 blocheaza interactiunca hCD155 cu hTIGIT.

fig. 5, activitatea anticorpilor 14A6 si 28HS5 intr-un test de celule T in vitro.

fig. 6, activitatea anticorpilor 14A6 si 31C6 intr-un test de celule T in vitro.

fig. 7, expresia TIGIT, CD226, CD155 si CD96 in liniile de celule T umane primare. In
ziua a 3-a, clona BC4-49 demonstreazd cea mai 1naltd reglare a TIGIT (negativd) si reglarca
descendentd a CD226 (pozitiva).

fig. 8A si 8B, activitatea diversilor anticorpi anti-TIGIT intr-un test de celule T in vitro.
Accasta arati cd MBS43 si anticorpii anti-TIGIT, 14A6, 37D10 si 28H5 regenercazi
raspunsurile IFNy in celulele T umane primare.

fig. 9A-9D, efectul administririi concomitente a unui anticorp de sobolan anti-TIGIT
murin (GIGD7) si a unui anticorp anti-PD-1 murin la rdspunsul antitumoral al soarecilor
implantati cu linia celulard CT26 (n = 10/grup), in comparatie cu grupele in care s-a efectiuat
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tratamentul monoterapeutic. Tratamentul a inceput atunci cand tumorile au atins 75 mm?® - 115
mm?>.

fig. 10, efectul izotipului Fc asupra activititii antitumorale a anticorpului anti-TIGIT
(18G10) in combinatie cu anticorpul anti-PD-1 intr-un model tumoral animal.

fig. 11A-11C, efectul izotipului Fc asupra activititii antitumorale a anticorpului anti-
TIGIT (18G10) in combinatie cu anticorpul anti-PD-1 intr-un model tumoral animal.

fig. 12, efectul izotipului Fc asupra activititii antitumorale a anticorpului anti-TIGIT
(11A11) in combinatie cu anticorpul anti-DP-1 intr-un model tumoral animal.

fig. 13A-13C, efectul izotipului Fc asupra activititii antitumorale a anticorpului anti-
TIGIT (11A11) in combinatie cu anticorpul anti-PD-1 intr-un model tumoral animal.

fig. 14, harta termicd indicind regiunile TIGIT umane care sunt puternic sau slab
protejate de deuterare prin legarea anticorpului 14A6. Secventa de aminoacizi, prezentatd pe
harta termici, corespunde SECV. ID NR. 87.

fig. 15, harta termicd indicind regiunile TIGIT umane care sunt puternic sau slab
protejate de deuterare prin legarea anticorpului 31C6. Secventa de aminoacizi, prezentatd pe
harta termici, corespunde SECV. ID NR. 87.

fig. 16, efectul unor diverse clone ale 31C6 umanizate, in comparatic cu anticorpii
parentali si himerici, intr-un test functional de celule T modificate.

fig. 17, efectul unor diverse clone ale 31C6 umanizate, in comparatic cu anticorpii
himerici, intr-un test functional de celule T primare.

Abrevieri

Pe tot parcursul descrierii detaliate si exemplelor de realizare a prezentei inventii vor fi
folosite urmadtoarele abrevieri:

ADCC - Citotoxicitate celulard dependentd de anticorpi

CDC - Citotoxicitate dependentd de complement

CDR - Regiune de determinare a complementaritdtii in regiunile variabile ale
imunoglobulinei, definiti prin intermediul sistemului de numerotare Kabat

CHO - Celule ovariene de hamster chinezesc

ELISA - Test de imunoabsorbtie a enzimelor lincate

FR - Regiune cadru de anticorp: regiunile variabile ale imunoglobulinei, cu exceptia
regiunilor CDR

HRP - Peroxidaza de hrean

IEN - Interferon

IC50 - Concentratie avand ca rezultat o inhibare de 50%

IgG - Imunoglobulina G

Kabat - Sistem de ajustare si numerotare a imunoglobulinelor, elaborat pentru prima dati
de cdtre Elvin A. Kabat ((1991) Sequences of Proteins of Immunological Interes, Health Service
5th Ed. Public, National Institutes of Health, Bethesda, Md.)

mADb sau Mab, sau MAb - Anticorp monoclonal

SEB - Enterotoxina stafilococici B

TT - Toxoid tetanic

V region - Segmentul lanturilor IgG care este variabil in secventd intre diferiti anticorpi.
Acesta se extinde pana la restul 109 dupa Kabat in lantul ugor si 113 in lantul greu

VH - Regiunea variabild a lantului greu al imunoglobulinei

VK - Regiunea variabild a lantului usor al imunoglobulinei kappa

Definitii

Ca inventia solicitatd sd poatd fi inteleasd mai usor, anumiti termeni tehnici si stiintifici
sunt definiti in mod concret in continuare. Dacd nu sunt definiti in mod concret in altd parte in
prezentul document, toti ceilalti termeni tehnici si stiintifici utilizati aici poartd semnificatia
inteleasa in mod obisnuit de citre un specialist in domeniul de care tine aceasta inventie.

Asa cum este utilizat in descrierea de fatd, inclusiv in revendicirile anexate, formele
singulare ale cuvintelor, cum ar fi ,,a”, ,an” si articolul hotirat ,,the”, includ referintele lor de
plural corespunzitoare daca contextul nu dicteaza in mod clar contrariul.

Cuvintele ,,administrare” si ,tratament”, asa cum s¢ aplicd acestea unui animal, om,
subiect experimental, celule, tesut, organ sau fluid biologic, se referd la contactarea unui produs
farmaceutic, terapeutic, de diagnostic exogen, sau a unei compozitii, cu un animal, om, subiect,
celuld, tesut, organ sau fluid biologic. Tratarea unei celule cuprinde contactarea unui reactiv cu
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celula, precum si contactarea unui reactiv cu un fluid, unde fluidul este in contact cu celula.
Cuvintele ,,administrare” si ,,tratament” se referd, de asemenea, la tratamentele in vitro si ex vivo,
de exemplu, ale unei celule, cu ajutorul unui reactiv, unui produs diagnostic, unui compus de
legare sau unei altor celule.

Cuvintele ,,a trata” sau ,tratare” semnificd administrarea unui agent terapeutic, cum ar fi o
compozitie care contine oricare dintre anticorpii sau fragmentele de legare a antigenului,
conform prezentei inventii, pe cale internd sau externd, la un subiect sau un pacient care are unul
sau mai multe simptome de boald sau care este suspectat de a avea o boald, impotriva careia
agentul comportd activitate terapeuticd. De reguld, agentul este administrat intr-o cantitate
eficientd pentru a ameliora unul sau mai multe simptome de boald la subiectul tratat sau la
populatie, fie prin inducerea regresiei, fie prin inhibarea progresiei unui astfel de simptom(e)
pana la orice grad masurabil clinic. Cantitatea dintr-un agent terapeutic care este eficientd pentru
a atenua orice simptom al unei anumite boli poate varia in functie de factori, cum ar fi starea
bolii, varsta si greutatea pacientului, precum si capacitatea preparatului de a genera raspunsul
dorit la subiectul in cauzi. Faptul daci un simptom al maladiei a fost atenuat poate fi evaluat prin
orice mdsurare clinicd, utilizatd in mod obisnuit de citre terapeuti sau de citre alti lucratori
medicali calificati pentru evaluarea severititii sau stirii de progresic a acestui simptom.

TIGIT

Termenul TIGIT include TIGIT uman, TIGIT maimutd-cynomolgus si TIGIT maimuti-
rhesus, precum si fragmentele acestora, cum ar fi fragmentele lor mature, lipsite de peptida de
semnal. Intr-o variantd de realizare a inventiei, secventa de aminoacizi a TIGIT uman cuprinde
secventa de aminoacizi, descrisd in resturile de aminoacizi 25-244 din GenBank Accession
Number_ NP 776160.2 (SECV. ID NR. 31). (Resturile de aminoacizi 1-24 din SECV. ID NR. 31
corespunde unei peptide lider).

Intr-o variantd de realizare a inventici, secventa de aminoacizi a TIGIT de maimuti
cynomolgus, de exemplu, Macaca fascicularis, cuprinde secventa de aminoacizi descrisd in
(SECV. ID NR. 32); a se vedea, de asemenea, Genbank Accession nr. XP_005548157. Secventa
de aminoacizi a TIGIT maimutd-rhesus este identicd cu secventa de aminoacizi a TIGIT
maimutd-cynomolgous. (Resturile de aminoacizi 1-24 din SECV. ID NR. 32 corespunde unei
peptide lider) .

Anticorpii anti-TIGIT si fragmentele acestora de legare la antigen

Prezenta inventie se referd la anticorpii sau la fragmentele acestora de legare a antigenului
care sc leagd la TIGIT uman si la modurile de utilizare a unor astfel de anticorpi sau fragmente.
In unele variante de realizare, anticorpii anti-TIGIT sunt izolati.

Asa cum este utilizat in documentul de fati, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului se referd la un anticorp sau la un fragment al acestuia de legare a
antigenului care se leagd in mod specific la TIGIT uman. Anticorpul sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului care ,.,se leagd in mod specific la TIGIT uman” este un anticorp sau un
fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd la TIGIT uman cu o valoare a Kp de
aproximativ 1 nM sau cu o afinitate mai mare (de exemplu, 1 nM-2pM, 1 nM, 100 pM, 10 pM
sau 2pM), insd nu se leagd la alte proteine lipsite de aceastd secventd. De exemplu, un anticorp
care ,,s¢ leagd specific” la TIGIT uman nu se leaga la CD226 uman, CD155 uman si CD112
uman. In calitate de alt exemplu, un anticorp sau un fragment de legare a antigenului, care se
leagd in mod specific la TIGIT uman, se poate lega la o formi FLAG®-marcatd de TIGIT uman,
dar nu se pot lega la alte proteine FLAG®-marcate care sunt lipsite de epitopii TIGIT uman.
Intr-o variantd de realizare, anticorpul, conform prezentei inventii, care se leagd in mod specific
la TIGIT uman poseda, de asemenea, o reactivitate incrucisatd in raport cu TIGIT cynomolgus si
rhesus. Asa cum este utilizat in documentul de fatd, termenul ,capacitatea de reactivitate
incrucisatd” se referd la capacitatea unui anticorp de a reactiona cu o proteina omoloaga de la alte
specii. Faptul dacd un anticorp se leagd in mod specific la TIGIT uman poate fi determinat
folosind orice teste cunoscute in domeniul de referintd. Exemplele de teste, cunoscute in
domeniu, pentru determinarea afinititii de legare includ rezonanta plasmonici de suprafatd (de
exemplu, BIACORE) sau o tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET).

Prezenta inventie se referd la anticorpii anti-TIGIT si la procedecle de aplicare a acestora.
Asa cum este utilizat in documentul de fatd, termenul ,anticorp” se referd la orice forma de
anticorp care manifestd activitatea biologicd doritd. Astfel, acesta este folosit in sensul cel mai
larg si acoperd In mod specific, dar nu se limiteaz3 la aceasta, anticorpii monoclonali (incluzand
anticorpii monoclonali de lungime deplind care contin doud lanturi usoare si doud lanturi grele),
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anticorpii policlonali, anticorpii multispecifici (de exemplu, anticorpii bispecifici), anticorpii
umanizati, anticorpii total umani, anticorpii himerici si anticorpii de cdmild cu un singur
domeniu.

Prezenta inventie se referd la anticorpii anti-TIGIT parentali neumani (de exemplu, de
soarece si de rozitoare) si la fragmentele lor de legare a antigenului si la procedeele de utilizare a
acestora. Acesti anticorpi pot fi modificati pentru utilizarea preconizatd, cum ar fi umanizarea
unui anticorp pentru utilizarea sa in calitate de anticorp terapeutic sau de fragment uman.

Prezenta inventie se referd la fragmentele anti-TIGIT de legare a antigenului si la
procedeele de utilizare a acestora. Asa cum este utilizat in prezentul document, si dacd nu se
indicd altfel, termenul ,,fragment de anticorp” sau ,.fragment de legare a antigenului” se referd la
fragmentele de legare a antigenului ale anticorpilor, si anume, la fragmentele de anticorpi care
pastreazd capacitatea de a se lega specific 1a antigenul legat de un anticorp cu lungime deplind,
de exemplu, la fragmentele care pastreazd una sau mai multe regiuni CDR. Exemplele de
fragmente de legare a antigenului includ, dar nu se limiteaza la acestea, Fab, Fab', F(ab'), si
fragmentele Fv; diacorpii; anticorpii liniari; moleculele de anticorp cu un singur lant, de
exemplu, sc-Fv; nano-anticorpii si anticorpii multispecifici, formati din fragmente de anticorpi.

Prezenta inventie se referd la fragmentele Fab anti-TIGIT si la procedecle de utilizare a
acestora. Un ,,fragment Fab” este format dintr-un lant usor si bucla Cyl, si regiunile variabile ale
unui lant greu. Lantul greu al unei molecule Fab nu poate forma o legéturd disulfurici cu o altd
moleculd de lant greu. Un , fragment Fab” poate constitui produsul clivajului cu papaind al unui
anticorp.

Prezenta inventie se referd la anticorpii anti-IGIT si fragmentele acestora de legare a
antigenului, care cuprind o regiune Fc, si la procedeele de utilizare a acestora. Regiunea , . F¢”
contine doud fragmente de lant greu cuprinzand domeniile Cgl §i Cy2 ale unui anticorp. Cele
doud fragmente de lant greu se mentin impreund prin intermediul a doud sau mai multe legaturi
disulfidice si prin interactiunile hidrofobe ale domeniilor Cy3.

Prezenta inventie se referd la fragmentele Fab® anti-TIGIT si la procedeele de utilizare a
acestora. Un ,fragment Fab’” contine un lant usor si o portiune sau un fragment dintr-un lang
greu cuprinzand domeniul Vg si domeniul Cyl, precum si regiunea dintre domeniile Cil si Cy2,
astfel incat legdtura disulfidica intercatenare se poate formata intre cele doud lanturi grele a doud
fragmente Fab' pentru a forma molecula F(ab'),.

Prezenta inventie se referd la fragmentele F(ab'), anti-TIGIT si 1a procedeele de utilizare a
acestora. Un ,fragment F(ab"),” contine doud lanturi usoare si doud lanturi grele continind o
portiune a regiunii constante dntre domeniile Cgl si Cg2, astfel incit legitura disulfidici
intercatenare se formeazi intre cele doudl lanturi grele. Prin urmare, fragmentul F(ab'), este
compus din doud fragmente Fab' care sunt tinute impreund printr-o legiturd disulfidici dintre
cele doud lanturi grele. Un ,fragment F(ab'),” poate fi produsul clivajului cu pepsind al unui
anticorp.

Prezenta inventie se referd la fragmentele anticorpilor anti-TIGIT Fv si la procedeele de
utilizare a acestora. ,,Regiunca Fv” cuprinde regiunile variabile atat din lanturile grelecat si din
lanturile usoare, insa este lipsitd de regiunile constante.

Prezenta inventie se referd la fragmentele scFv anti-TIGIT si la procedeele de utilizare a
acestora. Termenul ,,Fv monocatenar” sau anticorp ,,scFv” se referd la fragmentele anticorpului
cuprinzand domeniile Vg §i Vi ale unui anticorp, in care aceste domenii sunt prezente intr-un
singur lan{ polipeptidic. In general, polipeptida Fv cuprinde suplimentar un linker polipeptidic
intre domeniile Vyg §i Vi care 1i permite scFv si formeze structura doritd pentru legarca
antigenului [1] (WO 88/01649, US 4.946.778; US 5.260.203).

Prezenta inventic se referd la anticorpii anti-TIGIT de domeniu si la procedeele de
utilizare a acestora. Un ,anticorp de domeniu” este un fragment imunologic functional al unei
imunoglobuline continind doar regiunea variabild a unui lant greu sau regiunea variabild a unui
lant usor. In anumite cazuri, doui sau mai multe regiuni Vi sunt unite in mod covalent prin
intermediul unui linker peptidic pentru a crea un anticorp de domeniu bivalent. Cele doud regiuni
Vg ale unui anticorp de domeniu bivalent pot fi directionate spre antigene identice sau diferite.

Prezenta inventie se referd la anticorpii bivalenti anti-TIGIT si la procedeele de utilizare a
acestora. Un .anticorp bivalent” cuprinde doui situsuri de legare a antigenului. In anumite
cazuri, cele doud situsuri de legare au aceleasi specificititi antigen. Cu toate acestea, anticorpii
bivalenti pot fi bispecifici (de vizut in continuare).

Prezenta inventie se referd la anticorpii anti-TIGIT cu un singur domeniu camelized (de
camild) si la procedeele de utilizare a acestora. In anumite variante de realizare, anticorpii includ,
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de asemenea, anticorpii cu un singur domeniu camelizat [2] (Reichmann et al. J. Immunol.
Methods, no 231, 1999, p.25; WO 94/04678; WO 94/25591; US 6.005.079). Intr-o varianti de
realizare, prezenta inventie se referd la anticorpii cu un singur domeniu cuprinzand doud domenii
Vi cu astfel de modificari, incat se formeaza anticorpi cu un singur domeniu.

Prezenta inventie se referd la diacorpii anti-TIGIT si la procedeele de utilizare a acestora.
Asa cum este utilizat in prezenta descriere, termenul ,,diacorpi” desemneaza fragmentele mici de
anticorp cu doua situsuuri de legare a antigenului, caracterizat prin aceea ¢i fragmentele cuprind
un domeniu variabil de lant greu (Vu), conectat la un domeniu variabil de lant usor (Vi) in unul
si acelasi lant polipeptidic (Vu-Vi sau Vi-Vg). Prin folosirea unui linker care este prea scurt
pentru a permite imperecherea celor doud domenii pe unul si acelasi lant, domeniile sunt fortate
sd se imperecheze cu domeniile complementare ale unui alt lang si sd formeze doua situsuri de
legare a antigenului. Diacorpii sunt descrisi mai detaliat in literatura de specialitate [3] (WO
93/11161; Holliger et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 1993, p. 6444-6448; Holliger and
Hudson. Nat. Biotechnol., no 23, 2005, p. 1126-1136).

De reguld, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului, conform inventiei, care este
modificat intr-un fel sau altul pot pastra cel putin 10% din activitatea sa (in comparatic cu
anticorpul parental), atunci cand aceastd activitate este exprimatd pe bazi molard. De preferinta,
anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului, conform inventiei, pdstreazd cel putin 20%,
50%, 70%, 80%, 90%, 95% sau 100%, sau mai mult din afinitatea de legare a TIGIT de citre
anticorpul parental. De asemenea, este previxut cd un anticorp sau un fragment de legare a
antigenului conform prezentei inventii poate include substitutii de aminoacizi conservative sau
non-conservative (denumite in continuare ,,variante conservative” sau ,,variante functionale de
conservare” ale anticorpului), care nu afecteaza in mod substantial activitatea sa biologica.

Prezenta inventie se referd la anticorpii anti-TIGIT izolati si la fragmentele acestora de
legare a antigenului, si la procedeele de utilizare a acestora. Anticorpii ,izolati” sau fragmentele
acestora de legare a antigenului sunt, cel putin partial, liberi de alte molecule biologice din
celulele sau culturile celulare in care sunt produse acestia. Astfel de molecule biologice includ
acizi nucleici, proteine, lipide, carbohidrati sau alte materiale, cum ar fi reziduurile celulare si
mediul de crestere. Totodatd, un anticorp izolat sau un fragment de legare a antigenului pot fi, cel
putin partial, liberi de componentele sistemului de expresie, cum ar fi moleculele biologice dintr-
o celula gazda sau din mediul de crestere a acestora. in general, termenul ,.izolat” nu este menit
sd desemneze absenta completd a unor astfel de molecule biologice sau absenta apei, solutiilor
tampon sau sirurilor, sau componentelor unui produs farmaceutic care cuprinde acesti anticorpi
sau aceste fragmente.

Prezenta inventie se referd la anticorpii monoclonali anti-TIGIT si fragmentele acestora
de legare a antigenului, precum si la compozitiile monoclonale cuprinziand o multitudine de
anticorpi monoclonali izolati. Termenul ,,anticorp monoclonal”, agsa cum este utilizat in inventia
solicitatd, se referd la o populatic de anticorpi in mod esential omogend, si anume, moleculele
anticorpilor cuprinsi in populatic sunt identici dupd secventa de aminoacizi, cu exceptia unor
posibile mutatii naturale, care pot fi prezente in cantitdti mici. Spre deosebire de aceasta,
preparatele conventionale (policlonale) de anticorpi includ, de reguld, o multitudine de anticorpi
diferiti dispunind de diferite secvente de aminoacizi in domeniile lor variabile, in special in
CDR-urile acestora, care adesea sunt specifice pentru diferiti epitopi. Determinativul
~monoclonal” indici caracterul anticorpului ca fiind obtinut dintr-o populatic de anticorpi in mod
esential omogend si acesta nu trebuie sd fie interpretat ca necesitind obtinerea anticorpului
printr-un procedeu concret. De exemplu, pentru a fi utilizati in conformitate cu prezenta inventie,
anticorpii monoclonali pot fi obtinuti prin procedeul hibridoma, descris pentru prima data de
Kohler si colab. [4], sau pot fi obtinuti prin procedee ce tin de ADN recombinant [5]. ,,Anticorpii
monoclonali” pot fi, de asemenea, izolati din banci de anticorpi fagi folosind procedecle descrise
in literatura de specialitate (Clackson et al. Nature, no 352, 1991, p. 624-628; Marks et al. J. Mol.
Biol., no 222, 1991, p. 581-597; Presta. J. Allergy Clin. Immunol., no 116, 2005, p. 731).

Prezenta inventie se referd la anticorpii himerici anti-TIGIT {de exemplu, domeniul
constant uman/domeniul variabil murin) si la procedecle de utilizare a acestora. Asa cum este
utilizat in inventia propusd, un ,,anticorp himeric” este un anticorp avand domeniul variabil dintr-
un anticorp primar si domeniul constant dintr-un anticorp secundar, caracterizat prin aceea ci
anticorpul primar si anticorpul secundar provin de la diferite specii (US 4816567; Morrison et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 1984, p. 6851-6855). De reguld, domeniile variabile sunt obtinute
dintr-un anticorp de animal experimental (,,anticorpul parental”), cum ar fi o rozitoare, iar
secventele domeniului constant sunt obtinute de la anticorpi umani, astfel incat va fi mai putin
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probabil ca anticorpul himeric obtinut sd declanseze un rdspuns imun advers la un subiect uman,
decat anticorpul parental (de exemplu, anticorpul de soarece).

Prezenta inventie se referd la anticorpii umanizati anti-TIGIT si fragmentele acestora de
legare a antigenului (de exemplu, anticorpii de sobolan sau de soarece care au fost umanizati) si
la procedeele de utilizare a lor. Inventia se referd la orice versiune umanizatd a anticorpului
14A6 (care cuprinde SECV. ID NR. 7 si 8), a anticorpului 28H5 (care cuprinde SECV. ID NR.
63 si 64) si a anticorpului 31C6 (care cuprinde SECV. ID NR. 94-95). Asa cum este utilizat in
documentul de fata, termenul ,,anticorp umanizat” se referd la formele anticorpilor continind atat
secvente din anticorpii umani, cit si din anticorpii non-umani (de exemplu, de sobolan sau de
soarece). De reguld, anticorpul umanizat poate cuprinde in esentd toate sau cel putin unul, si in
mod tipic doud, domenii variabile, in care toate sau aproape toate buclele hipervariabile
corespund buclelor hipervariabile ale unei imunoglobuline non-umane i toate sau aproape toate
regiunile cadru (FR) prezintd regiunile cadru din secventele de imunoglobulind umana.
Anticorpul umanizat poate contine, in mod optional, cel putin o portiune dintr-o regiune
constantd de imunoglobulinid umani (Fc).

De reguld, unitatea structurald de bazd a anticorpului cuprinde un tetramer. Fiecare
tetramer include doud perechi identice de lanturi polipeptidice, caracterizat prin aceea cd fiecare
pereche posedi un lant ,,usor” (de aproximativ 25 kDa) si un lant ,.greu” (de aproximativ 50...70
kDa). Portiunca amino-terminald a fiecirui lant include o regiune variabild de la aproximativ 100
pand la 110 sau mai multi aminoacizi, responsabili, in primul rind, de recunoasterea antigenului.
Portiunea carboxi-terminald a lantului greu poate defini o regiune constantd, responsabild in
principal de functia efectoare. De reguld, lanturile usoare umane sunt clasificate ca lanturi ugoare
kappa si lambda. In plus, lanturile grele umane sunt, de reguli, clasificate ca mu, delta, gama,
alfa sau epsilon si definesc izotipul anticorpului ca IgM, IgD, IgG, IgA si, respectiv, IgE. In
interiorul lanturilor usoare si grele, regiunile variabile si cele constante sunt unite printr-o
regiune ,,J” formata din aproximativ 12 sau mai multi aminoacizi, in care lantul greu include, de
asemenea, o regiune ,.D” formatd din aproximativ 10 sau mai multi aminoacizi (Fundamental
Immunology Ch. 7 (Paul, W, ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y., 1989).

Regiunile variabile ale fiecdrei perechi de lant usor/lant greu formeaza situsul de legare a
anticorpului. Astfel, de reguld, un anticorp intact posedad doud situsuri de legare. Exceptic fac
anticorpii bifunctionali sau bispecifici, cele doud situsuri de legare fiind, In general, la fel.

De reguld, atat domeniile variabile ale lanturilor grele, cat si cele ale lanturilor ugoare
cuprind trei regiuni hipervariabile, denumite, de asemenea, si regiuni de determinare a
complementarititii (CDR-uri), localizate in regiunile cadru (FR) relativ conservative. CDR-urile
sunt, de reguld, aliniate prin intermediul regiunilor cadru, permitind astfel legarea la un epitop
specific. In general, de la N-terminal pind la C-terminal, atit domeniile variabile ale lanturilor
usoare, cat si domeniile variabile ale lanturilor grele cuprind FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3 si FR4. Atribuireca aminoacizilor la fiecare domeniu corespunde, in general, definitiilor
prezentate in Sequences of Proteins of Immunological Interest (Kabat et al. National Institutes of
Health, Bethesda, Md.; 5th ed.; NIH Publ. No. 91-3242, 1991; Kabat et al. Adv. Prot. Chem., no
32, 1978, p. 1-75; Kabat et al. I. Biol. Chem., no 252, 1977, p. 6609-6616; Chothia et al. J. Mol.
Biol., no 196, 1987, p. 901-917; Chothia et al. Nature, no 342, 1989, p. §78-883).

Termenul ,,regiune hipervariabild”, asa cum este utilizat in descrierca de fatd, se referd la
resturile de aminoacizi ale unui anticorp sau ale unui fragment al acestuia de legare a
antigenului, responsabil de legarea antigenului. Regiunca hipervariabild cuprinde resturi de
aminoacizi dintr-o ,regiune de determinare a complementarititii” sau ,,CDR” (si anume,
CDRL1, CDRL2 si CDRL3 in domeniul variabil al lantului usor si CDRH1, CDRH2 si CDRH3
in domeniul variabil al lantului greu). (Kabat et al. National Institutes of Health, Bethesda, Md.;
5th ed.; NIH Publ. No. 91-3242, 1991) (care defineste regiunile CDR ale unui anticorp dupd
secventd); (Chothia et al. J. Mol. Biol., no 196, 1987, p. 901-917) (care defineste regiunile CDR
ale unui anticorp dupd structurd). Asa cum este utilizat in prezentul document, termenul resturi
scadru" sau FR” sc referd la resturile domeniului variabil, altele decat resturile regiunii
hipervariabile, definite in descrierea de fatd ca resturi CDR.

Termenii ,,moleculd de acid nucleic izolatd” sau ,,polinucleotidd izolatd” definesc un
ADN sau un ARN de origine genomicd, ARNm, ADNc sau sinteticd, sau unele combinatii ale
acestora care nu sunt asociate cu intreaga polinucleotidd sau cu o portiune a acesteia, in care
polinucleotida izolatd se giseste in naturd, sau este legatd cu o polinucleotidi cu care nu este
legatd in naturd. Pentru scopurile acestei descrieri, trebuie sd se inteleagi ca ,,0 moleculd de acid
nucleic cuprinzand” o secventd concretd de nucleotide nu cuprinde cromozomi intacti.
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Moleculele de acid nucleic izolate ,,cuprinzind” secventele specifice de acid nucleic pot include,
suplimentar la secventele specifice, secvente care codificA pand la zece sau chiar pand la
doudzeci sau mai multe alte proteine sau portiuni ale acestora, sau fragmente ale acestora, sau
pot include secvente reglatorii legate In mod operational care controleazd expresia regiunii
codificatoare a secventelor specifice de acid nucleic si/sau pot include secvente vectoriale.

Expresia ,,secvente de control” se referd la secventele de ADN, necesare pentru
exprimarea unei secvente de codificare legatd in mod operabil Intr-un anumit organism gazda.
Secventele de control potrivite pentru procariote, de exemplu, cele care includ un promotor, in
mod optional, o secventd operatorie, si un situs de legare la ribozom. Se cunoaste cd celulele
eucariote folosesc promotori, semnalele de poliadenilare si amplificatori.

Un acid nucleic sau o polinucleotida este ,legatd in mod operabil” atunci cand este
plasata intr-o interactiune functionald cu o altd secventd de acid nucleic. De exemplu, ADN-ul
pentru o presecventd sau un lider secretor este legat in mod operabil cu ADN-ul pentru o
polipeptidi daci el este exprimat ca o preproteind care participd la secretia polipeptidei; un
promotor sau un amplificator este legat operabil la o secventd de codificare dacd acesta
influenteaza transcriptia secventei; sau un situs de legare a ribozomului este legat operabil la o
secventd de codificare dacd este pozitionat astfel, incit sd faciliteze translatia secventei. De
reguld, dar nu intotdeauna, termenul ,,legat operabil” inseamna ci secventele legate de ADN sunt
contigue, iar in cazul unui lider secretor, acestea sunt contigue si in faza de citire. Cu toate
acestea, amplificatorii nu trebuie si fie in mod obligatoriu contigui. Legarea este realizatd prin
ligaturarea in situsuri convenabile de restrictie. In cazul in care nu existi astfel de situsuri, sunt
utilizate adaptoare oligonucleotidice sintetice sau linkeri, in conformitate cu practica unanim
acceptata.

Asa cum este utilizat in prezentul document, expresiile ,celuld”, ,linie celulard" si
»culturd celulard" sunt utilizate intersanjabil si toate aceste denumiri includ descendentii. Astfel,
cuvintele ,transformanti” si ,,celule transformate™ includ subiectul primar de celuld si culturile
derivate din acestea, indiferent de numirul de transferuri. De asemenea, trebuie sd se inteleagd
faptul cd nu toti descendentii vor avea un continut de ADN exact identic, datoritd mutatiilor
deliberate sau spontane. Descendentii mutanti care au aceeasi functie sau activitate biologica
sunt inclusi in examinarea celulelor transformate initial. In cazul in care sunt prevazute denumiri
distincte, acest lucru va fi clar din context.

Termenul ,,secventa liniei germinale”, agsa cum este utilizat in descrierca datd, se referd la
o secventd din linia de secvente non-rearanjate ale ADN-ului de imunoglobuline. Poate fi
utilizatd orice sursd adecvatd de secvente non-rearanjate de imunoglobulind. Secventele liniei
germinale umane pot fi obtinute, de exemplu, din bazele de date ale secventelor liniei germinale
JOINSOLVER de pe web site-ul Institutului National de Artrita si Boli musculo-scheletice si de
picle al Institutului National al Sanatitii din Statele Unite ale Americii. Secventele liniei
germinale de soarece pot fi obtinute, de exemplu, dupd cum este descris in literatura de
specialitate (Giudicelli et al. Nucleic Acids Res, .no 33, 2005, D256-D261).

Proprietitile fizice si functionale ale anticorpilor anti-TIGIT, cu titlu de exemple

Prezenta inventie se referd la anticorpii anti-TIGIT si fragmentele acestora de legare a
antigenului avand caracteristicile functionale si structurale specificate si la procedecle de
utilizare a anticorpilor sau a fragmentelor acestora de legare a antigenului in tratamentul sau
prevenirea unor boli (de exemplu, tumoare malignd sau maladie infectioasa).

Un ,anticorp anti-TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform
prezentei inventii” include: orice anticorp sau fragment al acestuia de legare a antigenului
discutat in documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau versiunile umanizate ale
acestor anticorpi, descrisi in Tabelul 4) sau o varianti a acestora (de exemplu, o varianti de
secventd sau o variantd functionald); orice anticorp sau fragment de legare a antigenului
cuprinzand una sau mai multe dintre CDR-urile prezentate in Tabelul 4; orice anticorp sau
fragment de legare a antigenului care se leagi la acelasi epitop in TIGIT uman ca i anticorpii
discutati in prezenta descriere (de exemplu, 14A6, 28H5 sau 31C6); si orice anticorp sau
fragment de legare a antigenului care blocheaza incrucisat (partial sau total) legarea cu TIGIT a
anticorpului, discutat in documentul de fatd, sau legarea cirora cu TIGIT este blocatd incrucisat
(partial sau total) de citre un anticorp discutat in documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28H5
sau 31C6).

Blocarea incrucisatd a anticorpilor si a fragmentelor acestora de legare a antigenului poate
fi identificatd pe baza capacitdtii lor de concurentd incrucisati cu anticorpul conform prezentei
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inventii in testele standard de legare (de exemplu, BIAcore, ELISA, citometrie in flux). De
exemplu, pot fi utilizate testele ELISA standard in care o proteind recombinantd TIGIT (de
exemplu, TIGIT uman) este imobilizatd pe placd, unul dintre anticorpi este supus marcarii
fluorescente si este evaluati capacitatea anticorpilor nemarcati de a concura pentru legarea cu
anticorpul marcat. Aditional sau in mod alternativ, poate fi utilizatd analiza BIAcore pentru a
evalua capacitatea anticorpilor de a cocura in mod incrucisat. Capacitatea unui anticorp testat de
a inhiba legarea unui alt anticorp (de exemplu, anticorpul 14A6 sau 28H5, sau 31C6) cu TIGIT
(de exemplu, TIGIT uman) demonstreaza ci anticorpul testat poate concura cu un alt anticorp
(de exemplu, 14A6 sau 28H5, sau 31C6) pentru legarea la TIGIT (de exemplu, la TIGIT uman)
si, astfel, in unele cazuri poate si se lege la acelasi epitop de pe TIGIT (de exemplu, TIGIT
uman) ca si anticorpul 14A6 sau 28HS5, sau 31C6, sau la un epitop de suprapunere.

Dupd cum s-a mentionat anterior, anticorpii si fragmentele care se leaga la acelasi epitop
ca si oricare dintre anticorpii anti-TIGIT sau fragmentele acestora de legare a antigenului,
conform prezentei inventii, fac parte, de asemenea, din prezenta inventie. Totodatd, anticorpii
care s¢ leagi la un epitop suprapunindu-se epitopului legat de citre oricare dintre anticorpii anti-
TIGIT, conform inventici, fac parte, de asemenca, din prezenta inventie. Existd mai multe
procedee disponibile pentru cartografierea anticorpilor pe antigenele t{intd, printre care:
spectrometria de masd H/D-Ex, cristalografia cu raze X, analiza PEPSCAN si mutageneza situs-
directionatd. De exemplu, HDX (Hidrogen Deuterium Exchange), cuplat cu proteoliza si
spectrometria de masd, poate fi utilizat pentru a determina epitopul unui anticorp pe un antigen
specific Y. HDX-MS se bazeazi pe misurarea precisd si compararea gradului de incorporare a
deuteriului de cdtre un antigen la incubarea de sine stitdtoare cu D>O si in prezenta anticorpului
sdu la diferite intervale de timp. Deuteriul se schimbd cu hidrogenul pe scheletul amidic al
proteinelor din zonele expuse, in timp ce regiunile antigenului, legat la anticorp, sunt protejate si
vor ardta mai putin sau lipsi de schimb dupd analiza a fragmentelor proteolitice, efectuatd prin
intermediul LC-MS/MS. Exemplul 9 ilustreazi utilizareca HDX pentru cartografierea epitopului
legat de catre anticorpul 14A6.

Lanturile de imunoglobulind ale anticorpilor anti-TIGIT, conform prezentei inventii,
precum si CDR-urile lor, includ, in calitate de exemple nelimitative, exemplele descrise in
Tabelul 4 (SECV. ID NR. 1-30, 37-52, 57-83 sau 88-167). Prezenta inventic se referd la orice
polipeptidi cuprinzind secventele de aminoacizi sau constind din secventele de aminoacizi din
SECV. ID NR. 1-30, 37-52, 57-83 sau 88-167, si la nucleotidele recombinante care codifica
astfel de polipeptide.

Domeniul de aplicare al prezentei inventii include anticorpii anti-TIGIT izolati si
fragmentele acestora de legare a antigenului (de exemplu, anticorpii umanizati) continind o
varianta a lantului de imunoglobulind prezentat in documentul de fatd, de exemplu, oricare dintre
SECV. ID NR. 7-30, 37-52, 63-64, 94-95 sau 124-133; caracterizat prin aceea ci varianta poseda
una sau mai multe dintre urmétoarele caracteristici: (1) se leagd la TIGIT uman; (ii) reactioncazi
incrucisat cu TIGIT cynomolgus si rhesus; (iii) blocheazi legarea TIGIT uman la CD155 uman
si CD112 uman; (iv) sporeste activarea celulelor T; (v) stimuleaza productia de IL-2 si [Fvy a
celulelor T antigen-specifice; (vi) blocheaza inductia de suprimare a activdrii celulelor T, indusa
de legarea TIGIT cu liganzii Inruditi CD155 si CD112.

in alte variante de realizare, inventia solicitati se referd la anticorpii sau fragmentele
acestora de legare a antigenului care se leagd cu TIGIT uman (de exemplu, anticorpii umanizati)
si posedd domeniile Vi §i domeniile Vi cu cel putin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%., 98% sau
99% identitate de secventd cu SECV. ID NR. 7-30, 37-52, 63-64, 94-95 sau 124-133;
caracterizat prin aceea cd varianta posedd legarea si proprictitile pretinse, de exemplu: (i) se
leagi 1a TIGIT uman cu o valoare a Kp de la aproximativ 1x 0° M pini la aproximativ 1x107
M, determinatd prin rezonantd plasmonicad de suprafati (de exemplu, BIACORE) sau printr-o
tehnicd similard (de exemplu, KinExA sau OCTET), (ii) reactioncaza incrucisat cu TIGIT
cynomolgus si rhesus; (iii) blocheaza legarea TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman; (iv)
sporeste activarea celulelor T; (v) stimuleaza productia de IL-2 si IFNy a celulelor T antigen-
specifice a; (vi) blocheazi inductia de suprimare a activarii celulelor T, indusd prin legarea
TIGIT cu liganzii Inruditi CD155 si CD112.

Expresiile ,,variante modificate conservativ” sau ,,substitutie conservativd” se referd la
substitutiile de aminoacizi dintr-o proteina cu alti aminoacizi posedand caracteristici similare (de
exemplu, sarcind, dimensiune a lanturilor laterale, hidrofobie/hidrofilie, conformatie si rigiditate
a coloanei vertebrale etc.), astfel incit modificirile pot fi realizate, in mod frecvent, fird a
modifica activitatea biologicd a proteinei. Persoancle specializate in domeniul de referintd
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cunosc faptul ci, de reguld, substitutiile unice de aminoacizi, efectuate in regiunile neesentiale
ale unei polipeptide, nu modificdA in mod substantial activitatea biologicd (Watson et al.
Molecular Biology of the Gene, The Benjamin/Cummings Pub. Co., 1987, p. 224 (ed. 4)).
Totodatd, substitutiile cu aminoacizi similari din punct de vedere structural sau functional sunt
mai putin susceptibile de a perturba activitatea biologicd. Exemple de substitutii conservative
sunt prezentate in Tabelul 1.

Exemple de substitutii conservative de aminoacizi

Tabelul 1
IResturi initiale Substitutii conservative
Ala (A) Gly; Ser
Arg (R) Lys; His
Asn (N) GlIn; His
Asp (D) Glu; Asn
Cys (C) Ser; Ala
Gln (Q) Asn
Glu (E) Asp; Gln
Gly (G) Ala
His (H) Asn; Gln
e (I) Leu; Val
Leu (L) Ile; Val
Lys (K) Arg; His
Met (M) Leu; Ile; Tyr
Phe (F) Tyr; Met; Leu
Pro (P) Ala
Ser (S) Thr
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr; Phe
Tyr (Y) Trp; Phe
Val (V) Ile; Leu

Variantele functional-conservative ale anticorpilor conform inventiei sunt, de asemenea,
incluse in prezenta inventie. Termenul ,,variante functional-conservative", asa cum este utilizat in
prezenta descriere, se referd la anticorpii sau fragmentele in care unul sau mai multe resturi de
aminoacizi au fost inlocuite fird a modifica proprictatea preconizatd, cum ar fi afinitatea si/sau
specificitatea antigenului. De asemenea, variantele includ, fara a se limita la aceasta, inlocuirea
unui aminoacid cu un altul avand proprietiti similare, cum ar fi substitutiile conservative de
aminoacizi din Tabelul 1. De asemenea, sunt prezentate polipeptidele izolate care cuprind
domeniile Vi ale anticorpilor anti-TIGIT, conform inventiei (de exemplu, SECV. ID NR. 8, 25-
30 si 48-52), si polipeptidele izolate care cuprind domeniile Vg (de exemplu, SECV. ID NR. 7,
9-24 si 37-47) ale anticorpilor anti-TIGIT, conform inventiei, avind pand 1a 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 sau mai multe
substitutii de aminoacizi. Sunt prezentate, de asemenca, polipeptidele izolate care cuprind
domeniile Vi ale anticorpilor anti-TIGIT, conform prezentei inventii (de exemplu, SECV. ID
NR. 64), si polipeptidele izolate cuprinzind domeniile Vi (de exemplu, SECV. ID Nr. 63) ale
anticorpilor anti-TIGIT conform inventiei avind pAnd 1a 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 sau mai multe substitutii de
aminoacizi. De asemenea, sunt prezentate polipeptidele izolate care cuprind domeniile Vi ale
anticorpilor anti-TIGIT, conform inventici (de exemplu, SECV. ID NR. 95 si 130-133), si
polipeptidele izolate cuprinzand domeniile Vi (de exemplu, SECV. ID NR. 94 si 124-129) ale
anticorpilor anti-TIGIT, conform inventiei, avand pana la 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 sau mai multe substitutii de
aminoacizi.

Intr-o altd variantd de realizare, este prezentat un anticorp sau un fragment al acestuia de
legare a antigenului care se leagi la TIGIT si contin domeniile Vi si domeniile Vi cu cel putin
99% 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85%, 80% sau 75% identitate de secventd cu una sau mai
multe dintre domeniile Vi si domeniile Vg, descrise in prezenta inventie, si posedd o legiturd
specificd cu TIGIT. Intr-o altd varianti de realizare, anticorpul de legare sau fragmentul acestuia
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de legare a antigenului, conform prezentei inventii, cuprinde domeniile Vi si Vi (cu si fard
secventd de semnal) avand pand 1a 0, 1, 2,3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 sau mai multe substitutii de aminoacizi, si poseda o
legiturd specifica cu TIGIT.

Polinucleotide si polipeptide

Prezenta inventie se referd, totodatd, la polinucleotidele codificAnd oricare dintre
polipeptidele sau lanturile de imunoglobulind ale anticorpilor anti-TIGIT si fragmentele acestora
de legare a antigenului, conform inventici. De exemplu, prezenta inventic se referd la
polinucleotidele care codificd aminoacizii descrisi in SECV. ID NR. 1-30, 37-52, 57-83 si 88-
167, precum si la polinucleotidele care hibridizeazd cu acestia si, de asemenca, la orice
polipeptidi codificati de citre o astfel de polinucleotidi hibridizanti. Intr-o varianti de realizare,
inventia se referd la o secventd de acid nucleic cuprinzind sau constind in mod esential din
SECV.ID NR. 84 sau SECV. ID NR. 85.

De reguld, polinucleotidele hibridizeazd in conditii de stringentd redusd, moderatd sau
ridicatd si codificd anticorpii sau fragmentele acestora de legare a antigenului care mentin
capacitatea de a se lega cu TIGIT (uman, maimute rhesus si/sau maimute cynomolgus, de
exemplu, Macaca fascicularis). Molecula primei polinucleotide este ,.capabild de hibridizare”
cu molecula celei de-a doua polinucleotide atunci cAnd forma monocatenara a moleculei primei
polinucleotide poate hibridiza cu molecula celei de-a doua polinucleotide in conditii adecvate de
temperaturd si fortd ionicd a solutiei (Sambrook si colab.). Conditiile de temperaturd si putere
ionicd determind ,,stringenta” hibridizarii. Conditiile tipice de stringentd scizutd de hibridizare
includ 55°C, 5X SSC, 0,1% SDS si absenta formamidei; sau 30% formamidi, 5X SSC, 0,5%
SDS la temperatura de 42°C. Conditiile tipice de stringentd moderatd de hibridizare prezinti
40% formamid3, 5X sau 6X SSC si 0,1% SDS la temperatura de 42°C. Conditiile de stringenta
inalti de hibridizare prezintd 50% formamida, 5X sau 6X SSC la temperatura de 42°C sau, in
mod optional, la o temperaturd mai ridicatd (de exemplu, 57°C, 59°C, 60°C, 62°C, 63°C, 65°C
sau 68°C). De reguld, SSC prezintd 0,15M NaCl si 0,015M citrat de sodiu. Hibridizarea necesiti
ca cele doud polinucleotide si contind secvente complementare, desi, in functie de stringenta
hibridizarii, sunt posibile nepotriviri intre baze. O stringentd adecvatd pentru hibridizarca
polinucleotidelor depinde de lungimea polinucleotidelor si de gradul de complementaritate,
variabile, bine cunoscute in domeniul de referintd. Cu cat este mai mare gradul de similaritate
sau omologie dintre doud secvente de nucleotide, cu atit este mai mare gradul de stringentd, 1a
care acizii nucleici se pot hibridiza. Pentru hibrizii cu o lungime mai mare de 100 de nucleotide,
au fost dezvoltate ecuatii pentru calcularea temperaturii de topire (de vizut Sambrook si colab.,
mai sus, 9.50-9.51). Pentru hibridizarea cu polinucleotide mai scurte, de exemplu,
oligonucleotide, conditia nepotrivirilor devine mai importantd si lungimea oligonucleotidei
determind specificitatea acesteia (de vazut Sambrook si colab., mai sus, 11,7-11,8).

Intr-o alti variantd de realizare, este prezentatd o polinucleotidd izolatd, de exemplu, un
ADN care codifica lanturile polipeptidice ale anticorpilor izolati sau ale fragmentelor acestora de
legare a antigenului, prezentate in descrierea de fati. Intr-o varianti de realizare, polinucleotida
izolatd codifica anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a antigenului care cuprinde cel putin
un domeniu variabil (V) al lantului usor al unei imunoglobuline mature, conform prezentei
inventii, si/sau cel putin un domeniu variabil (Vy) al lantului ugor al unei imunoglobuline
mature, conform prezentei inventii. In unele variante de realizare, polinucleotida izolati codifici
atat lantul usor, cat si lantul greu pe o singurd moleculd polinucleotidica, iar in alte variante de
materializare, lanturile ugoare si lanturile grele sunt codificate pe molecule polinucleotidice
separate. Intr-o altd variantd de materializare, polinucleotida codificd suplimentar o secventd de
semnal.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V) al lantului greu al anticorpului sau al fragmentului acestuia de legare a
antigenului continind CDR-H1 (SECV. ID NR. 1), CDR-H2 (SECV. ID NR. 2) si CDR-H3
(SECV.ID NR. 3 sau 79, sau 80, sau 81, sau 82, sau 83, sau 140).

Intr-o variantd de materializare, inventia se referd la o polinucleotidd izolata care codifici
domeniul variabil (V1) al lantului usor al anticorpului sau al fragmentului acestuia de legare a
antigenului cuprinzand CDR-L1 (SECV. ID NR. 4), CDR-L2 (SECV. ID NR. 5 sau 65, sau 66,
sau 67, sau 68, sau 69, sau 70, sau 71, sau 72, sau 73, sau 141) si CDR-L3 (SECV. ID NR. 6 sau
74, sau 75, sau 76, sau 77, sau 78).
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Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V) al lantului greu al imunoglobulinei din SECV. ID NR. 7.

Intr-un variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codifica
domeniul variabil (V1) al lantului greu al imunoglobulinei din SECV. ID NR. 8.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (Vg) al lantului greu al imunoglobulinei din oricare dintre SECV. ID NR. 9-24
sau 37-47.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V1) al lantului greu al imunoglobulinei din oricare dintre SECV. ID NR. 25-
30 sau 48-52.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V) al lantului greu al anticorpului sau al fragmentului acestuia de legare a
antigenului cuprinzand CDR-H1 (SECV. ID NR. 57), CDR-H2 (SECV. ID NR. 58) si CDR-H3
(SECV.ID NR. 59).

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V1) al lantului usor al anticorpului sau al fragmentului acestuia de legare a
antigenului cuprinzand CDR-L1 (SECV. ID NR. 60), CDR-L2 (SECV. ID NR. 61) si CDR-L3
(SECV.ID NR. 62).

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (Vy) al lantului greu al imunoglobulinei din SECV. ID NR. 63.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (VL) al lantului greu al imunoglobulinei din SECV. ID NR. 64.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V) al lantului greu al anticorpului sau al fragmentului acestuia de legare a
antigenului cuprinzand CDR-H1 (SECV. ID NR. 88), CDR-H2 (SECV. ID NR. 89, 96, 97, 98,
99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134 sau 135) si CDR-H3 (SECV.
ID NR. 90).

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V1) al lantului usor al anticorpului sau al fragmentului acestuia de legare a
antigenului cuprinzand CDR-L1 (SECV. ID NR. 91), CDR-L2 (SECV. ID NR. 92, 112, 113,
114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122 sau 123) si CDR-L3 (SECV. ID NR. 93).

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (Vy) al lantului greu al imunoglobulinei din SECV. ID NR. 94.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V1) al lantului greu al imunoglobulinei din SECV. ID NR. 95.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (Vg) al lantului greu al imunoglobulinei din oricare dintre SECV. ID NR. 124-
129.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V1) al lantului greu al imunoglobulinei din oricare dintre SECV. ID NR. 130-
133.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (Vy) al lantului greu al imunoglobulinei din SECV. ID NR. 127.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (Vy) al lantului greu al imunoglobulinei din SECV. ID Nr. 128.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V1) al lantului greu al imunoglobulinei din SECV. ID NR. 130.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V1) al lantului greu al imunoglobulinei din SECV. ID NR. 132.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la o polinucleotidd izolatd care codificd
domeniul variabil (V1) al lantului greu al imunoglobulinei din SECV. ID NR. 133.

Prezenta inventie se referd, de asemenea, la vectori, de exemplu, 1a vectori de expresie,
cum ar fi plasmide, cuprinzand polinucleotidele izolate, conform inventiei, caracterizate prin
aceea ci polinucleotida este legatd in mod operational cu secventele de control recunoscute de
catre o celuld gazda atunci cand celula gazda este transfectatd de citre vector. De asemenea, sunt
prezentate celule gazda cuprinzind un vector, conform prezentei inventii, i procedee de obtinere
a anticorpului sau a fragmentului acestuia de legare a antigenului, sau polipeptida descrisa in
documentul de fatd cuprinzind cultivarea unei celule gazdd care adidposteste un vector de
expresic sau un acid nucleic codificAnd lanturile imunoglobulinice ale anticorpului sau ale
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fragmentului acestuia de legare a antigenului in mediul de culturd, si izolarea anticorpului sau a
fragmentului acestuia de legare a antigenului din celula gazda sau din mediul de cultura.

De asemenea, prezenta inventie se referd la polipeptide, de exemplu, la polipeptidele
imunoglobulinei cuprinzind secvente de aminoacizi care sunt cel putin cu circa 75% identice,
80% identice, mai preferabil cel putin cu circa 90% identice si cel mai preferabil cel putin cu
circa 95% identice (de exemplu, 95% 96%, 97%, 98%, 99%, 100%) cu secventele de aminoacizi
ale anticorpilor prezentati in inventia de fatd, atunci cAnd comparatia se¢ realizeazd prin
intermediul algoritmului BLAST, in care parametrii algoritmului sunt selectati ca sd asigure cea
mai mare corespundere intre secventele respective pe intreaga lungime a secventelor respective
de referintd (de exemplu, prag asteptare: 10; mirimea cuvantului: 3, corespunderea maximd de
coincidente in intervalul unei solicitiri: 0; matrice BLOSUM 62, costuri de acces: existentd 11,
extensie 1; ajustarea structurald conditionati a matricii de puncte).

Identitatea secventei se referd la gradul in care aminoacizii din doud polipeptide sunt
identici 1n pozitii echivalente, atunci cind cele doud secvente sunt aliniate in mod optimal.

Algoritmii BLAST sc utilizeazd frecvent pentru analiza secventelor: (Altschul et al.
FEBS I., no 272 (20), 2005, p. 5101-5109; Altschul S.F. et al. J. Mol. Biol., no 215, 1990, p.
403-410; Gish, W. et al. Nature Genet., no 3, 1993, p. 266-272; Madden T.L. et al. Meth.
Enzymol., no 266, 1996, p. 131-141; Madden T.L. et al. Meth. Enzymol., no 266, 1996, p. 131-
141; Zhang, J. et al. Genome Res., no 7, 1997, p. 649-656; Wootton, J.C. et al. Comput. Chem.,
no 17, 1993, p. 149-163; Hancock J.M. et al. Comput. Appl. Biosci., no 10, 1994, p. 67-70;
Dayhoff M.O. et al. "A model of evolutionary change in proteins.” in Atlas of Protein Sequence
and Structure, vol 5, supl. 3. M.O. Dayhoff (ed.), Natl. Biomed. Res. Found., Washington, DC.,
1978, p. 345-352; Schwartz R.M. et al. "Matrices for detecting distant relationships.” in Atlas of
Protein Sequence and Structure, vol 5, supl. 3. M.O. Dayhoff (ed.), Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, DC. 1978, p. 353-358; Altschul S.F. J. Mol. Biol., no 219, 1991, p. 555-565; States
D.J. et al. Methodes, no 3, 1991, p. 66-70; Henikoff S. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, no 89,
1992, p. 10915-10919; Altschul S.F. et al. J. Mol. Evol., no 36, 1993, p. 290-300; Karlin S. et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, no 87, 1990, p. 2264-2268; Karlin S. et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, no 90, 1993, p. 5873-5877; Dembo A. et al. Ann. Prob., no 22, 1994, p.2022-2039;
Altschul S.F. "Evaluating the statistical significance of multiple distinct local alignments.” in
Theoretical and Computational Methods in Genome Research (S. Suhai, ed.), Plenum, New
York; 1997, p. 1-14).

Afinitatea legdrii

Cu titlu de exemplu, insa fird a s limita la acesta, anticorpii si fragmentele acestora de
legare a antigenului, descrisi in prezenta inventie, pot lega TIGIT uman cu o valoare a Kp de cel
putin circa 1x10-° M (si anume, o valoare a Kp de 1x10° M sau mai mic#), determinatd prin
rezonantd plasmonici de suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o technicd similard (de
exemplu, KinExA sau OCTET). Intr-o varianta de realizare, anticorpii si fragmentele acestora de
legare a antigenului, dezvaluiti in descierea de fat, pot lega TIGIT uman cu o valoare a Kp de la
cel putin aproximativ 1x10° M pani la aproximativ 1x1072 M, determinati prin rezonantii
plasmonicd de suprafati (de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnici similard (de exemplu,
KinExA sau OCTET). Intr-o variantd de materializare, anticorpii si fragmentele acestora de
legare a antigenului, dezvaluiti in documentul de fati, pot lega TIGIT uman cu o valoare a Kp de
la aproximativ 1x100® M péni la aproximativ 1x10'? M, determinati prin rezonanti plasmonici
de suprafatd (de exemplu, BIACORE) sau printr-o tehnici similard (de exemplu, KinExA sau
OCTET). Intr-o variantd de materializare, anticorpii si fragmentele acestora de legare a
antigenului, dezviluiti in descierea de fatd, pot lega TIGIT uman cu o valoare a Kp de cel putin
aproximativ 50 pM (si anume, cu o valoare a Kp de aproximativ 50 pM sau mai micd),
determinati prin intermediul BIACORE sau al unei tehnici similare. Intr-o variantd, anticorpii si
fragmentele acestora de legare a antigenului, dezvaluiti in lucrarea de fata, pot lega TIGIT uman
cu o valoare a Kp de cel putin circa 10 pM (si anume, cu o valoare a Kp de aproximativ 10 pM si
mai mici), determinati prin BIACORE sau printr-o tehnici similard. Intr-o varianta de realizare,
anticorpii §i fragmentele acestora de legare a antigenului, conform inventiei, pot lega TIGIT
uman cu un Kp de la aproximativ 50 pM pand la aproximativ 1 pM, precum a fot determinat prin
BIACORE sau printr-o tehnic similard.
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Activarea celulelor imunitare

In unele variante de materializare, anticorpii sau fragmentele acestora de legare a
antigenului, conform inventiei, sporesc activitatea celulelor imune. Cresterea activitdtii celulelor
imune poate fi detectati folosind orice metodi cunoscuti in domeniul de referingi. Intr-o varianti
de realizare, cresterea activititii celulelor imune poate fi detectatd prin misurarea proliferdrii
celulelor imune. De exemplu, cresterea activititii celulelor T poate fi detectatd prin mdsurarea
proliferdrii celulelor T sau a evenimentelor de transductie a semnalului, cum ar fi fosforilarea
tirozinica a receptorilor imuni sau a kinazelor din aval care transmit semnalele spre regulatorii
transcriptionali. In alte exemple de realizare, cresterea activititii celulelor imune poate fi
detectatd prin misurarea functiei citotoxice a celulelor CTL sau NK pe celulele tintd specifice
sau pe raspunsurile citokinei IFvy, care sunt asociate cu stimularea imunititii antitumorale. in
alte variante de realizare, cresterca activititii celulelor imune poate fi detectatd prin misurarca
activirii celulelor T ex vivo intr-o probd obtinuti de la subiect. Intr-o varianti de realizare,
cresterea activitdii celulelor T este determinatd prin: (i) mdsurarea productici induse SEB
(enterotoxind B Staphylococcus) a uneia sau a mai multor citokine pro-inflamatorii, selectate din
grupul format din: 1L-2, TNFa, IL-17, IFNy, IL-13, GM-CSF, RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 si IL-
13; sau (ii) prin mdsurarea reactiilor limfocitare mixte sau prin stimularea directa cu mAb anti-
CD3 a transductici semnalului receptorului celulelor T (TCR) pentru a induce producerea
citokinei, selectate din grupul constand din: IL-2, TNFa, IL-17, IFNy, IL-1B, GM-CSF,
RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 si IL-13. In anumite variante de realizare, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului, conform prezentei inventii, poate stimula productia
de IL-2 si/sau IFNy a celulelor T antigen-specifice de cel putin 1,5 ori.

Prezenta inventie se referd la anticorpii antagonisti anti-TIGIT, la fragmentele acestora de
legare a antigenului si 1la procedecle de utilizare a lor, de exemplu, la anticorpii antagonisti anti-
TIGIT umanizati si la fragmentele acestora. Anticorpul antagonist anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului antagonizeazad activitatea TIGIT uman, de exemplu, prin
inhibarea legirii TIGIT cu CD155 si CD112, si inhibarea transductiei semnalului ITIM
functional de citre TIGIT in procesul de legare la CDI155 si CD112. Misurarea activitatii
antagoniste anti-TIGIT poate fi evaluatd demonstrind blocarea supresiei celulelor T dupa
activarea TCR, indusi de ligaturarea TIGIT cu liganzii inruditi CD155 si CD112. Astfel, intr-o
varianta de realizare a raspunsurilor sporite, tratamentul cu anticorpi antagonisti anti-TIGIT este
capabil de a salva raspunsurile IL-2 pana la nivelurile observate in celulele T, non-reprimate prin
inductia TIGIT prin intermediul CD155 sau CD112. La un nivel de activare mai preferabil, dupa
tratamentul cu un anticorp antagonist anti-TIGIT rispunsurile pot creste pand la un nivel mai
mare decat rispunsurile celulelor T non-reprimate prin intermediul CD155 sau CD112.

Capacitatea anticorpilor anti-hTIGIT de a bloca legarea cu hCD155 i hCD112

In unele variante de realizare, anticorpii anti-TIGIT sau fragmentele acestora de legare a
antigenului din inventia de fatd sunt capabili de a bloca legarea TIGIT uman la CD155 uman si
CD112 uman. Capacitatea de a bloca legarea TIGIT uman la CD155 uman si CD112 uman
poate fi determinati folosind orice procedeu cunoscut in domeniul de referinti. Intr-o varianti de
realizare, capacitatea anticorpilor de a bloca legareca TIGIT uman la CD155 uman si CD112
uman este determinat cu ajutorul unui test ELISA, dupd cum este descris in Exemplul 2.

Procedee de obtinere a anticorpilor si a fragmentelor acestora de legare a antigenului

Celulele hibridoma care produc anticorpi anti-TIGIT monoclonali parentali (de exemplu,
de sobolan sau de soarece) sau fragmente ale acestora de legare a antigenului, discutati in
inventia de fatd, pot fi obtinuti prin procedeele cunoscute in domeniul de referinti. Astfel de
hibridoame izolate sunt parte a prezentei inventii. Aceste procedee includ, dar nu se limiteaza la
acestea, procedeul hibridoma (Kohler et al. Nature, no 256, 1975, p. 495-497), precum si
procedeul trioma (Hering et al. Biomed. Biochem. Acta., no 47, 1988, p. 211-216; Hagiwara et
al. Hum. Antibod. Hybridomas, no 4, 1993, p. 15), procedeul hibridoma cu celule B umane
(Kozbor et al. Immunology Today, no 4, 1983, p. 72; Cote et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, no
80, 1983, p. 2026-2030), procedeul hibridoma-EBV (Cole et al. Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., 1985, p. 77-96) si electrofuziunea pe bazd de camp electric
folosind un electroporator de fuziune a celuleor cu camerd mare de la Cyto Pulse (Cyto Pulse
Sciences, Inc., Glen Burnie, Md). De preferintd, splenocitele de soarece sunt izolate si fuzionate
cu ajutorul PEG sau prin electrofuziune cu o linie de celule de miclom de soarece bazate pe
protocoale standard. Hibridoamele rezultate pot fi mai apoi examinate pentru producerea de
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anticorpi antigen-specifici. De exemplu, suspensiile de celule separate de limfocite splenice de la
soareci imunizati pot fi fuzionate cu o sesime din numdrul de celule non-secretoare de miclom de
soarece P3X63-Ag8.653 (ATCC, CRL 1580) cu ajutorul 50% PEG. Celulele pot fi placate la
aproximativ 2x 0° celule/ml pe o placi de microtitrare cu fundul plat, cu o incubare ulterioard de
doud siptimani intr-un mediu selectiv continand 20% ser Clona fetal, 18% de mediu conditionat
0337, 5% origen (IGEN), 4 mM L-glutamini, 1 mM L-glutamini, 1 mM piruvat de sodiu, 5
mM HEPES, 0,055 mM 2-mercaptoetanol, 50 unitdti/ml penicilind, 50 mg/ml streptomicind, 50
mg/ml gentamicind si 1X HAT (Sigma, HAT se adaugi peste 24 de ore dupd fuziune). Dupa
doud sdptdmani, celulele pot fi cultivate intr-un mediu in care HAT este substituit cu HT. Dupa
aceasta, anumite godeuri pot fi analizate prin testul ELISA pentru anticorpii monoclonali IgG
anti-TIGIT. Dupi ce se produce o crestere extensivd a hibridomei, mediul poate fi observat, de
reguld, peste 10...14 zile. Hibridoamele secretoare de anticorpi pot fi replantate, verificate din
nou, si daci sunt Incd pozitive pentru IgG umani, anticorpii monoclonali anti-TIGIT pot fi
subclonati cel putin de doud ori prin dilutic limitativd. Dupa aceasta, subclonele stabile pot fi
cultivate in vitro pentru a genera cantitdti mici de anticorpi in mediul tisular de culturd pentru
caracterizare.

Astfel, prezenta inventie include procedeele de producere a unui anticorp anti-TIGIT sau
a unui fragment al acestuia de legare a antigenului, conform inventiei, cuprinzind cultivarea
celulelor de hibridom care exprimd anticorpul sau fragmentul acestuia in conditii favorabile
pentru o astfel de expresie si, in mod optional, izolarea anticorpului sau a fragmentului din
hibridom si/sau din mediul de crestere (de exemplu, mediul de culturd celulard).

Anticorpii anti-TIGIT, deviluiti in prezenta inventie, pot fi produsi, de asemenea, intr-un
mod recombinant (de exemplu, in sistemul de expresie E. coli/T7, in sistemul de expresie a
celulelor de mamifer sau in sistemul de expresie a eucariotelor inferioare). In aceasti varianti de
realizare, acizii nucleici care codificd moleculele de imunoglobulinind ale anticorpilor, conform
inventiei (de exemplu, Vi sau Vi) pot fi inserati intr-o plasmidi pe bazi de pET si exprimati in
sistemul E. coli/T7. De exemplu, prezenta inventie se referd la procedee de exprimare a unui
anticorp sau a unui fragment al acestuia de legare a antigenului, sau a unui lant de
imunoglobulind al acestuia Intr-o celuld gazda (de exemplu, celula gazdd bacteriand, cum ar fi E.
coli, cum ar fi BL21 sau BL21DE3) cuprinzand exprimarea ARN-polimerazei T7 intr-o celuld
cuprinzand, de asemenea, o polinucleotida care codifica lantul de imunoglobuling, legat in mod
functional 1a un promotor T7. De exemplu, intr-o varianta de realizare a inventiei, o celuld gazda
bacteriand, cum ar fi E. coli, include o polinucleotidi care codificd gena ARN-polimerazei T7,
legatd in mod functional 1a un promotor lac si expresia polimerazei si a lantului este indusa prin
incubarea celulei gazda cu IPTG (izopropil-beta-D-tiogalactopiranozidi).

Existi mai multe procedee de producere a anticorpilor recombinati, cunoscute in
domeniul de referintd. Un exemplu de procedeu de producere recombinantd a anticorpilor este
dezviluit in literatura brevetard (US 4816567).

Transformarea poate fi realizatd prin orice procedeu cunoscut de introducere a
polinucleotidelor intr-o celuld gazdi. Procedecle de introducere a polinucleotidelor heterologe in
celule de mamifer sunt bine cunoscute in domeniul discutat si includ transfectia mediatd de
dextran, precipitarea cu fosfat de calciu, transfectia mediatd de polibren, fuziunea protoplastelor,
electroporarea, incapsularca polinucleotidei(lor) in lipozomi, injectarea biolisticd si
microinjectarea directdi a ADN-ului in nuclee. Totodati, moleculele de acid nucleic pot fi
introduse in celulele de mamifer prin vectorii virali. Procedeele de transformare a celulelor sunt
bine cunoscute in domeniul de referinti al tehnicii (US 4399216; US 4912040; US 4740461, US
4959455).

Astfel, prezenta inventie se referd la procedeele recombinante de producere a unui
anticorp anti-TIGIT sau a unui fragment al acestuia de legare a antigenului, conform prezentei
inventii, sau a unui lant imunoglobulinic al acestuia cuprinzand introducerea unei polinucleotide
care codificd una sau mai multe lanturi de imunoglobulind ale anticorpului sau ale fragmentului
(de exemplu, lantul greu si/sau lantul usor de imunoglobulind); cultivarea celulei gazda (de
exemplu, CHO sau Pichia sau Pichia pastoris) in conditii favorabile pentru o astfel de expresie
si, In mod optional, izolarea anticorpului sau a fragmentului, sau a lantului din celula gazda
si/sau din mediul in care este cultivatd celula gazda.

Anticorpii anti-TIGIT pot fi, de asemenea, sintetizati prin oricare dintre procedeele
prezentate in brevetul US 6331415.

Celulele gazdd cucariote si procariote incluzind celulele de mamifer in calitate de gazda
pentru exprimarea anticorpilor sau a fragmentelor, sau a lanturilor de imunoglobulind, deviluite
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in inventia propusd, sunt bine cunoscute in domeniul de referintd si includ o multitudine de linii
celulare imortalizate, disponibile in American Type Culture Collection (ATCC). Acestea includ,
inter alia, celule ovariene de hamster chinezesc (CHO), NSO, celule SP2, celule Hela, celule de
rinichi de la pui de hamster (BHK), celule de rinichi de maimutd (COS), celule de carcinom
hepatocelular uman (de exemplu, Hep G2), celule A549, celule 3T3, celule HEK-293 si o serie
de alte linii celulare. Celulele gazdi de mamifer includ celule umane, de soarece, sobolan, caine,
maimutd, porc, caprd, bovind, cal si hamster. Liniile celulare, preferate in mod deosebit, sunt
selectate prin determinarea liniilor celulare care au niveluri inalte de exprimare. Alte linii
celulare, care pot fi folosite, sunt liniile celulare de insecte, cum ar fi celulele Sf9, celulele
amfibiene, celulele bacteriene, celulele de plante si celulele fungice. Celulele fungice includ
celule de drojdii si celule de fungi filamentosi, inclusiv, de exemplu, Pichia pastoris, Pichia
finlandica, Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia membranaefaciens, Pichia minuta
(Ogataea minuta, Pichia lindneri), Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichia salictaria,
Pichia guercuum, Pichia pijperi, Pichia stiptis, Pichia methanolica, Pichia sp., Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces sp., Hansenula polymorpha, Kluyveromyces sp., Kluyveromyces
lactis, Candida albicans, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Trichoderma reesei, Chrysosporium Iucknowense, Fusarium sp., Fusarium gramineum,
Fusarium venenatum, Physcomitrella patens si Neurospora crassa. Pichia sp., orice
Saccharomyces sp., Hansenula polymorpha, orice Kluyveromyces sp., Candida albicans, orice
Aspergillus sp., Trichoderma reesei, Chrysosporium lucknowense, orice Fusarium sp., Yarrowia
lipolytica si Neurospora crassa. Cand vectorii de expresie recombinanti care codifici lantul greu
sau o portiune a acestuia de legare a antigenului, sau un fragment al acestuia, lantul usor si/sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului sunt introdusi in celule gazdi de mamifere, anticorpii
sunt obtinuti prin cultivarea celulelor gazdid o perioadd de timp suficienti pentru a permite
exprimarea anticorpului sau a fragmentului, sau a lanfului din celulele gazda, sau secretia in
mediul de culturd in care sunt crescute celulele gazda.

Anticorpii si fragmentele acestora de legare a antigenului, si lanturile de imunoglobulind
pot fi izolate din mediul de culturd folosind procedeele standard de purificare a proteinelor.
Totodatd, expresia anticorpilor si a fragmentelor acestora de legare a antigenului si a lanturilor de
imunoglobulind, in conformitate cu inventia de fatd, (sau a altor parti din acestea) din liniile
celulare de productie poate fi imbunitatitd utilizind o serie de tehnici cunoscute. De exemplu,
sistemul de expresie a genei glutamin sintetazd (sistemul GS) este o abordare general
recunoscutd pentru ameliorarea exprimirii in anumite conditii. Sistemul GS este discutat in
integritate sau partial in literatura brevetard (EP 0216846; EP 0256055; EP 0323997, EP
89303964.4). Astfel, intr-un exemplu de realizare a inventiei, celulele gazdd de mamifer (de
exemplu, CHO) sunt lipsite de gena glutamin sintetazd §i acestea sunt cultivate in absenta
glutaminei intr-un mediu unde polinucleotida care codifica lantul de imunoglobulind cuprinde,
totusi, o gend glutamin sintetazd complementind lipsa genei in celula gazda.

Prezenta inventie se referd la procedee de purificare a unui anticorp anti-TIGIT sau a unui
fragment al acestuia de legare a antigenului, conform prezentei inventii, cuprinzind
administrarea unei probe, care include anticorpul sau fragmentul, intr-un mediu de purificare (de
exemplu, un mediu cu schimb de cationi, un mediu cu schimb de anioni, un mediu cu schimb
hidrofob, un mediu de purificare a afinititii (de exemplu, proteina A, proteina G, proteina A/G,
proteina L)) si fie colectarea anticorpului purificat sau a fragmentului din fractiunea filtratului
respectivei probe care nu se leagd la mediu; fie eliminarea fractiunii filtratului si eluarea
anticorpulului sau a fragmentului legat din acest mediu si colectarea eluatului. Intr-o varianti de
realizare a inventiei, mediul se afli intr-o coloand pe care se aplicd proba. intr-o varianti de
realizare, procedeul de purificare se efectucazi dupd exprimarea recombinantd a anticorpului sau
a fragmentului in celula gazdd, de exemplu, caracterizat prin aceea ci celula gazda este mai intai
lizatd si apoi, In mod optional, lizatul este purificat de materialele insolubile inainte de
purificarea sa pe un mediu.

De reguld, glicoproteinele, produse intr-o anumita linie celulard sau un animal transgenic,
posedd un model de glicozilare caracteristic pentru glicoproteinele produse in linia celulard sau
animalul transgenic. Prin urmare, modelul specific de glicozilare a unui anticorp depinde de linia
celulard particulard sau de animalul transgenic folosite pentru producerea anticorpului. Totusi,
toti anticorpii codificati de moleculele de acid nucleic, prezentate in documentul de fatd sau
cuprinzand secventele de aminoacizi prezentate in documentul de fatd, fac parte din prezenta
inventie, independent de modelul de glicozilare pe care il pot avea anticorpii. In mod similar, in
unele variante particulare de realizare, anticorpii cu un model de glicozilare cuprinzand doar N-
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glicani non-fucozilati pot oferi avantaje, deoarece s-a dovedit cd acesti anticorpi prezintd, de
reguld, o eficacitate mai mare decit omologii lor fucozilati atat in vitro, cat i in vivo (Shinkawa
et al. J. Biol. Chem., no 278, 2003, p. 3466-3473; US 6946292; US 7214775). Acesti anticorpi
cu N-glicani non-fucozilati nu sunt susceptibili de a fi imunogeni, deoarece structurile lor de
carbohidrati constituic 0 componenta normald a populatiei care existd in IgG din serul uman.

Prezenta inventie se referd la anticorpii policlonali anti-TIGIT si la fragmentele acestora
de legare a antigenului, de exemplu, la 0 compozitic care cuprinde o multitudine de anticorpi
anti-TIGIT si fragmente continAnd unul sau mai multi anticorpi anti-TIGIT sau fragmente ale
acestora de legare a antigenului, conform prezentei inventii, si la procedeele de utilizare a lor. Un
anticorp policlonal este un anticorp care a fost obtinut impreund cu unul sau cu citiva alti
anticorpi neidentici sau in prezenta lor. De reguld, anticorpii policlonali sunt obtinuti din colectii
de diferite limfocite B, de exemplu, din limfocite B ale unui animal, tratat cu un imunogen care
prezintd interes, producand o populatic de diferiti anticorpi, dar care cu totii sunt orientati
impotriva imunogenului. De reguld, anticorpii policlonali sunt obtinuti direct de la un animal
imunizat, de exemplu, din splind, ser sau lichid de asciti.

Prezenta inventie se referd la anticorpii bifunctionali si bispecifici si la fragmentele de
legare a antigenului avand specificitate de legare pentru TIGIT si pentru un alt antigen, cum ar fi,
de exemplu, PD-1 sau PD-L1, sau LAG-3, si la procedecle de utilizare a acestora. Intr-un
exemplu de realizare a inventici, lanturile anti-TIGIT contin oricare dintre secventele Vu/Vi,
descrise in Tabelul 4, iar lanturile PD1 contin secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 33 si 34
sau din SECV. ID NR. 35 si 36 (sau un fragment de legare a antigenului conform oricireia dintre
secventele mentionate mai sus). Un anticorp bifunctional sau bispecific constituie un anticorp
hibrid artificial avand doud perechi diferite de lanturi grele/lanturi usoare i doud situsuri diferite
de legare. Anticorpii bispecifici pot fi obtinuti printr-o varietate de procedee, inclusiv prin
fuziunea hibridoamelor sau prin legarea fragmentelor Fab' (Songsivilai et al. Clin. Exp.
Immunol., no 79, 1990, p. 315-321; Kostelny et al. J. Immunol., no 148, 1992, p. 1547-1553).
Totodatd, anticorpii bispecifici pot fi formati ca ,,diacorpi” (Holliger et al. PNAS USA, no 90,
1993, p. 6444-6448) sau ca ,janusins” (Traunecker et al. EMBO J., no 10, 1991, p. 3655-3659;
Traunecker et al. Int. J. Cancer Suppl., no 7, 1992, p. 51-52).

In afari de aceasta, prezenta inventie se referd, de asemenea, la fragmente anti-TIGIT de
legare a antigenului ale anticorpilor anti-TIGIT, dezviluiti in documentul de fatd. Fragmentele
anticorpilor includ fragmente F(ab), care pot fi obtinute prin scindarea enzimatica a unei IgG, de
exemplu, cu ajutorul pepsinei. Fragmentele Fab pot fi obtinute, de exemplu, prin reducerea
F(ab), cu ditiotreitol sau mercaptoetilamina.

Imunoglobulinele pot fi atribuite unor clase diferite, in functie de secventele de
aminoacizi ale domeniului constant al lanturilor lor grele. Exista cel putin cinci clase principale
de imunoglobuline: IgA, IgD, IgE, 1gG si IgM si citeva dintre acestea pot fi divizate mai departe
in subclase (izotipuri), de exemplu, IgG1, 1gG2, 1gG3 si 1gG4; IgAl si IgA2. Inventia in cauzi se
referd la anticorpi si la fragmente ale acestora de legare a antigenului din oricare dintre aceste
clase sau subclase.

Intr-o varianta de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului cuprinde o
regiune constantid a lantului greu, de exemplu, o regiune constanti umand, precum regiunca
constanti a lantului greu y1, y2, y3, sau y4 uman ori o variantd a acesteia. Intr-o alti varianta de
realizare, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului cuprinde o regiune constanti a
lantului usor, de exemplu, regiunea constanti a lantului usor uman, cum ar fi regiunea lantului
usor lambda sau kappa uman sau o varianti a acesteia. Cu titlu de exemplu, insa fard limitare la
acesta, regiunca constantd a lanfului greu uman poate prezenta y4 si regiunca constanti a
lantului usor uman poate prezenta kappa. Intr-o varianti alternativi de realizare, regiunea Fc a
anticorpului constituie y4 cu o mutatie Ser228Pro (Schuurman, J. si colab. Mol. Immunol., no
38, 2001, p. 1-8).

Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului cuprinde
regiunea constanta a lantului greu al subtipului IgG1.

In unele exemple de realizare, diverse domenii constante pot fi alipite la regiunile Vg §i
Vi umanizate, obtinute din CDR-urile prezentate in inventia de fatd. De exemplu, dacd o anumit3
utilizare preconizatd a unui anticorp (sau fragment), conform prezentei inventii, necesitd functii
efectoare modificate, poate fi utilizat un domeniu constant al lantului greu, altul decat IgGl
uman, sau pot fi utilizat hibridul IgG1/1gG4.

Cu toate cd anticorpii umani 1gG1 asigurd o perioadd lungd de injumdtitire si functii
efectoare, cum ar fi activarea complementului §i citotoxicitatea celulard dependenti de anticorp,
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astfel de activititi pot fi nedorite pentru toate modurile de utilizare ale anticorpului. In astfel de
cazuri, poate fi utilizat, de exemplu, domeniul constant al IgG4 uman. Prezenta inventie se referd
la anticorpii anti-TIGIT si la fragmentele acestora de legare a antigenului cuprinzind domeniul
constant IgG4, de exemplu, la anticorpii antagonisti umanizati anti-TIGIT si la fragmentele
acestora, si la procedecle de utilizare a lor. Intr-o variantd de realizare, domeniul constant 1gG4
poate si difere de domeniul constant IgG4 uman nativ (Swiss-Prot Accession Nr. P01861.1) in
pozitia corespunzitoare pozitiei 228 din sistemul UE si pozitiei 241 din sistemul KABAT,
caracterizat prin aceea ci Serl108 nativ este inlocuit cu Pro pentru a preveni o potentiald legaturd
disulfidica intercatenara dintre Cys 106 si Cis 109 (care corespund pozitiilor Cis 226 si Cis 229
din sistemul UE si pozitiilor Cys 239 si Cys 242 din sistemul KABAT), care poate afecta
formarea legiturii disulfidice intracatenare corecte (Angal et al. Mol. Imunol., no 30, 1993, p.
105). In alte cazuri, poate fi utilizat domeniul constant IgG1 modificat cu scopul de a creste
timpul de injumitatire sau de reducere a functiei efectoare.

Ingineria anticorpilor

In continuare, sunt incluse variante de realizare in care anticorpii anti-TIGIT si
fragmentele acestora de legare a antigenului prezintd anticorpi constriugi pentru a include
modificari in resturile cadru din interiorul domeniilor variabile ale unui anticorp monoclonal
parental (de exemplu, de soarece sau de sobolan), de exemplu, pentru a imbunatiti proprietatile
anticorpului sau ale fragmentului. In mod tipic, aceste modificiri ale cadrului sunt efectuare
pentru a reduce imunogenitatea anticorpului sau fragmentului. Acest lucru este realizat, de
reguld, prin inlocuirea resturilor care nu se referd la CDR-urile din domeniile variabile (si
anume, ale resturilor cadru) intr-un anticorp parental (de exemplu, de rozitoare) sau intr-un
fragment cu resturi similare din repertoriul imun al speciilor, in care urmeaza si fie utilizat
anticorpul, de exemplu, resturi umane in cazul unui remediu terapeutic pentru un subiect uman.
Un astfel de anticorp sau fragment este desemnat ca un anticorp sau fragment ,,umanizat”. In
unele cazuri, este de dorit si fie miritd afinitatea sau sd fie modificatd specificitatea unui
anticorp creat (de exemplu, unui anticorp umanizat). Unul dintre procedee constd in
~mutageneza inversd” a unuia sau a mai multor resturi cadru pand la secventa liniei germinale
corespunzitoare. Mai concret, un anticorp sau un fragment care a fost supus unei mutatii
somatice poate contine resturi cadru care diferd de secventa liniei germinale din care este derivat
anticorpul. Aceste resturi pot fi identificate prin compararea secventelor cadru ale anticorpului
sau fragmentului cu secventele liniei germinale din care provine anticorpul sau fragmentul. Un
alt procedeu constd in revenirea la restul initial parental (de exemplu, care provine de la
rozdtoare) in una sau in mai multe pozitii ale anticorpului construit (de exemplu, umanizat), de
exemplu, pentru a restabili afinitatea de legare care poate fi pierdutd in procesul de inlocuire a
resturilor cadru (US 5693762; US 5585089; US 5530101).

In anumite exemple de realizare, anticorpii anti-TIGIT si fragmentele acestora de legare a
antigenului sunt construite (de exemplu, umanizate) pentru a include modificiri in structurd
si/sau CDR-uri cu scopul de a imbunititi proprietitile acestora. Astfel de modificdri create pot fi
operate in baza modeldrii moleculare. Un model molecular al regiunii variabile pentru secventa
parentald (non-umani) a anticorpului poate fi construit pentru intelegerea caracteristicilor
structurale ale anticorpului si utilizat pentru a identifica potentialele regiuni ale anticorpului care
pot interactiona cu antigenul. CDR-urile conventionale se bazeazi pe aliniamentul secventelor de
imunoglobulind si identificarea regiunilor variabile (Kabat et al. National Institutes of Health,
Bethesda, Md.; 5th ed.; NIH Publ. No. 91-3242, 1991; Kabat et al. Adv. Prot. Chem., no 32,
1978, p. 1-75; Kabat et al. J. Biol. Chem., no 252, 1977, p. 6609-6616). Chothia si colaboratorii
au examinat minutios conformatiile buclelor in structurile cristaline ale anticorpilor si au propus
bucle hipervariabile (Chothia et al. J. Mol. Biol., no 196, 1987, p. 901-917; Chothia et al. Nature,
no 342, 1989, p. 878-883). Existd deosebiri intre regiuni, clasificate ca ,,CDR-uri” si ,bucle
hipervariabile”. In studiile ulterioare (Raghunathan et al. J. Mol. Recog., vol 25, no 3, 2012, p.
103-113) au fost analizate mai multe complexe cristaline de anticorp-antigen si a fost depistat
faptul ci regiunile de legare a antigenului din anticorpi nu sunt neapdrat strict conforme
resturilor ,,CDR” sau buclelor ,hypervarible”. Modelul molecular pentru regiunea variabild a
anticorpului non-uman poate fi utilizat in calitate de instructiune pentru procesul de selectare a
regiunilor care in mod potential se pot lega la antigen. In practicd, regiunile potentiale de legare
la antigen, bazate pe model, diferd de buclele ,,CDR” sau ,hipervariabile” conventionale. Pentru
modelarca moleculard poate fi utilizat software stiintific comercial, precum este MOE
(Chemical Computing Group). Regiunile cadru umane pot fi selectate pe baza celor mai bune
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coincidente cu secventa non-umand, atat in regiunile cadru, cit si in CDR-uri. Pentru FR4
(regiunea cadru 4) din VH, regiunile VJ din liniile germinale umane sunt comparate cu regiunea
non-umani corespunzitoare. In cazul FR4 (regiunca cadru 4) din VL, regiunile J-kappa si J-
lambda ale secventelor liniei germinale umane sunt comparate cu regiunca non-umand
corespunzitoare. Dupd identificarea regiunilor cadru umane adecvate, CDR-urile sunt grefate in
regiunile cadru umane selectate. In unele cazuri, anumite resturi de pe suprafata segmentului VL-
VH pot fi consevate asa cum sunt ele in secventa non-umand (parentald). Modelele moleculare
pot fi, de asemenea, utilizate pentru identificarea resturilor care pot modifica in mod potential
conformatiile CDR si, astfel, legarea la antigen. In unele cazuri, aceste resturi sunt conservate ca
in secventa neumani (parentald). Modelele moleculare pot fi, de asemeneca, folosite pentru
identificarea aminoacizilor expusi solventului care pot conduce la efecte nedorite, cum ar fi
glicozilarea, dezamidarea si oxidarea. Filtrele de dezvoltare pot fi introduse din timp, in faza de
proiectare, pentru eliminarea/minimizarea acestor posibile probleme.

Un alt tip de modificare a cadrului presupune mutageneza unuia sau a mai multor resturi
din regiunea cadru, sau chiar in una sau mai multe regiuni CDR, pentru a elimina epitopii
celulelor T si pentru a reduce astfel potentiala imunogenitate a anticorpului. Acest procedeu este
denumit, de asemenea, ca ,,deimunizare” (US 7125689).

in unele exemple particulare de realizare, este de dorit ca anumiti aminoacizi continnd
lanturi laterale expuse si fie inlocuiti cu un alt rest de aminoacid, pentru a asigura o stabilitate
chimicd mai mare a anticorpului final, astfel incit deamidarea sau izomerizarea si fie evitate.
Deamidarea asparaginei poate avea loc in secventele NG, DG, NG, NS, NA, NT, QG sau QS si
au ca rezultat formarea unui rest de acid izoaspartic care introduce o inflexiune in lantul
polipeptidic si scade stabilitatea acestuia (efectul acidului izoaspartic). Izomerizarea poate avea
loc in secventele DG, DS, DA sau DT. In anumite exemple de realizare, anticorpii conform
prezentei inventii nu contin sitesuri de deamidare sau izomerizare a asparaginei.

De exemplu, restul de asparagind (Asn) poate fi substituit cu Gin sau Ala pentru a reduce
potentialul de formare a izoaspartatului in oricare dintre secventele Asn-Gly, in special, in
interiorul CDR. O problemd similard poate apdrea la secventa Asp-Gly (Reissner and Aswad.
Cell. Mol. Life Sci., no 60, 2003, p. 1281). Formarea izoaspartatului poate slibi sau suprima
complet legarea anticorpuslui la antigenul tintd (Presta. J. Allergy Clin. Immunol., no 116, 2005,
p- 731-734). Intr-o variantd de realizare, asparagina este substituitd cu glutamini (Gln). Poate fi,
de asemenea, de dorit si fie modificat aminoacidul adiacent unui rest de asparagini (Asn) sau de
glutamind (Gln) pentru a reduce probabilitatea dezamidarii care are loc cu o frecventd mai mare
atunci cind aminoacizii mici nimeresc in vecindtatea asparaginei sau glutaminei (Bischoff &
Kolbe. J. Chromatog., no 662, 1994, p. 261). In afari de aceasta, toate resturile de metionini
(de reguld, expusd solventului Met) din CDR-uri pot fi inlocuite cu Lys, Leu, Ala sau Phe, sau cu
alti aminoacizi in scopul reducerii probabilitatii de oxidare a sulfului din metionind, ceea ce ar
putea reduce afinitatea de legare cu antigenul si, de asemenea, ar putea contribui la eterogenitatea
moleculard in preparatul final al anticorpului, /d. Totodatd, pentru a preveni sau minimiza
potentialul clivaj al legaturilor peptidice Asn-Pro, poate fi dezirabil sd fie substituite orice
combinatii Asn-Pro, depistate in CDR, cu GIn-Pro, Ala-Pro sau Asn-Ala. Ulterior, anticorpii cu
astfel de substitutii sunt supusi analizei pentru a se asigura ¢i substitutiile nu scad afinitatea sau
specificitatea anticorpului in raport cu TIGIT sau o altd activitate biologicd preconizatd pani la
niveluri inacceptabile.

Variante de stabilizare CDR cu titlu de exemple

Tabelul 2
Resturi CDR Variante de stabilizare a secventei
Asn-Gly GlIn-Gly, Ala-Gly sau Asn-Ala
(N-G) (Q-G), (A-G) sau (N-A)
Asp-Gly Glu-Gly, Ala-Gly sau Asp-Ala
(D-G) (E-G), (A-G3) sau (D-A)
Met (de reguld, expus solventului) | Lys, Leu, Ala sau Phe
M) (K), (L), (A) sau (F)
Asn GIn sau Ala
N) (Q) sau (A)
Asn-Pro GlIn-Pro, Ala-Pro sau Asn-Ala
(N-P) (Q-P), (A-P) sau (N-A)
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In unele variante de realizare a prezentei inventii, CDR3 din SECV. ID NR. 3 poate fi
modificata la pozitia 110W pentru a reduce sau elimina o potentiald oxidare (in care numerotarea
corespunde cu Kabat). Astfel, de exemplu, SECV. ID NR. 3 (MPSFITLASLSTWEGYFDF)
poate fi modificatd pand la oricare dintre urmadtoarele secvente: MPSFITLASLSTFEGYFDF
(SECV. ID NR. 79), MPSFITLASLSTYEGYFDF (SECV. 1ID NR. 80),
MPSFITLASLSTIEGYFDF (SECV. ID NR. 81), MPSFITLASLSTVEGYFDF (SECV. ID NR.
82) sau MPSFITLASLSTLEGYFDF (SECV. ID NR. 83). Astfel, in unele exemple de realizare a
prezentei inventii, anticorpul anti-TIGIT conform inventiei cuprinde regiunea variabild a lantului
greu cuprinzind CDRI1 din SECV. ID NR. 1, CDR2 din SECV. ID NR. 2 si CDR3 din SECV.
ID NR. 3, 79, 80, 81, 82 sau 83.

In unele variante de realizare a prezentei inventii, CDR2 din SECV. ID NR. 5 poate fi
modificatd in pozitiille 52N si 53S pentru a reduce sau a climina potentialele sitesuri de
dezamidare (in care numerotarea este conformi cu Kabat). Astfel, de exemplu, SECV. ID NR. 5
(YANSLQT) poate fi modificatd pand la oricare dintre urmitoarcle secvente: YASNLQT
(SECV. ID NR. 65), YASSLQT (SECV. ID NR. 66), YASTLQT (SECV. ID NR. 67),
YATTLQT (SECV. ID NR. 68), YASYLQT (SECV. ID NR. 69), YANQLQT (SECV. ID NR.
70), YAGSLQT (SECV. ID NR. 71), YASQLQT (SECV. ID NR. 72), YADSLQT (SECV. ID
NR. 73). Astfel, in unele exemple de realizare a prezentei inventii, anticorpul anti-TIGIT
conform inventiei de fatd contine o regiune variabild a lantului usor care cuprinde CDR1 din
SECV.ID NR. 4, CDR2 din SECV. ID NR. 5, SECV. ID NR. 66, SECV. ID NR. 67, SECV. ID
NR. 68, SECV. ID NR. 69, SECV. ID NR. 70, SECV. ID NR. 71, SECV. ID NR. 72 sau SECV.
ID NR. 73, si CDR3 din SECV. ID NR. 6.

in unele exemple de realizare a prezentei inventii, CDR3 din SECV. ID NR. 6 poate fi
modificatd la pozitia 95W pentru a reduce sau a elimina o potentiald oxidare (in care
numerotarea este conformd metodei Kabat). Astfel, de exemplu, SECV. ID NR. 6
(QQYYSGWT) poate fi modificatd pand la oricare dintre urmitoarele secvente: QQYYSGFT
(SECV. ID NR. 74), QQYYSGYT (SECV. ID NR. 75), QQYYSGIT (SECV. ID NR. 76),
QOQYYSGVT (SECV. ID NR. 77), QQYYSGLT (SECV. ID NR. 78). Astfel, in unele exemple
de realizare a prezentei inventii, anticorpul anti-TIGIT conform inventiei contine o regiune
variabild a lantului usor care cuprinde CDR1 din SECV. ID NR. 4, CDR2 din SECV. ID NR. 5
si CDR3 din SECV. ID NR. 6, SECV. ID NR. 74, SECV. ID NR. 75, SECV. ID NR. 76, SECV.
ID NR. 77 sau SECV. ID NR. 78.

In unele variante de realizare a prezentei inventii, anticorpul anti-TIGIT conform
inventiei contine regiunea variabild a lantului usor care cuprinde CDR1 din SECV. ID NR. 4,
CDR2 din SECV. ID NR. 5, SECV. ID NR. 66, SECV. ID NR. 67, SECV. ID NR. 68, SECV. ID
NR. 69, SECV. ID NR. 70, SECV. ID NR. 71, SECV. ID NR. 72 sau SECV. ID NR. 73, si
CDR3 din SECV. ID NR. 6, SECV. ID NR. 74, SECV. ID NR. 75, SECV. ID NR. 76, SECV. ID
NR. 77 sau SECV. ID NR. 78.

Intr-o altd variantd de realizare a prezentei inventii, anticorpul anti-TIGIT conform
inventiei contine regiunea FR4 a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din oricare
dintre SECV. ID NR. 7, 9-24 sau 38-47, caracterizat prin aceea ¢d M din pozitia 122 este
substituitcu V,L, A, R, N,P, Q,E, G, L H, K, F, S, T, W sau L pentru a evita o posibila oxidare.

Intr-o altd form3 de realizare a prezentei inventii, anticorpul anti-TIGIT conform inventiei
cuprinde regiunea FR4 a lantului greu care cuprinde secventa de aminoacizi din oricare dintre
SECV. ID NR. 7, 9-24 sau 38-47, caracterizat prin aceea cd M din pozitia 122 si V din pozitia
123 sunt substituite cu T si, respectiv, L, pentru a evita o potentiald oxidare.

in unele exemple de realizare a prezentei inventii, CDR3 din SECV. ID NR. 90 poate fi
modificatd in pozitia 6 pentru a reduce sau a elimina o potentiald oxidare. Astfel, de exemplu,
SECV. ID NR. 90 (GGPYGWYFDYV) poate fi modificatd pand la oricare dintre urmdtoarele
secvente: SECV. ID NR. 154-167.

Ingineria regiunii Fc a anticorpului

Anticorpii (de exemplu, anticorpii umanizati) si fragmentele acestora de legare a
antigenului, descrisi In prezentul document (de exemplu, 14A6, 28HS, 31C6 si versiunile
umanizate ale acestora), pot fi, de asemenea ocnstruiti astfel pentru a include modificirile in
regiunca Fc, de reguld, pentru a modifica una sau mai multe proprietiti ale anticorpului, cum ar
fi timpul de Injumétatire in ser, fixarea complementului, legarea cu receptorul Fc si/sau functia
efectoare (de exemplu, citotoxicitatea celulard dependenti de antigen). Mai mult ca atat,
anticorpii i fragmentele acestora de legare a antigenului, deviluiti in prezenta inventic (de
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exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot fi modificati din punct de
vedere chimic (de exemplu, una sau mai multe fragmente chimice pot fi unite la anticorp) sau pot
fi modificati pentru a le schimba glicozilarea, precum si pentru a modifica una sau mai multe
proprietdti ale anticorpului sau ale fragmentului. Fiecare dintre aceste exemple de realizare este
descris in detaliu in continuare. Numerotarea resturilor din regiunea Fc este conformi cu cea din
indicele UE dupa Kabat.

Anticorpii si fragmentele acestora de legare a antigenului descriti in documentul de fatd
(de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), includ, de asemenea,
anticorpii §i fragmentele cu regiunile Fc modificate (sau blocate) pentru a fasigura functii
efectoare modificate. (US 5624821; W02003/086310; W02005/120571; W02006/0057702).
Astfel de modificdri pot fi folosite pentru a spori sau suprima diferite reactii ale sistemului
imunitar, cu posibile efecte benefice pentru diagnostic si terapie. Modificdrile din regiunile Fc
includ modificari ale aminoacizilor (substitutii, deletii si insertii), glicozilarea sau deglicozilarca
si adidugarea mai multor regiuni Fc. Modificdrile aduse regiunii Fc pot schimba, de asemenea,
timpul de injumititire a anticorpilor In anticorpii terapeutici, ceea ce permite o dozare mai putin
frecventd si, astfel, o comoditate mai mare si o utilizare mai redusi a materialului (Presta. J.
Allergy Clin. Immunol., no 116, 2005, p. 731-734).

Intr-o variantd de realizare, anticorpul sau fragment acestuia de legare a antigenului,
conform inventici (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 sau versiunile umanizate ale acestora),
prezintd un anticorp sau un fragment al izotipului IgG4 care cuprinde o mutatic a serinei pani la
prolind intr-o pozitie corespunzitoare pozitiei 228 (S228P; indicele UE) in regiunea balama a
regiunii constante a lanfului greu. A fost publicata informatia privind faptul ci aceastd mutatic
elimind eterogenitatea puntilor disulfidice dintre lanturile grele in regiunea balama ((Angal et al.
Mol. Imunol., no 30, 1993, p. 105) pozitia 241 in baza sistemului de numerotare Kabat).

Intr-o variantd de realizare a inventiei, regiunca balama a CHI1 este modificati astfel,
incat numdrul resturilor de cisteind din regiunea balama creste sau scade. Acest procedeu este
descris suplimentar in brevetul US nr. 5677425, Numirul resturilor de cisteind din regiunea
balama a CH1 este modificat, de exemplu, pentru a facilita asamblarea lanturilor usoare si grele
sau pentru a mari sau micsora stabilitatea anticorpului.

Intr-o altd variantd de realizare, regiunca balama Fc a unui anticorp sau fragment de
legare a antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28H5 sau 31C6 sau versiunile
umanizate ale acestora), este supusd mutagenezei pentru a reduce timpul biologic de injumatitire
a anticorpului sau fragmentului. Mai precis, una sau mai multe mutatii de aminoacizi sunt
introduse pe suprafata de contact CH2-CH3 a domeniului fragmentului Fc-balama astfel, incat
anticorpul sau fragmentul posedd o deficientd de legare a proteinei stafilococice A (SpA) in
raport cu legarea SpA de citre domeniul Fc-balama nativ. Acest procedeu este descris in detaliu
in brevetul US nr. 6165745.

Intr-o altd variantd de realizare, anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului,
conform inventiei (de exemplu, 14A6 sau 28HS5, sau o versiune umanizati a acestora), este
modificat pentru a creste timpul sdu biologic de Injumdtitire. Sunt posibile diverse procedee. De
exemplu, pot fi introduse una sau mai multe dintre urmatoarele mutatii: T252L, T254S, T256F
(US 6277375). Ca alternativd, pentru a creste timpul biologic de injuméititire, anticorpul poate fi
modificat in interiorul regiunii CH1 sau CL ca si contind un epitop de legare la receptorul
recuperatoriu, luat din doud bucle ale domeniului CH2 al regiunii Fc a IgG (US 5869046; US
6121022).

in alte variante de realizare, regiunea Fc este modificatd prin inlocuirea a cel putin unui
rrest de aminoacid cu un rest de aminoacid diferit pentru a modifica functia (functiile) efectoare
ale anticorpului sau fragmentului de legare a antigenului. De exemplu, unul sau mai multi
aminoacizi, selectati dintre resturile de aminoacizi 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 si 322 pot fi
inlocuiti cu un alt rest de aminoacid, astfel incat anticorpul sa aibd o afinitate modificatd pentru
un ligand efector si sa pastreze capacitatea de legare la antigen a anticorpului parental. Ligandul
efector, afinitatea ciruia este modificatd, poate prezenta, de exemplu, un receptor Fc sau o
componentd a complementului C1 (US 5624821; US 5648260).

Intr-un alt exemplu de realizare, unul sau mai multi aminoacizi, selectati dintre resturile
de aminoacizi 329, 331 si 322, pot fi substituiti cu un alt rest de aminoacid, astfel incat
anticorpul sd posede o modificati a Clq si/sau o citotoxicitate dependentd de complement (CDC)
redusi sau pierdutd (US 6194551).
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Intr-un alt exemplu de realizare, unul sau mai multe resturi de aminoacizi din pozitiile
231 si 239 ale aminoacizilor sunt modificate pentru a schimba astfel capacitatea anticorpului de a
fixa complementul (WO 94/29351).

Inca intr-un exemplu de realizare, regiunea Fc este modificati pentru a reduce capacitatea
anticorpului sau fragmentulului de legare a antigenului conform inventiei (de exemplu, 14A6 sau
28H5, sau o versiune umanizati a acestora) de a media citotoxicitatea celulard dependentd de
anticorp (CCDA) si/sau de a scddea afinitatea anticorpului sau a fragmentului pentru un receptor
Fcy prin modificarea unuia sau a mai multor aminoacizi din urmadtoarele pozitii: 238, 239, 243,
248, 249, 252, 254, 255, 256, 258, 264, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285,
286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 315, 320, 322, 324,
326, 327, 329, 330, 331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388, 389, 398,
414, 416, 419, 430, 434, 435, 437, 438 sau 439. Acest procedeu este descris suplimentar in
publicatia PCT WO 00/42072. Mai mult decit atat, au fost cartografiate situsurile de legare la
IgGI umand pentru FcyR1, FcyRII, FcyRIIl si FcRn, fiind descrise variante cu legare
imbunatititd (Shields et al. J. Biol. Chem., no 276, 2001, p. 6591-6604).

Intr-un exemplu de realizare a inventiei, regiunca Fc este modificatd pentru a reduce
capacitatea anticorpilor conform inventici (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile
umanizate ale acestora) de a media functia efectoare si/sau de a spori proprictitile anti-
inflamatorii prin intermediul modificirii resturilor 243 si 264. Intr-o varianti de realizare,
regiunca Fc a anticorpului sau a fragmentului este modificatd prin substituirea resturilor din
pozitiile 243 si 264 cu alanind. Intr-o alti varianti de realizare, regiunca Fc este modificati
pentru a reduce capacitatea anticorpului sau a fragmentului de a media functia efectoare si/sau de
a spori proprietitile anti-inflamatorii prin modificarea resturilor 243, 264, 267 si 328.

Fortificarea functiei efectoare

In unele variante de realizare, regiunea Fc a unui anticorp anti-TIGIT este modificatd
pentru a spori capacitatea anticorpului sau fragmentului de legare a antigenului de a media
functia efectoare si/sau de a fortifica legarea lor la receptorii Fc-gamma (FeyRs).

Termenul ,functie efectoare”, asa cum este utilizat in inventia solicitatd, este destinat
pentru a desemna una sau mai multe dintre urmitoarele activitati: activitatea citotoxicd mediati
de celulele anticorp-dependente (ADCC), rdspunsurile mediate de activitatea
citotoxicd complement-dependentd (CDC), fagocitoza Fc-mediatd sau fagocitoza celulard
anticorp-dependentd (ADCP) si reciclarea anticorpilor prin intermediul receptorului FcRn.

Se estimeazd ci interactiunca dintre regiunea constantd a unei proteine de legare a
antigenului i diferiti receptori Fc (FcR) incluzind Fc-gammaRI (CD64), Fc-gammaRII (CD32)
si Fc-gammaRIII (CD 16), medaza functiile efectoare, cum ar fi ADCC si CDC, ale proteinei de
legare a antigenului. Receptorul Fc este, de asemeneca, important pentru legarea incrucisati a
anticorpului si poate fi semnificativ pentru imunitatea antitumorala.

Functia efectoare poate fi mdsuratd prin mai multe modalitéti, inclusiv, de exemplu, prin
legarea Fc-gammaRIIl cu celulele Natural Killer sau prin legarea Fc-gammaRI cu
monocite/macrofage pentru a masura functia efectoare a ADCC. De exemplu, o proteind de
legare a antigenului, conform prezentei inventii, poate fi evaluati dupd functia efectoare a ADCC
intr-un test de celule Natural Killer. Exemple de astfel de teste pot fi gisite in literatura de
specialitate (Shields et al. J. Biol. Chem., no 276, 2001, p. 6591-6604; Chappel et al. J. Biol.
Chem., vol. 268, 1993, p. 25124-25131; Lazar et al. PNAS,no 103, 2006, p. 4005-4010).

Proprictitile ADCC sau CDC ale anticorpilor, conform prezentei inventii, sau
proprietatile lor de legare incrucisati pot fi fortificate prin mai multe procedee.

Pentru regiunile constante ale IgG1 umane care posedd mutatii specifice sau glicozilare
modificatd pe restul Asn297 a fost demonstrati o legare maritd cu receptorii Fc. In unele cazuri,
s-a demonstrat, de asemenea, ci aceste mutatii sporesc ADCC si CDC (Shields et al. J. Biol.
Chem., no 276, 2001, p. 6591-6604; Lazar et al. PNAS,no 103, 2006, p. 4005-4010; Nechansky
et al. Mol. Immunol., no 44, 2007, p. 1815-1817).

Intr-o variantd de realizare a prezentei inventii, astfel de mutatii sunt prezente in una sau
mai multe din pozitiile, selectate din 239, 332 si 330 (IgG1) sau in pozitiile echivalente din alte
izotipuri de IgG. Exemple de mutatii adecvate prezintd $239D, I332E si A330L. Intr-o varianti
de realizare, proteina de legare a antigenului, conform inventiei, descrisd in documentul de fati,
este supusd mutagenezei in pozitiile 239 si 332, de exemplu, S239D si 1332E sau, intr-o altd
variantd de realizare, este supusd mutagenezei in trei sau mai multe pozitii, selectate dintre 239,
332 si 330, de exemplu, S239D si I332E, si A330L. (Numerotare conformi indicelui UE).
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Intr-o variantd alternativd de realizare a prezentei inventii, a fost prezentat un anticorp
care cuprinde o regiune constantd a lantului greu cu un profil de glicozilare modificat, astfel
incit proteina de legare a antigenului posedd o functie efectoare fortificatd. De exemplu,
caracterizatd prin aceea c¢i anticorpul posedd o ADCC imbunitititd sau CDC imbunitititd, sau
ca el poseda functii efectoare imbunititite atit ADCC, cat si CDC. Exemple de procedee
adecvate de obtinere a proteinei de legare a antigenului cu un profil modificat de glicozilare sunt
descrise in literatura brevetard (WO 2003/011878; WO 2006/014679; EP 1229125).

Intr-un alt aspect al sdu, prezenta inventic se referd la anticorpi ,,non-fucozilati” sau
wafucozilati”. Anticorpii non-fucozilati contin o structurd nucleicd tri-manozil de N-glicani de tip
complex Fc fard resturi de fucozd. Acesti anticorpi glico-modificati, care sunt lipsiti de restul
nucleic de fucoza din N-glicanii Fc, pot avea o ADCC mai puternicd decat echivalentele lor
fucozilate, datoritd sporirii capacititii de legare a Fc-gammaRIII.

Prezenta inventie se referd, de asemenea, la un procedeu de producere a unui anticorp
conform inventiei, care cuprinde urmditoarcle ctape de: a) cultivare a unei celule gazda
recombinantd cuprinzind un vector de expresie care contine un acid nucleic izolat, asa cum este
descris in documentul de fatd, caracterizat prin aceea ¢i celula gazda recombinanti nu cuprinde o
alfa-1,6-fucoziltransferazi; si b) izolarea proteinei de legare a antigenului. In mod normal, celula
gazdd recombinantd poate si nu contind o gend care codificd o alfa-1,6-fucoziltransferazi (de
exemplu, celulele gazdi de drojdie, cum ar fi Pichia sp.) sau poate fi modificatd genetic pentru
inactivarea unei alfa-1,6-fucoziltransferazd. Sunt disponibile celule gazdd recombinante
modificate genetic pentru inactivarea genei FUT8 codificand o alfa-1,6-fucoziltransferaza. A se
vedea, de exemplu, sistemul tehnologic POTELLIGENT™ disponibil de la BioWa, Inc.
(Princeton, N.J.), in care celulele CHOKI1SYV, lipsite de o copic functionald a genei FUTS,
produc anticorpi monoclonali avind o activitate sporitd de citotoxicitate cu mediere celulard
anticorp-dependentd (ADCC) in raport cu un anticorp monoclonal identic, produs intr-o celuld cu
gena functionald FUTS. Aspectele sistemului tehnologic POTELLIGENT™ sunt descrise in
literatura de specialitate (US 7214775; US 6946292; WO 0061739; WO 0231240). Specialistii
din domeniul de referintd vor recunoaste, de asemenea, si alte sisteme adecvate.

Pentru specialistii in domeniul de referintd va fi evident faptul ca astfel de modificari pot
fi utilizate nu doar in monoterapie, ci pot fi aplicate si in combinatie unele cu altele, cu scopul de
a fortifica si mai mult functia efectoare.

Obtinerea anticorpilor cu glicozilare modificati

Intr-o altd variantd de realizare, anticorpii sau fragmentele acestora de legare a
antigenului, conform prezentei inventii (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate
ale acestora), cuprind un anumit model de glicozilare. De exemplu, se poate obtine un anticorp
afucozilat sau un anticorp aglicozilat sau un fragment (si anume, un anticorp lipsit de fucoza sau
de glicozilare, respectiv). Modelul de glicozilare al unui anticorp sau al unui fragment poate fi
modificat, de exemplu, pentru a spori afinitatea sau aviditatea anticorpului sau a fragmentului
pentru un antigen TIGIT. Astfel de modificari pot fi realizate, de exemplu, prin modificarea unua
sau a mai multor situsuri de glicozilare in secventa anticorpului sau a fragmentului. De exemplu,
pot fi efectuate una sau mai multe substitutii de aminoacizi care conduc la eliminarea unuia sau a
mai multor situsuri de glicozilare din cadrul regiunii variabile pentru a elimina astfel glicozilarea
in acest situs. O astfel de aglicozilare poate creste afinitatea sau aviditatea anticorpului sau a
fragmentului in raport cu antigenul (US 5714350; US 6350861).

Anticorpii si fragmentele acestora de legare a antigenului, dezvaluiti in inventia propusa
(de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora, pot include suplimentar
anticorpii §i fragmentele produsi in celulele gazdi ale eucariotelor inferioare, in special in
celulele gazda fungice, cum ar fi drojdia si fungiile filamentoase, modificate genetic pentru a
produce glicoproteine posedand modele de glicozilare similare modelelor de glicozilare de
mamifer sau uman (Choi et al. Proc. Natl. Acad. Sci., no 100, 2003, p. 5022-5027; Hamilton et
al. Science, no 301, 2003, p.1244-1246; Hamilton et al. Science, no 313, 20006, p. 1441-1443;
Nett et al, Yeast, no 28(3), 2011, p. 237-52; Hamilton et al. Curr. Opin. Biotechnol. Oct, vol
18(5), 2007, p. 387-392). Un avantaj deosebit al acestor celule gazdi modificate genetic, in
comparatic cu liniile celulare de mamifere utilizate in timpul de fata, il constituic capacitatea de
a controla profilul de glicozilare a glicoproteinelor produse in celule, astfel incat pot fi obtinute
compozitii de glicoproteine in care predomind o anumita structurd de N-glican (US 7029872; US
7449308). Aceste celule gazdi modificate genetic au fost folosite pentru a produce anticorpi
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avand in mod predominant structuri de N-glican specifice (Li et al. Nat. Biotechnol., no 24,
2006, p. 210-215).

In variantele particulare de realizare, anticorpii si fragmentele acestora de legare a ului,
dezviluiti in documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale
acestora), includ suplimentar anticorpii si fragmentele produsi in celulele gazda de eucariote
inferioare si cuprinzdnd N-glicani hibrizi si complecsi fucozilati si non-fucozilati, inclusiv
molecule bi-sectionate si multiantenice, cuprinzand, dar fird a se limita la acestia, N-glicani, cum
ar fi GICNAC(1_4)Man3G1CNAC2; Gal(14)GICNAC(1_4)Man3GlcNAcz; NANA(1_4)Gal(1_4)G1CNAC(1_
4)Man3GlcNAcz.

in variante particulare de realizare, anticorpii si fragmentele acestora de legare a
antigenului, prezentati in acest document (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 si versiunile
umanizate ale acestora), pot cuprinde anticorpi sau fragmente avand cel putin un N-glican hibrid,
selectat din grupul constand din GlcNAcMansGleNAcy; GalGleNAcMansGIcNAc:;  si
NANAGalGlcNAcMansGlcNAc;. In anumite aspecte, N-glicanul hibrid prezintd specia
predominantd de N-glicani din compozitie.

in variante particulare de realizare, anticorpii si fragmentele acestora de legare a
antigenului, prezentati in documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile
umanizate ale acestora), cuprind anticorpi si fragmente avand cel putin un N-glican complex,
selectat din grupul constand din GIcNAcMansGlcNAc;;  GalGleNAcManzGleNAc;
NANAGalGlcNAcMansGlcNAcs; GlcNAc;ManzGleNAcs;
GalGlcNAc;ManzGleNAc;;GaloGleNAcMansGIleNAc;; NANAGal,GIeNAc,MansGIcNAcs; si
NANA,Gal,GlcNAc;MansGleNAc,. In aspecte particulare de realizare, N-glicanii complecsi
constituie specia predominanti de N-glicani din compozitie. In aspectele urmitoare, N-glicanul
complex prezinti o specie particulard de N-glicani care constituie aproximativ 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% sau 100% din N-glicanii complecsi din compozitie.
Intr-o varianti de realizare, anticorpul sau fragmentele acestuia de legare a antigenului,
prezentati in prezentul document, cuprind N-glicani complecsi, in care cel putin 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% sau 100% din N-glicanii complecsi contin structura
NANA,Gal,GlcNAc;MansGIcNAc,, in care o astfel de structurd este afucozilati. Astfel de
structuri pot fi obtinute, de exemplu, in celulele gazdd modificate Pichia pastoris.

In variante particulare de realizare, N-glicanul este fucozilat. De reguld, fucosa se afla
intr-o legiturd o1,3 cu GIcNAc la capitul reducitor al N-glicanului, intr-o legiturd ol,6 cu
GlcNAc la capdtul reducidtor al N-glicanului, intr-o legaturd ol,2 cu GIcNAc la capitul
nereducitor al N-glicanului, intr-o legdturd ol,3 cu GIcNAc la capitul nereducdtor al N-
glicanului sau intr-o legiturd o1,4 cu GlcNAc la capdtul nereducdtor al N-glicanului.

Astfel, In aspectele particulare mentionate mai sus ale compozitiilor glicoproteince,
glicoforma prezinti o fucoza cu o legiturd o1,3 sau 1,6 pentru a produce glicoforma, selectatd
din grupul constand din MansGlcNAc,(Fuc), GlcNAcMansGleNAc,(Fuc), ManzGleNAc,(Fuc),
GIcNAcMansGIcNAca(Fuc), GleNAc:MansGlcNAcx(Fuc),  GalGleNAc,ManzGleNAc,(Fuc),
Gal,GlcNAc;ManzGleNAc,(Fuc), NANAGal,GlcNAc;ManzGleNAc, (Fuc), si
NANA,Gal,GleNAc:ManzGleNAc,(Fuc); o fucoza cu o legdturd 1,3 sau ol,4 pentru a produce
glicoforma, selectati ~ din  grupul constind din  GlcNAc(Fuc)MansGlcNAc,,
GlcNAc(Fuc)MansGlcNAc,, GlIcNAc(Fuci2)MansGIcNAc;, GalGIcNAc(Fuc;.-
2)Man3GlcNACc,, Gal,GlcNAc:(Fucl-2)Man3GIcNAc2, NANAGal2GIcNAc2(Fuc;.-
2)ManzGlcNAc,, si NANA>Gal,GleNAc:(Fuci»)ManzGlcNAc»; sau o fucozd cu o legiturd ol,2
pentru a produce glicoforma, selectatd din grupul constind din Gal(Fuc)GIcNAc:ManzGlcNAc,,
Galy(Fuci2)GlcNAc;ManzGIcNAGc,, NANAGaly(Fuci2)GlcNAc:ManszGIcNAc,, si
NANAGaly(Fuc;2)GlcNAc:ManzGIcNAc;.

In urmitoarele aspecte de realizare, anticorpii (de exemplu, anticorpii umanizati) sau
fragmentele acestora de legare a antigenului cuprind N-glicani cu continut ridicat de manoza
incluzind, dar fird a se limita la acestca, MangGlcNAc,, Man;GlcNAc,;, MangGIcNAc,,
MansGleNAc,, ManyGleNAc;, sau N-glicani constand din structura N-glicanicd Man GlcNAc,.

EEYF urmitoarele aspecte ale celor mentionate mai sus, N-glicanii complecsi includ

rnlinnantar manlamsla Aranmilata cd nnn Faannilata i cantinnata cd menlbinntaniaa
X

Asa cum sunt utilizati in prezentul document, termenii ,,N-glican” si ,,glicoformd” sunt
folositi intersanjabil si se referd la o oligozaharidd N-legatd, de exemplu, la o oligozaharidd
atagatd printr-o legiturd asparagind-N-acetilglucozaminid la un rest de asparagind al unei
polipeptide. Glicoproteinele N-legate contin un rest N-acetilglucozamind legat cu azotul amidic
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al unui rest de asparagind din proteind. Zaharurile gasite in mod predominant pe glicoproteine
sunt glucoza, galactoza, manoza, fucoza, N-acetilgalactozamina (GalNAc), N-acetilglucozamina
(GIcNAc) si acidul sialic (de exemplu, acidul N-acetil-neuraminic (NANA)). Prelucrarea
grupelor de zaharuri se produce in mod co-translational in lumenul ER si continud in mod post-
translational pe complexul Golgi pentru glicoproteinele N-legate.

N-glicanii posedd un nucleu comun de pentazaharidd Man3GlcNAc; (termenul ,,Man”
desemneazd manoza; termenul ,,Glc” desemneazd glucoza; si termenul ,,Nac” desemneazd N-
acetilul, GlcNAc desemneazd N-acetilglucozamina). De reguld, structurile N-glicanilor sunt
prezentate cu capatul nereducitor in stinga si cu capatul reducdtor in dreapta. Capitul reducitor
al N-glicanului constituie extremitatea atasata la restul Asn, cuprinzand sitesul de glicozilare, pe
proteind. N-glicanii diferd in ceea ce priveste numirul de ramuri (antene) cuprinzand zaharuri
periferice (de exemplu, GIcNAc, galactoza, fucozai si acid sialic), care sunt adaugate la structura
nucleicd Man3GlcNAc; (,Man3”), mentionati de asemenea si ca ,,nucleu de trimanoza”, ,,nucleu
pentazaharidic” sau ,nucleu de paucimanoza”. N-glicanii sunt clasificati in functie de
constituentii lor ramificati (de exemplu, cu continut ridicat de manozi, complecsi sau hibrizi).
Tipul de N-glicani ,,cu continut ridicat de manoza” posedd cinci sau mai multe resturi de
manoza. N-glicanii de tip ,,complecsi” poseda, de reguld, cel putin un GIcNAc atasat 1a bratul 1,3
al manozei si cel putin un GICNAc atasat 1a ramura 1,6 a manozei unui nucleu "trimanoza”. N-
glicanii complecsi pot contine, de asemeneca, galactozd (,,Gal”) sau resturi de N-
acetilgalactozamind (,,GalNAc"), care, In mod optional, sunt modificati cu acid sialic sau cu
derivati (de exemplu, ,,NANA” sau ,NeuAc”, unde ,,Neu” desemneazi acidul neuraminic si
»AC” desemneazd acetilul). N-glicanii complecsi pot avea, de asemenea, substitutii intracatenare
care cuprind un GIlcNAc ,bi-sectionat" si un fucozi nucleica (,,Fuc”). N-glicanii complecsi pot
avea, de asemenea, multiple antene pe ,,nucleul de trimanozd”, denumite adesea si ,,glicani
multiantenici”. N-glicanul , hibrid” are cel putin un GIcNAc pe extremitatea bratului 1,3 de
manozd al nucleului de trimanozi si zero sau mai multe resturi de manoza pe bratul 1,6 de
manoza al nucleului de trimanozi. Diferiti N-glicani sunt denumiti, de asemenea, ,,glicoforme”.

in ceea ce priveste N-glicanii complecsi, termenii ,,G-27, ,,G-17, ,,G0”, ,,G17, ,,G2”, ,,Al”
si ,,A2” Inseamnd urmdtoarele: termenul ,,G-2" se referd la structura N-glicanului care poate fi
caracterizatd drept Man,GIcNAc ; termenul ,,G-17 se referd la structura N-glicanului care poate

fi caracterizatd drept GleNAcMan GlcNAc ; termenul ,,GO” se referd la structura N-glicanului
care poate fi caracterizatd drept GIeNAc Man, GlcNAc ; termenul ,,G1” se referd la structura N-
glicanului care poate fi caracterizatd drept GalGlcNAczMan3GlcNAcz; termenul ,,G2” se referd
la structura N-glicanului care poate fi caracterizatd drept Gal GleNAc Man GleNAc,; termenul

LA1”  se refera la structura N-glicanului care poate fi  caracterizatd  drept
NANAGalZGlcNAczMan3GlcNA02; si termenul ,,A2” se referd la structura N-glicanului care

poate fi caracterizatd drept NANA Gal GleNAc Man GIcNAc,. Dacd nu se specificd altfel,

termenii ,,G-2", ,,G-17, ,,G0”, ,G1”, ,G2”, ,,Al1” si ,,A2” se referd la moleculele N-glicanului
care nu contin fucozi, atasatd la restul de GIcNAc de pe capitul reducdtor al N-glicanului. Cand
termenul include ,,F”, atunci acest ,,F” indica faptul cd molecula de N-glican contine un rest de
fucoza pe restul GICNAc de pe capdtul reducitor al N-glicanului. De exemplu, toate GOF, GI1F,
G2F, AIF si A2F indici faptul cd N-glicanul mai include un rest de fucoza, atasat la restul de
GIcNAc de pe capitul reducitor al N-glicanului. Eucariotele inferioare, cum ar fi drojdia si
ciupercile filamentoase, in mod normal nu produc N-glicani care contin fucoza.

In ceea ce priveste N-glicanii multiantenici, termenul ,,N-glicani multiantenici” se referi
la N-glicanii care cuprind suplimentar un rest de G1cNAc pe restul de manoza continind un
capat nereducator al bratului 1,6 sau al bratului 1,3 al N-glicanului, sau un rest GlcNAc pe
fiecare dintre resturile de manoz3i continind un capat nereducitor al bratului 1,6 si al bratului 1,3
al N-glicanului. Astfel, N-glicanii multiantenicii pot fi caracterizati prin formulele GICNAC(Z_

4)Man3GlcNA02, Gal(1 4)GICNAC(Z_ 4)Man3GlcNA02 sau NANA(1 4)Gal(1 4)GICNAC(Z_
4)Man3GlcNAcz. Termenul ,,1-4” se referd la resturilel, 2, 3 sau 4.

In ceea ce priveste N-glicanii bi-sectionati, termenul ,,N-glican bi-sectionat™ se referd la
N-glicanii in care restul de GIcNAc este legat de restul de manoza pe capitul reducitor al N-
glicanului. N-glicanul bi-sectionat poate fi caracterizat prin formula GleNAc Man GleNAc, in

care fiecare rest de manozi este legat cu restul de GIcNAc pe capatul nereductor al acestuia.
Spre deosebire de aceasta, atunci cand un N-glican multiantenic este caracterizat drept
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GleNAc, Man,GIcNAc , formula indica faptul ca doud resturi de GleNAc sunt legate la restul de

manozd pe capatul nereducdtor al unuia dintre cele doud brate ale N-glicanilor si un rest de
GIcNACc este legat la restul de manoza pe capatul nereducitor al celuilalt brat al N-glicanului.

Proprietitile fizice ale anticorpilor

Anticorpii si fragmentele acestora de legare a antigenului, dezvaluti in documentul de fatd
(de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot contine suplimentar
unul sau mai multe situsuri de glicozilare in regiunea variabild a lantului usor sau a lantului greu
al imunoglobulinei. Astfel de situsuri de glicozilare pot conduce la o imunogenitate crescutd a
anticorpului sau a fragmentului, sau la o modificare a pK a anticorpului din cauza unei legdri
modificate a antigenului (Marshall et al. Annu. Rev. Biochem., 1972, p. 41673-41702; Gala and
Morrison. J. Immunol., no 172, 2004, p. 5489-5494; Wallick et al. J. Exp. Med., no 168, 1988,
p- 1099-1109; Spiro. Glycobiology, no 12, 2002, p. 43R-56R; Parekh et al., (1985) Nature, no
316, p. 452-457; Mimura et al. Mol. Immunol., no 37, 2000, p. 697-706). Este cunoscut faptul ci
glicozilarea se produce pe motivele care contin secventa N-X-S/T.

Fiecare anticorp sau fragment de legare a antigenului (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6
sau versiunile umanizate ale acestora) posedd un punct izoelectric unic (pl), care se incadreaza,
de reguld, in diapazonul pH-ului dintre 6 si 9,5. pl pentru un anticorp IgG1 se incadreazi, de
reguld, in diapazonul pH-ului dintre 7 si 9,5, iar pl pentru un anticorp IgG4 se incadreaza, de
reguld, in diapazonul pHui dintre 6 si 8.

Fiecare anticorp sau fragment de legare a antigenului (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6
sau versiunile umanizate ale acestora) posedi o temperaturd specificd de topire, unde cea mai
inalti temperaturd de topire indicd o mai mare stabilitate generala in vivo (Krishnamurthy R. and
Manning M.C. Curr. Pharm. Biotechnol., no 3, 2002, p. 361-371). De reguld, Twm: (temperatura
desfasurdrii initiale), poate fi mai mare de 60°C, mai mare de 65°C, sau mai mare de 70°C.
Temperatura de topire a unui anticorp sau a unui fragment poate fi misurati cu ajutorul
calorimetriei cu scanare diferentiald (Chen et al. Pharm. Res., no 20, 2003, p. 1952-1960;
Ghirlando et al. Immunol. Lett., no 68, 1999, p. 47-52) sau cu dicroism circular (Murray et al. J.
Chromatogr. Sci., no 40, 2002, p. 343-349).

In urmitorul exemplu de realizare, anticorpii si fragmentele acestora de legare a
antigenului (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora) sunt selectati
astfel, incat si nu degradeze rapid. Degradarea unui anticorp sau a unui fragment poate fi
masurati cu ajutorul electroforezei capilare (CE) si al MALDI-MS (Alexander A.J. and Hughes
D.E. Anal. Chem., no 67, 1995, p. 3626-3632).

In urmitoarea varianti de realizare, anticorpii (de exemplu, 14A6, 28HS, 31C6 si
versiunile lor umanizate) si fragmentele acestora de legare a antigenului sunt selectati astfel,
incat sd arate efecte minime de agregare, care pot conduce la declansarea unui raspuns imun
nedorit si/sau la proprietiti farmacocinetice modificate sau nefavorabile. De reguld, sunt
acceptabili anticorpii i fragmentele cu o agregare de 25% sau mai putin, 20% sau mai putin,
15% sau mai putin, 10% sau mai putin ori 5% sau mai putin. Agregarea poate fi masuratd prin
mai multe procedee, inclusiv prin cromatografia de excludere stericA (SEC), cromatografia
lichida de inaltd performantd (HPLC) si difuzia luminii.

Conjugatele anticorpilor

Anticorpii anti-TIGIT si fragmentele acestora de legare a antigenului, dezvaluiti in
documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot fi,
de asemenea, conjugati cu un grup chimic. Grupul chimic poate prezenta, inter alia, un polimer,
un radionuclid sau un factor citotoxic. In variante particulare de realizare, grupul chimic prezinti
un polimer care mireste timpul de injumdtitire al anticorpului sau al fragmentului in organismul
subiectului. Polimerii adecvati includ, dar nu se limiteazi la acestia, polimeri hidrofili, care
contin, dar nu se limiteaza la acestia, polietilen glicol (PEG) (de exemplu, PEG cu o greutate
moleculard de 2 kDa, 5 kDa, 10 kDa, 12 kDa, 20 kDa, 30 kDa sau 40 kDa), dextran si
monometoxipolietilen glicol (mPEG). Sunt dezviluiti anticorpii cu un singur lant, conjugati cu
PEG (Lee et al. Bioconj. Chem., no 10, 1999, p. 973-981). Mai este descrisd conjugarca
anticorpilor cu PEG, care este atasat la un chelator de radiometale (acid
dietilentriaminpentaacetic (DTPA) (Wen et al. Bioconj. Chem., no 12, 2001, p. 545-553).

Anticorpii si fragmentele acestora de legare a antigenului, dezvaluiti in documentul de
fatd (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot fi, de asemenea,
conjugati cu marcaje precum *Tc, Y, !In, 3P, 14C, 121, 3H, B!, !!C, O, BN, BF, 3§, 3ICr,
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57T0, 226Ra, 6OC0, 59F€, 57S€, 152Eu’ 67Cll, 217Ci, 211At, 212Pb, 47SC, 109Pd, 234Th Sl 4OK, 157Gd, SSMII,
32Tr si Fe.

Anticorpii si fragmentele de legare a antigenului, dezviluiti in prezenta descriere (de
exemplu, 14A06, 28HS5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot fi, de asemenea PEGilati,
de exemplu, pentru a creste timpul lor de injumdtatire biologicd (de exemplu, in ser). Pentru a
PEGila un anticorp sau un fragment, in mod tipic anticorpul sau fragmentul este supus
interactiunii cu o forma reactivd de polictilen glicol (PEG), cum ar fi un ester reactiv sau un
derivat de aldehidd PEG, in conditiile In care una sau mai multe grupuri PEG se atascazi la
anticorp sau la fragmentul acestuia. In variante particulare de realizare, PEGilarea este realizati
printr-o reactie de acilare sau o reactic de alchilare cu o moleculd reactivd de PEG (sau un
polimer analog solubil in apd reactiv). Asa cum este utilizat in descrierea de fatd, termenul
polietilen glicol” este destinat sd cuprindi toate formele de PEG care sunt utilizate pentru
derivarea altor proteine, cum sunt mono(C1-C10) alcoxi- sau ariloxi-polietilen glicol sau
polietilen glicol-maleimidi. In anumite variante de realizare, anticorpul sau fragmentul, care
urmeazi si fie PEGilat, constituic un anticorp sau un fragment aglicozilat. Procedeele de
PEGilare a proteinelor sunt cunoscute in domeniul de referintd si pot fi aplicate pentru anticorpii
din inventia solicitatd (EP 0154316; EP 0401384).

Anticorpii si fragmentele de legare a antigenului, descrisi in documentul de fatd (de
exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot fi, de asemenea, conjugati
cu marcaje fluorescente sau chemiluminescente, inclusiv cu fluorofori, cum ar fi chelatii de
pamanturi rare, fluoresceina si derivatii sii, rodamina si derivatii sdi, izotiocianatul, ficoeritrina,
ficocianina, alloficocianina, o-ftalaldehida, fluorescamina, '>?Eu, dansilul, umbeliferona,
luciferina, marcajul cu luminal, marcajul cu isoluminal, marcajul pe bazi de ester de acridiniu
aromatic, marcajul cu imidazol, marcajul pe bazd de sare de acridimium, marcajul cu ester al
acidului oxalic, marcajul cu aequorind, 2,3-dihidroftalazindiond, biotind/avidind, marcaje de spin
si radicali liberi stabili.

Anticorpii si fragmentele acestora de legare a antigenului, conform inventiei (de exemplu,
14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot fi, de asemenea, conjugati cu un
factor citotoxic, cum ar fi toxina difterica, lantul A de exotoxind Pseudomonas aeruginosa,
lantul A de ricind, lantul A de abrind, lantul A de modecind, alfa-sarcind, proteinele si compusii
lor (de exemplu, acizii grasi) Aleurites fordii proteinele diantin, proteinele PAPI, PAPII si PAP-
S Phytoiacca americana, inhibitorul de Momordica charantia, curcinul, crotina, inhibitorul de
saponaria officinalis, mitogelina, restrictocina, fenomicina si enomicina.

Pentru conjugarea anticorpilor si a fragmentelor acestora de legare a antigenului, conform
prezentei inventii (de exemplu, 14A6, 28HS, 31C6 si versiunile lor umanizate), cu diferite
grupuri, poate fi utilizat orice procedeu, cunoscut in domeniul de referintd al tehnicii (inclusiv
(Hunteret al. Nature, no 144, 1962, p. 945; David et al. Biochemistry, no 13, 1974, p. 1014;
Painet al. J. Immunol. Meth., no 40, 1981, p. 219; Nygren. J. Histochem. and Cytochem., no 30,
1982, p. 407)). Procedecle de conjugare a anticorpilor si a fragmentelor acestora sunt unanim
acceptate si foarte bine cunoscute in domeniul dat.

Utilizdrile terapeutice ale anticorpilor anti-TIGIT

In continuare, sunt prezentate procedeele de tratare a subiectilor, inclusiv a subiectilor
umani, care necesitd tratament cu anticorpi izolati sau cu fragmentele acestora de legare a
antigenului, dezvaluiti in prezenta inventic (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile
umanizate ale acestora). Intr-o varianti de realizare a inventiei, un asemenea subiect suferd de o
infectie sau de o boali infectioasi. Intr-o altd varianti de realizare, un astfel de subiect suferd de
o tumoare maligni. Intr-o varianti de realizare, cancerul prezinti o tumoare solidd, infiltrati de
limfocite tumor-infiltrative exprimand TIGIT. Intr-o varianti de realizare, cancerul prezintd, de
exemplu, osteosarcom, rabdomiosarcom, neuroblastom, cancer renal, leucemie, cancer renal cu
celule tranzitionale, cancer de vezica urinard, cancer Wilms, cancer ovarian, cancer pancreatic,
cancer de sin, cancer de prostatd, cancer 0sos, cancer pulmonar (de exemplu, cancerul pulmonar
non-microcelular), cancer gastric, cancer colorectal, cancer de col uterin, sarcom sinovial,
cancerul capului si gatului, carcinom cu celule scuamoase, miclom multiplu, carcinom renal
cu celule clare, retinoblastom, hepatoblastom, carcinom hepatocelular, melanom, tumoare
rabdoidd de rinichi, sarcom Ewing, condrosarcom, cancer cercbral, glioblastom, meningiom,
adenom hipofizar, schwannoma vestibular, tumoare neuroectodermald primitiva, meduloblastom,
astrocitom, astrocitom anaplazic, oligodendrogliom, ependimom, papilom de plex coroid,
policitemie vera, trombocitemie, miclofibroza idiopaticd, sarcom de tesuturi moi, cancer
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tiroidian, cancer endometrial, cancer carcinoid sau cancer hepatic, cancer de san sau cancer
gastric. Intr-o variantd de realizare a inventiei, tumoarea maligni prezintd un cancer metastatic,
de exemplu, din varietdtile mentionate mai sus.

Intr-o variantd de realizare, prezenta inventic se referd la procedeele de tratare a
subiectilor folosind un anticorp anti-TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a antigenului,
conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), in care
subiectul suferd de o infectie virali. Intr-o varianti de realizare, infectia virali este infectia cu un
virus, selectat din grupul format din virusul imunodeficientei umane (HIV), virusul hepatic (A, B
sau C), virusul herpetic (de exemplu, VZV, HSV-I, HAV-6 , HSV-II si CMV, virusul Epstein-
Barr), adenovirus, virus gripal, flavivirusuri, echovirus, rinovirus, virusul Coxsackie,
coronavirus, virus sincitial respirator, virusul oreionului, rotavirus, virusul rujeolei, virusul
rubeolei, parvovirus, virusul vaccinia, virusul HTLV, virusul dengue, papilomavirus, virusul
molluscum contagiosum, poliovirus, virusul rabiei, virusul JC sau virusul encefalitei arbovirale.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la procedecle de tratare a subiectilor
folosind un anticorp anti-TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform
inventiei, in care subiectul suferd de o infectie bacteriana. intr-o varianti de realizare, infectia
bacteriand este infectia cu o bacterie, selectatd din grupul constind din Chlamidia, bacterii
rickettsia, micobacterii, stafilococi, streptococi, pneumonococi, Mmeningococi §i gonococi,
klebsiella, proteus, serratia, pseudomonas, Legionella, Corynebacterium diphteriae, Salmonella,
bacili, Vibrio cholerae, Clostridium tetan, Clostridium botulinum, Bacillus anthricis, Yersinia
pestis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium lepromatosis s1 Borriella.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la procedecle de tratare a subiectilor
folosind un anticorp anti-TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform
inventiei, in care subiectul suferd de o infectic fungica. Intr-o varianti de realizare, infectia
fungica este infectia cu o ciupercd, selectatad din grupul constand din Candida (albicans, krusei,
glabrata, tropicalis etc.), Cryptococcus neoformans, Aspergillus (fumigatus, niger etc.), Genus
Mucorales (mucor, absidia, rhizopus), Sporotrix schenkii, Blastomyces dermatitidis,
Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis $i Histoplasma capsulatum.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la procedecle de tratare a subiectilor
folosind un anticorp anti-TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform
inventiei, in care subiectul suferd de o infectic parazitarad. Intr-o varianti de realizare, infectia
parazitard este infectarea cu un parazit, selectat din grupul constind din Entamoeba histolytica,
Balantidium coli, Naegleria fowleri, Acanthamoeba, Giardia Lambia, Cryptosporidium,
Preumocystis carinii, Plasmodium vivax, Babesia microti, Trypanosoma brucei, Trypanosoma
cruzgi, Leishmania donovani, Toxoplasma gondii si Nippostrongylus brasiliensis.

Totodatd, prezenta inventie se referd la un procedeu de prevenire sau de inhibare a legarii
TIGIT cu MHC clasa II, de sporire a activarii celulelor T antigen-specific sau de stimulare a
productiei interleukinei-2 de citre celulele T la un subiect (de exemplu, un subiect uman), de
exemplu, In care subiectul suferd de o tumoare maligna sau de o boald infectioasd (de exemplu,
asa cum este discutat in inventia de fatd) cuprinzand administrarea unei cantitati eficiente dintr-
un anticorp anti-TIGIT sau dintr-un fragment al acestuia de legare a antigenului (de exemplu,
14A6, 28A5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), in mod optional, in asociere cu un agent
chimioterapeutic suplimentar.

Un ,,subiect” poate fi un mamifer, precum om, caine, pisicd, cal, vaci, soarece, sobolan,
maimutd (de exemplu, maimute cynomolgus, de exemplu, Macaca fascicularis) sau iepure. In
exemplele de realizare preferabile ale prezentei inventii subiectul prezinta un subiect uman.

In variante particulare de realizare a inventiei, anticorpii sau fragmentele acestora de
legare a antigenului, dezviluiti in documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 si
versiunile umanizate ale acestora), pot fi utilizati de sine stititor sau 1n asociere cu alti agenti
terapeutici suplimentari si/sau proceduri terapeutice, pentru tratarea sau prevenirea oricirei
maladii, cum ar fi tumoarea maligni, de exemplu, asa cum este discutat in documentul de fata, la
un subiect care are nevoie de un astfel de tratament sau de o astfel de prevenire. Compozitiile, de
exemplu, compozitiile farmaceutice care cuprind un purtitor acceptabil farmaceutic continind
astfel de anticorpi si fragmente, in asociere cu agenti terapeutici suplimentari, sunt, de asemenea,
parte a prezentei inventii.

In unele variante particulare de realizare a prezentei inventii, anticorpii sau fragmentele
acestora de legare a antigenului, dezvaluiti in documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28H5.
31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot fi utilizati de sine stititor sau in asociere cu
vaccinuri tumorale.
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In unele variante particulare de realizare, anticorpii sau fragmentele acestora de legare a
antigenului, descrisi in documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 si versiunile
umanizate ale acestora), pot fi utilizati de sine stititor sau in asociere cu agenti
chimioterapeutici.

In unele variante particulare de realizare, anticorpii sau fragmentele acestora de legare a
antigenului, descrisi in documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 si versiunile
umanizate ale acestora), pot fi utilizati de sine stitdtor sau in asociere cu radioterapie.

In unele variante particulare de realizare, anticorpii sau fragmentele acestora de legare a
antigenului, descrisi in documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 si versiunile
umanizate ale acestora), pot fi utilizati de sine stititor sau in asociere cu terapii directionate.
Exemplele de terapii directionate includ: terapii hormonale, inhibitori de transmitere a
semnalului (de exemplu, inhibitorii EGFR, cum sunt cetuximab (Erbitux) si erlotinib (Tarceva));
inhibitorii HER2 (de exemplu, trastuzumab (Herceptin) si pertuzumab (Perjeta)); inhibitorii
BCR-ABL (cum sunt imatinib (Gleevec) si dasatinib (Sprycel)); inhibitorii ALK (cum sunt
crizotinib (Xalkori) si ceritinib (Zykadia)); inhibitorii BRAF (cum sunt vemurafenib (Zelboraf)
si dabrafenib (Tafinlar)), modulatori de expresic a genelor, inductori ai apoptozei (de exemplu,
bortezomib (Velcade) si carfilzomib (Kyprolis)), inhibitorii de angiogenezd (de exemplu,
bevacizumab (Avastin) si ramucirumab (Cyramza), anticorpi monoclonali atasati la toxine (de
exemplu, brentuximab vedotin (Adcetris) si ado-trastuzumab emtansine (Kadcyla)).

In unele variante particulare de realizare, anticorpii anti-TIGIT sau fragmentele acestora
de legare a antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile
umanizate ale acestora), pot fi utilizati in combinatie cu un agent terapeutic anti-cancer sau cu un
agent imunomodulator, cum ar fi un inhibitor al receptorului imunomodulator, de exemplu, un
anticorp sau un fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagd in mod specific cu
receptorul dat.

Astfel, prezenta inventie se referd la compozitii care cuprind un anticorp anti-TIGIT sau
un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform prezentei inventii (de exemplu, 14A6,
28H5, 31C6 si versiuni umanizate ale acestora), In asociere cu pembrolizumab; precum si la
procedee de tratare sau de prevenire a cancerului la un subiect care cuprinde administrarea unei
cantitdti eficiente dintr-un anticorp anti-TIGIT sau dintr-un fragment al acestuia de legare a
antigenului si pembrolizumab la subiectul in cauzi. In mod optional, subiectului i se
administreaza, de asemenea, un agent terapeutic suplimentar.

Intr-un exemplu de realizare a inventiei, un anticorp anti-TIGIT sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului, conform prezentei inventii (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si
versiunile umanizate ale acestora), este prezent in asociere cu un anticorp izolat care cuprinde
lantul greu al imunoglobuliniei contindnd secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 33 si lantul
usor al imunoglobulinei contindnd secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 34. SECV. ID NR.
33 51 SECV. ID NR. 34 codifici lantul greu si lantul usor al pembrolizumabului.

Intr-una dintre variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform prezentei inventii (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si
versiunile umanizate ale acestora), este prezent in asociere cu un anticorp izolat care cuprinde
lantul greu al imunoglobulinei continind secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 35 si lantul
usor al imunoglobulinei contindnd secventa de aminoacizi din SECV. ID NR. 36. SECV. ID NR.
35 51 SECV. ID NR. 36 codifica lantul greu si lantul usor al nivolumabului.

Intr-una dintre variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile
umanizate ale acestora), este prezent in asociere cu unul sau cu mai multi dintre: anticorpul anti-
PD1 (de exemplu, pembrolizumab, nivolumab, pidilizumab (CT-011)), anticorpul anti-PDLI1,
anticorpul anti-CTLA4, anticorpul anti-CS1 (de exemplu, elotuzumab), anticorpul anti-
KIR2DL1/2/3 (de exemplu, lirilumab), anticorpul anti-CD137 (de exemplu, urelumab),
anticorpul anti-GITR (de exemplu, TRX518), anticorpul anti-PD-L1 (de exemplu, BMS-936559,
MSB0010718C sau MPDL3280A), anticorpul anti-PD-L2, anticorpul anti-ILT1, anticorpul anti-
ILT2, anticorpul anti-ILT3, anticorpul anti-ILT4, anticorpul anti-ILTS5, anticorpul anti-ILT6,
anticorpul anti-ILT7, anticorpul anti-ILT8, anticorpul anti-CD40, anticorpul anti-OX40,
anticorpul anti-ICOS, anticorpul anti-SIRPa, anticorpul anti-KIR2DLI1, anticorpul anti-
KIR2DL2/3, anticorpul anti-KIR2DL4, anticorpul anti-KIR2DL5A, anticorpul anti-KIR2DLS5B,
anticorpul anti-KIR3DL1, anticorpul anti-KIR3DL2, anticorpul anti-KIR3DL3, anticorpul anti-
NKG2A, anticorpul anti-NKG2C, anticorpul anti-NKG2E, anticorpul anti- 4-1BB (de exemplu,
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PF-05082566), anticorpul anti-TSLP, anticorpul anti-IL-10, IL-10 sau IL-10 PEGilat, sau oricare
inhibitor de molecule organice mici a unor asemenea tinte.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-PD1.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-PDL1 (de exemplu,
BMS-936559, MSB0010718C sau MPDL3280A).

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezinta o asociere cu anticorpul anti-CTLA4.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-CS1.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-KIR2DL.1/2/3.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-CD137 (de exemplu,
urelumab).

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-GITR (de exemplu,
TRXS18).

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-PD-L.2.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-ITL1.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-ITL2.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-ITL3.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-ITLA4.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-ITLS5.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora) prezintd o asociere cu anticorpul anti-ITL6.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-ITL7.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora) prezintd o asociere cu un anticorp anti-ITLS.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-CD40.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-OX40.
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Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-KIR2DL1.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-KIR2DL2/3.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-KIR2DLA4.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-KIR2DLS5A.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-KIR2DL5B.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-KIR3DL1.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-KIR3DL2.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-KIR3DL3.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-NKG2A.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-NKG2C.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-ICOS.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-SIRPo.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-4-1BB.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-IL-10.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu anticorpul anti-TSLP.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), prezintd o asociere cu IL-10 sau cu IL-10 PEGilat.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), este prezent in asociere cu unul sau cu mai multi inhibitori
(de exemplu, cu o moleculd organicd micd sau cu un anticorp sau un fragment al acestuia de
legare a antigenului), cum ar fi: un inhibitorul mTOR (factorul tintd al rapamicinei la mamifere),
un agent citotoxic, un agent pe baza de platind, un inhibitor de EGFR, un inhibitor de VEGF, un
stabilizator de microtubuli, un taxan, un inhibitor de CD20, un inhibitor de CD52, un inhibitor de
CD30, un inhibitor de RANK (ligandul receptor-activatorului factorului nuclear kappa-B), un
inhibitor de RANKL (ligandul receptor-activatorului factorului nuclear kappa-B), un inhibitor de
ERK, un inhibitor de MAP Kinaze, un inhibitor de AKT, un inhibitor de MEK, un inhibitor de
PI3K, un inhibitor de HER1, un inhibitor de HER2, un inhibitor de HER3, un inhibitor de HER4,
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un inhibitor de Bcl-2, un inhibitor de CD22, un inhibitor de CD79b, un inhibitor de ErbB2 sau
un inhibitor de farnesil-protein transferaza.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28HS, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), este prezent in asociere cu unul sau cu mai multi dintre:
acidul 13-cis-retinoic, 3-[5-(metilsulfonilpiperadinemetil)-indolil]-chinolone, 4-
hidroxitamoxifen, 5-deoxiuridin, 5'-deoxi-5-fluorouridin, 5-fluorouracil, 6-mecaptopurind, 7-
hidroxistaurosporind, A-443654, abiraterone acetat, abraxane, ABT-578, acolbifene, ADS-
100380, ALT-110, altretamind, amifostind, aminoglutetimidd, amrubicin, amsacrind, anagrelida,
anastrozol, angiostatind, AP-23573, ARQ-197, arzoxifen, AS-252424, AS-605240, asparaginazi,
AT-9263, atrasentan, axitinib, AZD1152, vaccinul Bacillus Calmette-Guerin (BCG), batabulin,
BC-210, besodutox, bevacizumab, bicalutamidi, Biolll, BIO140, bleomicinid, BMS-214662,
BMS-247550, BMS-275291, BMS-310705, bortezimib, buserelin, busulfan, calcitriol,
camptotecind, canertinib, capecitabind, carboplatini, carmustind, CC8490, cediranib, CG-1521,
CG-781, hlamydocind, clorambucil, clorotoxind, cilengitide, cimetidind, cisplatind, cladribini,
clodronat, COL-3 CP-724714, ciclofosfamidd, ciproteron, ciproteroneacetate, citarabini,
citosinearabinosidi, dacarbazind, dacinostat, dactinomicini, dalotuzumab, danusertib, dasatanib,
daunorubicini, decatanib, deguelin, diftitox, docetaxel, dovitinib, doxorubicind, droloxifen,
edotecarin, ytriu-90 marcat cu edotreotid, edotreotid, EKB-569, EMD121974, endostatini,
enzalutamid3, enzastaurin, epirubicind, epothilone B, ERA- 923, erbitux, erlotinib, estradiol,
estramustind, ctopozidd, everolimus, exemestan, ficlatuzumab, finasterid, flavopiridol,
floxuridind, fludarabind, fludrocortizon, fluoximesterond, flutamidi, FOLFOX regimen,
fulvestrant, galeterone, gefitinib, gemcitabini, gimatecan, goserelind, acetat de goserelind,
gosipol, GSK461364, GSK690693, HMR-3339, hidroxiprogesteron caproat, hidroxiuree,
I1C87114, idarubicin, idoxifen, ifosfamidi, IM862, imatinib, IMC-1C11, INCB24360, INO1001,
interferon, interleukina-12, ipilimumab, irinotecan, JNJ-16241199, ketoconazol, KRX-0402,
lapatinib, lasofoxifen, letrozol, leucovorin, leuprolidd, acetat de leuprolidd, levamisol, paclitaxel
captat de liposom, lomustind, lonafarnib, lucanton, L.Y292223, LY292696, LY293646,
LY293684, LY294002, LY317615, marimastat, mecloretamind, medroxiprogesteron acetat,
megestrol acetat, melfalan, mercaptopurini, mesna, metotrexat, mitramicind, mitomicind,
mitotan, mitoxantrond, tozasertib, MLNS8054, necovastat, neratinib, necuradiab, nilotinib,
nilutimid, nolatrexed, NVP-BEZ235, oblimersen, octreotid, ofatumumab, oregovomab,
orteronel, oxaliplatind, paclitaxel, palbociclib, pamidronat, panitumumab, pazopanib,
PD0325901, PD184352, PEG-interferon, pemetrexed, pentostatind, perifosin, fenilalanind
mustar, PI-103, pictilisib, PIK-75, pipendoxifen, PKI-166, plicamicind, porfimer, prednison,
procarbazind, progestind, PX-866, R-763, raloxifen, raltitrexed, razoxin, ridaforolimus,
rituximab, romidepsin, RTA744, rubitecan, scriptaid, Sdx102, seliciclib, selumetinib, semaxanib,
SF1126, sirolimus, SN36093, sorafenib, spironolactond, squalamind, SR13668, streptozocini,
SU6668, acid suberoilanalid hidroxamic, sunitinib, estrogen sintetic, talampanel, talimogen
laherparepvec, tamoxifen, temozolomidd, temsirolimus, tenipoxid, tesmilifen, testosteron,
tetrandrind, TGX-221, talidomidd, tioguanind, tiotepa, ticilimumab, tipifarnib, tivozanib, TKI-
258, TLK286, topotecan, toremifen citrat, trabedectin, trastuzumab, tretinoin, tricostatina A,
monohidrat de triciribinfosfat, triptorelin pamoat, TSE-424, uramustin, acid valproic,
valrubicind, vandetanib, vatalanib, capcana de VEGF, vinblastind, vincristind, vindesind,
vinorelbind, vitaxin, vitespan, vorinostat, VX-745, wortmannin, Xr311, zanolimumab,
ZK186619, ZK-304709, ZM336372, ZSTK474.

Intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestuia), prezintd o asociere cu una sau cu mai multe antiemetice
incluzand, dar fara a se limita la acestea: casopitant (GlaxoSmithKline), netupitant (MGI-
Helsinn) si alti antagonisti ai receptorului NK-1, palonosetron (comercializat ca Aloxi de citre
compania MGI Pharma), aprepitant (comercializat ca Emend de citre compania Merck si Co.;
Rahway, NJ), difenhidramini (comercializat ca Benadryl® de citre compania Pfizer, New York,
NY), hidroxizin (comercializat ca Atarax® de cdtre compania Pfizer, New York, NY),
metoclopramidd (comercializat ca Reglan® de citre compania AH Robins Co.; Richmond, VA),
lorazepam (comercializat ca Ativan® de citre compania Wyeth, Madison, NIJ), alprazolam
(comercializat ca Xanax de citre compania Pfizer, New York, NY), haloperidol (comercializat
ca Haldol® de citre compania Ortho-McNeil, Raritan, NJ), droperidol (Inapsine®), dronabinol
(comercializat ca Marinol® de citre compania Solvay Pharmaceuticals, Inc.; Marietta, GA),



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4733 B1 2020.12.31
66

dexametazond (comercializat ca Decadron® de citre compania Merck si Co.; Rahway, NJ),
metilprednisolon (comercializat ca Medrol® de citre compania Pfizer, New York, NY),
proclorperazind (comercializat ca Compazine® de citre compania Glaxosmithkline, Research
Triangle Park, NC), granisetron (comercializat ca Kytril® de citre compania Hoffmann-La
Roche Inc.; Nutley, NJ), ondansetron (comercializat ca Zofran® de citre compania
Glaxosmithkline, Research Triangle Park, NC), dolasetron (comercializat ca Anzemet® de citre
compania Sanofi-Aventis, New York, NY), tropisetron (comercializat ca Navoban® de citre
compania Novartis, East Hanover, NJ).

Alte efecte secundare ale tratamentului cancerului includ deficitul de globule rosii si albe.
In consecinti, intr-una din variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau
fragmentul acestuia de legare a antigenului (de exemplu, 14A6, 28HS, 31C6 sau versiunile
umanizate ale acestora) prezintd o asociere cu un agent care trateaza sau care previne o astfel de
deficientd, cum ar fi, de exemplu, filgrastim, PEG-filgrastim, eritropoietind, epoctind alfa sau
darbepoetini alfa.

Intr-una dintre variantele de realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul
acesteia de legare a antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), se administreazd in asociere cu radioterapia anticanceroasa.
De exemplu, intr-o variantd de realizare a inventiei, radioterapia este o terapie cu fascicul extern
(EBT): un procedeu de furnizare a fasciculului de raze-X de inaltd energie la locul tumorii.
Fasciculul este generat in exteriorul organismului pacientului (de exemplu, printr-un accelerator
liniar) si este orientat la locul tumorii. Aceste raze X pot distruge celulele canceroase, iar o
planificare minutioasa a tratamentului permite ca tesuturile normale adiacente sd fie protejate de
actiunea lor. In interiorul organismului pacientului nu este plasati nici o sursi radioactivi. Intr-o
varianta de realizare a inventiei, radioterapia prezintd o terapie prin fascicul de protoni: un tip de
terapic conformali care bombardeazi tesutul bolnav cu protoni, in loc de raze X. Intr-o varianti
de realizare a inventiei, radioterapia prezintd o terapic conformald cu fascicul extern: un
procedeu care utilizeazd o tehnologic avansatd pentru a adapta radioterapia la structurile
organismului individului. Intr-o variantd de realizare a inventiei, radioterapia prezintd
brahiterapie: plasarea temporard a materialelor radioactive in interiorul organismului pacientului,
folositd, de reguld, pentru a administra o dozd suplimentard sau pentru a madri intensitatea
radiatiei intr-o anumiti zona.

Intr-o variantd de realizare a inventiei, procedura chirurgicald, administrata n asociere cu
un anticorp anti-TIGIT sau cu un fragment al acestuia de legare a antigenului (de exemplu,
14A6, 28H5. 31C6 sau versiunile umanizate ale acestora), prezintd o tumorectomie chirurgicald.

Termenul ,,in asociere cu” indica faptul cd componentele, administrate printr-un procedeu
conform prezentei inventii (de exemplu, un anticorp anti-TIGIT, de exemplu, un anticorp
umanizat), sau un fragment al acestuia de legare a antigenului (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6
sau versiunile lor umanizate), impreund cu pembrolizumab)) pot fi constituite intr-o singurd
compozitie, pentru o aplicare simultand, sau pot fi constituite separat, in doud sau mai multe
compozitii (de exemplu, un kit). Fiecare componentd poate fi administrati la un subiect intr-un
moment de timp diferit de cel in care se administreazd un alt component; de exemplu, fiecare
administrare poate fi efectuatd non-simultan (de exemplu, separat sau succesiv) in cateva
intervale ale unei anumite perioade de timp. Totodatd, componentele separate pot fi administrate
unui subiect prin acelasi sau printr-un alt procedeu.

Utiliziri experimentale si diagnostice

Anticorpii anti-TIGIT si fragmentele acestora de legare a antigenului, dezviluiti in
prezenta inventie (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot fi
utilizati in calitate de agenti de purificare a afinititii. In acest proces, anticorpii anti-TIGIT si
fragmentele acestora de legare a antigenului sunt imobilizati pe o fazd solidd, cum este
Sephadex, sticla sau rdsind de agaroza, sau hartie de filtru, utilizind procedeele bine cunoscute in
domeniul de referintd. Anticorpul sau fragmentul imobilizat este pus in contact cu o proba
continind proteina TIGIT (sau un fragment al acestuia) care urmeaza sd fie purificati si apoi
substratul este spilat cu un solvent adecvat, care poate indepdrta, practic, tot materialul din
probi, cu exceptia proteinei TIGIT, care este legati la anticorpul sau fragmentul imobilizat. in
cele din urmd, substratul este spdlat cu un solvent care elueazd TIGIT-ul legat (de exemplu,
proteina A). Astfel de anticorpi si fragmente imobilizate fac parte din prezenta inventie.

in continuare, sunt prezentati antigeni pentru generarea anticorpilor secundari care pot fi
utilizati, de exemplu, pentru efectuarea analizelor Western si altor imunoteste, discutate in
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prezenta inventie. in particular, sunt dezviluite polipeptide care cuprind regiunile variabile si/sau
secventele CDR ale unui anticorp terapeutic, descris in documentul de fatd (de exemplu, 14A6,
28HS5 sau 31C6), si care pot fi utilizate pentru a genera anticorpi anti-idiotipici pentru aplicare la
detectarea specificd a prezentei anticorpului, de exemplu, intr-un context terapeutic.

Anticorpii anti-TIGIT (de exemplu, anticorpi umanizati) si fragmentele acestora de legare
a antigenului pot fi, de asemenea, utilizati in teste diagnostice ale proteinei TIGIT, de exemplu,
la detectarea expresiei sale in celule specifice, in tesuturi sau ser, de exemplu, in celulele
tumorale, cum sunt celulele de melanom. Astfel de procedee de diagnostic pot fi utilizate la
determinarea unor diverse afectiuni.

Prezenta inventie se referd la testele ELISA (teste pentru imunoabsorbtia enzimelor) care
includ utilizarea unui anticorp anti-TIGIT sau a unui fragment al acestuia de legare a antigenului,
dezviluit in documentul de fati (de exemplu, 14A6 sau o versiune umanizata a acestuia).

De exemplu, un astfel de procedeu cuprinde urméitoarele etape:

(a) acoperirca unui substrat (de exemplu, suprafata unei cavitdti de pe o placd de
microtitrare, de exemplu, o placa de plastic) cu anticorpul anti-TIGIT sau cu fragmentul acestuia
de legare a antigenului;

(b) aplicarea unei probe care urmeaza si fie testatd la prezenta TIGIT-ului pe substrat;

(c) spalarea plicii, astfel incat materialul nelegat din proba este indepartat;

(d) introducerea anticorpilor marcati prin marcaj detectabil (de exemplu, anticorpi legati
la enzyme), care, de asemenea, sunt specifici antigenului TIGIT;

(e) spalarea substratului, astfel incat anticorpii marcati nelegati sunt eliminati;

() in cazul in care anticorpii marcati sunt legati cu enzima, s¢ introduce o substanti
chimici care este transformata de citre enzima intr-un semnal fluorescent; si

(g) detectarea prezentei anticorpului marcat.

Detectarea marcajului, asociat cu substratul, indici prezenta proteinei TIGIT.

Intr-o urmitoarea variantd de realizare, anticorpul marcat sau fragmentul acestuia de
legare a antigenului este marcat cu ajutorul peroxidazei care reactioneazd cu ABTS (de exemplu,
acid 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonic)) sau 3,3',5,5'-tetrametilbenzidind pentru a obtine
schimbarea culorii, care poate fi detectatd. In mod alternativ, anticorpul sau fragmentul marcat
este marcat cu un radioizotop detectabil (de exemplu, *H) care poate fi identificat cu ajutorul
unui contor de scintilatie in prezenta unui scintilator.

Un anticorp anti-TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform
inventiei (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 sau versiunile umanizate ale acestora), pote fi utilizati
intr-un test Western blot sau de imunoblot al proteinelor. O astfel de procedurd face parte din
prezenta inventie si include, de exemplu:

(1) transferarca optionald a proteinelor dintr-o probd care urmeazd si fic testatd la
prezenta TIGIT-ului (de exemplu, dupd separarea electroforetica a proteinelor dintr-o proba prin
intermediul PAGE sau SDS-PAGE) pe o membrani sau pe un alt substrat solid folosind un
procedeu cunoscut in domeniul de referintd (de exemplu, blotting semi-uscat sau blotting in
rezervor); contactarea membranei sau a altui substrat solid pentru a fi testate la prezenta TIGIT-
ului legat sau a unui fragment al acestuia cu un anticorp anti-TIGIT sau cu un fragment al
acestuia de legare a antigenului, conform inventiei.

O astfel de membrand poate lua forma unei membrane pe bazd de nitrocelulozi sau de
vinil (de exemplu, fluorurd de poliviniliden (PVDF)) pe care au fost transferate proteinele care
trebuie sd fie testate la prezenta TIGIT-ului intr-un gel pentru PAGE non-denaturant
(electroforezd in gel de poliacrilamidd) sau in gel pentru SDS-PAGE (electroforeza in gel de
poliacrilamidi cu dodecil sulfat de sodiu) (de exemplu, dupd separarca electroforetica in gel).
Inainte de a pune membrana in contact cu anticorpul anti-TIGIT sau cu fragmentul, membrana
este in mod optional blocatd, de exemplu, cu lapte praf degresat sau cu altele similare, astfel
incat si lege situsurile nespecifice de legare a proteinelor pe membrana.

(2) spilarca membranei o datd sau de mai multe ori pentru a indeparta anticorpul anti-
TIGIT nelegat sau fragmentul acestuia si alte substante nelegate; si

(3) detectarea anticorpului anti-TIGIT legat sau a fragmentului.

Detectarea anticorpului legat sau a fragmentului indicad faptul ca proteina TIGIT este
prezenti pe membrand sau pe substrat si in probd. Detectarea anticorpului legat sau a
fragmentului poate fi efectuatd prin intermediul legirii anticorpului sau a fragmentului cu un
anticorp secundar (un anticorp anti-imunoglobulind), marcat cu un marcaj detectabil, si, ulterior,
prin identificarea prezentei anticorpului secundar.
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Anticorpii anti-TIGIT si fragmentele acestora de legare a antigenului, descrisi in
documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot fi,
de asemenea, utilizati pentru imunohistochimie. Un astfel de procedeu face parte din prezenta
inventie si cuprinde, de exemplu,

(D) punerea in contact a unei celule (de exemplu, a unei o celule tumorale, cum ar
fi o celuld de melanom), care urmeaz3 s fie testatd la prezenta proteinei TIGIT, cu un anticorp
anti-TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform inventiei; si

2) detectarea anticorpului sau a fragmentului pe- sau in celula.

In cazul in care anticorpul sau fragmentul ca atare este marcat cu un marcaj detectabil,
acesta poate fi detectat in mod direct. Ca alternativa, anticorpul sau fragmentul poate fi legat cu
un anticorp secundar marcat cu un marcaj detectabil, care este apoi identificat.

Anumiti anticorpi anti-TIGIT si fragmentele acestora de legare a antigenului, descrisi in
documentul de fatd (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot fi,
de asemenea, utilizati pentru vizualizarea tumorilor in vivo. Un astfel de procedeu poate include
injectarea unui anticorp anti-TIGIT radiomarcat sau a unui fragment al acestuia de legare a
antigenului in organismul unui pacient care urmeaza s fie testat la prezenta unei tumori, asociate
cu expresia TIGIT (de exemplu, care exprimi TIGIT, de exemplu, pe suprafata celulei tumorale),
urmati de vizualizarea nucleard a organismului pacientului pentru a detecta prezenta anticorpului
sau a fragmentului marcat, de exemplu, in loci care contin o concentratie ridicati de anticorp sau
de fragment legati 1la tumoare. Detectarea locilor indicd prezenta tumorilor TIGIT* si a celulelor
tumorale.

Tehnicile de vizualizare includ imagistica SPECT (tomografie computerizatd cu emisie de
monofotoni) sau imagistica PET (tomografie cu emisie de pozitroni). Marcajele includ, de
exemplu, iod-123 (*2I) si technetiu-99m (**"Tc¢), de exemplu, in combinatic cu imagistica
SPECT sau cu ''C, N, 0 sau '®F, de exemplu, in combinatie cu imagistica PET sau cu indiu-
111 (Gordon et al. International Rev. Neurobiol, no. 67, 2005, p. 385-440).

Compozitii farmaceutice si administrarea lor

Pentru obtinerca compozitiilor farmaceutice sau sterile de anticorpi anti-TIGIT si
fragmente ale acestora de legare a antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28HS5,
31C6 si versiunile umanizate ale acestora), anticorpul sau fragmentul acestuia de legare a
antigenului este amestecat cu un purtdtor acceptabil farmaceutic sau cu un excipient. A se vedea,
de exemplu, Remington's Pharmaceutical Sciences si U.S. Pharmacopeia: National Formulary,
Mack Publishing Company, Easton, PA (1984).

Compozitia preparatelor terapeutice si diagnostice poate fi obtinutd prin amestecarea cu
purtdtori, excipienti sau stabilizatori acceptabili, de exemplu, sub formi de pulberi liofilizate,
paste, solutii apoase sau suspensii (a se vedea, de exemplu, Hardman si colab. (2001) Goodman
si Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, McGraw-Hill, New York, NY; Gennaro
(2000) Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams si Wilkins, New
York, NY; Avis, si colab. (ed.) (1993) Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications,
Marcel Dekker, NY; Licberman, si colab. (ed.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets,
Marcel Dekker, NY; Lieberman, si colab. (ed.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse
Systems, Marcel Dekker, NY; Weiner si Kotkoskie (2000) Excipient Toxicity and Safety, Marcel
Dekker, Inc., New York, NY).

Toxicitatea si eficacitatea terapeuticd a anticorpilor conform inventiei, administrati de
sine stititor sau in combinatie cu un alt agent terapeutic, pot fi determinate prin procedee
farmaceutice standard in culturi celulare sau animale experimentale, de exemplu, pentru
determinarea LDso (doza letald pentru 50% din populatic) si EDso (dozd terapeuticd eficientd
pentru 50% din populatie). Coraportul dozei dintre efectele toxic si terapeutic constituie indicele
terapeutic (LDso/EDsg). Datele obtinute din aceste teste ale culturilor celulare si studii pe animale
pot fi utilizate la formularea diapazonului de posologie pentru utilizarea la om. Posologia acestor
compusi se afld, de preferintd, intr-un diapazon de concentratii circulante care includ EDso cu o
toxicitate neinsemnati sau cu lipsi de toxicitate. In acest diapazon doza poate varia in functie de
forma de dozare a preparatului utilizata si de calea de administrare.

In urmitoarea varianti de realizare, agentul terapeutic suplimentar se administreazi unui
subiect in asociere cu un anticorp anti-TIGIT sau cu un fragment al acestuia de legare a
antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6), in conformitate cu Physicians'
Desk Reference 2003 (Thomson Healthcare, editia a 57-ea (1 noiembrie 2002)). Modul de
administrare poate varia. Cdile de administrare includ administrarca orald, rectala,
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transmucozald, intestinald, parenterald; intramusculard, subcutanatd, intradermicd, intramedular3,
intratecald, intraventriculard directd, intravenoasd, intraperitoneald, intranazald, intraoculari,
inhalare, insuflare, topica, cutanati, transdermicd sau intraarteriald.

In variante particulare de realizare, anticorpii anti-TIGIT sau fragmentele acestora de
legare a antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 si versiunile umanizate
ale acestora), pot fi administrati pe cale invazivd, cum ar fi prin injectare. in alte variante de
realizare a inventiei, anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul acestuia de legare a antigenului, sau
compozitia farmaceuticd a acestuia, s¢ administreazi intravenos, subcutanat, intramuscular,
intraarterial, intratumoral sau prin inhalare, sub formi de acrosol. Administrarea pe cii non-
invazive (de exemplu, pe cale orald, de exemplu, in pastile, capsule sau comprimate) face parte,
de asemenea, din volumul inventiei solicitate.

Prezenta inventie se referd la un recipient (de exemplu, un flacon din plastic sau din sticla,
de exemplu, cu capac sau cu coloand cromatografici, ac cu gaurd sau cilindru de seringd) care
cuprinde oricare dintre anticorpii sau fragmentele de legare a antigenului, conform inventiei (de
exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), sau o compozitic
farmaceutici a acestora. Prezenta inventie se referd, de asemenea, la un dispozitiv de injectare
cuprinzand oricare dintre anticorpii sau fragmentele de legare a antigenului, conform inventiei
(de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), sau o compozitic
farmaceuticd a acestora. Dispozitivul de injectare prezintd un dispozitiv care introduce o
substanti in organismul unui pacient pe cale parenterald, de exemplu, intramusculara,
subcutanatid sau intravenoasd. De exemplu, un dispozitiv de injectare poate fi o seringd (de
exemplu, pre-umplutd cu compozitia farmaceutici, cum ar fi un auto-injector), care, de exemplu,
include un cilindru sau un balon pentru mentinerea fluidului ce urmeazi si fie injectat (de
exemplu, anticorp sau fragment, sau o compozitic farmaceuticd a acestuia), un ac pentru
stripungerea pielii si/sau a vaselor de singe pentru injectarea fluidului; si un piston pentru
impingerea fluidului din cilindru prin gaura acului. Intr-una dintre variantele de realizare a
inventiei, dispozitivul pentru injectie, care cuprinde un anticorp sau un fragment al acestuia de
legare a antigenului, conform prezentei inventii, sau o compozitic farmaceutici a acestuia,
prezintd un dispozitiv de administrare intravenoasd (i/v). Un astfel de dispozitiv contine
anticorpul sau fragmentul acestuia, sau o compozitic farmaceuticd a acestuia, intr-o canuld sau
un trocar/ac, cu posibilitatea de a fi fixate la un tub care poate fi unit la un pachet sau un rezervor
de mentinere a fluidului (de exemplu, o solutic salind; sau o solutic Ringer-lactat cuprinzand
NaCl, lactat de sodiu, KCI, CaCl, si, In mod optional, incluzind glucoza), introduse in
organismul pacientului prin canuld sau trocar/ac. Anticorpul sau fragmentul, sau compozitia
farmaceutici a acestuia, poate fi, intr-un exemplu de realizare a inventiei, introdus in dispozitiv
dupi introducerea trocarului §i a canulei in vena subiectului si trocarul este indepartat din canula
introdusa. Dispozitivul i/v poate, de exemplu, si fie introdus in vena periferica (de exemplu, in
mind sau umar); in vena cava superioard sau vena cava inferioard, sau in atriul drept al inimii (de
exemplu, un cateter intravenos central); sau in vena subclavie, jugulard internd sau femurali si,
de exemplu, dispozitivul se avanseazi in directia inimii pand cand acesta ajunge la vena cava
superioari sau la atriul drept (de exemplu, cateterul venos central). Intr-una dintre variantele de
realizare a inventiei, dispozitivul pentru injectii prezintd un auto-injector; un injector cu jet sau o
pompi de perfuzie externd. In injectorul cu jet se utilizeaza un jet subtire de lichid la o presiune
inaltd care penetreazd epiderma pentru a introduce anticorpul sau fragmentul, sau compozitia
farmaceuticd a acestuia, in organismul pacientului. Pompele externe de perfuzie constituie
dispozitive medicale care elibereazd anticorpul sau fragmentul, sau compozitia farmaceutica a
acestuia, in organismul pacientului in cantititi controlate. Pompele de perfuzie externd pot fi
actionate in mod electric sau mecanic. Diferite pompe functioneazi in mod diferit, de exemplu,
pompa cu seringd mentine lichidul in rezervorul seringii si un piston mobil controleaza
distributia lichidului, pompa eclastomer mentine lichidul in rezervorul unui balon elastic si
presiunea peretilor elastici ai balonului conduce eliberarea lichidului. Intr-o pompa peristaltic,
un set de role efectueazi compresia pe lungimea tubului flexibil, impingand fluidul inainte. intr-
o pompd multi-canal, lichidele pot fi eliberate din mai multe rezervoare, cu diferite viteze.

Compozitiile farmaceutice, dezviluite in prezenta descriere, pot fi, de asemenea,
administrate prin intermediul unui dispozitiv de injectare hipodermicd fird ac; cum sunt
dispozitivele descrise in brevetele US 6620135; US 6096002; US 5399163; US 5383851; US
5312335; US 5064413; US 4941880; US 4790824 sau US 4596556. Astfel de dispozitive fara
ace, care contin o compozitic farmaceuticd, sunt, de asemeneca, partc a prezentei inventii.
Compozitiile farmaceutice, descrise in documentul de fatd, pot fi, de asemenea, administrate prin



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4733 B1 2020.12.31

70

perfuzie. Exemplele de implanturi §i module pentru administrarea compozitiilor farmaceutice
bine cunoscute includ exemplele, descrise in brevetul US nr. 4487603, in care este descrisd o
pompd implantabild pentru microperfuzie de eliberare a preparatului farmaceutic cu o vitezi
controlatd; brevetul US 4447233, in care este descrisd o pompa de perfuzie a medicamentului
pentru administrarea preparatului la o vitezd de perfuzare controlatd; brevetul US 4447224, in
care este descris un aparat implantabil de perfuzie cu debit variabil pentru eliberarea continu a
preparatului; brevetul US 4439196, in care este descris un sistem osmotic de administrare a
medicamentului avand compartimente cu mai multe camere. Specialistilor in domeniul de
referintd le sunt bine cunoscute si multe alte implanturi, sisteme de administare si module
similare, si cele care cuprind compozitiile farmaceutice, conform prezentei inventii, sunt parte a
inventiei de fati

Ca alternativd, se poate administra anticorpul anti-TIGIT sau fragmentul de legare a
antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau versiunile umanizate ale
acestora), in mod local si nu sistemic, de exemplu, prin injectarea anticorpului sau fragmentului
direct in tumoare, de exemplu, intr-o tumoare TIGIT*. Totodatd, se poate administra anticorpul
sau fragmentul intr-un sistem-tintd de eliberare a medicamentului, de exemplu, intr-un lipozom
acoperit cu un anticorp tisular-specific, directionat, de exemplu, spre o tumoare TIGIT" de
exemplu, caracterizati printr-o imunopatologie. Lipozomii pot fi directionati citre tesutul afectat
si absorbiti in mod selectiv de cétre tesutul afectat. Astfel de procedee si de lipozomi constituie o
parte din prezenta inventie.

Regimul de administrare depinde de mai multi factori, inclusiv de viteza de rotatiec a
anticorpului terapeutic sau a fragmentului de legare a antigenului, in ser sau in tesut, de nivelul
simptomelor, de imunogenitatea anticorpului terapeutic si de accesibilitatea celulelor tintd in
matricea biologici. In mod preferabil, regimul de administrare asigurd o eliberarea unei cantititi
suficiente de anticorp sau de fragment terapeutic pentru a asigura un efect de imbunititire a stirii
preconizate a afectiunii, minimizand simultan efectele secundare nedorite. In mod corespunzitor,
cantitatea de preparat biologic eliberat depinde partial de anticorpul terapeutic concret si de
severitatea afectiunii care este tratatd. Sunt disponibile instructiuni privind selectarea unor doze
adecvate de anticorpi terapeutici sau de fragmente ale acestora (a se vedea, de exemplu,
Wawrzynczak. Antibody Therapy, Bios. Scientific Pub. Ltd, Oxfordshire, UK, 1996; Kresina
(ed.). Monoclonal Antibodies, Cytokines and Arthritis, Marcel Dekker, New York, NY, 1991;
Bach (ed.). Monoclonal Antibodies and Peptide Therapy in Autoimmune Diseases, Marcel
Dekker, New York, NY, 1993; Baert, si colab. New Engl. J. Med., no 348, 2003, p. 601-608;
Milgrom si colab. New Engl. J. Med., no 341, 1999, p. 1966-1973; Slamon si colab. New Engl.
J. Med., no 344, 2001, p. 783-792; Beniaminovitz si colab. New Engl. J. Med., no 342, 2000, p.
613-619; Ghosh si colab. New Engl. J. Med., no 348, 2003, p. 24-32; Lipsky si colab. New Engl.
J. Med., no 343, 2000, p. 1594-1602).

Determinarca dozei adecvate este ficutd de citre clinician, de exemplu, utilizind
parametri sau factori cunoscuti sau suspectati in domeniul de referintd, care influenteazi
tratamentul. De reguld, doza incepe cu o cantitate ceva mai micd decit doza optimi si in
continuare aceasta este maritd prin pasi mici, pAnd cind se¢ ajunge la efectul dorit sau efectul
optimal 1n raport cu oricare efecte secundare negative. Masurdrile diagnostice importante includ
masurarca simptomelor, de exemplu, a inflamirii sau nivelul de producere a citokinelor
inflamatorii. De reguld, este de dorit ca preparatul biologic utilizat s provini de la aceeasi specie
ca si animalul destinat tratamentului, minimizind, astfel, orice rdspuns imun la reactivul
respectiv. In cazul subiectilor umani, de exemplu, poate fi dezirabili folosirea anticorpilor
umanizati si complet umani.

Anticorpii sau fragmentele acestora de legare a antigenului, dezviluiti in documentul de
fatd (de exemplu, 14A6, 28H5, 31C6 si versiunile umanizate ale acestora), pot fi furnizati prin
infuzie continud sau prin doze administrate, de exemplu, zilnic, de 1-7 ori pe siptimanai,
sdptidmanal, o datd la doud siptdmani, lunar, o datd la doud luni, trimestrial, semestrial, anual etc.
Dozele pot fi administrate, de exemplu, intravenos, subcutanat, local, oral, nazal, rectal,
intramuscular, intracerebral, intraspinal sau prin inhalare. Doza siptiméanald totald constituie, de
reguld, cel putin 0,05 pg/kg greutate corporald, mai frecvent cel putin 0,2 pg/kg, 0,5 pg/kg, 1
neg/kg, 10 ug/kg, 100 ng/kg, 0,25 mg/kg, 1,0 mg/kg, 2,0 mg/kg, 5,0 mg/ml, 10 mg/kg, 25 mg/kg,
50 mg/kg sau mai mare (a s¢ vedea, de exemplu, Yang, si colab. New Engl. J. Med., no 349,
2003, p. 427-434; Herold, si colab. New Engl. J. Med., no 346, 2002, p. 1692-1698; Liu, si
colab. J. Neural. Neurosurg. Psych., no 67, 1999, p. 451-456; Porticlji, si colab. Cancer
Immunol. Immunother., no 52, 2003, p. 151-144). Dozele pot fi, de asemenea, furnizate pentru a
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se obtine concentratia predeterminatd doritd a anticorpului anti-TIGIT in serul subiectului, cum
ar fi de 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100, 300 pg/ml sau mai mult. In alte exemple de realizare, un
anticorp anti-TIGIT, conform prezentei inventii, este administratd, de exemplu, subcutanat sau
intravenos, in baza administrdrii siptdmanale, o dati la doud sdptdmani, ,.la fiecare 4 sdptdmani”,
o datd in lund, o datd la doud luni sau o datd in trimestru a cate 10, 20, 50, 80, 100, 200, 500,
1000 sau 2500 mg/subiect.

Asa cum este utilizat in descrierea de fatd, termenul ,cantitate eficienti” se referd la o
cantitate dintr-un anti-TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform
inventiei (de exemplu, 14A6 umanizat sau 28H5 umanizat), care, atunci cand este administrat
separat sau in combinatie cu un agent terapeutic suplimentar intr-o celuld, tesut sau subiect, se
dovedeste a fi eficientd pentru a produce o ameliorare misurabild a unuia sau a mai multor
simptome de boald, de exemplu, a cancerului sau a progresiei cancerului. Totodatd, o dozi
eficientd se referd la cantitatea de anticorp sau de fragment suficientd pentru a avea ca rezultat
cel putin ameliorarea partiald a simptomelor, de exemplu, contractia sau eliminarea tumorii, lipsa
cresterii tumorii, marirea timpului de supravietuire. Atunci cind este utilizat pentru un ingredient
activ individual, administrat de sine statitor, doza eficientd se referd anume la acel ingredient.
Atunci cand este aplicat pentru o combinatie, doza eficient se referd la cantititile combinate de
ingrediente active, indiferent de faptul dacid sunt administrate in combinatie, succesiv sau
simultan, care au ca rezultat un efect terapeutic. O cantitate eficientd dintr-un preparat terapeutic
are ca rezultat o ameliorare a unei misurdri diagnostice sau a unui parametru cu cel putin 10%;
de reguld, cu cel putin 20%,; preferabil, cu cel putin aproximativ 30%; mai preferabil, cu cel
putin 40% si cel mai preferabil, cu cel putin 50%. De asemenea, o cantitate eficientd poate
conduce la o Tmbunititire a unui criteriu subiectiv, in cazurile in care criteriile subiective sunt
folosite pentru a evalua severitatea bolii.

Kituri

In continuare, sunt propuse kituri cuprinzand unul sau mai multe componente care includ,
dar nu sunt limitate la acestea, un anticorp anti-TIGIT sau un fragment de legare a antigenului,
asa cum este discutat in documentul de fatd (de exemplu, 14A6 umanizat sau 28H5 umanizat,
sau 31C6 umanizat), in asociere cu unul sau mai multe componente suplimentare incluzand, dar
fard a se limita la acestea, un purtitor farmaceutic acceptabil si/sau un agent terapeutic, asa cum
se discutd in prezentul document. Anticorpul sau fragmentul si/sau agentul terapeutic pot fi
exprimate sub forma de compozitic purd sau in combinatie cu un purtitor farmaceutic acceptabil
intr-o compozitie farmaceutici.

Intr-o variantd de realizare, kitul cuprinde un anticorp anti-TIGIT sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului, conform inventiei (de exemplu, 14A6 umanizat sau 28H5
umanizat, sau 31C6 umanizat), sau compozitia farmaceutici a acestora intr-un container (de
exemplu, intr-un flacon steril de sticla sau de plastic) si compozitia farmaceuticd a acestora si/sau
un agent terapeutic intr-un alt container (de exemplu, intr-un flacon steril de sticld sau de
plastic).

Intr-o altd variantd de realizare, kitul cuprinde o combinatic conform inventiei, incluzand
un anticorp anti-TIGIT sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, conform inventiei (de
exemplu, 14A6 umanizat sau 28H5 umanizat, sau 31C6 umanizat), impreund cu un purtitor
acceptabil farmaceutic, in mod optional, in combinatic cu unul sau cu mai multi agenti
terapeutici formulati impreund, optional, intr-o compozitic farmaceuticd intr-un container
comun.

Daca kitul include o compozitic farmaceuticd pentru administrare parenterald la un
subiect, kitul poate include un dispozitiv pentru efectuarea unei atare administrari. De exemplu,
kitul poate include unul sau mai multe ace hipodermice sau alte dispozitive pentru injectie, asa
cum s-a indicat mai sus.

Kitul poate include un prospect contindnd informatii referitoare la compozitiile
farmaceutice si formele posologice din kit. De reguld, o asemenea informatie ajutd pacientilor si
medicilor la utilizarea eficientd si in conditii de sigurantd a compozitiilor farmaceutice si
formelor posologice incluse in kit. De exemplu, in prospectul anexat pot fi furnizate urmétoarele
informatii referitoare la combinatia conform inventiei: farmacocinetice, farmacodinamice,
studiile clinice, parametrii de eficacitate, indicatiile si modul de utilizare, contraindicatiile,
atentiondrile, precautiile, reactiile adverse, supradozarea, dozareca si administrarea corecta,
conditiile corespunzitoare de pastrare, referinte, informatii despre producitor/distribuitor si
informatii referitoare la brevete.
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Kituri pentru detectare si kituri terapeutice

Pentru comoditate, in kit poate fi inclus un anticorp anti-TIGIT sau un fragment al
acestuia de legare a antigenului, conform inventici (de exemplu, 14A6, 28HS5, 31C6 sau
versiunile umanizate ale acestora), si anume, o combinatic ambalati de reactivi in cantitati
predeterminate cu instructiuni pentru realizarea testului de diagnostic sau de detectare. in cazul
in care anticorpul sau fragmentul este marcat cu ajutorul unei enzime, kitul poate include
substraturile si co-factorii necesari pentru enzimd (de exemplu, un precursor de substrat care
asigurd cromoforul sau fluoroforul detectabil). Totodatd, pot fi inclusi si alti aditivi, cum ar fi
stabilizatori, tampoane (de exemplu, tamponul de blocare sau tamponul pentru lizd) si altele
similare. Pentru a asigura concentratiile reactivilor din solutie, care optimizeazi substantial
sensibilitatea testului, cantititile relative ale diferitor reactivi pot fi modificate. In particular,
reactivii pot fi furnizati sub forma de pulberi uscate, de reguld, liofilizate, inclusiv excipienti
care, la dizolvare, asigura solutia de reactivi avand concentratia corespunzitoare.

De asemenea, sunt prezentati reactivi si kituri pentru diagnostic sau detectare care cuprind
unul sau mai multi astfel de reactivi pentru utilizare intr-o varietate de teste de detectare,
incluzand, de exemplu, teste imunologice, cum ar fi ELISA (de tip ,,sandwich’” sau de format
competitiv). Componentele kitului pot fi pre-legate la un substrat solid sau pot fi aplicate pe
suprafata unui substrat solid atunci cand kitul este utilizat. In unele variante de realizare a
inventiei, mijloacele de generare a semnalului pot fi furnizate pre-legate cu un anticorp sau un
fragment al inventiei sau pot necesita inainte de utilizare o combinatie cu unul sau cu mai multe
componente, de exemplu, tampoane, conjugati anticorp-enzimi, substraturi pentru enzime sau
altele similare. Kiturile pot include, de asemenea, reactivi suplimentari, de exemplu, reactivi de
blocare pentru a reduce legarea nespecificd cu suprafata fazei solide, reactivi pentru spalare,
substraturi pentu enzime i altele similare. Suprafata fazei solide poate avea forma unui tub, unei
granule, unei microplici de titrare, unei microsfere sau altor materiale, adecvate pentru
imobilizarea proteinelor, peptidelor sau polipeptidelor. In unele aspecte particulare, o enzimi
care catalizeaza formarea unui produs chemiluminescent sau cromogenic, sau reducerea unui
substrat chemiluminescent sau cromogen constituic o componentd a mijloacelor de obtinere a
semnalului. Astfel de enzime sunt bine cunoscute in domeniul de referinti. Kiturile pot cuprinde
oricare dintre agentii de legare si reactivii pentru detectare, descrisi in prezenta inventie. In mod
optional, kitul poate cuprinde, de asemenea, instructiuni pentru realizarea procedeelor conform
inventiei.

Este prezentat, de asemenea, un kit care cuprinde un anticorp anti-TIGIT (de exemplu, un
anticorp umanizat) sau un fragment al acestuia de legare a antigenului, ambalat intr-un container,
cum ar fi un flacon sau o butelie, si care cuprinde suplimentar un marcaj aplicat pe container sau
ambalat impreund cu acesta, marcajul descriind continutul containerului si furnizand indicatii
si/sau instructiuni privind utilizarea continutului containerului pentru tratarea uneia sau a mai
multor stdri patologice, asa cum este descris in documentul de fata.

Intr-un aspect, kitul serveste la tratarea tumorii maligne si cuprinde un anticorp anti-
TIGIT (de exemplu, un anticorp umanizat) sau un fragment al acestuia de legare a antigenului si
un agent terapeutic suplimentar sau un vaccin. Kitul poate include, in mod optional, o seringi
pentru administrare parenterald, de exemplu, intravenoasi. Intr-un alt aspect, kitul cuprinde un
anticorp anti-TIGIT (de exemplu, un anticorp umanizat) sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului §i un marcaj atasat sau ambalat impreund cu containerul, descriind utilizarca
anticorpului sau a fragmentului cu vaccinul sau cu agentul terapeutic suplimentar. In urmétorul
aspect, kitul cuprinde vaccinul sau un agent terapeutic suplimentar i un marcaj atasat sau
ambalat impreund cu recipientul, descriind utilizarea vaccinului sau a agentului terapeutic
suplimentar cu anticorpul anti-TIGIT sau cu fragmentul acestuia. In anumite variante de
realizare, anticorpul anti-TIGIT si vaccinul sau agentul terapeutic suplimentar se afla in flacoane
separate sau sunt combinate impreund in una si aceeasi compozitie farmaceutica.

Asa cum s-a indicat mai sus in sectiunea terapic combinatd, administrarea concomitenti a
doi agenti terapeutici nu impune ca agentii si fie administrati simultan sau prin unul si acelasii
procedeu, cu conditia ci existd o suprapunere a perioadelor de timp in care agentii isi exerciti
efectul lor terapeutic. O administrare simultand sau secventiald, precum si administrarea in zile
sau sdptamani diferite, este avutd in vedere.

Pot fi obtinute, de asemenea, kiturile terapeutice si de detectare, descrise in documentul
de fatd, care contin cel putin unul dintre anticorpi, o peptidd, un fragment de legare a antigenului
sau o polinucleotida, descrise In documentul de fatd, si instructiuni pentru utilizarea compozitiei
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in calitate de reactiv de detectare sau agent terapeutic. Containerele utilizate in astfel de kituri
pot cuprinde, in mod obisnuit, cel putin un flacon, o epruvetd, o fiold, o butelie, o seringd sau un
alt recipient adecvat, in care pot fi amplasate una sau mai multe dintre compozitia(compozitiile)
de detectare si/sau compozitia(compozitiile) terapeutice si, iIn mod preferabil, portionate in
modul corespunzitor in alicote. In cazul in care este previizut si un al doilea agent terapeutic,
kitul poate contine, de asemenca, un al doilea recipient distinct, in care poate fi amplasatd
aceastd a doua compozitic de detectare si/sau compozitic terapeutica. In mod alternativ, pot fi
obtinuti mai multi compusi intr-o singurd compozitic farmaceuticd si pot fi ambalati intr-un
singur recipient, cum ar fi un flacon, o fiola, o seringd, o butelic sau un alt recipient unic
corespunzitor. Kiturile descrise in documentul de fatd pot include, de reguld, un mijloc de
pastrare a flaconului (flacoanclor) in stare inchisd pentru vanzare comerciald, cum ar fi, de
exemplu, recipiente din plastic, fabricate prin turnare sau prin fasonare cu bombare si intindere,
in care sunt tinute flacoanele in cauzi. In cazul in care kitul include un radiomarker, un marcaj
cromogen, fluorigenic sau un alt tip de marcaj detectabil, sau mijloace de detectare, agentul de
marcare fic cd poate fi furnizat in acelasi recipient ca si insisi compozitia de detectare sau
compozitia terapeuticd, fie ci, in mod alternativ, poate fi plasat in cel de-al doilea recipient, in
care poate fi plasati aceastd a doua compozitie si divizatd in alicote. Ca alternativi, reactivul de
detectare si marcajul pot fi obtinute in recipiente separate si in cele mai multe cazuri kitul poate
include, de asemenea, in mod tipic, un mijloc de pastrare a flaconului (flacoanclor) in stare
inchisd pentru vanzare comerciala si/sau ambalre si livrare comode.

Inventia de fatd prezintd, de asemeneca, un dispozitiv sau aparat pentru efectuarca
procedeelor de detectare sau monitorizare, descrise in documentul de fatd. Un astfel de aparat
poate include o camerd sau o eprubetd in care poate fi plasatd proba, un sistem de imbuteliere a
lichidelor incluzand, in mod optional, supape sau pompe pentru directionarea fluxului probei
prin dispozitiv, in mod optional, poate include filtre pentru a separa plasma sau serul de sange,
camere de malaxare pentru addugarea agentilor de legare sau a reactivilor de detectare si, in mod
optional, un dispozitiv de detectie pentru identificarea cantititii de marker detectabil, legat la
imunocomplexul agentului de legare. Fluxul probei poate fi pasiv (de exemplu, prin forte
capilare, hidrostatice sau prin alte forte care nu necesitd manipuliri ulterioare ale dispozitivului
dupi aplicarea probei) sau activ (de exemplu, prin aplicarea fortei generate de pompe mecanice,
pompe clectroosmotice, fortei centrifuge sau prin presiunca ridicatd a aerului), sau printr-o
combinatic de forte active si pasive.

in alte variante de materializare a prezentei inventi sunt prezentate, de asemenea, un
procesor, 0 memorie care poate fi cititd de calculator si un flux de lucru standard, stocat in
memoria informatizatd si adaptat pentru a fi executat de procesor pentru efectuarca oricdruia
dintre procedeele descrise in documentul de fatd. Exemplele de sisteme de calcul potrivite, medii
si/sau config.tii includ calculatoare personale, calculatoare server, dispozitive portabile sau
laptop-uri, sisteme multiprocesor, sisteme bazate pe microprocesoare, set top boxe pentru TV,
aparate electronice de consum programabile, PC-uri de retea, minicalculatoare, calculatoare
mainframe, medii de aplicatii distribuite, care contin oricare dintre sistemele sau dispozitivele
mentionate mai sus sau oricare alte sisteme, cunoscute in domeniul de referinta.

Procedee generale

Procedecle standard ale biologiei moleculare sunt descrise la Sambrook, Fritsch si
Maniatis (1982 si 1989, editia a 2-a, 2001, editia a 3-a) Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Sambrook si Russell.
Molecular Cloning, editia a 3-a, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.,
2001; Wu. Recombinant DNA, vol. 217, 1993, Academic Press, San Diego, CA,). Procedeele
standard sunt prezentate, de asemenca, la Ausbel, si colab. Current Protocols in Molecular
Biology, vol.1-4, 2001, John Wiley si Sons, Inc. New York, NY, in care este descrisd clonarea in
celule bacteriene si mutageneza ADN-ului (vol. 1), clonarea in celule de mamifere si drojdie
(vol. 2), glicoconjugatele si exprimarea proteinei (vol. 3), si bioinformatica (vol. 4).

Sunt descrise procedeele de purificare a proteinelor, inclusiv imunoprecipitarea,
cromatografia, clectroforeza, centrifugarea si cristalizarea (Coligan, si colab. Current Protocols
in Protein Science, vol. 1, John Wiley si Sons, Inc., New York, 2000). Sunt descrise analiza
chimici, modificarea chimicd, modificarea post-translationald, producerea proteinelor de
fuziune, glicozilarea proteinelor (a se vedea, de exemplu, Coligan, si colab. Current Protocols in
Protein Science, vol. 2, John Wiley si Sons, Inc., New York, 2000; Ausubel, si colab. Current
Protocols in Molecular Biology, vol. 3, John Wiley si Sons, Inc., New York, NY, 2001, p.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4733 B1 2020.12.31

74

16.0.5-16.22.17; Sigma-Aldrich, Co. Products for Life Science Research, St. Louis, MO, 2001,
p- 45-89; Amersham Pharmacia Biotech BioDirectory, Piscataway, N.J., 2001, pag. 384-391).
Sunt descrise obtinerca, purificarea si fragmentarea anticorpilor policlonali si monoclonali
(Coligan, si colab. Current Protcols in Immunology, vol. 1, John Wiley si Sons, Inc., New York,
2001; Harlow si Lane. Using Antibodies, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1999; Harlow si Lane, supra). Sunt disponibile procedee standard pentru
caracterizarea interactiunilor ligand/receptorilor (a se vedea, de exemplu, Coligan, si colab.
Current Protocols in Immunology, vol. 4, John Wiley, Inc., New York, 2001).

Anticorpii monoclonali, policlonali §i umanizati pot fi obtinuti (a se vedea, de exemplu,
Sheperd si Dean (ed.). Monoclonal Antibodies, Oxford Univ. Press, New York, NY, 2000;
Kontermann si Dubel (ed.). Antibody Engineering, Springer- Verlag, New York, 2001; Harlow
si Lane. Antibodies A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1988, p. 139-243; Carpenter, si colab. J. Immunol. 165, 2000, p. 6205; He, si colab.
J. Immunol. 160, 1998, p. 1029; Tang, si colab. J. Biol. Chem. 274, 1999, p. 27371-27378; Baca,
si colab. J. Biol. Chem. 272, 1997, p. 10678-10684; Chothia, si colab. Nature 342, 1989, p. 877-
883; Foote si Winter J. Mol. Biol. 224, 1992, p. 487-499; US 6329511).

O alternativa pentru umanizarea anticorpilor este utilizarea bancilor de anticorpi umani,
expusi pe fagi, sau a bincilor de anticorpi umani in gsoareci transgenici (Vaughan, si colab.
Nature Biotechnol. 14, 1996, p. 309-314; Barbas (1995) Nature Medicine 1, p. 837-839;
Mendez, si colab. Nature Genetics 15, 1997, p. 146-156; Hoogenboom, si Chames Immunol.
Today 21, 2000, p. 371-377; Barbas, si colab. Phage Display: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 2001; Kay, si colab. Phage Display of
Peptides and Proteins: A Laboratory Manual, Academic Press, San Diego, CA, 1996; de Bruin,
si colab. Nature Biotechnol. 17, 1999, p. 397-399).

Sunt descrisi anticorpi monocatenari si diacorpi (a se¢ vedea, de exemplu, Malecki, si
colab. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 2002, p. 213-218; Conrath, si colab. J. Biol. Chem. 276,
2001, p. 7346-7350; Desmyter, si colab. J. Biol. Chem. 276, 2001, p. 26285-26290; Hudson, si
Kortt. J. Immunol. Metods 231, 1999, p. 177-189; si US 4.946.778). Sunt prezentati anticorpi
bifunctionali (a se vedea, de exemplu, Mack, si colab. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 1995, p.
7021-7025; Carter. J. Immunol. Metods 248, 2001, p. 7-15; Volkel, si colab. Protein
Engineering 14, 2001, p. 815-823; Segal, si colab. J. Immunol. Metods 248, 2001, p. 1-6;
Brennan, si colab. Science 229, 1985, p. 81-83; Raso, si colab. J. Biol. Chem. 272, 1997, p.
27623; Morrison. Science 229, 1985, p. 1202-1207; Traunecker, si colab. EMBO J. 10, 1991, p.
3655-3659; US 5932448, US 5532210 si US 6129914).

De asemenea, sunt prezentafi anticorpi bispecifici (a se vedea, de exemplu, Azzoni, si
colab. J. Immunol. 161, 1998, p. 3493; Kita, si colab. J. Immunol. 162, 1999, p. 6901; Merchant,
si colab. J. Biol. Chem. 74, 2000, p. 9115; Pandey, si colab. J. Biol. Chem. 275, 2000, p. 38633;
Zheng, si colab. J. Biol Chem. 276, 2001, p. 12999; Propst, si colab. J. Immunol. 165, 2000, p.
2214; Long. Ann. Rev. Immunol. 17, 1999, p. 875).

Purificarea antigenului nu este necesard pentru obtinerea de anticorpi. Animalele pot fi
imunizate cu celule care poartd antigenul ce prezintd interes. Ulterior, splenocitele pot fi izolate
de la animale imunizate si splenocitele pot fi fuzionate cu o linie de celule de mielom pentru a
obtine un hibridom (a se vedea, de exemplu, Meyaard, si colab. Immunity 7, 1997, p. 283-290;
Wright, si colab. Immunity 13, 2000, p. 233-242; Preston, si colab., supra; Kaithamana, si colab.
J. Immunol. 163, 1999, p. 5157-5164).

Anticorpii pot fi conjugati, de exemplu, cu molecule mici de preparat medicamentos, cu
enzime, lipozomi, polictilenglicol (PEG). Anticorpii pot fi utilizati in scopuri terapeutice, de
diagnostic, in kituri sau in alte scopuri si includ anticorpi legati, de exemplu, cu coloranti,
radioizotopi, enzime sau metale, de exemplu, aur coloidal (a se vedea, de exemplu, Le Doussal si
colab. J. Immunol. 146, 1991, p. 169-175; Gibellini si colab. J. Immunol. 160, 1998, p. 3891-
3898 Hsing si Bishop. J. Immunol. 162, 1999, p. 2804-2811; Everts si colab. J. Immunol. 168,
2002, p. 883-889).

Sunt disponibile procedee de citometrie in flux incluzind sortarea celulelor activatd prin
fluorescentd (FACS), (a se vedea, de exemplu, Owens si colab. Flow Cytometry Principles for
Clinical Laboratory Practice, John Wiley si Sons, Hoboken, NJ, 1994; Givan. Flow Cytometry,
ed. a 2-a; Wiley-Liss, Hoboken, NJ, 2001; Shapiro. Practical Flow Cytometry, John Wiley si
Sons, Hoboken, NJ, 2003). Sunt disponibili reactivi fluorescenti, adecvati pentru modificarea
acizilor nucleici, incluzind primeri si sonde de acid nucleic, polipeptide si anticorpi pentru
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utilizare, de exemplu, in calitate de reactivi pentru diagnostic (Molecular Probes Catalogue,
Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, 2003; Sigma-Aldrich Catalogue, St. Louis, MO, 2003).

Sunt descrise procedee standard de histologie a sistemului imunitar (a se vedea, de
exemplu, Muller Harmelink (ed.) Human Thymus: Histopathology and Pathology, Springer
Verlag, New York, NY, 1986; Hiatt si colab. Color Atlas of Histology, Lippincott, Williams si
Wilkins, Phila, PA, 2000; Louis si colab. Basic Histology: Text and Atlas, McGraw-Hill, New
York, NY, 2002).

Sunt disponibile pachete software si baze de date pentru a determina, de exemplu,
fragmentele antigenice, secventele lider, plierea proteine, domeniile functionale, situsurile de
glicozilare si aliniamentele secventelor (a se vedea, de exemplu, GenBank, Vector NTI® Suite
(Informax, Inc., Bethesda, Md) ; GCG Wisconsin Package (Accelrys, Inc., San Diego, CA);
DeCypher® (TimeLogic Corp., Crystal Bay, Nevada); Menne si colab. Bioinformatics 16, 2000,
p- 741-742; Menne si colab. Bioinformatics Applications Note 16, 2000, p. 741-742; Wren si
colab. Comput. Methods Programs Biomed. 68, 2002, p. 177-181; von Heijne. Eur. J. Biochem.
133, 1983, p. 17-21; von Heijne. Nucleic Acids Res. 14, 1986, p. 4683-4690).

Exemplul 1

Obtinerea anticorpilor anti-hTIGIT de sobolan si soarece

Pentru a obtine anticorpi anti-TIGIT umani, sobolanii Lewis au fost imunizati cu proteina
recombinantd - his-TIGIT uman marcat de le Sino Biologicals Cat. nr. 10917-HO8H) - folosind
adjuvantul RIBI si o ingectie in pernuta tilpii dupd un program de doud ori pe sdptimani. Ca
alternativd, soarecii Balb/C au fost imunizati cu proteina recombinantd - TIGIT uman marcat cu
Fc uman - folosind adjuvantul RIBI si o injectic in pernuta tilpii dupa un program de doud ori
pe siaptimand. De la animalele imunizate a fost colectat singe si au fost determinate titrurile
serului pentru legarea cu celulele CHOKI1 transfectate de TIGIT uman utilizandu-se un test
ELISA pe bazi de celule (descris mai jos). Animalelor cu cele mai inalte titruri li s-a administrat
o injectic finald de rapel cu proteind recombinantd si ganglionii limfatici drenati din regiunea
popliteald au fost izolati cu patru zile mai tarziu. Hibridoamele au fost obtinute prin
electrofuziunea limfocitelor izolate cu partenerul de fuziune mielomul P3X63-Ag8.653 folosind
sistemul de electrofuziune Cytopulse Hybrimmune. Celulele fuzionate au fost insdméantate pe
plici cu 96 de godeuri in DMEM/F12, 15% BCS, HAT, IL-6, supliment OPI si gentamicin.

Supernatantii hibridoamelor au fost testati la legarea celulele CHOKI1 care exprimi
TIGIT uman si la capacitatea reactiva incrucigatd in raport cu celulele CHO care exprimd TIGIT
rhesus folosind formatul ELISA pe bazi de celule. Celulele CHO-K1 care exprima TIGIT uman
si TIGIT rhesus au fost insdmantate pe placi de culturd celulard cu 96 de godeuri in 50 pl de
DMEM/F12, 10% BCS si gentamicind (mediul CHO-K1). Celulele au fost placate fie la 2x10*
celule/godeu cu doui zile inainte de test, fie la 4x10* celule/godeu cu o zi inainte de test. Mediul
a fost indepartat din godeuri inainte de analizd si au fost adiugate 50 pl de supernatant de
hibridom. Supernatantii de hibridom au fost incubati timp de 30...60 min la temperatura camerei
si spalati de 3 ori cu PBS/0,05% Tween 20 folosind protocolul de spilare ELISA pe celulele din
epuratorul pentru plicile Biotek EL405x Select CW. Cincizeci de microlitri de anticorp pentru
detectie (anticorpul caprd anti-IgG sobolan conjugat cu HRP (Southern Biotech cat. nr. 3030-05)
sau anticorpul caprd anti-IgG soarece conjugat cu HRP (Southern Biotech cat. nr. 1043-05)), a
fost adiugat la o dilutie de 1:2000 in mediul CHO-K1 si a fost incubat la temperatura camerei
timp de 30...60 min. Plicile pentru test au fost spalate dupa cum se descrie mai sus si developate
cu TMB, si reactia a fost stopatd cu ajutorul solutiei de stopare pentru TMB (KPL cat. nr. 50-85-
06) sau cu acid fosforic de 0,1N. Absorbanta a fost determinati la 450 nm...620 nm. Clonele
pozitive s-au dovedit apte de a reactiona cu celulele CHO-K1, transfectate atat de TIGIT uman,
cat si de TIGIT rhesus, si s-au dovedit a fi negative pentru legarea la celulele parentale CHO-K1.
In aceste teste, dacd pentru anticorp apirea legarea cu celulele parentale (netransfectate) CHO-
K1; autorii prezentei inventii eliminau acest anticorp din screening ca fiind non-specific pentru
TIGIT.

Hibridoamele pozitive au fost subclonate prin dilutie limitativd sau subclonate prin
placarea hibridoamelor in medii semisolide, si clonele au fost prelevate pe ClonePix® (Genetix).
Pentru hibridoamele parentale au fost efectuate doud cicluri de subclonare. Subclonele finale au
fost crescute in culturi la scard micd, intr-un mediu fird ser de producere a hibridoamelor,
acestea fiind curdtate in vederea obtinerii anticorpului purificat pentru caracterizare ulterioara.

Folosind aceste procedee, au fost obtinute circa 819 hibridoame.
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Exemplul 2

Caracterizarea anticorpilor anti-hTIGIT

Supernatantii provenind de la clonele pozitive au fost testati la capacitatea lor de a bloca
legarea proteinei CD155-huFc umane recombinante la celulele hTIGIT CHOKI1 intr-un format
ELISA pe bazi de celule. Celulele TIGIT-CHO-K1 umane au fost semdnate pe plici cu 96 de
godeuri, asa cum este descris mai sus. Mediul a fost indepartat de pe placi si 50 pl de supernatant
hibridoma au fost incubate cu celule TIGIT-CHO-K1 uman la temperatura de 4°C timp de 30
min. Cincizeci de microlitri de CD155-huFc uman au fost adiugate pe placd pand la o
concentratic finald de 0,5 pg/ml de CDI155-huFc uman si incubate timp de 30 min la
temperatura de 4°C. Plicile pentru testare au fost spalate de 3 ori cu PBS/0,05% Tween-20 dupd
cum a fost aritat mai sus. Legarca CD155-huFc uman la celulele hTIGIT-CHOKI1 a fost
detectatd folosind conjugatul-HRP al anticorpului secundar F(ab)’2 de caprd anti-IgG uman
(Jackson 109-036-098) la o dilutic de 1:2000 in mediul CHO-K1. Plicile au fost developate
folosind TMB si reactia a fost opritd prin intermediul solutici de stopare pentru TMB, dupd cum
a fost descris mai sus, si a fost determinat A450-620 nm.

Un anticorp de sobolan, obtinut in conformitate cu procedeul descris mai sus, a fost
desemnat ca 14A6 si a fost derivat din clona LB155.14A6.G2.A8. Acest anticorp de sobolan
(14A6) apartine de izotipul 1gG2/kappa si cuprinde regiunea variabild a lantului greu din SECV.
ID NR. 7 si regiunea variabila a lantului usor din SECV. ID NR. 8. Anticorpul 14A6 purificat se
leagd 1a TIGIT uman si la TIGIT rhesus, dupd cum a fost determinat prin testul ELISA pe bazi
de celule, la celulele CHOK1 TIGIT umane si TIGIT rhesus (Fig. 1), folosind procedecle
descrise mai sus. (Un anticorp martor al izotipului nu a prezentat vreo legare (datele nu sunt
prezentate). Anticorpul 14A6 purificat poate, de asemenea, bloca interactiunea dintre hTIGIT si
hCD155 utilizind un test de blocare ELISA pe bazd de celule (Fig. 3), folosind procedeul,
descris mai sus.

Un anticorp de soarece, obtinut in conformitate cu procedeul descris mai sus, este
desemnat ca 28H5 si provine din clona TC167.28H5 HS. Acest anticorp de soarece (28HS5)
apartine de izotipul IgG1/kappa si cuprinde regiunea variabila a lantului greu din SECV. ID NR.
63 si regiunca variabild a lantului usor din SECV. ID NR. 64. Anticorpul 28HS5 purificat de
asemenca se leaga la TIGIT uman si TIGIT rhesus, dupd cum s-a determinat dupd legarea cu
celulele CHOK1 TIGIT uman si TIGIT rhesus, cu ajutorul ELISA pe bazi de celule (Fig. 2), in
conformitate cu procedeele descrise mai sus. Anticorpul 28HS5 purificat blocheazi, de asemenea,
interactiunea dintre hTIGIT si hCD155, utilizand testul de blocare ELISA pe bazi de celule (Fig.
3), in conformitate cu procedeul, descris mai sus.

Un alt anticorp de soarece, obtinut in conformitate cu procedeul descris mai sus, a fost
desemnat ca 31C6 si provine din clona MEB125.31C6.A1.205. Acest anticorp de soarece (31C6)
se referd la izotipul IgG1/kappa si cuprinde regiunea variabild a lantului greu din SECV. ID NR.
94 si regiunea variabild a lantului usor din SECV. ID NR. 95. Anticorpul 31C6purificat de
asemenea se leagd la TIGIT uman si TIGIT rhesus, dupad cum s-a determinat prin legarea la
celulele CHOK1 TIGIT uman si TIGIT rhesus cu ajutorul testului ELISA pe bazi de celule (Fig.
4), in conformitate cu procedeele descrise mai sus. Anticorpul 31C6 purificat de asemenea
blocheazi interactiunea dintre hTIGIT si hCD155 utilizind testul de blocare ELISA pe baza de
celule (Fig. 4), in conformitate cu procedeul, descris mai sus.

Determinarea afinititii de legare a anticorpilor anti-TIGIT parentali (non-umani) la
proteina recombinantid cu TIGIT uman: Cinctica activitdtii de legare a anticorpilor anti-
TIGIT uman 14A6 si 31C6 (obtinuti dupd cum este descris in Exemplul 1) si a anticorpului
comercial MBSA43 a fost masuratd prin rezonantd plasmonicd de suprafati cu ajutorul
sistemului Biacore T200 (Biacore, GE Healthcare, Piscataway, NJ). Aproximativ 5000 PE de
anticorp anti-IgG de soarece, GE Healthcare, numar de catalog BR-1008-38, sau aproximativ
13000 PE specific pentru fragmentul anticorpului de caprd IgG anti-Fc gamma de sobolan,
Jackson ImmunoRescarch, numar de catalog 112-006-071, a fost imobilizat prin reactii chimice
de aditiec a aminei pe un cip senzor CMS5 seria S, numir de catalog BR-1005-30. Fiecare din
clonele anticorpului de soarece anti-TIGIT uman 31C6 si MBSA43 au fost injectate pe
suprafetele imobilizate ale anticorpilor imobilizati anti-soarece la 1 ug/ml pand la nivelul de
captare a 40 RU. Clona anticorpilor de sobolan anti-TIGIT uman 14A6 a fost injectatd pe
suprafetele anti-corpilor imobilizati anti-sobolan la 1 ug/ml pand la nivelul de captare a 40 RU.
Tamponul HBS-EP + (BR-1006-69) a fost utilizat in calitate de tampon de rulare, cu un debit al
fluxului de 30 pl/min. Pe suprafetele anticorpilor au fost injectate diferite concentratii de
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proteind TIGIT-His uman sau de proteind TIGIT-Fc, variind in diapazonul de la 0,29 nM pana la
40 nM, la un debit al fluxului de 45 pl/min. La sfarsitul fiecdrui ciclu de injectare a anticorpilor
de soarece anti-TIGIT uman pentru clonele 31C6 si MBSA43, suprafata cipului CMS seria S a
fost regeneratd folosind o injectic de 3 minute de glicind de 10 mM cu pH de 1,7 la debitul
fluxului de 10 pl/min. Dupa fiecare ciclu de injectare a anticorpilor de sobolan anti-TIGIT uman,
suprafata cipului de CM5 seria S a fost regeneratd folosind o injectie de 20 de secunde de glicind
de 10 mM cu pH del,5, urmati de doud injectii a cite 10 sec de 12,5 mM NaOH, la debitul
fluxului de 60 pl/min.

Senzorogramele de legare a subtractici de fundal, au fost utilizate pentru analiza
constantei vitezei de asociere (k) si de disociere (k) si a constantei de echilibru a fenomenului
de disociere Kp. Seturile de date rezultate au fost puse in conformitate cu modelul de legare
Langmuir 1:1 folosind software-ul de evaluare BIAcore T200 (versiunea 2.0). In Tabelul 3 sunt
rezumate afinitatile anticorpilor anti-TIGIT uman pentru proteina TIGIT-His uman si proteina
TIGIT-Fc.

Masurarea afinitatii anticorpilor anti-TIGIT umani cu proteina TIGIT-His umani si
proteina TIGIT-Fc folosind BIAcore

Tabelul 3
KD conform BIAcore KD conform BIAcore
Clona (TIGIT- his uman) (TIGIT- Fc uman)
(rM) (rM)
14A6 (rlgG2a/K) 3,09 3,12
31C6 (mlgG1/K) 34,4 10,9
Comparatorul MBSA43 (mlgGl) 36,3 16,5
Exemplul 3

Analiza activitatii celulelor T in vitro pentru anticorpii antagonisti anti-h TIGIT

Printre anticorpii testati, pentru aproximativ 352 de anticorpi monoclonali, indicati de a
bloca legarea CD155-Fc la celulele CHO exprimand hTIGIT, a fost efectuat un screening in
vederea determindrii capacititii lor de a spori activitatea celulelor T in vitro utilizand testele
functionale pe bazi de celule.

Autorii prezentei inventii au dezvoltat un test pentru caracterizarca consecintelor
functionale ale blocdrii receptorului TIGIT uman utilizind celulele Jurkat, linia celulare
imortalizate de limfocite T umane (clona E6-1; ATCC TIB-152), conceputi pentru a supra-
exprima TIGIT umane (hTIGIT-Jurkat), care au fost cultivate impreund cu celulele THP-1, linia
de celule monocitare umane in prezenta sau in absenta unuia dintre liganzii TIGIT, CD155 si
CD112. Celulele hTIGIT-Jurkat, co-cultivate cu celule THP-1 si stimulate prin intemediul plicii
mAb anti-CD3, produc IL-2, insi atunci cind ligandul TIGIT (CD155 sau CD112) era adaugat la
co-culturd, nivelurile de IL-2 se reduceau intr-un mod dependent de ligand. Tratamentul cu
anticorpii care blocheazi interactiunca CD155-TIGIT sau CD112-TIGIT, cum ar fi un Ab anti-
hTIGIT disponibil comercial, clona MBSA43 (eBioscience Cat. Nr. 12-9500-42), reconstituie
productia de IL-2 in acest test intr-o maniera dependentd de doza (Fig. 5).

Plicile cu fund plat cu 96 de godeuri au fost acoperite cu anticorpul de soarece anti-CD3
uman (1 pg/ml in PBS; clona HIT3a; BD Pharmingen Cat. Nr. 555336) timp de o noapte la
temperatura de 4°C. In ziva urmitoare, celulele hTIGIT-Jurkat (50000) erau insdmAntate pe
placile pre-acoperite i erau pre-incubate timp de 30-60 minute cu mAb de concentratii diferite.
Celulele THP-1 (50000) erau adiugate la culturd, apoi fie CD155-Fc (ECD CD155 uman
fuzionat cu Fc uman; 1,0 pg/ml), fie CD112-Fc (ECD CD112 uman fuzionat cu Fc uman; 0,5
pg/ml). Dupd incubare timp de 18-24 ore la temperatura de 37°C si 5,0% de CO», nivelurile de
IL-2 erau evaluate in supernatantii de culturd prin intermediul Meso Scale (kitul MESO culturd
de tesut IL-2 uman: Cat. Nr. K151AHB-2). Tratamentul cu MBSA43 (10 pg/ml) restabilea IL-2
pand la un nivel egal cu cel al celulelor activate hTIGIT Jurkat, cultivate cu THP-1 in absenta
CD155 sau CD112.

Dupd cum sc aratd in Fig. 5, la titrarea anticorpului anti-hTIGIT, clona 14A6, de 1a 30
pg/ml pand la 0,04 pg/ml, s-a obtinut ECso de 0,190 pg/ml comparativ cu MBSA43 de 0,24
pg/ml, folosind testul dat. Clona 14A6 (30 pg/ml) restabilea nivelul IL-2 pand la 82% din
MBSA43 (10 pg/ml).
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Folosind testul in cauzi, in Fig. 5 s-a demonstrat, de asemenea, ci, la titrarea anticorpului
anti-hTIGIT, clona 28HS5, de la 30 ng/ml pana la 0,04 pg/ml, s-a obtinut ECso de 0,24 pg/ml, in
raport cu MBSA43 de 0,24 ng/ml.

Folosind acest test, in Fig. 6 s-a demonstrat, de asemenea, ci, la titrarea anticorpului anti-
hTIGIT. clona 31C6, de la 30 pg/ml pand la 0,04 pg/ml, s-a obtinut ECso de 0,14 pg/mi,
comparativ cu MBSA43 de 0,24 ng/ml. Clona 31C6 (30 pg/ml) restabilea nivelul IL-2 pani la
118% din MBSA43 (10 pg/ml).

Folosind testele functionale pe bazd de celule, din cei 352 de anticorpi monoclonali
testati, aproximativ 113 au fost capabili de a spori activitatea limfocitelor T in vitro.

Exemplul 4

Analiza activitatii celulelor T in vitro pentru anticorpii antagonisti anti-h TIGIT

In continuare, autorii inventici de fatd au analizat antagonismul functional relativ al
TIGIT si restabilirea activarii celulelor T si a functiei efectoare folosind o linie primard de celule
T umane care exprimd TIGIT endogen atunci cand este activat receptorul celululat T (TCR).
Linia de celule T umane ale clonei BC4-49 prezintd o cloni CD4+, specificd pentru aloantigenul
celulelor T umane, care exprimi TCR, specific pentru moleculele MHC HLA-clasa II, exprimat
pe linia celulard EBV transformati, JY (HLA-DRI1,4). Linia de celule T umane ale clonei BC4-
49 necesitd restimularea cu aloantigen la fiecare doud siptidmani, folosind celulele stimulatoare
JY iradiate (5000 rad), PBMC iradiate (4000 rad), izolate din doud straturi leucocitare, si PHA-P
(2,5 pg/ml; Sigma), precum si 10 ng/ml de IL-2 umand (R&D) suplimentat la fiecare 3-4 zile
dupd restimulare si extindere. Cateva clone de celule T (BC1-6, BC4-27, BC4-49) au fost
analizate prin intermediul PCR si mai apoi prin intermediul citometriei in flux pentru exprimarea
relativd a TIGIT in urma stimuldrii repetate, fiind selectatd clona BC4-49, deoarece aceasta
poseda cea mai inaltd expresie a TIGIT, comparativ cu alte clone. Expresia relativa si cinetica
TIGIT, CD226, CD9 si CDI155 au fost monitorizate dupd stimularea repetatd cu celule
stimulatoare JY iradiate (5000 rad), cu PBMC si PHA-P iradiate, pentru a evalua cel mai bun
timp pentru analiza antagonistilor mAb privind activitatea antagonistd relativd in raport cu
TIGIT. Varful expresiei TIGIT s-a observat peste 3-4 zile dupa stimularea repetatd, in timp ce
expresia CD226 si CD96 din aceeasi perioadi de timp se micsora. In continuare, expresia TIGIT
a scizut, in timp ce expresia CD226 si CDY6 a crescut din nou in ziua a 6-ca dupd stimularca
repetatd (Fig. 7). In mod corespunzitor, mAb — candidatii la rolul de antagonisti ai TIGIT - au
fost evaluati dupd 3-4 zile de la stimularea repetati. Transfectantul JY supraexprimind CD155
umand a fost obtinut folosind vectorii retrovirali pMX->huTIGIT in calitate de mijloace pentru
supresia raspunsurilor celulelor T ale clonei BC4-47 din biotestul de celule T primare si pentru
evaluarea capacititii relative a mAb anti-TIGIT de a antagoniza activarea TIGIT prin intermediul
CD155 si de a restabili proliferarea celulelor T si IFNy cu trei zile mai tarziu.

Testul de celule T primare cu privire la antagonismul relativ al mAb anti-hTIGIT a fost
efectuat dupa cum urmeazi. Linia celulard CD4+ de celule T umande ale clonei BC4-49 a fost
cultivatd impreund cu CDI155-Fc mAb de blocare, specifice pentru hTIGIT, in diverse
concentratii (33, 11, 3,7, 1,2, 0,4 si 0,1 nug/ml) timp de 30 minute si mai apoi erau insimantate pe
plici cu fundul plat de 96 de godeuri (2x10* ¢/goden). Transfectantii JY-hCD155, care exprimi
aloantigenul si nivelurile ridicate de hCD155, au fost iradiate (5000 rad), spilate si mai apoi
adaugate in godeurile continind celulele T ale clonei BC4-49, tratate cu mAb anti-TIGIT, pana
la o concentratie finald de 1x10* (celule T 2:1: raportul de celule tintd) sau de 5x10* (celule T
1:4: raportul de celule tintd) intr-un volum total de 200 pl/godeu. Grupele de control nu au inclus
tratamentul cu mAb, cultivarea comuna cu celule T tratate cu mAb de acelasi izotip, doar celule
T si doar celule JY-CD155. Dupi trei sau patru zile de cultivare in comun, supernatantii au fost
recoltati pentru cuantificarea cantitativd a citochinelor interferon-gamma (IFNy), iar celulele T
au fost prelucrate timp de 6 ore cu timidina tritiatd pentru a evalua proliferarea relativa.

Dupa cum se aratd in Figurile 8A si 8B, prelucrarea mAb anti-hTIGIT 14A6, 28HS5 si
31C6 a celulelor T ale clonei BC4-49 a condus la restabilirea IFNy si raspunsurilor proliferative,
fapt dterminat dupd raspunsurile crescute in comparatie cu izotipul si cu celulele T netratate.
Anticorpul MBSAA43 disponibil comercial si anticorpii 37D10 si 25G10 (anticorpii anti-TIGIT,
obtinuti asa cum este descris in Exemplul 1) au prezentat, de asemenea, activitate in testul dat.
Cresterca productiei de IFNy dupd prelucrarca 14A6, 28HS5 si 31C6 a fost in medie de
aproximativ 2 ori.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4733 B1 2020.12.31
79

Exemplul 5

Activitatea anti-tumorald a anticorpilor anti-TIGIT si anti-PD1 in modelul tumoral animal

Soareci: Femelele murine BALB/cAnN cu virsta de aproximativ sapte sau opt sdptimani
si greutatea corporald medic de 20 grame au fost obtinute de la Taconic Laboratory
(Germantown, NY). Hrana conventionald pentru animale si apa au fost furnizate ad libitum.

Reactivi-anticorpi: Un anticorp monoclonal al izotipului murin IgG1 anti-PD-1 murin si
anticorpul de control al aceluiasi izotip au fost obtinuti din surse interne sub forma de stocuri
congelate (-80°C). Anticorpul de sobolan anti-TIGIT de soarece (GIGD7) a fost obtinut de la
eBioscience sub forma de stoc la la temperatura de 4°C. Anticorpul de control al izotipului IgG1
prezenta un anticorp monoclonal de soarece, specific pentru hexonul adenoviral 25. Anticorpul
de control al izotipului 1gG2a prezenta un anticorp monoclonal de sobolan, specific pentru beta-
galactozidaza. Izotipul de soarece IgG1 constituia un izotip omolog de soarece pentru izotipul
uman IgG4.

Componentele reactivilor-anticorpi: Tampoanele compozitiilor erau specifice pentru
fiecare anticorp in procesul de stabilizare a proteinelor si prevenire a precipitirii. Compozitiile
au fost urmitoarele: migGl: 75 mM NaCl, 10 mM fosfat de sodiu, 3% zaharozd, pH 7,3; anti-
PD-1: 20 mM acetat de sodiu, 7% zaharoza, pH 5,5; 1gG2a de sobolan: 20 mM acetat de sodiu,
9% zaharozd, pH 5,5; si anticorpul anti-TIGIT (GIGD7): PBS pH 7,0.

Obtinerea si implantarea liniei de celule tumorale: celule de carcinom de colon CT26 au
fost cultivate Int mediul RPMI, suplimentat cu ser fetal bovin de 10%, inactivat prin incalzire.
Celulele CT26 sub-confluente si log-faza 3x10° au fost injectate subcutanat (s/c) intr-un volum
de 100 pL RPMI liber de ser in partea dorsald inferioard din dreapta a fiecirui soarece. Soarecii
au fost mai intdi rasi cu masini electronice in zona care destinatd de a fi folositd pentru
implantare.

CT-26 prezintd o linie celulard de adenocarcinom colorectal murin singenicd pentru
tulpina murind BALB/c. CT-26 este un sistem model relevant pentru evaluarea mecanismului de
actiune al anticorpului anti-PD-1, datoritad profilului molecular translatabil al acestei tumori dupa
tratamentul cu anticorpul anti-PD-1.

Maisuritorile tumorilor §i greutitii corporale: Tumorile au fost masurate cu o zi inainte de
prima dozd si de doud ori pe sdptimand dupd aceea. Lungimea si ldtimea tumorii au fost
masurate utilizind sublere electronice i volumul tumoral era determinat prin formula Volumul
(mm?) = 0,5 x lungimea x litimea?, unde lungimea constituic dimensiunca mai mare. Soarecii au
fost cantdriti periodic pentru monitorizarea stdrii generale de sdnitate, precum si pentru a estima
doza reald pentru livrare in mg/kg per soarece, in caz de necesitate. Inainte de tratament, soarecii
au fost cantdriti si au fost masurate tumorile unor soareci individuali. Pentru a preveni abaterile,
orice valoare atipicd in volumul sau greutatea tumorii soarecilor au fost eliminate, iar soarecii
ramasi au fost randomizati in diferite grupuri de tratament cu o dimensiune medie echivalentd a
tumorii. Cand volumul mediu al tumorii la soarecii purtdtori de tumoare CT26 a atins ~ 100
mm?, peste aproximativ 7 zile de la implantare, animalele au fost randomizate in grupuri de
tratament a cite 10 soareci si a fost initiatd dozarea. Animalelor le-au fost administrate
concentratiile de dozaj, specificate mai jos.

Prepararea, administrarea si analiza solutiilor de dozare: Stocurile congelate de anticorpi
care urmau si fie testate pe modelul animal au fost dezghetate si transferate in gheati umeda.
Pentru a evita congelarea si decongelarea repetate, fiecare flacon cu solutie initiald a fost
decongelat o singurd datd si distribuite in alicote avand volume suficiente pentru o singurd
utilizare. In acest scop au fost folosite eprubete de polipropileni cu aderenti redusi. Alicotele au
fost congelate rapid in gheati uscati si stocate la -80°C. Inainte de fiecare dozare, o alicotd a fost
dezghetatd, diluatd cu un diluant adecvat pand la concentratia nominald si administratd imediat.
Alicotele solutiilor pentru dozare au fost congelate rapid si stocate 1la -80°C pand la efectuarca
analizelor. Solutiile pentru dozare au fost evaluate cu ajutorul platformei Meso Scale Discovery
(MSD®, Rockville, MD), bazati pe tchnologia multiplex; o combinatic de detectie prin
electrochimioluminiscentd si imunoteste multiplexate.

Rezultatele tratamentului cu dozarea anticorpilor anti-TIGIT/anti-PD1: Soarecilor
BALB/cAnN purtitori de tumoare CT26 le-a fost administrat anticorpul de sobolan anti-TIGIT
de soarece (GIGD7) intr-o doza de 20 mg/kg, IP, 1a fiecare 4 zile, pe parcursul fieciruia din cele
5 cicluri. Anticorpii PD-1 de soarece (descrisi mai sus) au fost administrat intr-o dozi de 10
mg/kg, IP, la fiecare 4 zile pe parcursul fiecdruia din cele 5 cicluri. Dupa dozare, animalele au
continuat s fie monitorizate si volumele tumorale au fost masurate pand la 36 de zile.
Tratamentul a fost inceput atunci cand dimensiunea tumorii a atins in medie 100 mm? (75 mm?® -
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115 mm?®). Tumorile au fost misurate de doud ori pe siptdminid. Dupid cum demonstreazi
rezultatele, prezentate in Fig. 9, rdspunsul antitumoral mediu in terapia combinati cu
antagonistul PD-1 si antagonistul TIGIT a fost mai inalt decét rdspunsul antitumoral, observat in
monoterapia fie cu anti-PD1 (p<0,05), fie cu anti-TIGIT (p<0,005). Pentru monoterapia cu anti-
TIGIT, a fost identificatd o inhibare de 21% a cresterii tumorii (TGI) in ziua a 14-ea. Pentru
monoterapia cu anti-PD1 a fost identificat TGI de 52% in ziua a 14-ea. Tratamentul combinat a
generat 85% de TGI in ziva a 14-¢a si a demonstrat 40% cazuri de regresiec completd (CR), astfel
incat la 4 din 10 soareci nu a rdmas nici o tumoare masurabild in ziua a 36-ea. Eficacitatea anti-
tumorald cu oricare dintre anticorpii, administrati in calitate de monoterapie, a constituit 0-10%
CR.

Exemplul 6

Umanizarea anticorpilor

Anticorpul 14A6 de sobolan si anticorpul 31C6 de soarece au fost umanizati folosind
procedeele prezentate in descriere. Din anticorpul 14A6 de sobolan au fost construite
urmdtoarele lanturi variabile grele umanizate: SECV. ID NR. 9-24 si SECV. ID NR. 37-47; si au
fost construite urmitoarele lanturi variabile usoare umanizate: SECV. ID NR. 25-30 si SECV. ID
NR. 48-52. Din anticorpul 31C6 de soarece au fost construite urmitoarele lanturi variabile grele
umanizate: SECV. ID NR. 124-129; si au fost construite urmitoarele lanturi variabile usoare
umanizate: SECV. ID NR. 130-133.

Exemplul 7

Efectul izotipului Fc asupra activitatii antitumorale a anticorpilor anti-TIGIT

intr-un model tumoral animal

Soareci: Femelele de soareci BALB/cCAnN cu varsta de aproximativ sapte sau opt
sdptadmani si greutatea corporald medie de 20 grame au fost obtinute de la Taconic Laboratory
(Germantown, NY). Hrana conventionald pentru animale si apa au fost furnizate ad libitum.

Reactivi-anticorpi:

- Anticorpul de soarece anti-PD1 de soarece - subtipul IgG1.

- Anticorpul de sobolan anti-TIGIT de soarece (18G10) - subtipul IgG1 de sobolan. Acest
anticorp este descris in Figuri ca 18G10 parental. Anticorpul 18G10 posedd secventa VH din
SECV. ID NR. 136 si secventa VL din SECV. ID NR. 137.

- Anticorpul chimeric de sobolan anti-TIGIT de soarece (18G10), care cuprinde o regiune
Fc de soarece de subtipul mlgG1l. Acest anticorp este descris in Figuri ca 18G10-G2a. (Izotipul
IgG1 de soarece prezintd izotipul de soarece, omolog izotipului uman IgG4) .

- Anticorpul chimeric de sobolan anti-TIGIT de soarece18G10, care cuprinde o regiune
Fc de soarece de subtipul mIgG2a. Acest anticorp este descris in Figuri ca 18G10-G2a. (Izotipul
IgG2a de soarece prezintd izotipul de soarece, omolog izotipului uman IgGl) .

- Anticorpul de control al izotipului IgG1 de soarece (anticorp monoclonal de control,
corespunzitor izotipului IgG1 de soarece, specific pentru hexonul adenoviral 25).

- Anticorpul de control al izotipului IgG1 de sobolan (anticorp monoclonal de control,
corespunzitor izotipului IgG1 de sobolan, specific pentru IL-4 uman).

- Anticorpul de control al izotipului 1gG2a de soarece (anticorp monoclonal de control,
corespunzitor izotipului 1gG2a de soarece, specific pentru hexonul adenoviral 25).

Componentele reactivilor-anticorpi.

Componentele au fost urmitoarele:

- mlgG1: 75 mM NaCl, 10 mM fosfat de sodiu, 3% zaharoza, pH 7,4;

- anticorpul anti-PD-1: 20 mM acetat de sodiu, 9% zaharozi, pH 5.5; mIgG2a: 75 mM
NaCl, 10 mM fosfat de sodiu, 3% zaharoza, pH 7,3;

- IgG1 de sobolan: 20 mM acetat de sodiu, 7% zaharozd, pH 5,5; 18G10: 20 mM NaAc,
100 mM NaCl, 3% zaharozi; 18G10-G1: 20 mM NaAc, 9% zaharozi, pH 5,5; 18G10-G2a: 20
mM NaAc, 9% zaharoza, pH 5.5.

Prepararea si implantarea liniei de celule tumorale:

Celulele carcinomului de colon CT26 au fost cultivate in mediul RPMI, suplimentat cu
ser fetal bovin de 10%, inactivat prin incilzire. 3 x 10° in faza de log si celule sub-confluente
CT26 au fost injectate subcutanat (s/c) intr-un volum de 100 puL. de RPMI libere de ser in partea
dorsala inferioard din dreapta a soldului fiecdrui soarece. Soarecii au fost mai Intdi rasi cu o
magsind electronici in zona care urma s fie folositd pentru implantare.
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CT-26 prezintd o linie celulard de adenocarcinom colorectal de soarece, singenicd pentru
linia BALB/c de soarece. CT-26 este un sistem model relevant pentru evaluarea mecanismului
de actiune a anticorpului anti-PD-1, datoritd profilului molecular translatabil al acestei tumori
dupa tratament cu anti-PD-1.

Maisuritorile tumorii §i greutatii corporale:

Tumorile au fost misurate 1n ziua premergatoare administririi primei doze si de doud ori
pe saptdimind dupd accea. Lungimea si litimea tumorii au fost mdasurate utilizind sublere
electronice si volumul tumoral a fost determinat folosind formula Volumul (mm?®) = 0,5 x
lungimea x litimea?, in cazul in care dimensiunca lungimii este mai mare. Soarecii au fost
cantdriti periodic pentru a monitoriza starea lor generald de sindtate, insd, de asemenea, §i pentru
a estima doza reald pentru furnizare in mg/kg per soarece, in cazul in care este necesar. Inainte
de tratament, soarecii au fost cAntiriti si au fost misurate tumorile unor soareci individuali.
Pentru a preveni abaterile, orice valoare atipica in volumul sau greutatea tumorii soarecilor au
fost climinate, iar soarecii rdmasi au fost randomizati in diferite grupuri de tratament cu o
dimensiune medie echivalentd a tumorii.

Prepararea, administrarea si analiza solutiilor pentru dozare:

Stocurile congelate de solutii primare ale anticorpilor, care urmau sd fie testati pe modelul
animal, au fost decongelate si transferate in gheatd umedi. Pentru a evita o congelare si o
decongelare repetate, fiecare flacon cu solutic primard a fost decongelat o singurd datd si
portionate pe alicote in volume suficiente pentru o singurd utilizare. In acest scop, au fost folosite
eprubete de polipropileni cu aderentd redusa. Alicotele au fost congelate rapid in gheatd uscata si
stocate la -80°C. Inainte de fiecare dozare, o alicotd a fost dezghetata, diluatd cu un diluant
adecvat pand la concentratia nominald si administratd imediat. Alicotele solutiilor pentru dozare
au fost instantaneu congelate in gheatd uscatd si stocate la -80°C pand la efectuarea analizei.
Solutiile pentru dozare au fost evaluate cu ajutorul platformei Meso Scale Discovery (MSD®,
Rockville, MD), bazatdi pe tchnologia multiplex; o combinatic de detectic prin
electrochimioluminiscentd si imunoteste multiplexate.

Rezultatele tratamentului cu dozarea anticorpilor anti-TIGIT/anti-PD1:

Soarecii BALB/cAnN purtitori de tumori CT26 au fost randomizati in 10 grupuri de
tratament in momentul cand volumul mediu al tumorilor acestor goareci a atins o dimensiune
medie a tumorii de 100 mm? (80 mm? - 119 mm?®) (1) controlul izotipului mulgG1 + controlul
izotipului IgG1 de sobolan; (2) controlul izotipului mulgG1 + controlul izotipului mulgG2a; (3)
muDX400 + controlul izotipului IgGl de sobolan; (4) muDX400 + controlul izotipului
mulgG2a; (5) controlul izotipului mulgG1l + 18G10; (6) control izotip mulgG1 + 18G10-G1; (7)
controlul izotipului mulgG1 + 18G10-G2a; (8) muDX400 + 18G10; (9) muDX400 + 18G10_G1;
(10) muDX400 + 18G10_G2a. Animalelor li s-au administrat anticorpi de sobolan anti-TIGIT
(18G10) de soarece sau anticorpi anti-TIGIT 18G10-G1 sau anticorpi himerici anti-TIGIT
18G10-G2a (descrisi mai sus) 1a o doza de 18 mg/kg, IP, la fiecare 4 zile pe parcursul fieciruia
din cele 6 cicluri. Anticorp anti-PD-1 de soarece (descris mai sus) a fost administrat la o doza de
10 mg/kg, IP, la fiecare 4 zile pe parcursul fiecdruia din cele 6 cicluri. Dupd dozare,
monitorizarea animalelor a continuat si volumele tumorilor au fost masurate pana la 76 de zile
pentru unele grupuri de tratament. Tumorile au fost masurate de doud ori pe saptimana.
Rezultatele sunt prezentate in Figurile 10 si 11. Pentru monoterapia cu anti-TIGIT utilizand
18G10-G2a, a fost relevatd o inhibare de 44% acresterii tumorale (TGI) in ziva a 13-ea; in timp
ce pentru anticorpul parental 18G10 a fost relevatd o inhibare de 38% si pentru anticorpul
18G10-G1 a fost relevatd o inhibare de 36%. Pentru monoterapia cu anticorpul anti-PDI,
combinat cu martorul izotipului rIgG1, s-au identificat 51% TGI in ziua a 13-ea. Cand anticorpul
anti-PD-1 a fost combinat cu controlul izotipului mulgG2a, s-au identificat 50% TGI si 10%
regresie completd (CR) in ziua a 18-ea, astfel incat s-a observat 1 rispuns complet din 10
animale. Pentru combinatia anticorpului anti-PD1 cu 18G10 parental au fost relevate 80% TGI in
ziua a 13-ea si au fost relevate 300% CR in ziua a 39-ca. Pentru combinatia anticorpului anti-
PDI1 cul8G10-G1 au fost relevate 59% TGI in ziua a 13-¢a si au fost relevate 10% CR in ziua a
13-ca. Pentru combinatia anticorpului anti-PD1 cu 18G10-G2a au fost relevate 88% TGI in ziua
a 13-ea si au fost relevate 60% CR in ziua a 63-ea. Pentru combinatia anticorpului anti-PD1 cu
18G10-G2a a fost relevatd o activitate antitumorald mai mare si o regresic mai completd, in
comparatie cu combinatiile anticorpului anti-PD1 cu anticorpii 18G10 parental sau 18G10-G1.
Nu a existat nici o pierdere semnificativi de greutate corporald, asociatd cu administrarca
monoterapiei sau a terapiei combinate, indicand faptul ca tratamentele au fost bine tolerate.
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Exemplul 8

Efectul izotipului Fc asupra activititii antitumorale a anticorpilor anti-TIGIT in modelul
tumoral animal

Experimentul, descris in Exemplul 7, a fost repetat, cu exceptia faptului ci anticorpul
18G10 de sobolan a fost substituit cu anticorpul de sobolan 11A11.

Soareci: Femelele de soareci BALB/cCAnN cu varsta de aproximativ sapte sau opt
sdptadmani si greutatea corporald medie de 20 grame au fost obtinute de la Taconic Laboratory
(Germantown, NY). Hrana conventionald pentru animale si apa au fost furnizate ad libitum.

Reactivi-anticorpi:

- Anticorpul de soarece anti-PD1 de soarece - subtipul IgG1.

- Anticorpul de sobolan anti-TIGIT de soarece (11A11) - subtipul IgG1 de sobolan. Acest
anticorp este descris in Figuri ca 11A11 parental. Anticorpul 11A11 posedd secventa VH din
SECV. ID NR. 138 si secventa VL din SECV. ID NR. 139.

- Anticorpul chimeric de sobolan anti-TIGIT de soarece (11A11), care cuprinde o regiune
Fc de soarece de subtipul mlgG1. Acest anticorp este descris in Figuri ca 11A11-G2a. (Izotipul
IgG1 de soarece prezintdconstituie izotipul de soarece, omolog izotipului uman IgG4) .

- Anticorpul chimeric de sobolan anti-TIGIT de soarece 11A11, care cuprinde o regiune
Fc de soarece de subtipul mIgG2a. Acest anticorp este descris in Figuri ca 11A11-G2a. (Izotipul
1gG2a de soarece constituie izotipul de soarece, omolog izotipului uman IgGl) .

- Anticorpul de control al izotipului IgG1 de soarece (anticorp monoclonal de control,
corespunzitor izotipului IgG1 de soarece, specific pentru hexonul adenoviral 25).

- Anticorpul de control al izotipului IgG1 de sobolan (anticorp monoclonal de control,
corespunzitor izotipului IgG1 de sobolan, specific pentru IL-4 uman).

- Anticorpul de control al izotipului 1gG2a de soarece (anticorp monoclonal de control,
corespunzitor izotipului 1gG2a de soarece, specific pentru hexonul adenoviral 25).

Componentele reactivilor-anticorpi.

Componentele au constituit urmitoarele:

- mlgG1: 75 mM NaCl, 10 mM fosfat de sodiu, 3% zaharoza, pH 7,4;

- anticorpul anti-PD-1: 20 mM acetat de sodiu, 9% zaharozi, pH 5.5; mIgG2a: 75 mM
NaCl, 10 mM fosfat de sodiu, 3% zaharoza, pH 7,3;

- IgG1 de sobolan: 20 mM acetat de sodiu, 7% zaharozd, pH 5,5; 11A11: 20 mM NaAc,
100 mM NaCl, 3% zaharozi;, 11A11-G1: 20 mM NaAc, 9% zaharozi, pH 5,5; 11A11-G2a: 20
mM NaAc, 9% zaharoza, pH 5.5.

Prepararea si implantarea liniei de celule tumorale:

Celulele carcinomului de colon CT26 au fost cultivate in mediul RPMI, suplimentat cu
ser fetal bovin de 10%, inactivat prin incilzire. 3 x 10° in faza de log si celulele sub-confluente
CT26 au fost injectate subcutanat (s/c) intr-un volum de 100 pL. de RPMI liber de ser in partea
dorsala inferioard din dreapta a soldului fiecdrui soarece. Soarecii au fost mai Intdi rasi cu o
magsind electronici in zona care urma s fie folositd pentru implantare.

CT-26 prezintd o linie celulard de adenocarcinom colorectal de soarece, singenicd pentru
linia de soarece BALB/c. CT-26 constituie un sistem model relevant pentru evaluarea
mecanismului de actiune a anticorpului anti-PD-1, datoritd profilului molecular translatabil dupa
tratamentul cu anti-PD-1al acestei tumori.

Maisuritorile tumorii §i greutatii corporale:

Tumorile au fost misurate in ziua premergitoare administririi primei doze si de doud ori
pe saptdimind dupd accea. Lungimea si litimea tumorii au fost mdasurate utilizind sublere
electronice si volumul tumoral a fost determinat folosind formula Volumul (mm?®) = 0,5 x
lungimea x 1ifimea’ in cazul in care dimensiunea lungimii este mai mare. Soarecii au fost
cantdriti periodic pentru a monitoriza starea lor generald de sinatate, insd, de asemenea, §i pentru
a estima doza reald pentru administrare in mg/kg per soarece, in cazul in care este necesar.
Inainte de tratament, soarecii au fost cAntiriti si au fost misurate tumorile unor soareci
individuali. Pentru a preveni abaterile, orice valoare atipicd in volumul sau greutatea tumorii au
fost climinate, iar soarecii rdmasi au fost randomizati in diferite grupuri de tratament cu o
dimensiune medie echivalentd a tumorii. Cand volumul mediu al tumorii 1a soarecii purtitori de
tumoare CT26 a atins ~ 100 mm?, peste aproximativ 7 zile de la implantare, animalele au fost
randomizate In grupuri de tratament a cite 10 soareci i a fost inceputd dozarea. Animalelor le-au
fost administrate dozarea corespunzitoare concentratiilor, specificate mai jos.

Prepararea, administrarea si analiza solutiei pentru dozare:
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Stocurile congelate ale solutiilor primare de anticorpi, care urmau s fie testati in modelul
animal, au fost decongelate si transferate in gheatd umedi. Pentru a evita o congelare ssi o
decngelare repetate, fiecare flacon cu solutie primari a fost decongelat o singurd dati si au fost
portionate in alicote in volume suficiente pentru o singurd utilizare. In acest scop, au fost folosite
eprubete de polipropilend cu aderentd scizutd. Alicotele au fost congelate rapid in gheatd uscati
si stocate la -80°C. Inainte de fiecare dozare, o alicotd a fost decongelati, diluati cu un diluant
adecvat pand la concentratia nominald si administratd imediat. Alicotele solutiilor pentru dozare
au fost instantancu congelate in gheatd uscatd si stocate la -80°C pand la efectuarea analizei.
Solutiile de dozare au fost evaluate cu ajutorul platformei Meso Scale Discovery (MSD®,
Rockville, MD), care se bazeazd pe technologia multiplex; o combinatic de detectic prin
electrochimioluminiscentd si imunoteste multiplexate.

Rezultatele tratamentului cu dozarea anticorpilor anti-TIGIT/anti-PD1:

Soarecii BALB/cAnN purtitori ai tumorii CT26 au fost randomizati in 10 grupuri de
tratament in momentul cAnd volumul mediu al tumorilor acestor soareci a atins o dimensiune
medie a tumorii de 100 mm? (75 mm? - 115 mm?®) (1) controlul izotipului mulgG1 + controlul
izotipului IgG1 de sobolan; (2) controlul izotipului mulgG1 + controlul izotipului mulgG2a; (3)
muDX400 + controlul izotipului IgGl de sobolan; (4) muDX400 + controlul izotipului
mulgG2a; (5) controlul izotipului mulgGl1 + 11A11; (6) controlul izotipului mulgG1 + 11A11-
G1; (7) controlul izotipului mulgG1l + 11A11-G2a; (8) muDX400 + 11A11; (9) muDX400 +
11A11_GI1; (10) muDX400 + 11A11_G2a. Animalelor li s-au administrat anticorpi de sobolan
anti-TIGIT de soarece (11A11) sau anticorpi chimerici anti-TIGIT 11A11-G1, sau 11A11-G2a
(descrisi mai sus) la o dozd de 20 mg/kg, IP, la fiecare 4 zile pe parcursul fieciruia din cele 6
cicluri. Anticorpul anti-PD-1 de soarece (descris mai sus) a fost administrat la o doza de 10
mg/kg, 1P, la fiecare 4 zile pe parcursul fiecdruia din cele 6 cicluri. Dupd dozare, monitorizarea
animalelor a continuat si volumele tumorilor au fost misurate pand la 54 de zile pentru unele
grupuri de tratament. Tumorile au fost masurate de doud ori pe sdptdmind. Rezultatele sunt
prezentate in Figurile 12 si 13. Pentru monoterapia cu anti-TIGIT, utilizand 11A11-G2a, s-a
relevat inhibarea de 52% a cresterii tumorale (T'GI) in ziua a 14-ea; in timp ce s-a observat de la
0 micd pand la o lipsd de activitate la utilizarea anticorpului parental 11A11 sau anticorpului
11A11-G1. Pentru monoterapia cu anticorpul anti-PD1, s-au relevat 40-50% TGI in ziua a 14-ea.
Atunci cand anticorpul anti-PD-1 a fost combinat cu martorul izotipului de sobolan IgGl, s-au
relevat 10% cazuri de regresie completd (CR) 1n ziua a 28-a, astfel incat s-a observat 1 rdspuns
complet la 10 animale. Pentru combinatia anticorpului anti-PD1 cu 11A11 parental s-au relevat
60% TGI in ziua a 14-ea si s-au relevat 30% CR in ziua a 54-a. Pentru combinatia anticorpului
anti-PD1 sicu 11A11-G1 s-au relevat 56% TGI in ziua a 14-¢a si s-au relevat 10% CR in ziua a
25-ca. Pentru combinatia anticorpului anti-PD1 cu 11A11-G2a s-au relevat 94% TGI in ziva a
14-ca si s-au relevat 70% CR in ziua a 42-a. Pentru combinatia anticorpului anti-PD1 cu 11A11-
(G2a s-au relevat o activitate antitumorald mai mare §i o regresic mai completd, In comparatie cu
combinatiile anticorpului anti-PD1 cu 11A11 parental sau 11A11-G1l. Nu a existat nici o
pierdere semnificativd in greutatea corporald, asociatd cu administrarca monoterapici sau a
terapiei combinate, indicAnd faptul c3 tratamentele au fost bine tolerate.

Exemplul 9

Cartografierea epitopica a anticorpului anti-hTIGIT 14A6 prin intermediul spectrometriei
de masa cu schimb de hidrogen-deuteriu

Zonele de contact dintre anticorpii anti-TIGIT 14A6 si TIGIT uman au fost determinate
utilizind analiza efectuatd prin spectrometric de masid (HDX-MS) cu schimb de hidrogen-
deuteriu. HDX-MS miésoard schimbul de hidrogen cu deuteriu in coloana vertebrald amida a
proteinei. Nivelul de schimb este influentat de expunerea hidrogenului la solvent. Prin
compararea nivelurilor de schimb din antigen, atunci cand anticorpul este legat, se pot identifica
regiunile proteinei in care se leaga anticorpul.

Materiale

- TIGIT-His uman, care cuprinde domeniul extracelular al hTIGIT (resturile 25-150 din
SECV. ID NR. 31) si marcajul histidind (SECV. ID NR. 87).

- Anticorpul de sobolan anti-hTIGIT 14A6 (care cuprinde secventele VH/VL din SECV.
ID NR. 7/8 (lotul nr. 7Z8AGU) si o regiune Fc a IgG2a de sobolan) (mAb de sobolan x [TIGIT_
H] (LB155.14A6.G2.A8) 1gG2a/kappa (HY)).

Cromatografiea lichida (LC)-spectrometria de masd (MS)
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Spectrometrul de masd a fosprezintdi un Thermo Scientific Orbitrap-Velos. Pentru
masurarea probelor marcate cu deuteriu, spectrometrul de masi a fost config.t pentru a obtine
datele unei scandri MS intr-un diapazon complet in trapa ionici orbitald la o rezolutie de 60000,
un numdr de ioni tintd de 1E6, un timp maxim de injectie a ionului de 500 milisecunde si doud
microscandri. Pentru achizitionarea de date MS/MS pentru identificarea peptidelor,
spectrometrul de masa a fost config.t pentru a obtine un spectru complet de scanare la o rezolutie
de 60000, urmat de 10 spectre MS/MS, in functie de datele din trapa ionica.

Sistemul de cromatografie lichidi a prezentat un Waters® nanoACQUITY pentru
gradientul coloanei analitice si o pompd izocraticA Waters® 515 pentru pentru clivajul si
aplicarea probei. Pentru clivajul si aplicarea probei, tamponul utilizat a constituit acetonitril de
2% si acid trifluoracetic de 0,05% la un debit de 80 ul/min. Pentru gradientul analitic,
tampoancle au prezentat tamponul A) acid formic de 0,1% 1In api si tamponul B) acid formic de
0,1% in acetonitril.

Gradientul a fost trecut la 40 ul/min de la 2% B pani la 36% B in 10 minute, urmat de o
spilare ulterioard la 80% B timp de 2 minute si o reechilibrare la 2% B timp de 3 minute.
Coloana a fost mai apoi spilatd prin trecerea periodicad a gradientului de 1a 2% pana la 80% B, de
trei ori a cite 1 min la fiecare etapd, urmat de o echilibrare finald la 2% B timp de 5 minute.
Coloana de captare a prezentat o capcand de protectic Waters® Vanguard C18 BEH 1.7 um, si
coloana analiticd a prezentat o coloand Waters® C18 BEH300 1.7 um 1x50 mm.

Manipularea mostrei pentru marcarea cu deuteriului a fost realizatd printr-un sistem
Leaptec H/D-X PAL. Pe placa pentru etichetarea probelor a fost stabilitd temperatura de 25°C,
pe placa pentru stingerea (stoparea) reactiei a fost stabilitd temperatura de 1,5°C, si in camera
pentru trapa ionicd si coloana analitic a fost stabilitd temperatura de 1,5°C. Coloana cu pepsind
imobilizatd (Porosyme Immobilized Pepsin 2,1x30 mmm, Life Technologies) a fost mentinuta in
afara camerei pentru coloane, la temperatura ambianta.

Marcarea deuteriului

hTIGIT-His (30 pmol/pl) a fost amestecat cu un volum egal de anticorp (14 pmol/ pl) sau,
pentru martorul nelegat, cu PBS pH 7.6. Probele legate la anticorp si martorul nelegat au fost
incubate la temperatura camerei timp de 1 ord Inainte de inceperea experimentului de marcare.

Pentru marcarea probelor cu deuteriu, 2 pl de probd au fost amestecate cu 25 pl de PBS
in oxid de dueteriu pD 7,6. Timpii de marcare au fost de 30, 300, 1500, 4500 sau 9000 secunde.
Dupa expirarea timpului fixat, 25 pl de amestec marcat s-au addugat la 35 ul de tampon rece de
stopare (8 M uree, 100 mM TCEP). Proba stinsi a fost incubati 1a temperatura de 1,5°C, timp de
1 minut. Dupi aceasta, 55 pl au fost injectate in camera de ricire a coloanei, in care proba a fost
trecutd prin coloana pepsinei si peptidele rezultate au fost incircate in coloana de captare. Dupd
trei minute, un intrerupdtor de supapd a deconectat coloana pepsinei din linie, iar capcana a fost
spilatd timp de incd un minut. Dupa aceea, capcana a fost comutatd in linie cu coloana analitici
si gradientul analitic, si spectrometrul de masd a demarat.

O probd complet deuteratd a fost generatd prin incubarea a 2 pl de hTIGIT cu 108 pl de
tampon denaturant deuterat (4 M uree, 100 mM TCEP, 0,01% DDM in oxid de deueteriu de
99,5%). Proba a fost incubatd la temperatura camerei peste noapte. Dupd aceasta, 55ul a fost
injectatd direct in camera pentru coloane si datele au fost obtinute ca mai sus.

Analiza datelor

Datele LC-MS/MS au fost obtinute dintr-o probd nemarcati si au fost cercetate inainte de
marcarea cu deuteriu, pentru a verifica dezintegrarea reusitd a proteinelor si pentru a genera lista
de peptide de dupd dezintegrarca pepsinei. Datele au fost ciutate cu ajutorul Proteome
Discoverer 1.4 si al algoritmului de cidutare SEQUEST HT (ThermoFisher Scientific). Baza de
date de proteine utilizatd reprezintd secventele anticorpilor TIGIT-His uman si anti-hTIGIT a
fost legatd cu baza de date de drojdii Saccharomycese cerevisiae uniprot (5/20/13).

Datele MS din experimentul de marcare a deuteriului au fost procesate cu ajutorul
HDExaminer (versiunea 1.3, Sierra Analytics). Masa si timpul de retentie, selectate de catre
software pentru fiecare peptidd, au fost verificate in mod manual.

Rezultate

Peptidele TIGIT umane, protejate prin legarea anticorpului 14A6, sunt ilustrate in
Heatmap din Fig. 14 si corespund resturilor de aminoacizi 54-57, 68-70 si 76-81 din SECV. ID
NR. 31. (Aceiasi aminoacizi sunt prezentati ca resturile 30-33, 44-46 si 52-57 din SECV. ID NR.
87).
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Exemplul 10

Cartografierea epitopicd a anticorpului hTIGIT 31C6 prin spectrometric de masi cu
schimb hidrogen-deuteriu

Zonele de contact dintre anticorpii anti-TIGIT 31C6 si TIGIT uman au fost determinate
prin utilizarea analizei efectuate cu spectrometriec de masd cu schimb hidrogen-deuteriu (HDX-
MS). HDX-MS maisoard inlocuirea hidrogenului cu deuteriu in coloana vertebrald amidi a
proteinei. Unul dintre factorii care influenteazi nivelul de schimb il constituie expunerea
hidrogenului la solvent. Prin compararea nivelurilor de schimb din antigen, atunci cand
anticorpul este legat, se pot identifica regiunile proteinei in care se leagi anticorpul.

Materiale

- TIGIT-His uman care cuprinde domeniul extracelular al hTIGIT (resturile 25-145 din
SECV. ID NR. 31) si marcajul histidinic (SECV. ID NR. 87).

- Anticorpul de soarece anti-hTIGIT 31C6 (lotul nr. 41 AHK) (mAb de soarece x
[TIGIT_H] (MEB125.31C6.A1.205) IgG1/kappa (HY)).

Cromatografia lichidi-spectrometria de masa

Spectrometrul de masd a prezentat un Thermo Scientific Orbitrap-Elite. Pentru mdsurarea
probelor marcate cu deuteriu, spectrometrul de masd a fost config.t pentru a obtine datele unei
scandri complete MS in trapa ionici orbitald la o rezolutie de 120000, un numér de ioni tintd de
1E6, un timp maxim de injectic a ionului de 500 milisecunde si doud microscandri. Pentru
obtinerea datelor MS/MS pentru identificarea peptidelor, spectrometrul de masa a fost config.t
pentru a se obtine un spectru complet de scanare la o rezolutic de 120000, cu urmatoarele 10
spectre MS/MS, in functie de datele din capcana ionicd.

Sistemul de cromatografie lichidd a prezentat un Waters nanoAcquity pentru gradientul
coloanei analitice i 0 pompa izocraticdA Waters 515 pentru dezintegrarea si aplicarea probelor.
Pentru dezintegrarea si aplicarea probelor, tamponul utilizat a prezentat 2% acetonitril si 0,05%
acid trifluoracetic la un debit de 80 ul/min. Pentru gradientul analitic, tampoanele au prezentat
tamponul A) 0,1% acid formic in apa si tamponul B) 0,1% acid formic in acetonitril.

Gradientul a fost trecut la 40 ul/min de la 2% B pana la 36% B in 10 minute, urmat de o
spilare la 80% B timp de 2 minute si o reechilibrare la 2% B timp de 3 minute. Coloana a fost
mai apoi spalati prin trecerea periodica a gradientului la 2% si 80% B, de trei ori a cate 1 min la
fiecare etapd, urmat de o echilibrare finald la 2% B timp de 5 minute. Coloana de captare a
prezentat o coloand de protectic Waters Vanguard CSH C18 1,7 um si coloana analiticd a
prezentat o coloand Waters CSH C18 1,7um 1x50 mm.

Prelucrarea mostrelor pentru marcarea cu deuteriu a fost realizatd printr-un sistem Lealtec
H/D-X PAL. Placa cu probe pentru marcare a fost config.td la temperatura de 25°C, in placa
pentru stoparea reactiei a fost stabilitd o temperaturd de de 1,5°C, iar in camera pentru capcand si
coloana analiticd a fost stabiliti o temperaturd de 1,5°C. Coloana cu pepsind imobilizatd
(Enzymate BEH Pepsin, Waters Corporation) a fost mentinutd in afara camerei pentru coloane la
temperatura ambianta.

Marcarea cu deuteriu

hTIGIT-His (63 pmol/ul) a fost amestecat cu un volum egal de anticorp (32 pmol/ pl) sau,
pentru martorul nelegat, cu PBS pH 7.6. Probele legate la anticorp si martorul nelegat au fost
incubate la temperatura camerei timp de 1 ord inainte de Inceperea experimentului de marcare.

Pentru marcarea probelor cu deuteriu, 2 pl de proba au fost amestecate cu 25 pl de PBS in
oxid de deuteriu cu pH 7,6. Punctele temporale de marcare au fost de 30, 300, 1500, 4500 sau
9000 secunde. Dupa expirarea timpului stabilit, 25 pl de amestec destinat marcdrii au fost
adiugate la 35 ul de tampon rece pentru stoparea reactici (8 M uree, 100 mM TCEP). Dupa
stoparea reactiei, proba a fost incubati la temperatura de 1,5°C, timp de 1 minut. in continuare,
55 wl au fost injectate in coloana din camera de ricire, in care proba a fost trecutd prin coloana
cu pepsind, iar peptidele obtinute au fost aplicate pe coloana de captare. Dupi trei minute, printr-
un comutator de supapi coloana cu pepsind a fost deconectati de 1a linie si capcana a fost spalata
timp de incad 1 minut. Dupd aceasta, capcana a fost unitd la linia cu coloand analitic si au fost
conectati gradientul analitic si spectrometrul de masa. Fiecare punct temporal a fost obtinut in
trei exemplare in ordine aleatorie.

Proba complet deuteratd a fost obtinuti prin incubarea a 2 pl de hTIGIT (63 pmol/ ul cu
108 pl de tampon denaturant deuterat (4 M uree, 100 mM TCEP, 0,01% DDM in 99,5% oxid de
deuteriu). Proba a fost incubati la temperatura camerei timp de o noapte. In continuare, 55 ul au
fost injectate direct in camera pentru coloane si datele au fost obtinute ca mai inainte.
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Analiza datelor

Datele LC-MS/MS au fost obtinute pentru o probd nemarcati si au fost examinate in baza
de date pentru a verifica dezintegrarea reusitd a proteinelor si pentru a obtine lista de peptide de
dupd dezintegrarea cu pepsind. Cautarea datelor in baza de date a fost efectuati folosind
Protcome Discoverer 1.4 si algoritmul de cdutare SEQUEST HT (ThermoFisher Scientific).
Baza de date a proteinelor, utilizatd pentru secventele anticorpilor TIGIT-His uman §i anti-
hTIGIT, a fost legatd la baza de date pentru drojdii Saccharomyces cerevisiae uniprot (5/20/13).

Datele MS pentru experimentele de marcare cu deuteriu au fost procesate cu ajutorul
HDExaminer (versiunea 1.3, Sierra Analytics). Masa si timpul de retentie, selectate cu ajutorul
software pentru fiecare peptidd, au fost verificate in mod manual.

Rezultate

Peptidele TIGIT umane, protejate prin intermediul legirii anticorpului 31C6, sunt
ilustrate in Heatmap din Fig. 15 si corespund resturilor de aminoacizi 53-57, 60-65, 68-70, 72-
81, 94-95, 109-119 din SECV. ID NR. 31. (Aceiasi aminoacizi sunt reprezentati ca resturile 29-
33, 36-41, 44-46, 48-57, 70-71, 85-95 din SECV. ID NR. 87).

Exemplul 11

Testul de activitate a celulelor T in vitro pentru anticorpii umanizati anti-hTIGIT

In continuare, autorii inventiei de fati au analizat activitatea diferitelor variante umanizate
ale unuia dintre anticorpii conform inventiei (31C6). Intr-un test, autorii prezentei inventii au
caracterizat consecintele functionale ale blocirii receptorului TIGIT uman folosind celulele
hTIGIT-Jurkat. In analiza dati, hTIGIT-Jurkat au fost cultivate impreuni cu celulele JY,
concepute pentru expresia CD155 uman (hCD155-JY). Linia celulard JY utilizatd reprezintd
linia de celule B limfoblastoidd, imortalizatd prin intermediul virusului Epstein-Barr (EBV). La
fel ca si in testul descris mai sus in Exemplul 3, atunci cand celulele hTIGIT-Jurkat sunt
stimulate cu ajutorul o.-CD3, legat la placa, si sunt cultivate impreund cu celulele JY parentale
(care nu exprimd CD155 uman), cle produc IL-2. Totodatd, in cazul in care hTIGIT-Jurkat au
fost cultivate impreund cu hCD155-JY, nivelurile de IL-2 se reduceau intr-un mod dependent de
ligand. Tratamentul cu anticorpii anti-hTIGIT restabileste productia de IL-2 in acest test intr-o
manierd dependentd de doza.

in testul dat, plicile cu fund plat de 96 de godeuri au fost acoperite cu anticorpul de
soarece anti-CD3 uman (1 pg/ml in PBS; Clona HIT3a, BD Pharmingen Cat. nr. 555336) pe
parcursul unei nopti la temperatura de 4°C. A doua zi, celulele Jurkat (50000) exprimand
hTIGIT au fost insdmantate pe plici pre-acoperite si se efectua incubarea prealabila timp de 30-
60 minute cu mAb de diverse concentratii. Celulele JY (50000) exprimand CD155 uman au fost
adiugate la culturd. Dupi incubarea timp de 18-24 de ore la temperatura de 37°C si CO, de
5,0%, nivelurile de IL-2 in supernatantii de culturd au fost evaluati prin intermediul mezoscarii
(kitul Human IL-2 Tissue Culture MESO: Cat. nr. K151 AHB-2). Rezultatele sunt prezentate in
Fig. 16. Atunci ciand a fost efectuatd titrarca anticorpului parental de soarece anti-hTIGIT al
clonei 31C6 (MEB125.31C6.A1.205 mlgG1) de la 30 ng/ml pand la 0,04 pg/ml, a fost obtinut
ECso de 0,730 pg/ml si atunci cand a fost efectuata aceeasi titrare a 31C6 chimeric uman-goarece
(MEB125.31C6.A1.205 IgG1 himeric uman-goarece), a fost obtinut ECso de 0,910 pg/ml. (31C6
chimeric uman-soarece cuprindea regiunile variabile ale clonei parentale 31C6 (SECV. ID NR:
94 si 95) si regiunea IgG1 umani). In mod similar, la efectuarea titririi variantelor umanizate ale
31C6 de 1a 30 pg/ml pana la 0,04 pg/ml au fost obtinute urméitoarele ECso:

Varianta umanizati ECs

MEBI125.31C6.A1.205 VH4/VL1 0,620 pg/ml
(Anticorp cuprinzand VH din SECV. ID NR. 127 si VL din SECV. ID NR. 130,
si regiunea Fc a IgG1 uman)

MEBI125.31C6.A1.205 VHS5/VL4 1,2 pg/ml
(Anticorp cuprinzand VH din SECV. ID NR. 128 si VL din SECV. ID NR.133,
si regiunea Fc a IgG1 uman)

MEBI125.31C6.A1.205 VHS/VL3 1,2 pg/ml
(Anticorp cuprinzand VH din SECV. ID NR. 128 si VL din SECV. ID NR. 132,
si regiunea Fc a IgG1 uman)

Autorii inventiei de fata au folosit, de asemenea, un test pe baza de celule primare pentru
a demonstra ci anticorpii anti-hTIGIT umanizati poseda activitate in raport cu celulele primare.
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Mai multe loturi de celule mononucleare din sangele periferic uman (PBMC) au fost analizate cu
privire la expresia TIGIT dupd stimulare (stimularea reactiei limfocitare mixte si stimularea o-
CD3). In continuare, celulele PBMC au fost selectate pentru testele pe bazi de celule primare in
functie de expresia lor de TIGIT dupi stimulare. Plicile de culturd tisulard au fost acoperite cu
HuCD155-Fc, iar celulele PBMC au fost stimulate cu anti-CD3.

In acest test, plicile de legare inaltd cu 96 de godeuri (Corning 3361) au fost acoperite cu
CD155-Fc uman (de productiec proprie, 1 ug/ml in PBS) pe parcursul unei nopti la temperatura
de 4°C. n ziua urmitoare, 50000 PBMC uman (Precision Bioservice cat. nr. 83000C-1,0, lotul
nr. 12920 in RPMI + 10% ser uman Bio-world cat. nr. 30611043-1, lotul nr. V15022401, RBC
au fost indepirtate prin intermediul BD Pharmlyse BD cat. Nr. 555899), au fost insdméantate pe
plici pre-acoperite si a fost efectuatd incubatea preliminard timp de 30-60 minute cu mAb anti-
TIGIT de diverse concentratii. In continuare, s-a adiugat anticorpul anti-CD3 (eBioscience 16-
0037-85) in concentratic finald de 1 ug/ml. Dupa incubarea timp de 48 de ore la temperatura de
37°C si CO» de 5,0%, citokinele pro-inflamatorii (IFNy, IL1J3, IL6 si TNFo) au fost evaluate in
supernatantii de culturd prin intermediul testului cu mezoscara (kitul Human Proinflammaatory-4
I tissue culture MESO: cat. Nr. K15009B-4). Dupd cum se aratd in Fig. 17, variantele umanizate
ale 31C6 au fost capabile si stimuleze IL-6, TNFa si IFNy intr-un mod dependent de doza,
similar cu anticorpul himeric 31C6 uman-soarece.

Inscrisurile din Fig. 17 corespund urmitorilor anticorpi:

MEB125.31C6.A1.205 1IgGl chimeric uman-soarece corespunde anticorpului
cuprinzand regiunile variabile ale clonei parentale 31C6 (SECV. ID NR. 94 si 95) si regiunca Fc
a IgG1 uman)

- MEB125.31C6.A1.205 VH4/VL1 corespunde anticorpului cuprinzand VH din SECV.
ID NR. 127 si VL din SECV. ID NR. 130, si regiunca Fc a IgG1 uman).

- MEB125.31C6.A1.205 VH5/VLA4 corespunde anticorpului cuprinzand VH din SECV.
ID NR. 128 si VL din SECV. ID NR. 133, si regiunca Fc a IgG1 uman).

- MEB125.31C6.A1.205 VH5/VL3 corespunde anticorpului cuprinzand VH din SECV.
ID NR. 128 si VL din SECV. ID NR. 133, si regiunca Fc a IgG1 uman).

Continutul tuturor referintelor citate in documentul de fatd este incorporat in calitate de
referintd 1n acecasi masurd, ca si in cazul in care ar fost indicat in mod concret si individual ci
continutul fiecirei publicatii in parte, inscrieri din bazele de date (de exemplu, secventele din
GenBank sau Inscrierile din GenelD), cereri de brevet sau brevet este incorporatd in documentul
de fatd in calitate de referintd. Aceastd afirmatiec de incorporare in calitate de referintd este
destinatd solicitantilor, in conformitate cu 37 C.F.R. 1.57(b)(1), pentru a s¢ referi la fiecare, farad
exceptie, publicatie individuald, inscriere in bazele de date (de exemplu, secventele in GenBank
sau inscrierile in GenelD), cererile de brevet sau brevetele, fiecare dintre acestea fiind
identificate in mod clar in conformitate cu 37 C.F.R. 1.57(b)(2), chiar si in cazul in care o astfel
de citare nu este imediat adiacentd unei afirmatii dedicate de incorporare in calitate de referinta.
Includerea afirmatiilor dedicate de incorporare in calitate de referintd, daci acestea sunt prezente
in descriere, nu slibeste in nici un mod aceastd afirmatie generald de incorporare in calitate de
referintd. Citarea referintelor prezentate in documentul de fatd nu vizeazd recunoasterea faptului
cd referinta se referd la stadiul anterior al tehnicii si nici nu constituie vreo recunoastere cu
privire la continutul sau data acestor publicatii sau documente.

Volumul prezentei inventii nu este destinat si limiteze prin variantele concrete de
realizare, descrise in documentul de fati. Intr-adevir, diferite modificiri ale inventiei, in
completarca celor descrise in prezentul document, vor deveni evidente specialistilor din
domeniul de referintd din descrierea prezentatd mai sus si din figurile Insotitoare. Astfel de
modificiri sunt destinate si fie incadrate in volumul revendicarilor anexate.

Descrierea prezentatd mai sus este consideratd a fi suficientd pentru a permite unui
specialist din domeniul de referintd sd pund in practicd inventia. Diversele modificiri ale
inventiei, in completarea celor prezentate si descrise in documentul de fatd, vor deveni evidente
specialistilor in domeniu dat din descrierea expusd mai sus §i sunt incluse in volumul
revendicarilor anexate ale inventiei.

Informatia cu privire la secvente

Tabelul 4

Descriere SECV | SECCVENTA

ID NR.

14A6 H - CDR1 1 SDYWG

14A6 H - CDR2 2 FITYSGSTSYNPSLKS
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14A6 H - CDR3 3 MPSFITLASLSTWEGYFDF

14A6 L - CDR1 4 KASQSIHKNLA

14A6 L - CDR2 5 YANSLQT

14A6 L - CDR3 6 QQYYSGWT

14A6 7 EVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGSSIASDYWGWIRKFPGNKMEWMG

VH PARENTALA FITYSGSTSYNPSLKSRISITRDTSKNQFFLQLHSVTTDDTATY SCARMPSFE
ITLASLSTWEGYFDFWGPGTMVTVSS

14A6 8 DIQMTQSPSLLSASVGDRVTLNCKASQSIHKNLAWYQQKLGEAPKFLIY

VL PARENTALA YANSLOTGIPSRFSGSGSGTDFTLTISGLQPEDVATYFCQQYYSGWTFGG
GTKVELK

Hul4A6VH.1 9 EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSDYWGWIRQPPGKGLEWIGEL

TYSGSTSYNPSLKSRVTISVDTSKNQEFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSE
ITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1a

10

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSDYWGWIRQPPGKGLEWIGEL
TYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSTI
TLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1b

11

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSDYWGWIRQPPGKGLEWIGEL
TYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSKNQEFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSTI
TLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1c

12

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSISSDYWGWIRQPPGKGLEWMG
FITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPS
FITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1d

13

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSDYWGWIRQPPGKGLEWIGEL
TYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSE
ITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1e

14

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSDYWGWIRQPPGKGLEWIGEL
TYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSKNQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSFI
TLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1f

15

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSISSDYWGWIRQPPGKGLEWIGEL
TYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSKNQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSFI
TLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1g

16

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSISSDYWGWIRQPPGKGLEWMG
FITYSGSTSYNPSLKSRITISVDTSKNQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPS
FITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2

17

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSISSDY WGWIRQPPGKGLEWIGE
ITYSGSTSYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPS
FITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2a

18

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSISSDY WGWIRQPPGKGLEWIGE
ITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTSKNQEFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSF
ITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2b

19

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSISSDY WGWIRQPPGKGLEWIGE
ITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSKNQEFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFEI
TLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2c

20

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGSSISSDYWGWIRQPPGKGLEWMG
FITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPS
FITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2d

21

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSISSDY WGWIRQPPGKGLEWIGE
ITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPS
FITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2e

22

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSISSDY WGWIRQPPGKGLEWIGE
ITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSKNQEFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSF
ITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2f

23

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGSSISSDYWGWIRQPPGKGLEWIGEIL
TYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSKNQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSFI
TLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2e

24

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGSSISSDYWGWIRQPPGKGLEWMG
FITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSKNQEFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPS
FITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS
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Hul4A6Vk.1

25

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKAPKLLIYY
ANSLOQTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY YCQQYYSGWTTFGGG
TKVEIK

Hul4A6Vk.1a

26

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKAPKFLIYY
ANSLOQTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY YCQQYYSGWTTFGGG
TKVEIK

Hul4A6Vk.1b

27

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKAPKFLIYY
ANSLOQTGIPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYYSGWTTFGGG
TKVEIK

Hul4A6Vk.2

28

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKVPKLLIYY
ANSLOQTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQOYYSGWTFGG
GTKVEIK

Hul4A6Vk.2a

29

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKVPKFLIYY
ANSLOQTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQOYYSGWTFGG
GTKVEIK

Hul4A6Vk.2b

30

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKVPKFLIYY
ANSLOQTGIPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATY YCQQYYSGWTFGGG
TKVEIK

TIGIT uman

31

mrwcllliwa qglrqaplas gmmtgtiett gnisackggs iilqchlsst taqvtqvnwe qqdqllaicn
adlgwhisps fkdrvapgpg lgltlgsltv ndtgeyfciy htypdgtytg riflevless vaehgarfqi
pllgamaatl vvictavivv valtrkkkal rihsvegdlr rksagqeews psapsppgsc vqacaapagl
cgeqrgedca elhdyfnvls yrslgncsft tetg

TIGIT cinomolgus/
rhesus

32

mrwclfliwa qglrqaplas gmmtgtiett gnisakkggs vilqchlsst maqvtqvnwe ghdhsllair
naelgwhiyp afkdrvapgp glgltlgslt mndtgeyfct yhtypdgtyr griflevles svachsarfq
ipllgamamm lvviciaviv vvvlarkkks Irihsvesgl qrkstgqeeq ipsapsppgs cvqaeaapag
Icgeqqgddc aelhdyfnvl syrslgscsf ftetg

Lantul greu de
pembrolizumab

33

QVQLVQSGVEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNY YMYWVRQAPGQGLE
WMGGINPSNGGTNFNEKFKNRVTLTTDSSTTTAYMELKSLQFDDTAVY
YCARRDYRFDMGEFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVEFL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTK
PREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSLGK

Lantul wusor de
pembrolizumab

34

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGQAPRL
LIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLT
FGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Lantul greu de
nivolumab

35

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLDCKASGITFSNSGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYDGSKRYYADSVKGRFTISRDNSKNTLFLOQMNSLRAEDTAVYY
CATNDDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTY
TCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFENWY VDGVEVHNAKTKPREEQENST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG
K

Lantul wusor de
nivolumab

36

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYD
ASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVY YCQQSSNWPRTFGQ
GTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSENRGEC

16AHA_tigit_14a6
_umanizatd VHI1
LB155.14A6.G2.A

37

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGWIRQPPGKGLEWIGEL
TYSGSTSYNPSLKSRVTISVDTSKNQEFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSE
ITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSSAS
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8_VHI

18AHA_tigit_14a6
_umanizatd VH2
LB155.14A6.G2.A
8_VH2

38

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGWIRQPPGKGLEWIGEL
TYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSTI
TLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

20AHA_tigit_14a6
_umanizatd VH3
LB155.14A6.G2.A
8_VH3

39

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGWIRKPPGKGLEWIGEL
TYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSTI
TLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

21AHA tigit_14a6 | 40 EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGWIRQPPGKKLEWIGEL
_umanizati_VH4 TYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSTI
LB155.14A6.G2.A TLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

8_VH4

19AHA _tigit_14a6 | 41 EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGWIRQPPGKGMEWIGE
_umanizatd_VHS5 ITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTSKNQEFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSF
LB155.14A6.G2.A ITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

8_VH5

22AHA tigit_14a6 | 42 EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGWIRKPPGKKMEWIGE
_ umanizatd_VH6 ITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTSKNQEFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSF
LB155.14A6.G2.A ITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

8_VH6

23AHA tigit_14a6 | 43 EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGWIRQFPGKGLEWIGEL
_umanizatdi_VH7 TYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTADDTAVYYCARMPSTI
LB155.14A6.G2.A TLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

8_VH7

24AHA tigit_14a6 | 44 EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGWIRKPPGKKMEWIGE
_ umanizatd_VHS ITYSGSTSYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPS
LB155.14A6.G2.A FITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

8_VHS

25AHA tigit_14a6 | 45 EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCSVTGSSIASDYWGWIRQPPGKGLEWIGEL
_ umanizatd_VH9 TYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSTI
LB155.14A6.G2.A TLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

8_VH9

26AHA _tigit_14a6 | 46 EVQLQQSGAGLLKPSETLSLTCSVTGSSIASDYWGWIRQPPGKGLEWIGE
_ umanizatd VHIO0 ITYSGSTSYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPS
LB155.14A6.G2.A FITLASLSTWEGYFDFWGQGTMVTVSS

8_VHI0

27TAHA tigit_14a6 | 47 EVQLQESGPGLVKPPGTLSLTCSVTGSSIASDYWGWVRQPPGKGLEWIG
_ umanizatd_VHI1 FITYSGSTSYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMP
LB155.14A6.G2.A SEFITLASLSTWEGYFDEFWGQGTMVTVSS

8_VHI1

09AHA _tigit_14a6 | 48 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKAPKLLIYY
_ umanizatd VL1 ANSLOQTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY YCQQYYSGWTTFGGG
LB155.14A6.G2.A TKVEIK

8_VL1

11AHA tigit_14a6 | 49 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKAPKFLIYY
_ umanizatd_VL2 ANSLOQTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY YCQQYYSGWTTFGGG
LB155.14A6.G2.A TKVEIK

8_VL2

12AHA _tigit_14a6 | 50 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKAPKLLIYY
_ umanizatd VL3 ANSLOQTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYFCQQYYSGWTFGGG
LB155.14A6.G2.A TKVEIK

8_VL3

13AHA _tigit_14a6 | 51 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKAPKFLIYY
_ umanizatd_VL4 ANSLOQTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYFCQQYYSGWTFGGG
LB155.14A6.G2.A TKVEIK

3_VIL4

15AHA tigit_14a6 | 52 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKAPKLLIYY
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_ umanizatid VL5
LB155.14A6.G2.A
8_VL5

ANSLOQTGIPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYYSGWTTFGGG
TKVEIK

Secventd lider de | 53 MEWSWVFLFFLSVTTGVHS
lanturi grele
Secventd lider de | 54 MSVPTQVLGLLLLWLTDARC
lanturi usoare

Domeniul constant
al lantului greu —
IgG4,

S228P

55

TKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESK
YGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPE
VQFENWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQ
EGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Domeniul constant
al lantului usor

56

VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS

kappa FNRGEC

28H5 H - CDR1 57 GYSITSDYAWN

28H5 H - CDR2 58 YISNSGSASYNPSLKS

28H5 H - CDR3 59 LIYYDYGGAMNF

28H5 L - CDR1 60 KASQGVSTTVA

28H5 L - CDR2 61 SASYRYT

28H5 L - CDR3 62 QHYYSTPWT

28H5 63 DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDYAWNWIRQFPGNKLEWM

VH PARENTALA GYISNSGSASYNPSLKSRISITRDTSKNQFFLQLNSVTTEDTATYYCATLIY
YDYGGAMNFWGQGTSVTVSS

28H5 64 DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQGVSTTVAWY QQKPGQSPKLLIY

VL PARENTALA SASYRYTGVPDRFTGSGSGTDFTFTISSVQSEDLAVYYCQHYYSTPWTFG

GGTKLEIK

14H6 L — varianta | 65 YASNLQT
CDR2

14H6 L — varianta | 65 YASSLQT
CDR2

14H6 L — varianta | 67 YASTLQT
CDR2

14H6 L — varianta | 68 YATTLQT
CDR2

14H6 L — varianta | 69 YASYLQT
CDR2

14H6 L — varianta | 70 YANQLQT
CDR2

14H6 L — varianta | 71 YAGSLQT
CDR2

14H6 L - varianta | 72 YASQLQT
CDR2

14H6 L — varianta | 73 YADSLQT
CDR2

14H6 L — varianta | 74 QQYYSGFT
CDR3

14H6 L — varianta | 75 QQYYSGYT
CDR3

14H6 L — varianta | 76 QQYYSGIT
CDR3

14H6 L — varianta | 77 QQYYSGVT
CDR3

14H6 L — varianta | 78 QQYYSGLT

CDR3
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14H6 H — varianta | 79 MPSFITLASLSTFEGYFDF
CDR3
14H6 H — varianta | 80 MPSFITLASLSTYEGYFDF
CDR3
14H6 H — varianta | 81 MPSFITLASLSTIEGYFDF
CDR3
14H6 H — varianta | 82 MPSFITLASLSTVEGYFDF
CDR3
14H6 H — varianta | 83 MPSFITLASLSTLEGYFDF

CDR3

Acidul nucleic care
codifica VH
parentala

28H5

84

GATGTGCAGCTTCAGGAGTCGGGACCTGGCCTGGTGAAACCTTCTCA
GTCTCTGTCCCTCACCTGCACTGTCACTGGCTACTCAATCACCAGTGA
TTATGCCTGGAACTGGATCCGACAGTTTCCAGGAAACAAACTGGAGT
GGATGGGCTACATAAGCAACAGTGGTAGCGCTAGCTACAACCCATCT
CTCAAAAGTCGCATCTCTATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTT
CTTCCTGCAGTTGAATTCTGTGACTACTGAGGACACAGCCACATATTA
CTGTGCAACCCTGATCTACTATGATTACGGGGGGGCTATGAACTTCTG
GGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA

Acidul nucleic care
codifica VL
parentala

28H5

85

GACATTGTGATGACCCAGTCTCACAAATTCATGTCCACATCAGTAGG
AGACAGGGTCAGCATCACCTGCAAGGCCAGTCAGGGTGTGAGTACTA
CTGTGGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGACAATCTCCTAAACTACTG
ATTTACTCGGCATCCTACCGGTACACTGGAGTCCCTGATCGCTTCACT
GGCAGTGGATCTGGGACGGATTTCACTTTCACCATCAGCAGTGTGCA
GTCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGCATTATTATAGTACTCC
GTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Domeniul constant
al lantului greu —
IgG1

86

ASTKGPSVIFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

hTIGIT-HIS 87 GTIETT GNISAEKGGS IILQCHLSST TAQVTQVNWE QQDQLLAICN
ADLGWHISPS FKDRVAPGPG LGLTLQSLTV NDTGEYFCIY
HTYPDGTYTG RIFLEVLESS VAEHGARFQI PLLGA HHHHHHHHHGGQ

31C6 H - CDR1 88 SYVMH

31C6 H - CDR2 89 YIDPYNDGAKYNEKFKG

31C6 H - CDR3 90 GGPYGWYFDV

31C6 L - CDR1 91 RASEHIYSYLS

31C6 L - CDR2 92 NAKTLAE

31C6 L - CDR3 93 QHHFGSPLT

31C6 94 EVQLQQSGPELVKPGSSVKMSCKASGYTFSSYVMHW VKQKPGQGLEWI

VH PARENTALA GYIDPYNDGAKYNEKFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCA

(cu CDR-uri RGGPYGWYFDVWGAGTTVTVSS

subliniate)

31C6 95 DIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASEHIYSYLSWYQQKQGKSPQLLVYN

VL PARENTALA AKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSLKINSLQPEDFGTY YCQHHEGSPLTFGA

(cu CDR-uri GTTLELK

subliniate)

31C6 H -1 96 YIDPYNrGAKYNEKFG

VARIANTA

CDR2 (D56R)

31C6 H -1 97 YIDPYNIGAKYNEKG

VARIANTA F

CDR2 (D56L)

31C6 H -1 98 YIDPYNKGAKYNEKFG

VARIANTA

CDR2 (D56K)
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31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (D56F)

99

YIDPYNfGAKYNEKFG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (D565)

100

YIDPYNsGAKYNEKFG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (D56Y)

101

YIDPYNyGAKYNEKFG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (D56V)

102

YIDPYNvGAKYNEKFG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (G57R)

103

YIDPYNDrAKYNEKFKG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (G57N)

104

YIDPYNDnAKYNEKFKG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (G57Q)

105

YIDPYNDqAKYNEKFKG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (G57E)

106

YIDPYNDeAKYNEKFKG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (G57L)

107

YIDPYNDIAKYNEKFKG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (G57K)

108

YIDPYNDKAKYNEKFKG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (G57S)

109

YIDPYNDsAKYNEKFKG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (G57Y)

110

YIDPYNDyAKYNEKFKG

31C6 H -
VARIANTA
CDR2 (G57V)

111

YIDPYNDvAKYNEKFKG

31C6 L — varianta
CDR2 (N50A)

112

AAKTLAE

31C6 L — varianta
CDR2 (N50Y)

113

YAKTLAE

31C6 L - CDR2
(NSOW)

114

WAKTLAE

31C6 L — varianta
CDR2 (N50S)

115

SAKTLAE

31C6 L — varianta
CDR2 (N50T)

116

TAKTLAE

31C6 L — varianta
CDR2 (N50I)

117

IAKTLAE

31C6 L — varianta
CDR2 (N50V)

118

VAKTLAE

31C6 L — varianta
CDR2 (AS51IN)

119

NNKTLAE

31C6 L — varianta
CDR2 (AS51D)

120

NIKTLAE
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31C6 L — varianta | 121 NLLTLAE

CDR2 (A51L)

31C6 L — varianta | 122 NTKTLAE

CDR2 (A51T)

31C6 L — varianta | 123 NVKTLAE

CDR2 (A51V)

31C6_HUMZ_VH | 124 EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSSYVMHW VRQAPGQRLEW
1 IGYIDPYNDGAKYSOQOKFQGRVTLTRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
(cu CDR-uri ARGGPYGWYFDVWGQGTTVTVSS

subliniate)

31C6_HUMZ_VH
2

(cu CDR-uri
subliniate)

125

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFSSYVMHW VRQAPGQRLEW
IGYIDPYNDGAKYSQKFQGRVTLTSDKSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
ARGGPYGWYFDVWGQGTTVTVSS

31C6_HUMZ_VH
3

(cu CDR-uri
subliniate)

126

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSSYVMHW VRQAPGQGLEW
IGYIDPYNDGAKYAQKFQGRVTLTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYC
ARGGPYGWYFDVWGQGTTVTVSS

31C6_HUMZ_VH
4

(cu CDR-uri
subliniate)

127

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSSYVMHW VRQAPGQGLEW
IGYIDPYNDGAKYAQKFQGRVTLTSDKSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYC
ARGGPYGWYFDVWGQGTTVTVSS

31C6_HUMZ_VH
5

(cu CDR-uri
subliniate)

128

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTEFSSYVMHWVRQAPGQGLEWI
GYIDPYNDGAKYAQKTFQGRVTLTSDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
ARGGPYGWYFDVWGQGTTVTVSS

31C6_HUMZ_VH
6

129

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSSYVMHW VRQAPGQGLEW
IGYIDPYNDGAKYAQKFQGRVTLTSDKSISTAYMELSRLRSDDTVVYYC

(cu CDR-uri ARGGPYGWYFDVWGQGTTVTVSS

subliniate)

31C6_Humz_L1 130 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEHIYSYLSWYQQKPGKAPKLLIYN
(cu CDR-uri AKTLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY YCQHHFEGSPLTFGQG
subliniate) TRLEIK

31C6_Humz_L2 131 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEHIYSYLSWYQQKPGKAPKLLIYN
(cu CDR-uri AKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFTLTISSLQPEDFATY YCQHHFEGSPLTFGQG
subliniate) TRLEIK

31C6_Humz_L3 132 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEHIYSYLSWYQQKPGKVPKLLIYN
(cu CDR-uri AKTLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQHHFEGSPLTFGQ
subliniate) GTRLEIK

31C6_Humz_L4 133 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEHIYSYLSWYQQKPGKVPKLLIYN
(cu CDR-uri AKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFTLTISSLQPEDVATYYCQHHFEGSPLTFGQ
subliniate) GTRLEIK

31C6 H — varianta | 134 YIDPYNDGAKYAQKFQG

CDR2

31C6 H — varianta | 135 YIDPYNDGAKYSQKFQG

CDR2

18G10 — secventa | 136 QVQLMESGPGLVQPSQTLSLTCTVSGFPLTSYTVHWVRQPPGKGLEWIG

VH AIWSSGSTDYNSALKSRLNINRDSSKSQVFLKMNSLQTEDTAIYFCTKSG
WAFFDYWGQGVMVTVSS

18G10 — secventa | 137 DIQMTQSPSLLSASVGDRVTLNCIASQNIYKSLAWYQLKLGEAPKLLIYN

VL ANSLQAGIPSRFSGSGSGTDFALTISGLQPEDVATYFCQQYSGGYTTFGAG

TKLELK

11A11 - secventa
VH

138

EVQLVESGGDLVQPGRSLKISCVASGFTFSDYYMAWVRLAPQKGLEWYV
ASISYEGSRTHYGDSVRGRFIISRDNPKNILYLQMNSLGSEDTATYFCAR
HTGTLDWLVYWGQGTLVIVSS

11A11
VL

secventa

139

NIVMAQSPKSMSISAGDRVTMNCKASQNVDNNIAWY QQKPGQSPKLLIF
YASNRYSGVPDRFTGGGYGTDFTLTIKSVQAEDAAFY YCQRIYNFPTEGS
GTKLEIK
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14A6 H
CONSENSUS
CDR3

140

MPSFITLASLSTXEGYFDF
X=W,FY,LV,L

14A6 L
CONSENSUS
CDR2

141

YAX XGLQT
Xi=N,S, T,G,D
X=5,N,S, T, Y, Q

14A6 L
CONSENSUS
CDR3

142

QQYYSGXT
X=W,F,Y,IV,L

14A6
VH

PARENTALA
CONSENSUS

de

143

EVQLQXSGX,GLXKPXy X s X6 LSLTCX 7 VXGX3051X3:SDYWGWXoRX 10X
11PGX 12X 13 X14EWX sGEITYSGSTSYNPSLKSR X 6X 171X ;15X 10DTSKNQEFX L
X1 LX22SVT X3 X024DTAX5Y
Xa6CARMPSFITLASLSTX > EGYFDFWGX3:GTX05X29TVSS
Xi=EsauQ

Xo=Psau A

Xsz=VsaulL

X4=SsauP

Xs=QsauE sau G

Xe=SsauT

X7=Ssau T sau A

Xs=Tsau S

Xo=1sau V

Xi0=Ksau Q

Xi1=Fsau P

Xi=Nsau K

Xi3=Ksau G

Xiy=MsauL

Xis5= M ssaul

X16=1sau V

X17=Ssau T

X18=Tsau S

X19=Rsau V

X20=Fsau S

X21=QsauK

X22=Hsau S

X23=T sau A

X24=D sau A

X25=T sau V

X26=Ssauy,

X27=W,F, Y, VsauL
X28=M,V,LLAORN,P,QEGLHKUFES T, WsauY
X29=V,TsauL

Xzxp=SsauGsau'Y

Xz=Asau S

Xz1=Psau Q

14A6
VH

UMANIZATA de

CONSENSUS

144

EVQLOQX;SGX,GLXKPXyXsTLSLTCX s VXGXsSIXoSDYWGW X 0RX 11 X2
PGKX 3 X4 EWX sGFITYSGSTSYNPSLKSRX 6 TISX 7 DTSKNQFSLKLX5S
VTAX 9sDTAVYYCARMPSFITLASLSTX0EGYFDFWGQGTX,1 X5, TVSS
Xi;=EsauQ

Xo=Psau A

Xz=VsaulL

Xy=SsauP

Xs=Esau G

Xe=T sau Asau S

X7=SsauT

Xg=GsauSsau'Y

Xo=Ssau A

Xpo=IsauV

X11=Qsau K
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Xp=Psau F
Xi3=GsauK
Xiyu=LsauM
Xis=IsauM
Xig=Vsaul
Xi7=VsauR
Xig=Ssau H
Xig=AsauD
X0=W,F,Y,[LV,L
X0=M, VLA RNPQEGILHKUFEFST, WsauY
X»=V, TsaulL

14A6 145 DIQMTQSPSX,LSASVGDRVTX,X3CKASQSIHKNLAWYQQKX,GX5XsPK
VL PARENTALA XLIYYAX XLOQTGXoPSRFSGSGSGTDFTLTISX o LQPEDX 1 ATY X 12,CQQ
De CONSENSUS YYSGX:TFGGGTKVEX;:K

X;=Lsau$S

X,=Lsaul

Xz-_NsauT

Xy=LsauP

Xs=EsauK

Xe¢=FsauL

X7=N,S, T,GsauD

Xg=S,N, T, YsauQ

Xo=1IsauV

Xi0=Gsau S

Xi1=VsauF

Xp=FsauY

Xi3=W,F, Y, VsaulL

Xua=Lsaul

Xis=AsauV
14A6 146 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWYQQKPGKXPKX;LIY
VL UMANIZATA YAXXLOQTGXAPSRESGSGSGTDFTLTISSLQPEDX/ATYYCQQYYSGXsT
de CONSENSUS FGGGTKVEIK

Xi;=LsauF

X2=N,S, T,GsauD

X3-S,N, T, YsauQ

Xy=Vsaul

Xs=W,F, Y, I, VsaulL

Xe=Asau 'V

Xs=FsauV
31C6 H - CDR2 147 YIDPYNX; X2 AKY X3 XuKFXsG
CONSENSUS X=D,R LK FS, YsauV

X=G,RN,QE, LK S, YsauV

Xs=N, Asau S

Xs=EsauQ

Xs=Ksau Q
31C6 L - CDR2 148 XiXoKTLAE
CONSENSUS X=N,A VW ST RHG,IsauV

Xo=A,N,LL, TsauV
31C6 149 EVQLX;QSGX:EX3XsKPGX5SVKXsSCKASGYTFSSYVMHW VX;QX:PGQ
VH XoLEWIGYIDPYN
PARENTALA de X10X11AKY X1, X3 KEX14GX 15X 16 TLTX 17D X188 X108 T X020 YMELS X5 L. X5,S X3
CONSENSUS DX54X55sVYYCARGGPYGXo6YFDVWGX 7 GTTVTVSS

X;i=QsauV
Xo=Psau A
X3z=VsauL
X4s=Vsau K
Xs= Ssau A
Xe=Msau V
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X7=Ksau R

Xs= K sau A

Xo=GsauR

Xioe=D,R,LLLK F S, YsauV
Xi=G,RNQELK S YsauV
Xi>=N, Asau S

Xiz=Esau Q

Xu=KsauQ

Xi5= R sau K

Xig=AsauV

Xi7=SsauR

Xigs=KsauT
Xi9=S,1,AsauT
Xxp=AsauV

Xs1=Rsau S

X»n=TsauR

Xun=DsauE

Xoy=SsauT

Xos=AsauV

Xws=W,A D EF,GLKNQRST VsauY
Xyr=AsauQ

31C6 )
VH UMANIZATA
De CONSENSUS

150

EVQLVQSGAEVKKPGX;SVKVSCKASGYTFSSYVMHWVRQAPGQX,LE
WIG

YIDPYNX X, AKY X5 XsKEX7GRVTLTXsDXoSX10STX 11 YMELSX 1, LRSX 13D
T X14aVYYCARGGPYGX s YEDVWGQGTTVTVSS

Xi=Asau S

Xo=Rsau G

X=D,R,L,K,F, S, YsauV

X=G,RN,QELK S, YsauV

Xs=N, Asau S

Xe=EsauQ

X7=Ksau Q

Xs=Rsau S

Xo=T sau K

Xio= A, Tsaul

Xyi=AsauV

Xi= S sau R

Xp=EsauD

Xyy=AsauV

Xis=W,ADEFGLKNQRST VsauY

31C6 )
VL PARENTALA
De CONSENSUS

151

DIQMTQSPX;SLSASVGX,X3VTITCRASEHIYSYLSWY QQKX,GKXsPXsL
LX7Y X3 XoKTLAEGVPSREFSGSGSGTX 1 0FX; 1 LX/,IX3SLQPEDX 14X s TYYC
QHHEFGSPLTFGX;sGTX7LEX 3K

Xi=Asau S

Xo=EsauD

Xz=TsauR

X4=QsauP

Xs=S,AsauV

Xe=Qsau K

X7=Vsaul

Xe=N,A Y, W, S, T,IsauV

Xo=A,N,LL, TsauV

Xi0=QsauD

Xi1=SsauT

Xp=KsauT

Xi3=Nsau S

Xyu=FsauV

Xis=Gsau A

Xi6= Asau Q
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Xy7=Tsau R
Xig=Lsaul

31C6 L- VL 152 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEHIYSYLSWYQQKPGKXPKLLIY

UMANIZATA de XoX3KTLAEGVPSRFESGSGSGTXFTLTISSLQPEDXsATYYCQHHEGSPLT

CONSENSUS FGQGTRLEIK
Xi=AsauV
Xo=N,A, W, W, § T IsauV
Xs=ANLL TsauV
Xy=DsauQ
Xs=FsauV

31C6 H- CDR3 153 GGPYGXYFDV

CONSENSUS Xis=W,ADEFGLKNQRST VsauY

31C6 H 154 GGPYGAYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 155 GGPYGDYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 156 GGPYGEYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 157 GGPYGFYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 158 GGPYGGYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 159 GGPYGIYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 160 GGPYGKYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 161 GGPYGNYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 162 GGPYGQYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 163 GGPYGRYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 164 GGPYGSYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 165 GGPYGTYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 166 GGPYGVYFDV

VARIANTA

CDR3

31C6 H 167 GGPYGYYFDV

VARIANTA

CDR3
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LISTA SECVENTELOR

<110> WILLIAMS, SYBIL M. G.
LAFACE, DRAKE
FAYADAT-DILMAN, LAURENCE
RAGHUNATHAN, GOPALAN
LIANG, LINDA
SEGHEZZI, WOLEFGANG

<120> ANTICORPI ANTI-TIGIT
<130> 23808-US-PCT

<140>
<141>

<150> 62/126,733
<151> 2015-03-02

<150> 62/038,912
<151> 2014-08-19

<le0> 167
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 5

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrerea secventeil artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 1
Ser Asp Tyr Trp Gly
1 5

<210> 2

<211> 16

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 2
Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 3

<211> 19

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 3
Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly Tyr
1 5 10 15
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Phe Asp Phe

<210> 4
<211> 11
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 4

Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn Leu Ala

1 5

<210> 5
<211> 7
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 5
Tyr Ala Asn Ser Leu Gln
1 5

<210> 6
<211> 8
<212> PRT

Thr

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> o

Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly
1 5

<210> 7

<211> 127

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus
<400> 7

Glu Val Gln Leu Gln Glu
1 5

Ser Leu Ser Leu Thr Cys

20

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg
35

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser

Trp

Ser

Ser

Lys

Gly

Thr

Gly

Val

Phe

40

Ser

Pro

Thr

25

Pro

Thr

10

Gly Leu

10

Gly Ser

Gly Asn

Ser Tyr

Val

Ser

Lys

Asn
60

Lys

Ile

Met

45

Pro

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

Gln

Asp

Met

Lys



Ser

65

Gln

Arg

Tyr

Arg

Leu

Met

Phe

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<400> 8

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ile

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Gly

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 9
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val

1

Ile

His

Pro

Asp
115

106
PRT
Rattus norvegicus

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Val

Gly

127
PRT
Secventd artificiald

Ser

Ser

Ser

100

Phe

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Ile

Val

85

Phe

Trp

Thr

5

Leu

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

5
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Thr

70

Thr

Ile

Gly

Gln

Asn

Gln

Leu

Asp

Tyr

Lys

Arg

Thr

Thr

Pro

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Phe

Val

Asp

Asp

Leu

Gly
120

Pro

Lys

Leu

40

Thr

Thr

Cys

Glu

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Leu
105

101

Ser

Thr

90

Ser

Met

Leu

10

Ser

Glu

Ile

Thr

Gln

90

Lys

Descrierea secventel artificiale:

10

Lys

75

Ala

Leu

Val

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Asn

Thr

Ser

Thr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

peptida
Lant polipetidic al anticorpului umanizat

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser

Gln Phe

Tyr Ser

Thr Trp
110

Val Ser
125

Ala Ser

Ile His
30

Lys Phe

45

Arg Phe

Gly Leu

Ser Gly

Phe

Cys

95

Glu

Ser

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Leu
80

Ala

Gly

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr

CDR sintetica

Lys Pro Ser Glu

15

Ile Ser Ser Asp
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20 25 30

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 10

<211> 127

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 10
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Asp
20 25 30

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
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artificiala

103

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

Secventd artificiald

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<210> 11
<211> 127
<212> PRT
<213> Secventa
<220>
<223>
<400> 11
Glu vVal Gln Leu
1
Thr Leu Ser Leu
20
Tyr Trp Gly Trp
35
Gly Phe Ile Thr
50
Ser Arg Ile Thr
65
Lys Leu Ser Ser
Arg Met Pro Ser
100
Tyr Phe Asp Phe
115
<210> 12
<211> 127
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 12

Glu val Gln

1

Thr Leu Ser

Leu

Leu
20

Tyr Trp Gly Trp

35

Gly Phe Ile

Thr

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

Gly

Val

Pro

40

Ser

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Leu

Ser

Lys

Tyr

Val

Ser

Gly

Asn

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Glu

Asp

Met

Lys
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50 55 60

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 13

<211> 127

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 13
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Asp
20 25 30

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu His Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 14

<211> 127

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
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<223> Descrierea secventeil artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 14
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser
20 25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu His Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 15

<211> 127

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventeil artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 15
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ser Ser
20 25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu His Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala



85
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106

90

95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly

100

105

110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

<210> 16
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

115

7

PRT
Secventd artificiald

120

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 16
Glu val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<210> 17
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

Ser

Gly

35

Ile

Ile

His

Pro

Asp
115

7

PRT
Secventd artificiald

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

Ser

Thr

Gln

Gly

Val

Ala

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 17
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1

5

10

125

CDR sintetica

Lys Pro

Ile Ser
30

Leu Glu
45

Pro Ser

Gln Phe

Tyr Tyr

Thr Trp

110

Val Ser
125

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

15

Glu

Asp

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
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Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser Ser Asp
20 25 30

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 18

<211> 127

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 18
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser Ser Asp
20 25 30

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
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115 120 125

<210> 19

<211> 127

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 19
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser Ser Asp
20 25 30

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 20

<211> 127

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 20
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Ser Ser Ile Ser Ser Asp
20 25 30

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45



Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<210> 21
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

Ile

Ile

Ser

Pro

Asp
115

7

PRT
Secventd artificiald

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

MD 4733 B1 2020.12.31

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

109

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 21
Glu val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<210> 22
<211> 12

<212>
<213>

Ser

Gly

35

Ile

Val

His

Pro

Asp
115

7

PRT
Secventa

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

artificiala

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Lys

Leu

80

Ala

Gly

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly
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<220>
<223> Descrierea secventeil artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 22
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser
20 25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu His Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 23

<211> 127

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventeil artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 23
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Ser Ser
20 25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu
80



Lys Leu His

Arg Met Pro

Tyr Phe Asp

<210> 24
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

115

7

PRT
Secventd artificiald

MD 4733 B1 2020.12.31

111

Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val

85

90

Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser

100

105

Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr

120

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 24
Glu val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<210> 25
<211> 10

<212>
<213>

<220>

<223>

Ser

Gly

35

Ile

Ile

His

Pro

Asp
115

6

PRT
Secventd artificiald

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 25
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

Tyr

Thr

Val
125

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Tyr

Trp
110

Ser

Cys
95

Glu

Ser

Ala

Gly

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

15

Glu

Asp

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
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Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 26
<211> 106
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 26
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Phe Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 27

<211> 106

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
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<220>
<223> Descrierea secventeil artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 27
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser
20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Ile Pro Ser
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 28

<211> 106

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventeil artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 28
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser
20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr
85 90

CDR

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

CDR

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

sintetica

Ser

His

30

Phe

Phe

Leu

Gly

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr

sintetica

Ser

His

30

Leu

Phe

Leu

Gly

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr
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Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 29

29
106
PRT
Secventd artificiald

100

105

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Gly

<220>

<223>

<400> 30

30
106
PRT
Secventd artificiald

Val

Trp

35

Ala

Ser

Val

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Thr

5

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Val

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Glu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

Leu

Gln

Val

Pro

Ile

75

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

35

Tyr Tyr Ala

50

Met

Thr
20

Tyr

Thr

5

Ile

Gln

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Gln
55

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Ser

10

Ser

Lys

Ile

Leu

Gln

Val

Pro

Ser

Ser

Pro

Ser
60

CDR

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

CDR

Ala

Ile

Lys

45

Arg

sintetica

Ser

His

30

Phe

Phe

Leu

Gly

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr

sintetica

Ser

His

30

Phe

Phe

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gly

Asn

Ile

Gly
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Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65

Glu Asp Val Ala Thr

85

Phe Gly Gly Gly Thr

<210> 31
<211> 24

<212>
<213>

<400> 31
Met Arg Trp

1

Pro

Ile

Ser

Leu

65

Phe

Ser

Tyr

Ser

Ala

145

Val

Gly

Leu

Ser

Thr

50

Leu

Lys

Leu

Pro

Ser

130

Met

Ala

Asp

4

PRT
Homo sapiens

Ala

Ala

35

Thr

Ala

Asp

Thr

Asp

115

Val

Ala

Leu

Leu

100

Cys

Ser

20

Glu

Ala

Ile

Arg

Val

100

Gly

Ala

Ala

Thr

Arg
180

Leu

Gly

Lys

Gln

Cys

Val

85

Asn

Thr

Glu

Thr

Arg

165

Arg

70

Tyr Tyr Cys

Lys Val Glu

Leu

Met

Gly

Val

Asn

70

Ala

Asp

Tyr

His

Leu

150

Lys

Lys

Leu

Met

Gly

Thr

55

Ala

Pro

Thr

Thr

Gly

135

Val

Lys

Ser

Ile

Thr

Ser

40

Gln

Asp

Gly

Gly

Gly

120

Ala

Val

Lys

Ala

Leu

Gln

Ile
105

Trp

Gly

25

Ile

Val

Leu

Pro

Glu

105

Arg

Arg

Ile

Ala

Gly
185

Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

75

80

Gln Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr

90

Lys

Ala

10

Thr

Ile

Asn

Gly

Gly

Tyr

Ile

Phe

Cys

Leu

170

Gln

Gln

Ile

Leu

Trp

Trp

75

Leu

Phe

Phe

Gln

Thr

155

Arg

Glu

Gly

Glu

Gln

Glu

60

His

Gly

Cys

Leu

Ile

140

Ala

Ile

Glu

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Ile

Leu

Ile

Glu

125

Pro

Val

His

Trp

Arg

Thr

30

His

Gln

Ser

Thr

Tyr

110

Val

Leu

Ile

Ser

Ser
190

95

Gln

15

Gly

Leu

Asp

Pro

Leu

95

His

Leu

Leu

Val

Val

175

Pro

Ala

Asn

Ser

Gln

Ser

80

Gln

Thr

Glu

Gly

Val

160

Glu

Ser



Ala

Gly

Tyr

225

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Pro

Leu

210

Phe

Glu

32

245
PRT
Macaca fascicularis

32

Ser

195

Cys

Asn

Thr

Met Arg Trp

1

Pro

Ile

Ser

Ser

65

Ala

Gln

Thr

Glu

Gly

145

Val

Leu

Ser

Thr

50

Leu

Phe

Ser

Tyr

Ser

130

Ala

Val

Ala

Ala

35

Met

Leu

Lys

Leu

Pro

115

Ser

Met

Val

MD 4733 B1 2020.12.31

Pro Pro Gly Ser

Gly Glu Gln Arg

215

Val Leu Ser Tyr

Gly

Cys

Ser

20

Lys

Ala

Ala

Asp

Thr

100

Asp

Val

Ala

Leu

Leu

Gly

Lys

Gln

Ile

Arg

85

Met

Gly

Ala

Met

Ala
165

230

Phe

Met

Gly

Val

Arg

Val

Asn

Thr

Glu

Met

150

Arg

Leu

Met

Gly

Thr

55

Asn

Ala

Asp

Tyr

His

135

Leu

Lys

Cys
200

Gly

Arg

Ile

Thr

Ser

40

Gln

Ala

Pro

Thr

Arg

120

Ser

Val

Lys

Val

Glu

Ser

Trp

Gly

Val

Val

Glu

Gly

Gly

105

Gly

Ala

Val

Lys

116

Gln

Asp

Leu

Ala

10

Thr

Ile

Asn

Leu

Pro

90

Glu

Arg

Arg

Ile

Ser
170

Ala

Cys

Gly
235

Gln

Ile

Leu

Trp

Gly

Gly

Tyr

Ile

Phe

Cys

155

Leu

Glu

Ala

220

Asn

Gly

Glu

Gln

Glu

60

Trp

Leu

Phe

Phe

Gln

140

Ile

Arg

Ala
205

Glu

Cys

Leu

Thr

Cys

45

Gln

His

Gly

Cys

Leu

125

Ile

Ala

Ile

Ala

Leu

Ser

Arg

Thr

30

His

His

Ile

Leu

Thr

110

Glu

Pro

Val

His

Pro

His

Phe

Gln

15

Gly

Leu

Asp

Tyr

Thr

95

Tyr

Val

Leu

Ile

Ser
175

Ala

Asp

Phe
240

Ala

Asn

Ser

His

Pro

80

Leu

His

Leu

Leu

Val

160

Val
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Glu Ser Gly Leu Gln Arg Lys

180

Ser Ala Pro Ser Pro Pro Gly

195

Ala Gly Leu Cys Gly Glu Gln
210 215

Asp Tyr Phe Asn Val Leu Ser

225

230

Phe Thr Glu Thr Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

245

33
447
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel
Lant polipeptidic al

33

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

1

5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

20

Tyr Met Tyr Trp Val Arg Gln

35

Gly Gly Ile Asn Pro Ser Asn

50

55

Lys Asn Arg Val Thr Leu Thr

65

70

Met Glu Leu Lys Ser Leu Gln

85

Ala Arg Arg Asp Tyr Arg Phe

100

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser

115

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser
130 135

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp

Ser

Ser

200

Gln

Tyr

Thr

185

Cys

Gly

Arg

117

Gly

Val

Asp

Ser

artificiale:
anticorpului

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Phe

Asp

Ser

120

Arg

Tyr

Val

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Met

105

Ala

Ser

Phe

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Ser

Asp

90

Gly

Ser

Thr

Pro

Gln

Gln

Asp

Leu
235

Glu

Ala

Cys

220

Gly

peptida

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu

Lys

Thr

Gly

Phe

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Glu

140

Pro

Glu

Glu

205

Ala

Ser

CDR

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Thr

Val

Tyr

Gly

125

Ser

Val

Gln

190

Ala

Glu

Cys

Ile

Ala

Leu

Ser

Pro

Pro

His

Phe
240

sintetica

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser
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145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415
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119

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

420

425

430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

435

34
218
PRT

Secventa

artificiala

440

Descrierea secventel artificiale:
Lant polipetidic al anticorpului

34

Glu Ile Val Leu

1

Glu Arg Ala

Gly Tyr Ser

35

Arg Leu Leu

50

Arg Phe Ser

65

Ser Leu Glu

Asp Leu Pro

Thr vVal Ala

115

Leu Lys Ser
130

Pro Arg Glu

145

Gly Asn Ser

Tyr Ser Leu

His Lys Val

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Thr

5

Leu

Leu

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Gln

Ser

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

Ala

Ala

25

Gln

Tyr

Thr

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Thr

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

peptida

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

445

CDR

Leu

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

sintetica

Ser

Ser

30

Gln

Val

Thr

His

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Pro

15

Thr

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro



195
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200

120

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 35
<211> 44

<212>
<213>

<220>

<223>

0

PRT
Secventa

215

artificiala

Descrierea secventel artificiale:

Lant poliptidic al anticorpului

<400> 35
Gln Vval Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Ser

Arg

Tyr

145

Ser

Ser

Thr

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Thr

Ala

Ser

130

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asn

Ser

115

Thr

Pro

Val

Ser

Thr
195

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Ser

Glu

His

Ser

180

Cys

Val

5

Asp

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

165

Val

Asn

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Gly

Ser

Val

150

Phe

Val

Val

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Pro

Thr

135

Thr

Pro

Thr

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Ser

120

Ala

Val

Ala

Val

His
200

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Gln

105

Val

Ala

Ser

Val

Pro

185

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

90

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

170

Ser

Pro

peptida

Val

Ile

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

Pro

Gly

Asn

155

Gln

Ser

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Leu

Cys

140

Ser

Ser

Ser

Asn

205

CDR

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Val

Ala

125

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
205

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

190

Lys

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

175

Thr

Val

Arg

Ser

Val

Val

Phe

80

Cys

Ser

Ser

Asp

Thr

160

Tyr

Lys

Asp
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121

Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala
210 215 220

Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
225 230 235 240

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
245 250 255

Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val
260 265 270

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
275 280 285

Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
290 295 300

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly
305 310 315 320

Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
325 330 335

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr
340 345 350

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
355 360 365

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
370 375 380

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
385 390 395 400

Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe
405 410 415

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
420 425 430

Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
435 440

<210> 36
<211> 214
<212> PRT
<213> Secventa artificiala



<220>
<223> Descrierea secventel artificiale:
Lant poliptidic al anticorpului

<400> 36

Glu Ile Vval

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210> 37
<211> 12

<212>
<213>

<220>

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

9

PRT
Secventd artificiald

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

5

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

MD 4733 B1 2020.12.31

122

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

peptida

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

CDR

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

sintetica

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



<223>

<400>

MD 4733 B1 2020.12.31

123

Descrierea secventel artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

37

Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val

1

5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ser Ser

20 25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly

35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn

50

55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn

65

70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val

85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser

Ser

<210>
<211>

100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120
38
127
PRT

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

38

Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val

1

5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ser Ser

20 25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn

50

55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

sintetica

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Ala

sintetica

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Phe

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu



65

Lys Leu Ser

Arg Met Pro

Tyr Phe Asp

<210> 39
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

115

7

PRT
Secventd artificiald

MD 4733 B1 2020.12.31

70

124

75

Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val

85

90

Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser

100

105

Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr

120

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 39
Glu val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<210> 40
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

Ser

Gly

Ile

Val

Ser

Pro

Asp
115

7

PRT
Secventd artificiald

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

Ser

Thr

Lys

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 40

Tyr

Thr

Val
125

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Tyr

Trp
110

Ser

Cys
95

Glu

Ser

80

Ala

Gly

sintetica

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica



MD 4733 B1 2020.12.31

125

Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ser Ser Ile Ala Ser Asp
20 25 30

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Lys Leu Glu Trp Ile

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 41

<211> 127

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 41
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ser Ser Ile Ala Ser Asp
20 25 30

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Met Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly



100

MD 4733 B1 2020.12.31

105

126

110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

<210> 42
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

115

7

PRT
Secventd artificiald

120

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 42
Glu val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<210> 43
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

Ser

Gly

35

Ile

Val

Ser

Pro

Asp
115

7

PRT
Secventd artificiald

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

Ser

Thr

Lys

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Lys

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 43
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys

1

5

10

125

CDR

Lys

Ile

Met

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ser Ser Ile

20

25

sintetica

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

sintetica

Pro Ser Glu

15

Ala Ser Asp

30
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Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Lys Gly

35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn

50

55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn

65

70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Asp Asp Thr Ala Val

85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser

<210>
<211>

100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120
44
127
PRT

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

44

Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val

1

5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ser Ser

20 25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Lys Pro Pro Gly Lys Lys

35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn

50

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn

65

70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val

85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser

100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr

<210>

115 120

45

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

CDR

Lys

Ile

Met

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

sintetica

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly



<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 45

127
PRT
Secventd artificiald

MD 4733 B1 2020.12.31
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Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

Glu val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<220>

<223>

<400> 46

46
127
PRT
Secventd artificiald

Ser

Gly

35

Ile

Val

Ser

Pro

Asp
115

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

Ser

Ser

Gln

Gly

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Thr

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

Glu val Gln

1

Thr Leu Ser

Leu

Leu
20

Tyr Trp Gly Trp

35

Gly Phe Ile

50

Thr

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Gln

Cys

Arg

Ser

Ser

Ser

Gln

Gly
55

Gly

Val

Pro

40

Ser

Ala

Thr

25

Pro

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Leu

Ser

Lys

Tyr

Leu

Ser

Gly

Asn
60

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

CDR

Lys

Ile

Leu

45

Pro

sintetica

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

sintetica

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Glu

Asp

Ile

Lys



MD 4733 B1 2020.12.31

129

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 47

<211> 127

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 47
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Pro Gly
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Ser Ser Ile Ala Ser Asp
20 25 30

Tyr Trp Gly Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 48

<211> 106

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat
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<400> 48
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 49

<211> 106

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 49
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Phe Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

MD 4733 B1 2020.12.31
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50
106
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

50

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser

1

5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser

20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro

35 40

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser

50

55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

65

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Tyr

85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100 105

51
106
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

51

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser

1

5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser

20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro

35 40

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser

50

55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

65

CDR

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

CDR

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

sintetica

Ser

His

30

Leu

Phe

Leu

Gly

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr

sintetica

Ser

His

30

Phe

Phe

Leu

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro
80
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Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 52

<211> 106

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 52
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 53

<211> 19

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Secventa lider de peptida cu Lant greu

<400> 53
Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly
1 5 10 15

Val His Ser

<210> 54
<211> 20



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

MD 4733 B1 2020.12.31
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PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

Secventa lider de peptida cu Lant usor

54

Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

1

5 10

Asp Ala Arg Cys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

55
325
PRT
Secventd artificiald

15

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

Domeniu constant de Lant greu - polipeptida IgG4 S228P

55

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala

1

5 10

Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu

20 25

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly

35 40

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser

50

55

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu

65

70

Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr

85 90

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro

100 105

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro

115 120

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
130 135

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn

145

150

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

75

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

155

Glu

Cys

Lys

Leu

Leu

60

Thr

Val

Pro

Lys

Val

140

Tyr

Glu

Ser

Asp

Thr

45

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

125

Val

Val

Gln

Arg

Tyr

30

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

110

Lys

Val

Asp

Phe

Ser

15

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

80

Val

Phe

Thr

Val

Val

160

Ser
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165 170 175

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
180 185 190

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser
195 200 205

Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
210 215 220

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
225 230 235 240

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
245 250 255

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
260 265 270

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu
275 280 285

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
290 295 300

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
305 310 315 320

Leu Ser Leu Gly Lys
325

<210> 56
<211> 105
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Domeniu constant al lantului usor Kappa al polipeptideil

<400> 56
Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
1 5 10 15

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
20 25 30

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly
35 40 45

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
50 55 60
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Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
65 70 75 80

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
85 90 95

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210> 57

<211> 11

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 57
Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp Tyr Ala Trp Asn
1 5 10

<210> 58

<211> 16

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 58
Tyr Ile Ser Asn Ser Gly Ser Ala Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 59

<211> 12

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 59
Leu Ile Tyr Tyr Asp Tyr Gly Gly Ala Met Asn Phe
1 5 10

<210> 60

<211> 11

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 60
Lys Ala Ser Gln Gly Val Ser Thr Thr Val Ala



<210> 61
<211> 7

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 61

1

<210> 62
<211> 9

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 62
Gln His Tyr Tyr Ser Thr Pro Trp Thr

1

<210> 63
<211> 12

<212>
<213>

<400> 63
Asp Val Gln

1

Ser

Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Leu

Ala

Gly

50

Ser

Gln

Thr

Gly

PRT
Secventa

PRT
Secventd artificiald

1

PRT
Mus musculus

Ser

Trp

Tyr

Arg

Leu

Leu

Thr
115

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Ile

Asn

Ile

100

Ser

MD 4733 B1 2020.12.31

artificiala

5

Gln

Thr

Trp

Ser

Ser

Ser

85

Tyr

Val

Glu

Cys

Ile

Asn

Ile

70

Val

Tyr

Thr

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr
5

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Thr

Thr

Asp

Val

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Thr

Tyr

Ser
120

Pro

Thr

25

Phe

Ser

Asp

Glu

Gly

105

Ser

136

10

Descrierea secventel artificiale:

Descrierea secventel artificiale:

Gly

10

Gly

Pro

Ala

Thr

Asp

Gly

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

Leu

Tyr

Gly

Ser

Ser

75

Thr

Ala

Val

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Lys

Ile

Lys

45

Asn

Asn

Thr

Asn

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Phe
110

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr
95

Trp

Gln

Asp

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Gly
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<210> 64

<211> 107

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 64
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe
1 5 10

Asp Arg Val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser
20 25

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr
65 70

Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His
85 90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105

<210> 65

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 65
Tyr Ala Ser Asn Leu Gln Thr
1 5

<210> 66

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 66

Tyr Ala Ser Ser Leu Gln Thr
1 5

<210> 67

<211> 7

<212> PRT

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Gly

Pro

Asp

Ser

Tyr

Thr

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

Thr

Val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

Thr

Ile

Gly

Ser

80

Trp

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica
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<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 67
Tyr Ala Ser Thr Leu Gln Thr
1 5

<210> 68

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 68
Tyr Ala Thr Thr Leu Gln Thr
1 5

<210> 69

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 69
Tyr Ala Ser Tyr Leu Gln Thr
1 5

<210> 70

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 70
Tyr Ala Asn Gln Leu Gln Thr
1 5

<210> 71

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 71
Tyr Ala Gly Ser Leu Gln Thr
1 5

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica
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<210> 72

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 72
Tyr Ala Ser Gln Leu Gln Thr
1 5

<210> 73

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 73
Tyr Ala Asp Ser Leu Gln Thr
1 5

<210> 74

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 74
Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Phe Thr
1 5

<210> 75

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 75
Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Tyr Thr
1 5

<210> 76

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 76
Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica
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<210> 77

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 77
Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Val Thr
1 5

<210> 78

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 78
Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Leu Thr
1 5

<210> 79

<211> 19

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 79
Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Phe Glu Gly Tyr
1 5 10 15

Phe Asp Phe

<210> 80

<211> 19

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 80
Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Tyr Glu Gly Tyr
1 5 10 15

Phe Asp Phe
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<210> 81

<211> 19

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 81
Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Ile Glu Gly Tyr
1 5 10 15

Phe Asp Phe

<210> 82

<211> 19

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 82
Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Val Glu Gly Tyr
1 5 10 15

Phe Asp Phe

<210> 83

<211> 19

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 83
Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Leu Glu Gly Tyr
1 5 10 15

Phe Asp Phe

<210> 84

<211> 3063

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 84
gatgtgcagc ttcaggagtc gggacctggc ctggtgaaac cttctcagtc tctgtcectce
60

acctgcactg tcactggcta ctcaatcacc agtgattatg cctggaactg gatccgacag
120
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tttccaggaa acaaactgga gtggatgggce
180
aacccatctc tcaaaagtcg catctctatc
240
ctgcagttga attctgtgac tactgaggac
300
tactatgatt acgggggggc tatgaacttc
360
tca
363
<210> 85
<211> 321
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 85
gacattgtga tgacccagtc tcacaaattc
60
atcacctgca aggccagtca gggtgtgagt
120
ggacaatctc ctaaactact gatttactcg
180
cgcttcactg gcagtggatc tgggacggat
240
gaagacctgg cagtttatta ctgtcagcat
300
ggcaccaagc tggaaatcaa a
321
<210> 86
<211> 330
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 86
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
1 5
Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
20
Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
35 40
Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
50 55
Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
65 70

142

tacataagca

actcgagaca

acagccacat

tggggtcaag

atgtccacat

actactgtgg

gcatcctacc

ttcactttca

tattatagta

Phe Pro Leu

10

Leu
25

Gly Cys

Trp Asn Ser

Leu Gln Ser

Ser
75

Ser Ser

acagtggtag

catccaagaa

attactgtgc

gaacctcagt

cagtaggaga

cctggtatca

ggtacactgg

ccatcagcag

ctcecgtggac

Ala Pro Ser

Leu Val Lys

30

Ala
45

Gly Leu

Ser Leu

60

Gly

Leu Gly Thr

cgctagctac

ccagttcttc

aaccctgatc

caccgtctcc

cagggtcagc

acagaaacca

agtccctgat

tgtgcagtct

gttcggtgga

Ser
15

Lys

Asp Tyr

Thr Ser

Tyr Ser

Gln Thr

80
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Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 190

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
225 230 235 240

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 87
<211> 133
<212> PRT



<213>

<220>

<223>

1

Ile

Val

Leu

Pro

65

Glu

Arg

Arg

His

MD 4733 B1 2020.12.31

Secventd artificiald

144

Popipeptida proteinei de fuziune
<400> 87
Gly Thr Ile Glu

Ile

Asn

Gly

50

Gly

Tyr

Ile

Phe

His
130

<210> 88
<211> 5

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 88
Ser Tyr Val Met His

1

<210>

<211> 17

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 89

89

Leu

Trp

Trp

Leu

Phe

Phe

Gln

115

Gly

PRT
Secventd artificiald

PRT
Secventd artificiald

Gln

20

Glu

His

Gly

Cys

Leu

100

Ile

Gly

Thr Thr Gly

5

Cys

Gln

Ile

Leu

Ile

85

Glu

Pro

Gln

5

His

Gln

Ser

Thr

70

Tyr

Val

Leu

Leu

Asp

Pro

55

Leu

His

Leu

Leu

Asn

Ser

Gln

40

Ser

Gln

Thr

Glu

Gly
120

Ile

Ser

25

Leu

Phe

Ser

Tyr

Ser

105

Ala

Ser

10

Thr

Leu

Lys

Leu

Pro

90

Ser

His

Ala

Thr

Ala

Asp

Thr

75

Asp

Val

His

Descrierea secventel artificiale: peptida

Glu

Ala

Ile

Arg

60

Val

Gly

Ala

His

CDR

Lys

Gln

Cys

45

Val

Asn

Thr

Glu

His
125

sintetica

Gly

Val

30

Asn

Ala

Asp

Tyr

His

110

His

Gly

15

Thr

Ala

Pro

Thr

Thr

95

Gly

His

Ser

Gln

Asp

Gly

Gly

80

Gly

Ala

His

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
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1 5 10 15

Gly

<210> 90

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 90
Gly Gly Pro Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 91

<211> 11

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 91
Arg Ala Ser Glu His Ile Tyr Ser Tyr Leu Ser
1 5 10

<210> 92

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 92
Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 93

<211> 9

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 93
Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu Thr
1 5

<210> 94

<211> 119

<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 94
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Val Met His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Pro Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Ala Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 95

<211> 107

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 95
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu His Ile Tyr Ser Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Gln Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu Val
35 40 45

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Ser Leu Lys Ile Asn Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Gly Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Thr Leu Glu Leu Lys
100 105
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<210> 96
<211> 16
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 96
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Arg Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Gly
1 5 10 15

<210> 97

<211> 16

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 97
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Leu Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Gly Phe
1 5 10 15

<210> 98

<211> 16

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 98
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Lys Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Gly
1 5 10 15

<210> 99

<211> 16

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 99
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Phe Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Gly
1 5 10 15

<210> 100
<211> 16
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 100
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Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Ser Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Gly
1 5 10 15
<210> 101
<211> 16
<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 101
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Tyr Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Gly
1 5 10 15

<210> 102
<211> 16
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 102
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Val Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Gly
1 5 10 15

<210> 103

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 103
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Arg Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 104

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 104
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Asn Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly
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<210> 105

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 105
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gln Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 106

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 106
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Glu Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 107

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 107
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Leu Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 108

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 108
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Lys Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
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Gly

<210> 109

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 109
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Ser Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 110

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 110
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Tyr Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 111

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 111
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Val Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 112

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
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<400> 112
Ala Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 113

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 113
Tyr Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 114

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 114
Trp Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 115

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 115
Ser Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 116

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 116
Thr Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 117

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
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<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 117
Ile Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 118

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 118
Val Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 119

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 119
Asn Asn Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 120

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 120
Asn Ile Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 121

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale:

<400> 121
Asn Leu Leu Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 122

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica
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<211> 7
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 122
Asn Thr Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 123

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 123
Asn Val Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 124
<211> 119
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 124
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Val Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Ser Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Leu Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Pro Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

125
119
PRT
Secventa
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artificiala
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Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 125
Glu val Gln

1

Ser

Val

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<220>

<223>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Val
115

126
119
PRT
Secventa

Leu

Val
20

Trp

Asp

Val

Ser

Gly

100

Thr

Val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

Val

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

artificiala

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Ser

Ser

Trp

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

Phe

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Val

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 126
Glu vVal Gln Leu Val Gln

1

5

Ser Val Lys Val Ser Cys

20

Val Met His Trp Val Arg

35

Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Val

Tyr

Gln

Lys

Lys

Thr

Gly

Tyr

CDR

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Val

Trp

CDR

Lys

Phe

Leu

45

Ala

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ile

Phe
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50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Leu Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Pro Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 127
<211> 119
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 127
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Val Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Pro Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 128
<211> 119
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
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<223> Descrierea secventeil artificiale: peptida
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 128
Glu val Gln

1

Ser

Val

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<220>

<223>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Val
115

129
119
PRT
Secventa

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Gly
100

Thr

Val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

Val

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

artificiala

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Ser

Ser

Trp

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

90

Phe

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Descrierea secventel artificiale: peptida

Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 129
Glu val Gln

1

Ser

Val

Gly

Gln

65

Met

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Ser

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Val

CDR

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Trp

CDR

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

sintetica

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys
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85 90 95

Ala Arg Gly Gly Pro Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 130
<211> 107
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 130
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu His Ile Tyr Ser Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 131
<211> 107
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 131
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu His Ile Tyr Ser Tyr
20 25 30
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Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 132
<211> 107
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat

<400> 132
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu His Ile Tyr Ser Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 133
<211> 107
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Lant poliptidic al anticorpului umanizat
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<400> 133
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu His Ile Tyr Ser Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 134

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 134
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 135

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 135

Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Ser Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 136

<211> 116



<212>
<213>

<220>

<223>

PRT
Secventd artificiald

<400> 136
Gln Vval Gln

1

Thr

Thr

Gly

Ser

65

Lys

Lys

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

Leu

Val

Ala

50

Arg

Met

Ser

Val

<220>

<223>

Ser

His

35

Ile

Leu

Asn

Gly

Ser
115

137
106
PRT
Secventa

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Asn

Ser

Trp

100

Ser

Met

Thr

Val

Ser

Ile

Leu

85

Ala

MD 4733 B1 2020.12.31

Glu

Cys

Arg

Ser

Asn

70

Gln

Phe

Ser

Thr

Gln

Gly

Arg

Thr

Phe

artificiala

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Glu

Asp

Secventa VL a poliptidei

<400> 137
Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

Arg

Ala

Asn

50

Gly

Val

Trp

Ala

Ser

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Thr

5

Leu

Gln

Ser

Thr

Gln

Asn

Leu

Leu

Asp

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Pro

Ile

Leu

40

Ala

Ala

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Ser

Asp

Tyr
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

160

Descrierea secventel artificiale:
Secventd VH a polipeptidei

Gly

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Trp

Descrierea secventel artificiale:

Leu

10

Ser

Glu

Ile

Thr

peptida

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Val

Pro

Gly

Asn

60

Ser

Ile

Gln

peptida

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

CDR

Gln

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Gly

CDR

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Gly

sintetica

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Val

Phe

Val
110

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

95

Met

Gln

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Thr

Val

sintetica

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro
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65 70 75 80

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Ser Gly Gly Tyr Thr
85 90 95

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105

<210> 138
<211> 119
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Secventd VH a polipeptidei

<400> 138
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Ala Trp Val Arg Leu Ala Pro Gln Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Ser Ile Ser Tyr Glu Gly Ser Arg Thr His Tyr Gly Asp Ser Val
50 55 60

Arg Gly Arg Phe Ile Ile Ser Arg Asp Asn Pro Lys Asn Ile Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Gly Ser Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg His Thr Gly Thr Leu Asp Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Ile Val Ser Ser
115

<210> 139
<211> 106
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
Secventd VL a polipeptidei

<400> 139
Asn Ile Val Met Ala Gln Ser Pro Lys Ser Met Ser Ile Ser Ala Gly
1 5 10 15



Asp Arg Val Thr Met Asn Cys Lys Ala Ser

Ile Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

Phe Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Ser Gly Val

50

Gly Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65

Glu Asp Ala Ala Phe Tyr Tyr Cys Gln Arg

Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
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20 25

35 40

55

70

85 90

100 105

140

19

PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale:

MOD RES

(13)..(13)
Trp, Phe, Tyr, Ile, Val sau Leu

140

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Ile

Asn

Pro

Asp

Lys

Tyr

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Asp

30

Leu

Phe

Val

Phe

Asn

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Asn

Ile

Gly

Ala

80

Thr

peptida CDR sintetica

Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Xaa Glu Gly Tyr

1

5 10

Phe Asp Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

141

.

PRT

Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale:

MOD RES
(3)..(3)
Asn, Ser, Thr, Gly sau Asp

MOD RES
(4)..(4)
Ser, Asn, Ser, Thr, Tyr sau Gln

15

peptida CDR sintetica
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<400> 141
Tyr Ala Xaa ¥Xaa Leu Gln Thr
1 5

<210> 142

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<220>
<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)

<223> Trp, Phe, Tyr, Ile, Val sau Leu

<400> 142
Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Xaa Thr
1 5

<210> 143
<211> 127
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: polipeptida de

<220>
<221> MOD_RES
<222> (6)..(8)

<223> Glu sau Gln

<220>
<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)

<223> Pro sau Ala

<220>
<221> MOD_RES
<222> (12)..(12)

<223> Val sau Leu

<220>
<221> MOD_RES
<222> (15)..(15)

<223> Ser sau Pro

<220>
<221> MOD_RES

<222> (16)..(16)
<223> Gln, Glu sau Gly

<220>
<221> MOD_RES
<222> (17)..(17)

<223> Ser sau Thr

<220>

consens sintetica
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<221> MOD_RES

<222> (23)..(23)
<223> Ser, Thr sau Ala

<220>
<221> MOD_RES

<222> (25)..(25)
<223> Thr sau Ser

<220>
<221> MOD_RES
<222> (27)..(27)

<223> Ile sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (30)..(30)

<223> Lys sau Gln

<220>
<221> MOD_RES
<222> (37)..(37)

<223> Pro sau Phe

<220>
<221> MOD_RES
<222> (39)..(39)

<223> Asn sau Lys

<220>
<221> MOD_RES
<222> (40)..(40)

<223> Lys sau Gly

<220>
<221> MOD_RES
<222> (43)..(43)

<223> Met sau Leu

<220>
<221> MOD_RES
<222> (44) .. (44)

<223> Met sau Ile

<220>
<221> MOD_RES
<222> (45)..(45)

<223> Ile sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (48)..(48)

<223> Ser sau Thr

<220>
<221> MOD_RES
<222> (67)..(867)

<223> Thr sau Ser

<220>
<221> MOD_RES
<222> (68)..(68)

<223> Arg sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (70)..(70)
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<223> Phe sau Ser

<220>
<221> MOD_RES
<222> (71)..(71)

<223> Gln sau Lys

<220>
<221> MOD_RES
<222> (79)..(79)

<223> His sau Ser

<220>
<221> MOD_RES
<222> (81)..(81)

<223> Thr sau Ala

<220>
<221> MOD_RES
<222> (83)..(83)

<223> Asp sau Ala

<220>
<221> MOD_RES
<222> (87)..(87)

<223> Thr sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (88)..(88)

<223> Ser sau Tyr

<220>
<221> MOD_RES
<222> (92)..(92)

<223> Trp, Phe, Tyr, Ile sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (94)..(94)

<223> Met, Val, Leu, Ala, Arg, Asn, Pro, Gln, Glu, Gly, Ile
His, Lys, Phe, Ser, Thr, Trp sau Tyr

<220>
<221> MOD_RES
<222> (110)..(110)

<223> Val, Thr sau Leu

<220>
<221> MOD_RES
<222> (119)..(119)

<223> Ser, Gly sau Tyr

<220>
<221> MOD_RES
<222> (122)..(122)

<223> Ala sau Ser

<220>
<221> MOD_RES
<222> (123)..(123)

<223> Pro sau Gln

<400> 143
Glu Val Gln Leu Gln Xaa Ser Gly Xaa Gly Leu Xaa Lys Pro Xaa Xaa
1 5 10 15
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Xaa Leu Ser Leu Thr Cys Xaa Val Xaa Gly Xaa Ser Ile Xaa Ser Asp
20 25 30

Tyr Trp Gly Trp Xaa Arg Xaa Xaa Pro Gly Xaa Xaa Xaa Glu Trp Xaa
35 40 45

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Xaa Xaa Ile Xaa Xaa Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Xaa Leu
65 70 75 80

Xaa Leu Xaa Ser Val Thr Xaa Xaa Asp Thr Ala Xaa Tyr Xaa Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Xaa Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Xaa Gly Thr Xaa Xaa Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 144
<211> 127
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: polipeptida de consens sintetica

<220>
<221> MOD_RES
<222> (6)..(8)

<223> Glu sau Gln

<220>
<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)

<223> Pro sau Ala

<220>
<221> MOD_RES
<222> (12)..(12)

<223> Val sau Leu

<220>
<221> MOD_RES
<222> (15)..(15)

<223> Ser sau Pro

<220>
<221> MOD_RES

<222> (16)..(16)
<223> Glu sau Gly

<220>
<221> MOD_RES
<222> (23)..(23)
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<223> Thr, Ala sau Ser

<220>

<221> MOD RES
<222> (25)..(25)
<223> Ser sau Thr

<220>
<221> MOD_RES
<222> (27)..(27)

<223> Gly, Ser sau Tyr

<220>
<221> MOD_RES
<222> (30)..(30)

<223> Ser sau Ala

<220>
<221> MOD_RES
<222> (37)..(37)

<223> Ile sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (39)..(39)

<223> Gln sau Lys

<220>
<221> MOD_RES
<222> (40)..(40)

<223> Pro sau Phe

<220>
<221> MOD_RES
<222> (44) .. (44)

<223> Gly sau Lys

<220>
<221> MOD_RES
<222> (45)..(45)

<223> Leu sau Met

<220>
<221> MOD_RES
<222> (48)..(48)

<223> Ile sau Met

<220>
<221> MOD_RES
<222> (67)..(867)

<223> Val sau Ile

<220>
<221> MOD_RES
<222> (71)..(71)

<223> Val sau Arg

<220>
<221> MOD_RES
<222> (83)..(83)

<223> Ser sau His

<220>
<221> MOD_RES
<222> (88)..(88)

<223> Ala sau Asp



<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

Lys,

<220>

<221>
<222>
<223>

<400>

val,

144

Glu val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<220>

<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>

(10)

Ser

Gly

35

Ile

Xaa

Xaa

Pro

Asp
115

145
106
PRT
Secventd artificiald

MOD RES
(110) ..(110)
Trp,

Phe,

MOD RES
(122)..(122)
Met, Val,

Phe,

MOD RES
(123)..(123)

Tyr,

Leu,
Ser,

MD 4733 B1 2020.12.31

Ile,

Ala,
Thr,

Thr sau Leu

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

MOD RES
.. (10)
Leu sau Ser

MOD RES
(21)..(21)

Gln

Thr

Xaa

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

Xaa

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

Ser

Xaa

Xaa

Gly

55

Xaa

Ala

Thr

Gln

Arg,

Gly

Val

Xaa

40

Ser

Asp

Xaa

Leu

Gly
120

Asn,
Trp sau Tyr

Xaa

Xaa

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

168

Val sau Leu

Pro,

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Xaa

Descrierea secventel artificiale:

Gln,

Leu

Xaa

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Xaa

polipeptida de consens sintetica

Xaa

Ser

Xaa

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Glu,

Lys

Ile

Xaa

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Gly,

Pro

Xaa

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Xaa

110

Ser

Ile,

Xaa

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

His,

Xaa

Asp

Xaa

Lys

Leu

80

Ala

Gly



<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
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Leu sau Ile

MOD RES
(22)..(22)
Asn sau Thr

MOD RES
(40) ..(40)
Leu sau Pro

MOD RES

(42)..(42)
Glu sau Lys

MOD RES

(43)..(43)
Phe sau Leu

MOD RES

(46) .. (406)
Asn, Ser, Thr, Gly sau Asp

MOD RES
(52)..(52)
Ser, Asn, Thr, Tyr sau Gln

MOD RES
(53)..(53)
Ile sau Val

MOD RES

(58)..(58)
Gly sau Ser

MOD RES

(77)y ..(77)
Val sau Phe

MOD RES

(83)..(83)
Phe sau Tyr

MOD RES
(87)..(87)
Trp, Phe, Tyr, Ile, Val sau Leu

MOD RES
(95)..(95)
Leu sau Ile

MOD RES
(105)..(105)
Ala sau Val
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<400> 145
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Xaa Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Xaa Xaa Cys Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Xaa Gly Xaa Xaa Pro Lys Xaa Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Ala Xaa Xaa Leu Gln Thr Gly Xaa Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Xaa Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Xaa Ala Thr Tyr Xaa Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Xaa Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Xaa Lys
100 105

<210> 146
<211> 106
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: polipeptida de consens sintetica

<220>
<221> MOD_RES
<222> (43)..(43)

<223> Leu sau Phe

<220>
<221> MOD_RES

<222> (46)..(406)
<223> Asn, Ser, Thr, Gly sau Asp

<220>
<221> MOD_RES
<222> (52)..(52)

<223> Ser, Asn, Thr, Tyr sau Gln

<220>
<221> MOD_RES
<222> (53)..(53)

<223> Val sau Ile

<220>
<221> MOD_RES
<222> (58)..(58)

<223> Trp, Phe, Tyr, Ile, Val sau Leu

<220>
<221> MOD_RES
<222> (83)..(83)

<223> Ala sau Val
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<220>
<221> MOD RES
<222> (95)..(95)
<223> Phe sau VvVal

<400> 146
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Xaa Pro Lys Xaa Leu Ile

Tyr Tyr Ala Xaa Xaa Leu Gln Thr Gly Xaa Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Xaa Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Xaa Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 147

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: polipeptida de consens sintetica

<220>
<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)

<223> Asp, Arg, Leu, Lys, Phe, Ser, Tyr sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (8)..(8)

<223>» Gly, Arg, Asn, Gln, Glu, Leu, Lys, Ser, Tyr sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (12)..(12)

<223> Asn, Ala sau Ser

<220>
<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)

<223> Glu sau Gln

<220>
<221> MOD_RES



<222>
<223>

<400>
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(16)..(16)
Lys sau Gln

147

Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Xaa Xaa Ala Lys Tyr Xaa Xaa Lys Phe Xaa

1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5 10

148

.

PRT

Secventd artificiald

15

Descrierea secventel artificiale: polipeptida de consens sintetica

MOD RES
(L) .. (1)

Asn, Ala, Vval, Trp, Ser, Thr, Arg, His, Gly,
Ile sau Val

MOD RES
(2)..(2)
Ala, Asn, Ile, Leu, Thr sau Val

148

Xaa Xaa Lys Thr Leu Ala Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

5

149
119
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale: polipeptida de

MOD RES
(5)..(5)
Gln sau Val

MOD RES
(9)..(9)
Pro sau Ala

MOD RES
(11)..(11)
Val sau Leu

MOD RES

(12)..(12)
Val sau Lys

consens sintetica



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

MOD RES
(16)..(1lo)
Ser sau Ala

MOD RES
(20)..(20)

Met sau Val

MOD RES
(38)..(38)

Lys sau Arg

MOD RES
(40) .. (40)

Lys sau Ala

MOD RES
(44)..(44)
Gly sau Arg

MOD RES
(56)..(56)
Asp, Arg,

MOD RES

(57)..(57)

Gly, Arg, Asn,

MOD RES

(61) .. (61)

Leu, Lys,

Gln,
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Phe, Ser, Tyr sau Val

Glu, Leu, Lys, Ser,

Asn, Ala sau Ser

MOD RES
(62) .. (62)

Glu sau Gln

MOD RES
(65)..(65)
Lys sau Gln

MOD RES
(67)..(67)
Arg sau Lys

MOD RES
(68) .. (68)

Ala sau Val

MOD RES
(72) .. (72)

Ser sau Arg

Tyr sau Val



<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
Glu Va
1

Ser Va

Val Me
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MOD RES

(74)..(74)
Lys sau Thr

MOD RES

(76)..(706)
Ser, Ile, Ala sau Thr

MOD RES

(79)..(79)
Ala sau Val

MOD RES
(85)..(85)
Arg sau Ser

MOD RES

(87)..(87)
Thr sau Arg

MOD RES

(89)..(89)
Asp sau Glu

MOD RES

(91)..(91)
Ser sau Thr

MOD RES

(92)..(92)
Ala sau Val

MOD RES
(104)..(104)
Trp, Ala, Asp, Gly, Phe, Gly, Ile, Lys, Asn,
Val sau Tyr

MOD RES
(111)..(111)
Ala sau Gln

149
1 Gln Leu Xaa Gln Ser Gly Xaa Glu Xaa Xaa Lys

1 Lys Xaa Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
20 25

£t His Trp Val Xaa Gln Xaa Pro Gly Gln Xaa Leu
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Xaa ¥Xaa Ala Lys Tyr Xaa

50

55 60

Gln,

Pro

Ser

30

Glu

Xaa

Arg,

Gly

Ser

Trp

Lys

Ser,

Xaa

Tyr

Ile

Phe

Thr



Xaa Gly Xaa

65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Thr Thr Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
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Thr Xaa Asp Xaa Ser Xaa Ser Thr

75

Xaa Ser Xaa Asp Xaa Xaa Val Tyr

90

105 110

Xaa Thr Leu
70
Ser Xaa Leu
85
Gly Pro Tyr
100
Thr Val Ser Ser
115
150
119
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale: polipeptida de consens sintetica

MOD RES

(le) ..

(1)

Ala sau Ser

MOD RES

(44) .

(44)

Arg sau Gly

MOD RES

(56)

Asp, Arg,

(56)

MOD RES

(57)

Gly, Arg, Asn,

(57)

MOD RES

(6l) ..

(61)

Leu,

Lys,

Gln,

Asn, Ala sau Ser

MOD RES

(62) ..

(62)

Glu sau Gln

MOD RES

(65) .

(65)

Lys sau Gln

MOD RES

(72)

(72)

Arg sau Ser

Phe, Ser, Tyr sau Val

Xaa Tyr
80

Tyr Cys
95

Gly Xaa Tyr Phe Asp Val Trp Gly Xaa Gly

Glu, Leu, Lys, Ser, Tyr sau Val
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<221> MOD_RES

<222> (74)..(74)
<223> Thr sau Lys

<220>
<221> MOD_RES

<222> (76)..(76)
<223> Ala, Thr sau Ile

<220>
<221> MOD_RES
<222> (79)..(79)

<223> Arg sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (85)..(85)

<223> Ser sau Arg

<220>
<221> MOD_RES
<222> (89)..(89)

<223> Glu sau Asp

<220>
<221> MOD_RES
<222> (92)..(92)

<223> Ala sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (104)..(104)

<223> Trp, Ala, Asp, Gly, Phe, Gly, Ile, Lys, Asn, Ser,
Thr, Val sau Tyr

<400> 150
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Xaa
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Val Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Xaa Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Xaa Xaa Ala Lys Tyr Xaa Xaa Lys Phe
50 55 60

Xaa Gly Arg Val Thr Leu Thr Xaa Asp Xaa Ser Xaa Ser Thr Xaa Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Xaa Leu Arg Ser Xaa Asp Thr Xaa Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Pro Tyr Gly Xaa Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115
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<210> 151
<211> 107
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: polipeptida de consens sintetica

<220>
<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)

<223> Ala sau Ser

<220>
<221> MOD_RES
<222> (17)..(17)

<223> Glu sau Asp

<220>
<221> MOD_RES
<222> (18)..(18)

<223> Thr sau Arg

<220>
<221> MOD_RES
<222> (40)..(40)

<223> Gln sau Pro

<220>
<221> MOD_RES
<222> (43)..(43)

<223> Ser, Ala sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (45)..(45)

<223> Gln sau Lys

<220>
<221> MOD_RES
<222> (48)..(48)

<223> Val sau Ile

<220>
<221> MOD_RES
<222> (50)..(50)

<223>»> Asn, Ala, Tyr, Trp, Ser, Thr, Ile sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (51)..(51)

<223> Ala, Asn, Ile, Leu, Thr sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (70)..(70)

<223> Gln sau Asp

<220>
<221> MOD_RES
<222> (72)..(72)

<223> Ser sau Thr

<220>
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<221> MOD_RES

<222> (74)..(74)
<223> Lys sau Thr

<220>
<221> MOD_RES

<222> (76)..(76)
<223> Asn sau Ser

<220>
<221> MOD_RES

<222> (83)..(83)
<223> Phe sau Val

<220>
<221> MOD RES
<222> (84)..(84)
<223> Gly sau Ala

<220>

<221> MOD RES
<222> (100)..(100)
<223> Ala sau Gln

<220>
<221> MOD RES

<222> (103)..(103)
<223> Thr sau Arg

<220>

<221> MOD RES
<222> (106)..(106)
<223> Leu sau Ile

<400> 151
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Xaa Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Xaa Xaa Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu His Ile Tyr Ser Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Xaa Gly Lys Xaa Pro Xaa Leu Leu Xaa
35 40 45

Tyr Xaa Xaa Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Xaa Phe Xaa Leu Xaa Ile Xaa Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Xaa Xaa Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Xaa Gly Thr Xaa Leu Glu Xaa Lys
100 105

<210> 152
<211> 107
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
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<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: polipeptida de consens sintetica

<220>
<221> MOD_RES
<222> (43)..(43)

<223> Ala sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (50)..(50)

<223>»> Asn, Ala, Tyr, Trp, Ser, Thr, Ile sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (51)..(51)

<223> Ala, Asn, Ile, Leu, Thr sau Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (70)..(70)

<223> Asp sau Gln

<220>
<221> MOD_RES
<222> (83)..(83)

<223> Phe sau Val

<400> 152
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu His Ile Tyr Ser Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Xaa Pro Lys Leu Leu Ile

Tyr Xaa Xaa Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Xaa Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Xaa Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 153

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (6)..(8)

<223> Trp, Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, Ile, Lys, Asn, Gln,
Arg, Ser, Thr, Val sau Tyr

<400> 153
Gly Gly Pro Tyr Gly Xaa Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 154

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica
CDR peptide

<400> 154
Gly Gly Pro Tyr Gly Ala Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 155
<211> 10
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 155
Gly Gly Pro Tyr Gly Asp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 156

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 156
Gly Gly Pro Tyr Gly Glu Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 157

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 157
Gly Gly Pro Tyr Gly Phe Tyr Phe Asp Val



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>
1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

Gly Gly Pro Tyr Gly Ile Tyr Phe Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gly Gly Pro Tyr Gly Lys Tyr Phe Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gly Gly Pro Tyr Gly Asn Tyr Phe Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
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5 10

158
10
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale:

158

Gly Gly Pro Tyr Gly Gly Tyr Phe Asp Val
5

10

159
10
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale:

159

5 10

160
10
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale:

160

5 10

161
10
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale:

16l

5 10

162
10
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale:

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica

peptida CDR sintetica



<400>
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162

Gly Gly Pro Tyr Gly Gln Tyr Phe Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

163
10
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

163

Gly Gly Pro Tyr Gly Arg Tyr Phe Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

164
10
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

164

Gly Gly Pro Tyr Gly Ser Tyr Phe Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

165
10
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

165

Gly Gly Pro Tyr Gly Thr Tyr Phe Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

166
10
PRT
Secventd artificiald

Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

166

Gly Gly Pro Tyr Gly Val Tyr Phe Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

5 10

167
10
PRT
Secventd artificiald
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<220>
<223> Descrierea secventel artificiale: peptida CDR sintetica

<400> 167
Gly Gly Pro Tyr Gly Tyr Tyr Phe Asp Val
1 5 10

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Pluckthun. The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore edit.
Springer-Verlag. New York, 1994, p. 269-315

2. Muyldermans et al. Trends Biochem. Sci. no 26, 2001, p. 230

3. EP 0404097 A2 1990.12.27

4. Kohler et al. Nature, no 256, 1975, p. 495

5. US 4816567 A 1989.03.28

(57) Revendicari;

1. Anticorp sau fragment al acestuia de legare a antigenului care se leagi la TIGIT uman, in
care anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului contine o regiune variabild a lantului greu si
o regiune variabild a lantului usor, in care regiunca variabild a lantului greu contine CDRI1 a
regiunii variabile a lantului greu continind secventa aminoacidd a SECV. ID NR: 88, CDR2 a
regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa aminoacidd a SECV. ID NR: 89 sau 134 si
CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzand secventa aminoacida a SECV. ID NR: 90, si
in care regiunca variabild a lantului usor contine CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa aminoacidd a SECV. ID NR: 91, CDR2 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa aminoacidd a SECV. ID NR: 92 si CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa aminoacidid a SECV. ID NR: 93.

2. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform revendicirii 1, in care anticorpul
contine CDR1 a regiunii variabile a lantului greu continind secventa aminoacidd a SECV. ID NR:
88, CDR2 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa aminoacidd a SECV. ID NR:
134 si CDR3 a regiunii variabile a lantului greu cuprinzind secventa aminoacidd a SECV. ID NR:
90, si in care regiunea variabild a lantului usor contine CDRI1 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa aminoacidd a SECV. ID NR: 91, CDR2 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa aminoacidd a SECV. ID NR: 92 si CDR3 a regiunii variabile a lantului usor
cuprinzand secventa aminoacidid a SECV. ID NR: 93.

3. Anticorp sau fragment al acestuia de legare a antigenului conform revendicarii 1, in care
anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului contine:

a. o regiune variabild a lantului greu continind secventa aminoacidd a SECV. ID NR: 94 si
o regiune variabild a lantului usor continind secventa aminoacidi a SECV. ID NR: 95;

b. o regiune variabila a lantului greu continind secventa aminoacidd a SECV. ID NR:128 si
o regiune variabild a lantului usor continind secventa aminoacidd a SECV. ID NR:132;

¢. 0 regiune variabila a lantului greu continand secventa aminoacidd a SECV. ID NR:127 si
o regiune variabild a lantului usor continind secventa aminoacidd a SECV. ID NR:130;

d. o regiune variabild a lantului greu continind secventa aminoacidi a SECV. ID NR:128 si
o regiune variabila a lantului usor continind secventa aminoacidd a SECV. ID NR:133;

¢. o regiune variabild a lantului greu, contindnd cel putin 97% identitate a secventei
aminoacide cu SECV. ID NR: 128 si o regiune variabild a lantului usor continand cel putin 97%
identitate a secventei aminoacide cu SECV. ID NR: 132, in care orice variatii ale secventei se
intilnesc in regiunile de cadru ale anticorpului;

f. o regiune variabild a lantului greu, continind cel putin 97% identitate a secventei
aminoacide cu SECV. ID NR: 127 si o regiune variabild a lantului usor continind cel putin 97%
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identitate a secventei aminoacide cu SECV. ID NR: 130, in care orice variatii ale secventei se
intalnesc in regiunile de cadru ale anticorpului; sau

g. 0 regiune variabild a lantului greu, contindnd cel putin 97% identitate a secventei
aminoacide cu SECV. ID NR: 128 si o regiune variabild a lantului usor continind cel putin 97%
identitate a secventei aminoacide cu SECV. ID NR: 133, in care orice variatii ale secventei se
intilnesc in regiunile de cadru ale anticorpului.

4. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform oricdreia dintre revendicarile 1-3,
in care anticorpul se leagd la TIGIT uman cu o valoare a Kp de aproximativ 1x10® M pani la
aproximativ 1x1072 M, asa cum a fost determinat prin rezonanta plasmonici de suprafati.

5. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform oricireia dintre revendicdrile 1-4,
in care anticorpul contine doud lanturi grele si doud lanturi usoare.

6. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform oricireia dintre revendicarile 1-4,
care este un anticorp umanizat, care contine un domeniu constant IgGl uman si un domeniu
constant kappa uman.

7. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform oricireia dintre revendicdrile
anterioare, care reprezintd un anticorp umanizat, care contine un domeniu constant IgG4 uman si
un domeniu constant kappa uman.

8. Anticorp, conform revendicirii 6, in care domeniul constant IgG1 uman contine secventa
aminoacidi a SECV. ID NR: 86 si domeniul constant kappa uman contine secventa aminoacidi a
SECV. ID NR: 56.

9. Anticorp, conform revendicirii 7, in care domeniul constant IgG4 uman contine secventa
aminoacidd a SECV. ID NR: 55 si domeniul constant kappa uman contine secventa aminoacidd a
SECV. ID NR: 56.

10. Anticorp, conform revendicirii 2, care reprezintd un anticorp izolat continand doud
imunoglobuline a lantului greu si doud imunoglobuline a lantului usor, in care fiecare
imunoglobulind a lantului greu cuprinde (i) o regiune variabild a lantului greu continind secventa
aminoacidi a SECV. ID NR: 128 si (ii)) un domeniu constant IgG1l cuprinzind secventa
aminoacidi a SECV. ID NR: 86 si in care fiecare imunoglobulind a lantului usor contine (i) o
regiune variabila a lantului usor cuprinzand secventa aminoacidi a SECV. ID NR: 132 si (ii) un
domeniu constant kappa uman cuprinzand secventa aminoacidd a SECV. ID NR: 56.

11. Anticorp, conform revendicirii 2, care reprezintd un anticorp izolat continand doud
imunoglobuline a lantului greu si doud imunoglobuline a lantului usor, in care fiecare
imunoglobulind a lantului greu cuprinde (i) o regiune variabild a lantului greu continind secventa
aminoacidi a SECV. ID NR: 128 si (ii)) un domeniu constant IgG1l cuprinzand secventa
aminoacidi a SECV. ID NR: 86, si in care fiecare imunoglobulina a lantului usor contine (i) o
regiune variabila a lantului usor cuprinzand secventa aminoacidi a SECV. ID NR: 133 si (ii) un
domeniu constant kappa uman cuprinzind secventa aminoacidd a SECV. ID NR: 56.

12. Anticorp, conform revendicirii 2, care reprezintd un anticorp izolat continand doud
imunoglobuline a lantului greu si doud imunoglobuline a lantului usor, in care fiecare
imunoglobulind a lantului greu cuprinde (i) o regiune variabild a lantului greu continind secventa
aminoacidi a SECV. ID NR: 127 si (ii)) un domeniu constant IgGl cuprinzand secventa
aminoacidi a SECV. ID NR: 86 si in care fiecare imunoglobulini a lantului usor contine (i) o
regiune variabila a lantului usor cuprinzand secventa aminoacidi a SECV. ID NR: 130 si (ii) un
domeniu constant kappa uman cuprinzand secventa aminoacidd a SECV. ID NR: 56.

13. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform oricireia dintre revendicarile 1-
12, care este un anticorp, anticorpul fiind produs intr-o celuld CHO.

14. Moleculd de acid nucleic izolat, care codifica i) o regiune variabild a lantului greu a
anticorpului sau fragmentului acestuia de legare a antigenului, conform oricireia dintre
revendicarile 1-13 sau ii) o regiune variabild a lantului usor a anticorpului sau a fragmentului
acestuia de legare a antigenului, conform oricéreia dintre revendicarile 1-13.

15. Molecula de acid nucleic izolat, conform revendicirii 14, In care regiunea variabild a
lantului greu contine setul de secvente aminoacide prezente in oricare dintre SECV. ID NR: 94,
128 sau 127, sau regiunea variabild a lantului usor contine setul de secvente aminoacide in oricare
dintre SECV. ID NR: 95, 132, 130 sau 133.

16. Vector de expresie cuprinzind acidul nucleic izolat, conform revendicarii 14.

17. Celula gazda cuprinzind vectorul de expresie, conform revendicarii 16.

18. Celula gazda, conform revendicdrii 17, care prezintd o celuld Pichia sau o celuld
ovariand de hamster chinezesc.
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19. Compozitie cuprinzind anticorpul sau fragmentul de legare a antigenului, conform
oricdreia dintre revendicirile 1-13 si un purtdtor acceptabil farmaceutic sau un diluant.

20. Compozitie, conform revendicdrii 19, cuprinzind suplimentar un agent, selectat din
grupa constand din:

a. anticorp anti-PD1 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

b. anticorp anti-LAG3 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

c. anticorp anti-VISTA sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

d. anticorp anti-BTLA sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

e. anticorp anti-TIM3 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

f. anticorp anti-CTLA4 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

g. anticorp anti-HVEM sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

h. anticorp anti-CD27 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

i. anticorp anti-CD137 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

J- anticorp anti-OX40 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

k. anticorp anti-CD28 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

I. anticorp anti-PDL1 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

m. anticorp anti-PDL2 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

n. anticorp anti-GITR sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

0. anticorp anti-ICOS sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

p- anticorp anti-SIRPa sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

q. anticorp anti-ILT?2 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

1. anticorp anti-ILT3 sau fragment al acestuia de legare a antigenului;

s. anticorp anti-ILT4 sau fragment al acestuia de legare a antigenului; si

t. anticorp anti-ILTS sau fragment al acestuia de legare a antigenului.

21. Compozitie, conform revendicirii 20, in care anticorpul anti-PD1 sau fragmentul
acestuia de legare a antigenului este selectat din grupa constand din: pembrolizumab sau un
fragment al acestuia de legare a antigenului si nivolumab sau un fragment al acestuia de legare a
antigenului. 22. Compozitie, conform revendicirii 21, in care anticorpul anti-PD1 reprezinta
pembrolizumab.

23. Compozitie, conform revendicirii 20, In care compozitia contine aditional un anticorp
anti-PDL1 sau un fragment al acestuia de legare a antigenului.

24. Metodd de preparare a unui anticorp sau a unui fragment al acestuia de legare a
antigenului, conform oricéreia din revendicarile 1-13, cuprinzand:

a. cultivarea unei celule gazda in conditii potrivite, in care celula gazda contine:

(1) o secventd de nucleotide, care codificd regiunea variabild a lantului greu a anticorpului
sau fragmentului acestuia de legare a antigenului; si

(i1) o secventd de nucleotide, care codificd regiunea variabild a lantului usor a anticorpului
sau fragmentului acestuia de legare a antigenului; si

b. optional, izolarea anticorpului sau a fragmentului de legare a antigenului din celula gazda
si/sau din mediul de cultura.

25. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform oricireia din revendicarile 1-13,
pentru utilizare intr-o metoda de tratament al cancerului la un subiect uman.

26. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform revendicarii 25, pentru utilizare
optional in asociere cu un alt agent terapeutic sau procedurd terapeutica.

27. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform oricdreia din revendicirile 1-13,
pentru utilizare intr-o metodd de tratament a unei infectii sau a unei boli infectioase 1a un subiect
uman.

28. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform revendicirii 27, pentru utilizare
optional 1n asociere cu un alt agent terapeutic sau procedurd terapeutica.

29. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform oricareia din revendicarile 1-13,
pentru utilizare intr-o metodd de tratament al cancerului in combinatie cu un anticorp anti-PD1 sau
un fragment al acestuia de legare a antigenului.

30. Anticorp sau fragment de legare a antigenului, conform revendicarii 29, pentru utilizare
in care anticorpul anti-PD1 sau fragmentul acestuia de legare la antigen este selectat din grupa
constand din pembrolizumab sau un fragment al acestuia de legare a antigenului si nivolumab sau
un fragment al acestuia de legare a antigenului.

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