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ANTICUERPOS BIESPECIFICOS ANTI-PVRIG/ANTI-TIGIT Y METODOS DE USO

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud reivindica la prioridad de las Solicitudes provisionales de patentes de los Estados Unidos
nams. 62/679,703, presentada el 1 de junio de 2018 y 62/773,586, presentada el 30 de noviembre de

2018, todas las cuales se incorporan como referencia en su totalidad.

La presente solicitud contiene un Listado de secuencias que se presento electronicamente en formato
ASCIl y se incorpora en la presente como referencia en su totalidad. La copia ASCII, creada el 29 de
mayo de 2019, se llama 114386-5011-WQO_SL.txt y tiene un tamafio de 2.631.244 bytes.

. ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los linfocitos T sin tratamiento previo deben recibir dos sefiales independientes de las células

presentadoras de antigenos (APC) para que se activen productivamente. La primera, la Sefial 1, es
especifica de antigeno y ocurre cuando los receptores de antigeno de linfocitos T encuentran el
complejo de antigeno-MHC apropiado en la APC. El destino de la respuesta inmunitaria se determina
mediante una segunda sefial independiente de antigeno (Sefial 2) que se administra a través de una
molécula coestimuladora de linfocitos T que se acopla a su ligando expresado en APC. Esta segunda
sefial puede ser ya sea estimuladora (coestimulacién positiva) o inhibidora (coestimulacién negativa o
coinhibicion). En ausencia de una sefial coestimuladora, o en presencia de una sefial coinhibidora, la
activacion de los linfocitos T se ve reducida o interrumpida, lo que puede llevar a un estado de falta de
respuesta especifica del antigeno (conocida como anergia de los linfocitos T), o puede dar como
resultado la muerte apoptotica de linfocitos T.

Los pares de moléculas coestimuladoras habitualmente consisten en ligandos expresados en APC y
sus receptores cognados expresados en linfocitos T. Los pares ligando/receptor prototipo de moléculas
coestimuladoras son B7/CD28 y CD40/CD40L. La familia B7 consiste en ligandos de proteinas de
superficie celular relacionados estructuralmente, que pueden proporcionar una entrada estimuladora o
inhibidora a una respuesta inmunitaria. Los miembros de la familia B7 estan relacionados
estructuralmente con el dominio extracelular que contiene al menos un dominio de inmunoglobulina
variable o constante.

Tanto las sefiales coestimuladoras positivas como las negativas tienen papeles criticos en la regulacion
de las respuestas inmunitarias mediadas por células, y las moléculas que median estas sefiales han
demostrado ser dianas efectivas para la inmunomodulacion. Sobre la base de este conocimiento, se
han desarrollado varios enfoques terapéuticos que involucran el direccionamiento a moléculas
coestimuladoras y se ha demostrado que son Utiles para la prevencion y el tratamiento del cancer al
activar, o impedir la desactivacion, de las respuestas inmunitarias en pacientes con cancer y para la
prevencion y el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias y enfermedades inflamatorias, asi como
el rechazo del trasplante alogénico, cada uno mediante la desactivacion de las respuestas inmunitarias
no controladas, o mediante la induccién de "sefial de desactivacién" por coestimulacion negativa (o

coinhibicién) en sujetos con estas condiciones patolégicas.
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La manipulacion de las sefales emitidas por los ligandos B7 ha demostrado potencial en el tratamiento

de la autoinmunidad, las enfermedades inflamatorias, y el rechazo al trasplante. Las estrategias
terapéuticas incluyen el bloqueo de la coestimulacion mediante el uso de anticuerpos monoclonales
contra el ligando o el receptor de un par coestimulador, 0 mediante el uso de proteinas de fusion
solubles compuestas por el receptor coestimulador que puede fijar y bloguear su ligando apropiado.
Otro enfoque es la induccién de coinhibicion mediante el uso de una proteina de fusion soluble de un
ligando inhibidor. Estos enfoques se basan, al menos parcialmente, en la eliminaciéon eventual de los
linfocitos T autorreactivos o alorreactivos (que son responsables de los procesos patdgenos en
enfermedades autoinmunitarias o trasplantes, respectivamente), probablemente debido a que, en
ausencia de coestimulacion (que induce genes de supervivencia celular), los linfocitos T se vuelven
altamente susceptibles a la induccién de la apoptosis. Por lo tanto, los agentes novedosos que son
capaces de modular las sefiales coestimuladoras, sin comprometer la capacidad del sistema
inmunitario para defenderse contra los patdgenos, son altamente ventajosos para el tratamiento y la
prevencion de tales afecciones patolégicas.

Las vias coestimuladoras desempefian un papel importante en el desarrollo de tumores. Curiosamente,
se ha demostrado que los tumores evitan la destruccidon inmunitaria al impedir la activacién de los
linfocitos T mediante la inhibicién de factores coestimuladores en las familias B7-CD28 y TNF, asi como
también al atraer los linfocitos T reguladores, que inhiben las respuestas de los linfocitos T
antitumorales (véase Wang (2006), “Immune Suppression by Tumor Specific CD4* Regulatory T cells
in Cancer”, Semin. Cancer. Biol. 16:73-79; Greenwald y otros (2005), “The B7 Family Revisited”, Ann.
Rev. Immunol. 23:515-48; Watts (2005), “TNF/TNFR Family Members in Co-stimulation of T Cell
Responses”, Ann. Rev. Immunol. 23: 23-68; Sadum, y otros, (2007) “Immune Signatures of Murine and
Human Cancers Reveal Uniqgue Mechanisms of Tumor Escape and New Targets for Cancer
Immunotherapy”, Clin. Canc. Res. 13(13): 4016-4025). Tales moléculas coestimuladoras expresadas
en tumores se han convertido en biomarcadores de cancer atractivos y pueden servir como antigenos
asociados a tumores (TAA). Ademas, las vias coestimuladoras se han identificado como puntos de
control inmunoldgicos que atenuan las respuestas inmunitarias dependientes de los linfocitos T, tanto
en el nivel de iniciacion como en la funcidn efectora dentro de las metastasis tumorales.

Durante la dltima década, se han desarrollado agonistas y/o antagonistas de diversas proteinas
coestimuladoras para tratar enfermedades autoinmunitarias, rechazo a injertos, alergia y cancer. Por
ejemplo, CTLA4-Ig (Abatacept, Orencia®) estd aprobado para el tratamiento de RA, CTLA4-Ig mutada
(Belatacept, Nulojix®) para la prevencion del rechazo agudo al trasplante renal y por el anticuerpo anti-
CTLA4 (Ipilimumab, Yervoy®), recientemente aprobado para el tratamiento del melanoma. Se han
aprobado otros reguladores de coestimulacion, como los anticuerpos anti-PD-1 de Merck (Keytruda®)
y BMS (Opdivo®), que se han aprobado para tratamientos contra el cancer y también se estan haciendo
pruebas para aplicarlos en el caso de infecciones virales.

Sin embargo, aunque la monoterapia con anticuerpos de anti-inhibidor de punto de control ha resultado
prometedora, varios estudios (Ahmadzadeh y otros, Blood 114:1537 (2009), Matsuzaki y otros, PNAS
107(17):7875-7880 (2010), Fourcade y otros, Cancer Res. 72(4):887-896 (2012) y Gros y otros, J.
Clinical Invest. 124 (5):2246 (2014) que examinaron linfocitos que infiltran tumores (TIL) han

demostrado que los TIL cominmente expresan receptores de puntos de control multiples. Ademas, es
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probable que los TIL que expresan puntos de control multiples sean, de hecho, los méas reactivos al

tumor. En contraste, los linfocitos T no reactivos al tumor en la periferia tienen mas probabilidades de
expresar un solo punto de control. El bloqueo del punto de control con anticuerpos monoespecificos de
longitud completa es probablemente no discriminatorio con respecto a la desrepresion de los TIL
reactivos al tumor frente a los linfocitos T que expresan un solo reactivo a los autoantigenos que se
supone que contribuyen a las toxicidades autoinmunes.

Una diana de interés es PVRIG. PVRIG, también llamada proteina que contiene un dominio de
inmunoglobulina relacionada con el receptor de poliovirus, Q6DKI7 o C7orfl5, es una proteina de
dominio transmembrana de 326 aminoacidos de longitud, con un péptido de sefal (que abarca del
aminoacido 1 al 40), un dominio extracelular (que abarca del aminoacido 41 al 171), un dominio
transmembrana (que abarca del aminoécido 172 al 190) y un dominio citoplasmatico (que abarca del
aminoacido 191 hasta 326). PVRIG se une a la proteina 2 relacionada con el receptor de poliovirus
(PVLR2, también conocida como nectina-2, CD112 o mediador de entrada de herpesvirus B, (HVEB)
una glicoproteina de membrana plasmatica humana), el componente de uniéon de PVRIG.

Otra diana de interés es TIGIT. TIGIT es un receptor coinhibidor que se expresa altamente en linfocitos
T CDA4+ efectores y reguladores (Treg), linfocitos T CD8+ efectores y células NK. Se ha demostrado
que TIGIT atenla la respuesta inmunitaria mediante (1) sefalizaciéon directa, (2) induccién de
sefializacion de ligando, y (3) competencia con e interrupcién de sefializacibn mediante el receptor
coestimulador CD226 (también denominado DNAM-1). La sefializacién de TIGIT ha sido la mas
estudiada en las células NK, donde se demostré que el acoplamiento con su ligando cognado, el
receptor del poliovirus (PVR, también denominado CD155) suprime directamente la citotoxicidad de las
células NK a través de su dominio ITIM citoplasmatico. La inactivaciéon del gen TIGIT o el bloqueo de
anticuerpos de la interaccion TIGIT/PVR demostré mejorar la inactivacion de células NK in vitro, asi
como exacerbar enfermedades autoinmunitarias in vivo. Ademas de sus efectos directos sobre los
linfocitos T y células NK, TIGIT puede inducir la sefalizacion mediada por PVR en células dendriticas
o tumorales, lo que lleva al aumento en la produccién de citocinas antinflamatorias tales como IL10. En
los linfocitos T, TIGIT también puede inhibir las respuestas de los linfocitos al interrumpir la
homodimerizacion del receptor coestimulador CD226, y al competir con este para unirse a PVR.
TIGIT esta altamente expresado en linfocitos, que incluyen los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) y
los Treg, que infiltran diferentes tipos de tumores. PVR también se expresa ampliamente en tumores,
lo que sugiere que el eje de sefializacion TIGIT-PVR puede ser un mecanismo de escape inmunitario
dominante para el cancer. En particular, la expresion de TIGIT esta estrechamente relacionada con la
expresion de otro receptor coinhibidor importante, PD1. TIGIT y PD1 se expresan conjuntamente en
los TIL de numerosos tumores humanos y murinos. A diferencia de TIGIT y CTLAA4, la inhibicién de PD1
de las respuestas de los linfocitos T no implica la competencia por la unién del ligando con un receptor
coestimulador.

En consecuencia, los anticuerpos biespecificos PVRIG/TIGIT, capaces de dirigirse a ambas vias, son
una diana atractiva para la terapia con un solo anticuerpo. Dichos anticuerpos permitirdn dirigirse a
receptores de puntos de control multiples y proporcionaran importancia terapéutica en el tratamiento
del cancer. También se proporcionan anticuerpos anti-PVRIG y anti-TIGIT para su uso como se

describe en la presente.
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Il. BREVE SINTESIS DE LA INVENCION

En consecuencia, la presente invencidn proporciona un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

que se une monovalentemente a un PVRIG humano y se une monovalentemente a TIGIT para su uso
en la activacién de linfocitos T para el tratamiento del cancer.

En algunas modalidades, la presente invencidn proporciona un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-
TIGIT que se une monovalentemente a un PVRIG humano y se une monovalentemente a TIGIT para
su uso en la activacion de linfocitos T y/o células NK para el tratamiento del cancer.

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende:

a) una primera porcion de unién a antigeno que comprende:

i un primer dominio variable de cadena pesada que comprende un vhCDR1, vhCDR2 y vhCDR3
de un anticuerpo anti-PVRIG; y

ii. un primer dominio variable de cadena ligera que comprende un viICDR1, vICDR2, y VICDR3 de
un anticuerpo anti-PVRIG;

en donde el anticuerpo anti-PVRIG se selecciona del grupo que consiste en CHA.7.518.4, CHA.7.518.1,
CHA.7.518, CHA.7.524 CHA.7.530, CHA.7.538_1, CHA.7.538_2, CHA.7.502, CHA.7.503, CHA.7.506,
CHA.7.508, CHA.7.510, CHA.7.512, CHA.7.514, CHA.7.516, CHA.7.518, CHA.7.520.1, CHA.7.520.2,
CHA.7.522, CHA.7.524, CHA.7.526, CHA.7.527, CHA.7.528, CHA.7.530, CHA.7.534, CHA.7.535,
CHA.7.537, CHA.7.538.1, CHA.7.538.2, CHA.7.543, CHA.7.544, CHA.7.545, CHA.7.546, CHA.7.547,
CHA.7.548, CHA.7.549,CHA.7.550, CHA7.538.1.2, CPA.7.021, CPA.7.001, CPA.7.003, CPA.7.004,
CPA.7.006, CPA.7.008, CPA.7.009, CPA.7.010, CPA.7.011, CPA.7.012, CPA.7.013, CPA.7.014,
CPA.7.015, CPA.7.017, CPA.7.018, CPA.7.019,CPA.7.022, CPA.7.023, CPA.7.024, CPA.7.033,
CPA.7.034, CPA.7.036, CPA.7.040, CPA.7.046, CPA.7.047, CPA.7.049, CPA.7.050 y CHA.7.518; y
a) una segunda porcién de unidén a antigeno que comprende un dominio de unién a antigeno de
anti-TIGIT.

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende:

a) una primera porcion de unién a antigeno que comprende un dominio de unién a antigeno anti-
PVRIG;y

b) una segunda porcion de unién a antigeno que comprende:

i un segundo dominio variable de cadena pesada que comprende un vhCDR1, vhCDR2 y vhiCDR3
de un anticuerpo anti-TIGIT; y

ii. un segundo dominio variable de cadena ligera que comprende un viICDR1, vICDR2, y vICDR3 de
un anticuerpo anti-TIGIT;

en donde el dominio de unién a antigeno anti-TIGIT se selecciona del grupo que consiste en CPA.9.086,
CHA.9.547.18, CPA.9.018, CPA.9.027, CPA.9.049, CPA.9.057, CPA.9.059, CPA.9.083, CPA.9.089,
CPA.9.093, CPA.9.101, CPA.9.103, CHA.9.536.1, CHA.9.536.3, CHA.9.536.4, CHA.9.536.5,
CHA.9.536.6, CHA.9.536.7, CHA.9.536.8, CHA.9.560.1, CHA.9.560.3, CHA.9.560.4, CHA.9.560.5,
CHA.9.560.6, CHA.9.560.7, CHA.9.560.8, CHA.9.546.1, CHA.9.547.1, CHA.9.547.2, CHA.9.547.3,
CHA.9.547.4, CHA.9.547.6, CHA.9.547.7, CHA.9.547.8, CHA.9.547.9, CHA.9.547.13, CHA.9.541.1,
CHA.9.541.3, CHA.9.541.4, CHA.9.541.5, CHA.9.541.6, CHA.9.541.7, y CHA.9.541.8.

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende:

a) una primera porcion de unién a antigeno que comprende:
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i un primer dominio variable de cadena pesada que comprende un vhCDR1, vhCDR2 y vhCDR3

de un anticuerpo anti-PVRIG; y

ii. un primer dominio variable de cadena ligera que comprende un viICDR1, vICDR2, y VICDR3 de
un anticuerpo anti-PVRIG

en donde el anticuerpo anti-PVRIG se selecciona del grupo que consiste en CHA.7.518.4, CHA.7.518.1,
CHA.7.518 humanizado, CHA.7.524 humanizado, CHA.7.530 humanizado, CHA.7.538_1 humanizado,
CHA.7.538_2 humanizado, CHA.7.502, CHA.7.503, CHA.7.506, CHA.7.508, CHA.7.510, CHA.7.512,
CHA.7.514, CHA.7.516, CHA.7.518, CHA.7.520.1, CHA.7.520.2, CHA.7.522, CHA.7.524, CHA.7.526,
CHA.7.527, CHA.7.528, CHA.7.530, CHA.7.534, CHA.7.535, CHA.7.537, CHA.7.538.1, CHA.7.538.2,
CHA.7.543, CHA.7.544, CHA.7.545, CHA.7.546, CHA.7.547, CHA.7.548, CHA.7.549,CHA.7.550,
CHA7.538.1.2, CPA.7.021, CPA.7.001, CPA.7.003, CPA.7.004, CPA.7.006, CPA.7.008, CPA.7.009,
CPA.7.010, CPA.7.011, CPA.7.012, CPA.7.013, CPA.7.014, CPA.7.015, CPA.7.017, CPA.7.018,
CPA.7.019,CPA.7.022, CPA.7.023, CPA.7.024, CPA.7.033, CPA.7.034, CPA.7.036, CPA.7.040,
CPA.7.046, CPA.7.047, CPA.7.049, y CPA.7.050CHA.7.518; y

b) una segunda porcion de unién a antigeno que comprende:

i un segundo dominio variable de cadena pesada que comprende un vhCDR1, vhCDR2, y vhCDR3
de un anticuerpo anti-TIGIT; y

ii. un segundo dominio variable de cadena ligera que comprende un viICDR1, vVICDR2, y VICDR3 de
un anticuerpo anti-TIGIT;

en donde el anticuerpo anti-TIGIT se selecciona del grupo que consiste en CPA.9.086, CHA.9.547.18,
CPA.9.018, CPA.9.027, CPA.9.049, CPA.9.057, CPA.9.059, CPA.9.083, CPA.9.086, CPA.9.089,
CPA.9.093, CPA.9.101, CPA.9.103, CHA.9.536.1, CHA.9.536.3, CHA.9.536.4, CHA.9.536.5,
CHA.9.536.6, CHA.9.536.7, CHA.9.536.8, CHA.9.560.1, CHA.9.560.3, CHA.9.560.4, CHA.9.560.5,
CHA.9.560.6, CHA.9.560.7, CHA.9.560.8, CHA.9.546.1, CHA.9.547.1, CHA.9.547.2, CHA.9.547.3,
CHA.9.547.4, CHA.9.547.6, CHA.9.547.7, CHA.9.547.8, CHA.9.547.9, CHA.9.547.13, CHA.9.541.1,
CHA.9.541.3, CHA.9.541.4, CHA.9.541.5, CHA.9.541.6, CHA.9.541.7 y CHA.9.541.8.

En algunas modalidades, la primera porcién de unién a antigeno comprende:

i una primera cadena pesada que comprende VH-CH1-bisagra-CH2-CH3; y

ii. una primera cadena ligera que comprende VL-CL, en donde CL es el dominio constante de un
anticuerpo kappa o lambda.

En algunas modalidades, el primer CH3 de cadena pesada comprende las sustituciones de
aminoacidos S354C, E356D, M358L, y T366W.

En algunas modalidades, CL es kappa.

En algunas modalidades, la segunda porcién de unién a antigeno comprende:

i una segunda cadena pesada que comprende HC-CL-bisagra-CH2-CH3, en donde CL es kappa
o lambda; y

ii. una segunda cadena ligera que comprende VL-CH1.

En algunas modalidades, el segundo CH3 de cadena pesada comprende las sustituciones de
aminodcidos Y349C, E356D, M358L, T366S, L368A, e Y407V.

En algunas modalidades, CL es lambda.

En algunas modalidades, CL es kappa.
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En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende:

a) una primera porcion de unién a antigeno que comprende un dominio de unién a antigeno anti-
PVRIG;y

b) una segunda porcion de unién a antigeno anti-TIGIT que comprende:

i una segunda region variable de cadena pesada que comprende CPA.9.086 VH
(EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS; SEQ ID NO:
1634);y

ii. una segunda region variable de cadena ligera que comprende CPA.9.086 VL
(QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDRFSGS
QSGTSASLTISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL; SEQ ID NO:1639).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende:

c) una primera porcion de union a antigeno que comprende un dominio de unién a antigeno anti-
PVRIG;y

d) una segunda porcion de unién a antigeno anti-TIGIT que comprende:

i una segunda region variable de cadena pesada que comprende CPA.9.547.18 VH
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVK
GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS; SEQ ID NO 1664);
y

ii. una segunda region variable de cadena ligera que comprende CPA.9.547.18 VL
(DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGS
GTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK; SEQ ID NO:1668).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende:

a) una primera porcion de unién a antigeno que comprende un dominio de unién de anti-PVRIG que
comprende:

i una primera region variable de cadena pesada que comprende CHA.7.518.1
(QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQ
GRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS; SEQ ID
NO:1539); y

ii. una primera cadena ligera que comprende CHA.7.518.1 VL
(DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK; SEQ ID NO:1544); y

b) una segunda porcién de unién a antigeno que comprende un dominio de unién a antigeno de
anti-TIGIT.

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende:

a) una primera porcion de union a antigeno que comprende un dominio de unién de anti-PVRIG que
comprende:

i una primera regién variable de cadena pesada que comprende CHA.7.518.4 VH
(QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQ
GRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS; SEQ ID NO:
3179);y
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ii. una primera cadena ligera que comprende CHA.7.518.4 VL
(DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK; SEQ ID NO: 3180); y

b) una segunda porcién de unién a antigeno que comprende un dominio de unién a antigeno de
anti-TIGIT.

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende:

a) una primera porcion de union a antigeno que comprende un dominio de unién de anti-PVRIG que
comprende:

i una primera region variable de cadena pesada que comprende CHA.7.518.1
(QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQ
GRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS; SEQ 1D
NO:1539); y

ii. una primera region variable de cadena ligera que comprende CHA.7.518.1
(DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK; SEQ ID NO:1544); y

b) una segunda porcion de unioén a antigeno que comprende un dominio de union de anti-TIGIT que
comprende

i una primera regidon variable de cadena pesada que comprende CPA.9.086 VH
(EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS; SEQ ID NO:
1634);y

ii. una primera regidon variable de cadena ligera que comprende CPA.9.086 VL
(QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDRFSGS
QSGTSASLTISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL; SEQ ID NO: 1639).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende:

a) una primera porcion de unién a antigeno que comprende un dominio de unién de anti-PVRIG que
comprende:

i una primera regién variable de cadena pesada que comprende CHA.7.518.4 VH
(QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQ
GRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS; SEQ ID NO:
3179);y

ii. una primera cadena ligera que comprende CHA.7.518.4 VH
(QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQ
GRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS; SEQ 1D
NO:3180); y

b) una segunda porcion de union a antigeno que comprende un dominio de union de anti-TIGIT que
comprende:

i una primera regidon variable de cadena pesada que comprende CPA.9.086 VH
(EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS; SEQ ID NO:
1634);y



10

15

20

25

30

35

40

8
ii. una primera regibn variable de cadena ligera que comprende CPA.9.086 VL

(QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDRFSGS
QSGTSASLTISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL; SEQ ID NO: 1639).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende:

a) una primera porcion de unién a antigeno que comprende un dominio de unién de anti-PVRIG
que comprende:

i una primera region variable de cadena pesada que comprende CHA.7.518.1
(QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQ
GRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS; SEQ ID
NO:1539); y

ii. una primera regién variable de cadena ligera que comprende CHA.7.518.1 VL
(DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK; SEQ ID NO: 1544); y

b) una segunda porcion de union a antigeno que comprende un dominio de unioén de anti-TIGIT que
comprende:

i una primera region variable de cadena pesada que comprende CHA.9.547.18 HC
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVK
GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS; SEQ ID NO:
1664);y

ii. una primera regidon variable de cadena ligera que comprende CHA.9.547.18 VL
(DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGS
GTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK; SEQ ID NO: 1668).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende:

a) una primera porcion de unién a antigeno que comprende un dominio de union de anti-PVRIG que
comprende:

i una primera regién variable de cadena pesada que comprende CHA.7.518.4 VH
(QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQ
GRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS; SEQ ID NO:
3179);y

ii. una primera cadena ligera que comprende CHA.7.518.4 VL
(DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK; SEQ ID NO:3180); y

b) una segunda porcion de unién a antigeno que comprende un dominio de unién de anti-TIGIT que
comprende:

i una primera region variable de cadena pesada que comprende CHA.9.547.18 HC
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVK
GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:
1664);y

ii. una primera regiéon variable de cadena ligera que comprende CHA.9.547.18 VL
(DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGS
GTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK; SEQ ID NO: 1668).
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En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT es un anticuerpo

humanizado.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona una composiciéon que comprende un
anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT como se describe en la presente.

Una composicion de acido nucleico que comprende:

a) un primer acido nucleico que codifica un primer dominio variable de cadena pesada o cadena
pesada como se describe en la presente;

b) un segundo &cido nucleico que codifica un primer dominio variable de cadena ligera o cadena
ligera como se describe en la presente;

c) un tercer acido nucleico que codifica un segundo dominio variable de cadena pesada o cadena
pesada como se describe en la presente; y

d) un cuarto &cido nucleico que codifica un segundo dominio variable de cadena ligera o cadena
ligera como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona una composicion de vector de expresion
que comprende:

a) un primer vector de expresion que comprende el primer &cido nucleico como se describe en la
presente;

b) un segundo vector de expresion que comprende el segundo acido nucleico como se describe en
la presente;

c) un tercer vector de expresién que comprende el tercer acido nucleico como se describe en la
presente; y

d) un cuarto vector de expresion que comprende el cuarto acido nucleico como se describe en la
presente.

En algunas modalidades, la presente invencidén proporciona una composicién de vector de expresion
que comprende:

a) un primer vector de expresion que comprende el primer y segundo acidos nucleicos como se
describe en la presente; y

b) un segundo vector de expresion que comprende el tercer y cuarto acidos nucleicos como se
describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencidn proporciona una célula huésped que comprende la
composicién del vector de expresion como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para fabricar un anticuerpo
biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende:

a) cultivar la célula huésped como se describe en la presente en condiciones en donde se expresa
el anticuerpo; y

b) recuperar el anticuerpo.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para activar los linfocitos T de
un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT
como se describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los linfocitos T del paciente.
En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método de activacion de linfocitos T

citotoxicos (CTL) de un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo biespecifico anti-
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PVRIG/anti-TIGIT como se describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los CTL del

paciente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para activar células NK de un
paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT como
se describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de células NK del paciente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para activar los linfocitos T yd
de un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT
como se describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los linfocitos T y0 del paciente.
En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para activar linfocitos Thl de
un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT
como se describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los linfocitos Thl del paciente.
En algunas modalidades, la presente invencidn proporciona un método para disminuir o eliminar el
namero de células y/o la actividad de al menos una de los linfocitos T reguladoras (Treg) en un paciente
gue comprende administrar al paciente el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT como se
describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para aumentar la produccion
de interferén-y y/o la secrecion de citocinas proinflamatorias en un paciente que comprende administrar
al paciente el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para tratar el cancer en un
paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG/anti-TIGIT como se describe
en la presente.

En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de préstata, cancer
de higado (HCC), cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer
de mama triple negativo, cancer de pancreas, cancer de estbmago (gastrico), cancer de cuello uterino,
cancer de cabeza y cuello, cancer de tiroides, cancer de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmon
(de pulmén de células pequeias, de pulmdén de células no pequefias), melanoma, cancer de piel no
melanoma (carcinoma de células escamosas y basales), glioma, cancer de rifidn (RCC), linfoma (NHL
0 HL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma
difuso de linfocitos B grandes, tumores de células germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de
esoOfago, cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma
de linfocitos T en adultos, mieloma, y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple
negativo, cancer de estbmago (gastrico), cancer de pulmén (de pulman de células pequefias, de pulmén
de células no pequefias), cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS,
leucemial/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma, y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En algunas modalidades, la presente invencidn proporciona un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-
TIGIT que comprende:

a) una primera porcion de union a antigeno que comprende una porcién de unién a antigeno anti-
PVRIG que comprende:

i un primer dominio variable de cadena pesada que comprende un vhCDR1, vhCDR2 y vhCDR3

de un anticuerpo anti-PVRIG; y
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ii. un primer dominio variable de cadena ligera que comprende un viICDR1, vICDR2, y VICDR3 de

un anticuerpo anti-PVRIG;

en donde la porcién de union a antigeno anti-PVRIG se selecciona del grupo que consiste en
CPA.7.021, CPA.7.001, CPA.7.003, CPA.7.004, CPA.7.006, CPA.7.008, CPA.7.009, CPA.7.010,
CPA.7.011, CPA.7.012, CPA.7.013, CPA.7.014, CPA.7.015, CPA.7.017, CPA.7.018,
CPA.7.019,CPA.7.022, CPA.7.023, CPA.7.024, CPA.7.033, CPA.7.034, CPA.7.036, CPA.7.040,
CPA.7.046, CPA.7.047, CPA.7.049, CPA.7.050, CHA.7.502, CHA.7.503, CHA.7.506, CHA.7.508,
CHA.7.510, CHA.7.512, CHA.7.514, CHA.7.516, CHA.7.518, CHA.7.520.1, CHA.7.520.2, CHA.7.522,
CHA.7.524, CHA.7.526, CHA.7.527, CHA.7.528, CHA.7.530, CHA.7.534, CHA.7.535, CHA.7.537,
CHA.7.538.1, CHA.7.538.2, CHA.7.543, CHA.7.544, CHA.7.545, CHA.7.546, CHA.7.547, CHA.7.548,
CHA.7.549, CHA.7.550, CHA.7.518.1; CHA7.538.1.2 y CHA.7.518.4; y

b) una segunda porcién de unién a antigeno que comprende un dominio de unién a antigeno de
anti-TIGIT, en donde el dominio de unién a antigeno de anti-TIGIT es de un anticuerpo como se
proporciona en las Figuras 24 y 41, y en particular en las Figuras 24A-24EE.

En algunas modalidades, la presente invencidn proporciona un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-
TIGIT que comprende:

a) una primera porcion de unién a antigeno que comprende un dominio de unién a antigeno anti-
PVRIG en donde el dominio de union a antigeno anti-PVRIG es de un anticuerpo como se proporciona
en la Figura 35; y

b) una segunda porcién de unién a antigeno que comprende un dominio de unién a antigeno de
anti-TIGIT que comprende:

i un segundo dominio variable de cadena pesada que comprende un vhCDR1, vhCDR2 y vhiCDR3
de un anticuerpo anti-TIGIT; y

ii. un segundo dominio variable de cadena ligera que comprende un viICDR1, vVICDR2, y vVICDR3 de
un anticuerpo anti-TIGIT;

en donde el dominio de union a antigeno de anti-TIGIT se selecciona del grupo que consiste en
CPA.9.018, CPA.9.027, CPA.9.049, CPA.9.057, CPA.9.059, CPA.9.083, CPA.9.086, CPA.9.089,
CPA.9.093, CPA.9.101, CPA.9.103, CHA.9.536.1, CHA.9.536.3, CHA.9.536.4, CHA.9.536.5,
CHA.9.536.6, CHA.9.536.7, CHA.9.536.8, CHA.9.560.1, CHA.9.560.3, CHA.9.560.4, CHA.9.560.5,
CHA.9.560.6, CHA.9.560.7, CHA.9.560.8, CHA.9.546.1, CHA.9.547.1, CHA.9.547.2, CHA.9.547.3,
CHA.9.547.4, CHA.9.547.6, CHA.9.547.7, CHA.9.547.8, CHA.9.547.9, CHA.9.547.13, CHA.9.541.1,
CHA.9.541.3, CHA.9.541.4, CHA.9.541.5, CHA.9.541.6, CHA.9.541.7, CHA.9.541.8 y CHA.9.547.18.
En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un anticuerpo anti-PVRIG que comprende:
i)  un dominio variable de cadena pesada o cadena pesada que comprende el vhiCDR1, vhCDR2, y
vhCDR3 de la secuencia siguiente:
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQG
RVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO:3179),

y

i) un dominio variable de cadena ligera o cadena ligera que comprende el vVICDR1, vVICDR?2,

vICDR3 de la secuencia siguiente:
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSG

TDFTLTISSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180).

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un anticuerpo anti-TIGIT que comprende:
i) un dominio variable de cadena pesada o cadena pesada que comprende el vhiCDR1, vhCDR2,
y vhCDR3 de la secuencia siguiente:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1664),
y

i) undominio variable de cadena ligera o cadena ligera que comprende el VICDR1, vVICDR2, y vVICDR3
de la secuencia siguiente:
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668).

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PVRIG comprende:

a) una cadena pesada que comprende CHA.7.518.4 VH
(QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQ
GRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTK
TYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPCQDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK; SEQ ID NO:3175); y

b) una cadena ligera que comprende CHA.7.518.4 VL
(DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC; SEQ ID NO:3362).

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona una composicién que comprende un
anticuerpo anti-PVRIG como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona una composicion de acido nucleico que
comprende:

i) un primer 4cido nucleico que codifica una cadena pesada o un dominio variable de cadena pesada
como se describe en la presente; y

i) un segundo acido nucleico que codifica un dominio variable de cadena ligera o cadena ligera como
se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona una composicién que comprende un
anticuerpo anti-TIGIT como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona una composicion de acido nucleico que
comprende:

i) un primer &cido nucleico que codifica una cadena pesada o un dominio variable de cadena pesada

como se describe en la presente; y
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i) un segundo &cido nucleico que codifica un dominio variable de cadena ligera o cadena ligera como

se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona una composicion de vector de expresion
que comprende:

i) un primer vector de expresion que comprende el primer &cido nucleico como se describe en la
presente; y

i) un segundo vector de expresion que comprende el segundo acido nucleico como se describe en la
presente.

Un vector de expresidon que comprende:

i) el primer acido nucleico como se describe en la presente; y

i) el segundo &cido nucleico como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona una composicion de vector de expresion
que comprende:

i) un primer vector de expresion que comprende el primer &cido nucleico como se describe en la
presente; y

i) un segundo vector de expresion que comprende el segundo acido nucleico como se describe en la
presente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un vector de expresion que comprende:

i) el primer &cido nucleico como se describe en la presente; y

i) el segundo &cido nucleico como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona una célula huésped que comprende el
vector de expresion o la composicion del vector como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para preparar un anticuerpo
anti-PVRIG o anti-TIGIT que comprende:

i) cultivar la célula huésped como se describe en la presente en condiciones en donde se expresa el
anticuerpo; y

i) recuperar el anticuerpo.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para activar los linfocitos T de
un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se
describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los linfocitos T del paciente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para activar linfocitos T
citotoxicos (CTL) de un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o
anti-TIGIT como se describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los CTL del paciente.
En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para activar células NK de un
paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se
describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de las células NK del paciente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para activar linfocitos T yd de
un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se

describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los linfocitos T yd del paciente.
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En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para activar linfocitos Thl de

un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se
describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los linfocitos Thl del paciente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para disminuir o eliminar el
namero de células y/o la actividad de al menos uno de los linfocitos T reguladores (Treg) en un paciente
que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se describe en la
presente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para aumentar la produccion
de interferén-y y/o la secrecion de citocinas proinflamatorias en un paciente que comprende administrar
al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para tratar el cancer en un
paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se
describe en la presente.

En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de prostata, cancer
de higado (HCC), cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer
de mama triple negativo, cancer de pancreas, cancer de estomago (géstrico), cancer de cuello uterino,
cancer de cabeza y cuello, cancer de tiroides, cancer de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmén
(de pulmén de células pequenas, de pulmdén de células no pequefias), melanoma, cancer de piel no
melanoma (carcinoma de células escamosas y basales), glioma, cancer de rifidn (RCC), linfoma (NHL
o HL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma
difuso de linfocitos B grandes, tumores de células germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de
esoOfago, cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma
de linfocitos T en adultos, mieloma, y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple
negativo, cancer de estbmago (gastrico), cancer de pulmén (de pulmaén de células pequefias, de pulmén
de células no pequefias), cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS,
leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma, y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para tratar el cancer en un
paciente que comprende administrar una terapia combinada que comprende un anticuerpo biespecifico
anti-PVRIG/anti-TIGIT de acuerdo con lo descrito en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para tratar el cancer en un
paciente que comprende administrar una terapia combinada que comprende un anticuerpo anti-PVRIG
como se describe en la presente y un anticuerpo anti-PD-1.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste
en pembrolizumab y nivolumab.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para tratar el cancer en un
paciente que comprende administrar una terapia combinada que comprende un anticuerpo anti-TIGIT
como se describe en la presente y un anticuerpo anti-PD-1.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste

en pembrolizumab y nivolumab.
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En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para tratar el cancer en un

paciente que comprende administrar una terapia combinada que comprende un anticuerpo anti-TIGIT
como se describe en la presente y un anticuerpo anti-PVRIG como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para tratar el cancer en un
paciente que comprende administrar una terapia combinada triple que comprende un anticuerpo anti-
TIGIT como se describe en la presente, un anticuerpo anti-PVRIG, y un anticuerpo anti-PD-1.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para tratar el cancer en un
paciente que comprende administrar una terapia combinada triple que comprende un anticuerpo anti-
TIGIT, un anticuerpo anti-PVRIG como se describe en la presente, y un anticuerpo anti-PD-1.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para tratar el cancer en un
paciente que comprende administrar una terapia combinada triple que comprende un anticuerpo anti-
TIGIT como se describe en la presente, un anticuerpo anti-PVRIG como se describe en la presente y
un anticuerpo anti-PD-1.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste
en pembrolizumab y nivolumab.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para activar los linfocitos T de
un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se
describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los linfocitos T del paciente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para activar linfocitos T
citotéxicos (CTL) de un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o
anti-TIGIT como se describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los CTL del paciente.
En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para activar linfocitos T y0 de
un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se
describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los linfocitos T yd del paciente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para activar linfocitos Thl de
un paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se
describe en la presente, en donde se activa un subconjunto de los linfocitos Thl del paciente.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona un método para disminuir o eliminar el
numero de células y/o la actividad de al menos uno de los linfocitos T reguladores (Treg) en un paciente
que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se describe en la
presente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para aumentar la produccion
de interferén-y y/o la secrecion de citocinas proinflamatorias en un paciente que comprende administrar
al paciente el anti-PVRIG o anti-TIGIT como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para tratar el cancer en un
paciente que comprende administrar al paciente el anticuerpo anti-PVRIG o anti-TIGIT como se
describe en la presente.

En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de préstata, cancer
de higado (HCC), cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer
de mama triple negativo, cancer de pancreas, cancer de estdbmago (gastrico), cancer de cuello uterino,

cancer de cabeza y cuello, cancer de tiroides, cancer de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmén
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(de pulmén de células pequeias, de pulmdén de células no pequefias), melanoma, cancer de piel no

melanoma (carcinoma de células escamosas y basales), glioma, cancer de rifidn (RCC), linfoma (NHL
0 HL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma
difuso de linfocitos B grandes, tumores de células germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de
esoOfago, cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma
de linfocitos T en adultos, mieloma, y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple
negativo, cancer de estdbmago (géastrico), cancer de pulmon (de pulmén de células pequefias, de pulmon
de células no pequefias), cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS,

leucemial/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma, y sindromes mielodisplasicos (MDS).

C) BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 representa las secuencias del PVRIG humano (que muestra dos puntos de partida de

metionina diferentes, asi como también la secuencia de longitud completa). El péptido de sefial esta
subrayado, el ECD tiene subrayado doble. PVRIG, también llamada proteina que contiene un dominio
de inmunoglobulina relacionada con el receptor de poliovirus, Q6DKI7 o C70rfl5, se relaciona con las
secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos que se muestran en el identificador de acceso RefSeq
NP_076975, que se muestra en la Figura 1.

La Figura 2 representa la secuencia de la proteina 2 relacionada con el receptor del poliovirus humano
(PVLR2, también conocida como nectina-2, CD112 o mediador de entrada de herpesvirus B, (HVEB)),
el componente de unién de PVRIG. PVLR2 es una glicoproteina de membrana plasmatica humana.
La Figura 3A-3C muestra las secuencias de CDR para Fab que se determinaron para bloquear con
éxito la interaccion del PVRIG con su homdlogo PVRL2.

Las Figuras 4A-4AA muestran las secuencias de aminoacidos de los dominios pesados y ligeros
variables, las cadenas pesadas Yy ligeras de longitud completa, y las CDR pesadas variables y ligeras
variables para las secuencias anti-PVRIG de CPA humanas enumeradas de la invencioén que se unen
a PVRIG y bloquean la unién de PVRIG y PVLR2.

Las Figuras 5A-5H representan las secuencias de aminoacidos de los dominios pesados y ligeros
variables, las cadenas pesadas y ligeras de longitud completa, y las CDR pesadas variables y ligeras
variables para ocho secuencias anti-PVRIG de CPA humanas de la invencion que se unen a PVRIG
pero no bloguean la union de PVRIG y PVLR2.

Las Figuras 6A-6G representan las CDR para todas las secuencias de anticuerpos anti-PVRIG de CPA
que se generaron que se unen a PVRIG, incluidas aquellas que no bloquean la unién de PVRIG y
PVLR2.

Las Figuras 7A-7AE representan las cadenas ligeras y pesadas variables, asi como también las
secuencias vhCDR1, vhCDR2, vhCDR3, vICDR1, vICDR2 y VICDR3 de cada uno de los anticuerpos
CHA enumerados de la invencion, CHA.7.502, CHA.7.503, CHA.7.506, CHA.7.508, CHA.7.510,
CHA.7.512, CHA.7.514, CHA.7.516, CHA.7.518, CHA.7.520.1, CHA.7.520.2, CHA.7.522, CHA.7.524,
CHA.7.526, CHA.7.527, CHA.7.528, CHA.7.530, CHA.7.534, CHA.7.535, CHA.7.537, CHA.7.538.1,
CHA.7.538.2, CHA.7.543, CHA.7.544, CHA.7.545, CHA.7.546, CHA.7.547, CHA.7.548, CHA.7.549,
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CHA.7.550, y CHA.7.518.4 (estos incluyen las secuencias variables pesada y ligera de secuencias de

ratén (a partir de Hibridomas).

Las Figuras 8A-8D representan las secuencias vhCDR1, vhiCDR2, vhCDR3, vICDR1, vVICDR2 y vVICDR3
de cada uno de los anticuerpos CPA enumerados de la invencion, CPA.7.001 a CPA.7.050 son
secuencias humanas (de presentacion en fagos).

Las Figuras 9A-9C representan las secuencias de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 humanas.

La Figura 10 representa varios fragmentos ECD de PVRIG humano.

Las Figuras 11A-11I representan una compilacion de las secuencias humanizadas de cinco anticuerpos
CHA.

Las Figuras 12A-12E representan una compilacién de las secuencias humanizadas de cinco
anticuerpos CHA.

La Figura 13 representa esquemas para combinar los anticuerpos VH y VL CHA humanizados de las
Figuras 11A-111 y las Figuras 12A-12E. “VHquim” y “VLquim” son las secuencias pesada y ligera
variables de ratén unidas a un dominio constante de IgG humana.

Las Figuras 14A-14BX muestran varias secuencias PVRIG y otras secuencias que encuentran uso en
la invencion.

Las Figuras 15A y 15B representan las cadenas pesadas Yy ligeras variables, asi como las secuencias
vhCDR1, vhCDR2, vhCDR3, VICDR1, VvICDR2 y VICDR3 de cada uno de los anticuerpos CHA
enumerados de la invencion, CHA.7.518.1.H4(S241P), y CHA.7.538.1.2.H4(S241P).

Las Figuras 16A-16E representan cuatro secuencias humanizadas para cada uno de CHA.7.518,
CHA.7.524, CHA.7.530, CHA.7.538_1 y CHA.7.538_2. Todos los anticuerpos humanizados
comprenden la sustitucion H4(S241P). Tenga en cuenta que la cadena ligera para CHA.7.538_2 es la
misma que para CHA.7.538 1. El "H1" de cada uno es un "intercambio de CDR" sin cambios en el
marco humano. Las secuencias subsiguientes alteran los cambios de marco mostrados en una fuente
en negrita mas grande. Las secuencias de CDR se indican en negrita. Las definiciones de CDR son

AbM de la pagina web www.bioinf.org.uk/abs/. Linea germinal humana y secuencias de union de

IMGT®, el sistema de informacion internacional ImMunoGeneTics® www.imgt.org (fundador y director:
Marie-Paule Lefranc, Montpellier, Francia). La numeracion de los residuos se muestra como secuencial
(sec) o de acuerdo con Chothia del sitio web www.bioinf.org.uk/abs/ (AbM). "b" indica la cadena lateral

PR i
1

enterrada; “p” indica parcialmente enterrada; “i” indica la cadena lateral en la interfaz entre los dominios
VH y VL. Las diferencias de secuencia entre lineas germinales humanas y murinas se sefialan con un
asterisco (*). Las posibles mutaciones adicionales en los marcos se indican debajo de la secuencia.
Los cambios potenciales en las secuencias de CDR se indican debajo de cada secuencia de CDR como
se indica en la figura (# de sustituciones de desamidacion: Q/S/A; estas pueden impedir la
desamidacion de asparagina (N). @ sustituciones de oxidacién de triptéfano: Y/F/H; estas pueden
impedir la oxidacién del triptéfano; @ sustituciones de oxidacién de metionina: L/F/A).

Las Figuras 17A a 17C representan una compilacion de las secuencias humanizadas de tres
anticuerpos CHA: CHA.7.518, CHA.7.538.1, y CHA.7.538.2.

La Figura 18 representa esquemas para combinar los anticuerpos VH y VL CHA humanizados.
“WVHquim” y “VLquim” son las secuencias pesada y ligera variables de raton unidas a un dominio

constante de IgG humana.
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Figura 19. Alineacién de secuencias de ortélogos de PVRIG. Secuencias alineadas del dominio

extracelular de PVRIG humano, de Macaca fascicularis, de titi, y de Macaca mulatta. Las diferencias
entre humano y Macaca fascicularis se resaltan en amarillo.

Las Figuras 20A-20D representan las secuencias de aminoacidos y la secuencia de &acido nucleico para
la cadena pesada variable (A y B, respectivamente) y las secuencias de aminoacidos y la secuencia de
acido nucleico para la cadena ligera variable (C y D, respectivamente) para AB-407 (BOJ-5G4-F4).
Las Figuras 21Ay 21B representan las secuencias de aminoacidos de los dominios constantes de IgG1
(con algunas sustituciones de aminoacidos utiles), 1gG2, IgG3, 1gG4, IgG4 con una variante de bisagra
humanas que encuentran uso particular en la presente invencion, y los dominios constantes de las
cadenas ligeras kappa y lambda.

La Figura 22 representa las secuencias de TIGIT ECD humano y de Macaca fascicularis y de las
proteinas PVR ECD humanas.

Las Figuras 23A-23D representan las secuencias de anticuerpos anti-TIGIT. A menos que se indique
lo contrario, las CDR utilizan la numeracién IMGT (que incluye los anticuerpos del listado de
secuencias).

Las Figuras 24A-24SSSS representan las secuencias de numerosos anticuerpos anti-TIGIT para su
uso en los anticuerpos biespecificos de la presente invencién.

La Figura 25 representa un esquema de una modalidad de anticuerpo biespecifico ilustrativo mediante
el uso de la tecnologia CrossMab (MAbs. 2016 agosto-septiembre; 8 (6): 1010-1020) y tecnologia de
botones en el ojal (Nat Biotechnol. Julio de 1998;16(7):677-81).

La Figura 26 proporciona las secuencias de las cadenas pesada y ligera para cada brazo del anticuerpo
biespecifico CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086. Los dominios variables se muestran en cursiva. Las
CDR estan coloreados en rojo. Las mutaciones en los dominios Fc se muestran en negrita y
subrayadas.

La Figura 27 proporciona los sensogramas de SPR (lineas negras) de (A) unién de TIGIT humano al
anticuerpo biespecifico TIGIT-PVRIG capturado sobre dos superficies independientes y de (B) union
de PVRIG humano al anticuerpo biespecifico de TIGIT-PVRIG capturado sobre dos superficies
independientes. Las lineas rojas en (A) y (B) son el ajuste global de los sensogramas a un modelo de
enlace cinético simple 1:1. El intervalo de concentracion de TIGIT fue de 362 pM a 88 nM y el intervalo
de concentracion de PVRIG fue de 460 pM a 112 nM. Debido a que no hubo suficientes datos de
desintegracion de la sefial de disociacion después de 15 minutos con el antigeno TIGIT, la ka se
mantuvo arbitrariamente constante en le® seg? para el ajuste global. Cuando se mantiene la kd
constante para la interaccion TIGIT-anticuerpo biespecifico, se estimoé que ka era 3.9 e® M1seg™ con la
relacién ka/ka al calcular Ko = 2.6 pM. Las constantes de union para la interaccion PVRIG-anticuerpo
biespecifico fueron ka = 1.3 e® M'seg?, ka = 2.4 e* seg™, y Kp = 187 pM.

La Figura 28 representa el ensayo "sandwich" de SPR que demuestra la unién simultanea de TIGIT
humano y PVRIG humano al anticuerpo biespecifico anti-TIGIT-PVRIG. El anticuerpo biespecifico se
inyecta primero (A) sobre TIGIT humano inmovilizado covalentemente al chip biosensor. A
continuacion, se inyecta (B) PVRIG humano sobre el anticuerpo biespecifico fijado a TIGIT.

La Figura 29 representa la caracterizacién de linfocitos T CD8* especificos a pp65. A) Se activaron

PBMC con el péptido pp65wos-s03), IL-2 € IL-7 durante 11 dias. Se realizé citometria de flujo para evaluar
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el porcentaje de linfocitos T reactivos a pp65 y la expresién de PVRIG, TIGIT, y PD-1. Se muestran la

jerarquia de activacidon representativa de 1 donante y la tincidn representativa del tetramero de dos
donantes. De izquierda a derecha, los linfocitos se activaron mediante dispersion directa
(FSC)/dispersion lateral (SSC) (parte superior izquierda), y células positivas CD3* CD8* vivas. Dentro
de la poblacion positiva CD3* CD8*, se determina el porcentaje de células que se unen al tetramero
HLA-A201 pp65 y se muestran los datos de 2 donantes. B. La expresion de PVRIG, TIGIT y PD-1 en
linfocitos T reactivos a pp65 se evalué mediante citometria de flujo. El nUmero en la esquina superior
derecha denota la MFIr de la diana de interés en relacién con el control de isotipo.

La Figura 30 representa el efecto del bloqueo del receptor inhibidor sobre los linfocitos T CD8 reactivos
a pp65 de CMV en cocultivo con la linea celular de cancer Mel-624 pp65. Se cultivaron conjuntamente
linfocitos T reactivos a pp65 de CMV para 2 donantes, el donante 4 (A) y el donante 72 (B) con una
linea celular tumoral Mel-624 modificada que expresa ectépicamente pp65 en presencia de
CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086 solo o en combinacion, CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086
BsADb o un control de isotipo IgG humano durante 18 horas. Los medios acondicionados se analizaron
para determinar la secrecion de citocinas. Los nimeros encima de las barras indican el % de cambio
relativo al control de isotipo. Los graficos de barras muestran el promedio + desviacion estandar para
IFN-y (N=2).

La Figura 31 proporciona titulacion dependiente de la dosis del bloqueo del receptor inhibidor en
linfocitos T CD8 reactivos a pp65 de CMV en cocultivo con la linea celular de cancer Mel-624 pp65. Se
cultivaron conjuntamente linfocitos T reactivos a pp65 de CMV para 2 donantes, el donante 4 (A) y el
donante 72 (B) con una linea celular tumoral Mel-624 modificada que expresa ectdpicamente pp65 en
presencia de CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086 solo o en combinacion,
CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086 BsAb o un control de isotipo IgG humano durante 18 horas. Se
us6 una serie de dilucion de 10 puntos, 4 veces a partir de 20 pg/ml para cada anticuerpo. Los medios
acondicionados se analizaron para determinar la secrecién de citocinas. Se informan valores de ECso
(nM) para el bloqueo combinado mediante el uso de CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086 y para los
tratamientos de anticuerpos biespecificos. Datos representativos (N=2).

La Figura 32 proporciona una descripcion general de las estrategias de heterodimerizacion de Fc para
su uso en la generacién de anticuerpos biespecificos aplicables a los anticuerpos biespecificos de la
invencion. (Véase, Godar, y otros, Expert Opinion on Therapeutic Patents, 28(3):251-276 (2018).)

La Figura 33 proporciona una descripcion general de los formatos de anticuerpos biespecificos
asimétricos aplicables a los anticuerpos biespecificos de la invencion. (Véase, Brinkmann y
Kontermann, The making of bispecific antibodies, MAbs, 9(2): 182-212 (2017).)

La Figura 34 proporciona una descripcidon general de los formatos de anticuerpos biespecificos
simétricos aplicables a los anticuerpos biespecificos de la invencién. (Véase, Brinkmann y Kontermann,
The making of bispecific antibodies, MAbs, 9(2): 182-212 (2017).)

La Figura 35 proporciona anticuerpos anti-PVRIG adicionales para su uso en los anticuerpos
biespecificos de la presente invencion.

La Figura 36 proporciona los sensogramas de SPR (lineas negras) de la unién de PVRIg humano a
anticuerpos biespecificos y monoespecificos de PVRIg capturados. Las lineas rojas en ambos son el

ajuste global de los sensogramas a un modelo de enlace cinético simple 1:1. El intervalo de
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concentracion de PVRIG fue de 460 pM-112 nM. (A) CHA.7.518.4-H4 ojal + CHA.9.547.18-H4

CrossMab botén, (B) CHA.7.518.4-H4 ojal + CPA.9.086- CrossMab H4 botén, (C) CHA.7.518.4-H4 ojal
+ CPA.9.086 scFv (VL-VH)-H4 boton, (D) CHA.7.518.4-H4 ojal + CPA.9.086 scFv (VH-VL)-H4 boton,
(E) CPA.9.086 scFv (VH-VL) H4 varl + CHA.7.518.1 Fab H4 var2, (F) CHA.7.518.1 scFv (VL-VH) H4
varl + CPA.9.086 Fab H4 var2, (G) CHA.9.547.18 scFv (VH-VL) H4 varl + CHA.7.518.4 Fab H4 var2,
(H) CHA.7.518.4 scFv (VL-VH) H4 varl + CHA.9.547.18 Fab H4 var2, (I) CHA.7.518.1 H4, (I) (J)
Synagis H4. Las afinidades de union se estimaron a partir del calculo de la relacién ka/ka (Kp) para cada
anticuerpo y se presentan en la Figura 38.

La Figura 37 proporciona los sensogramas SPR (lineas negras) de la unién de TIGIT humano a
anticuerpos biespecificos y monoespecificos de TIGIT capturados. Las lineas rojas son el ajuste global
de los sensogramas a un modelo de enlace cinético simple 1:1. El intervalo de concentracion de TIGIT
fue 362 pM-88 nM. (A) CHA.7.518.4-H4 ojal + CHA.9.547.18-H4 CrossMab botén, (B) CHA.7.518.4-H4
ojal + CPA.9.086-CrossMab H4 boton, (C) CHA.7.518.4-H4 ojal + CPA.9.086 scFv (VL-VH)-H4 boton,
(D) CHA.7.518.4-H4 ojal + CPA.9.086 scFv (VH-VL)-H4 boton, (E) CPA.9.086 scFv (VH-VL) H4 varl +
CHA.7.518.1 Fab H4 var2, (F) CHA.7.518.1 scFv (VL-VH) H4 varl + CPA.9.086 Fab H4 var2, (G)
CHA.9.547.18 scFv (VH-VL) H4 varl + CHA.7.518.4 Fab H4 var2, (H) CHA.7.518.4 scFv (VL-VH) H4
varl + CHA.9.547.18 Fab H4 var2, (I) CPA.9.086 H4, (J) Synagis H4. Las afinidades de unién se
estimaron a partir del célculo de la relacion ka/ka (Ko) para cada anticuerpo y se presentan en la Figura
39.

La Figura 38 proporciona las afinidades de union a PVRIG de anticuerpos biespecificos y
monoespecificos determinados por SPR.

La Figura 39 proporciona las afinidades de unién a TIGIT de anticuerpos biespecificos y
monoespecificos determinados por SPR.

La Figura 40 proporciona anticuerpos anti-PVRIG adicionales para su uso en los anticuerpos
biespecificos de la presente invencién. El texto de fuente roja indica sustituciones de aminoacidos y ()
indica una eliminacién con respecto a la secuencia de aminoacidos de IgG4 humana de referencia. El
texto subrayado indica las CDR. El texto resaltado en gris indica los dominios Fc.

La Figura 41 proporciona anticuerpos anti-TIGIT adicionales para su uso en los anticuerpos
biespecificos de la presente invencion. El texto de fuente roja indica sustituciones de aminoacidos y ()
indica una eliminacidn con respecto a la secuencia de aminoacidos de IgG4 humana de referencia. El
texto subrayado indica las CDR. El texto resaltado en gris indica los dominios Fc.

La Figura 42 proporciona un diagrama de un formato de anticuerpo biespecifico CrossMab ilustrativo
que tiene un brazo de anticuerpo tradicional y uno en el que se intercambian los dominios constantes
de cadena pesada y cadena ligera. Las sustituciones de aminoécidos para el formato de "botén en el
ojal" se indican de acuerdo con la humeracién Eu de IgG1 humana.

La Figura 43 proporciona un diagrama de un formato de anticuerpo biespecifico "abrebotellas"
ilustrativo que tiene un brazo de anticuerpo tradicional y un brazo de fusion scFv-Fc. Las sustituciones
de aminoécidos para el formato de "botén en el ojal" se indican de acuerdo con la numeracion Eu de
IgG1 humana.

La Figura 44 proporciona un diagrama de un formato de anticuerpo biespecifico " abrebotellas"

ilustrativo que tiene un brazo de anticuerpo tradicional y un brazo de fusién scFv-Fc. Las sustituciones
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de aminoécidos para el formato de "heterodimerizacion isovolumétrica" se indican de acuerdo con la

numeracion Eu de IgG1l humana. Se indican sustituciones adicionales que contribuyen a reducir la
unién de FcgR.

La Figura 45 proporciona datos sobre la expresion y purificacién de anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG-TIGIT, el contenido de monémero y el % de anticuerpo biespecifico ensamblado correctamente
segun lo determinado por LC-MS después de la etapa de cromatografia de afinidad MabSelect Sure y
cromatografia de exclusion por tamafio (si el % de mondmero era inferior a 95 % a partir de la
cromatografia de afinidad).

La Figura 46 proporciona datos sobre los ensayos de deteccion de CMV para la deteccién de
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG-TIGIT en tres donantes de linfocitos T diferentes y realizados a
una concentracion total de anticuerpos de 10 ug/ml por tratamiento

La figura 47 proporciona ejemplos de citometria de flujo de la expresion de PVRIG, TIGIT y el ligando
PD-1 (PVR, PVRL2 y PD-L1, respectivamente) en las lineas de células CHO recombinantes usadas en
los ensayos celulares.

La Figura 48 proporciona ejemplos de citometria de flujo de los niveles de expresion de PVRIG, TIGIT
y PD-1 en linfocitos T de tres donantes diferentes.

La Figura 49 proporciona datos de unién de ELISA que demuestran la unién simultdnea de PVRIG y
TIGIT para diversos anticuerpos anti-PVRIG-TIGIT mediante el uso de una placa recubierta de PVRIG
y la deteccién de anticuerpos unidos mediante el uso de TIGIT-His biotinilado y Streptavidina-HRP.

La Figura 50 proporciona datos de union de ELISA que demuestran la unién simultdnea de PVRIG y
TIGIT para diversos anticuerpos anti-PVRIG-TIGIT mediante el uso de una placa recubierta de TIGIT y
la deteccion de anticuerpos unidos mediante el uso de PVRIG-His biotinilado y Streptavidina-HRP.

La Figura 51 proporciona datos de EC-50 para los datos del ensayo ELISA proporcionados en las
Figuras 49 y 50.

La Figura 52 proporciona datos de estabilidad de ejemplo de anticuerpos biespecificos en mdltiples
formatos evaluados por Fluorimetria Diferencial de Barrido (DSF) y formacién de agregados después
de mantener un pH bajo y 3 ciclos de congelacion y descongelacion.

La Figura 53 proporciona una evaluacion de la estabilidad de los diferentes formatos biespecificos. Se
realizaron pruebas para simular la inactivacion viral tras mantener los anticuerpos a pH 3 durante varios
momentos y para la prueba de estrés tras realizar 3 ciclos de congelacion/descongelacion en serie. Los
cambios en la cantidad relativa de cadena pesada (que contiene scFv o Fab) (A), cadena ligera (B) en
condiciones reductoras 0 molécula intacta (C) en condiciones no reductoras (CE-SDS) y en peso
molecular bajo, peso molecular alto, y contenido de especies de monémeros (SEC-UPLC) (D). Los
datos se informan como un cambio de T = 0.

La Figura 54A proporciona un ensayo de cocultivo in vitro con linfocitos T CD8+ especificos de CMV
humano de tres donantes (Donante 4, Donante 210 y Donante 234) que se utilizaron para evaluar el
efecto de los anticuerpos anti-TIGIT (CPA.9.086 y CHA.9.547.18) y los anticuerpos anti-PVRIG
(CHA.7.518.1, CHA.7.518.4) sobre la secrecion de citocinas especificas de antigeno, ya sea solas, en
combinacion o como anticuerpos biespecificos. La linea celular diana usada en el ensayo fue la linea
celular que expresa melanoma 624 (Mel-624) HLA-A2 + PVRL2 + PVR + que ha sido modificada para

expresar ectopicamente pp65. Las células se cultivaron en placas a razon de 75 000 células/pocillo en
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placas tratadas de cultivo de tejidos de 96 pocillos de fondo redondo. Se afiadieron 15 000 linfocitos T

CD8+ humanos a cada pocillo. Los anticuerpos anti humanos de PVRIG, TIGIT o hlgG4 de control de
isotipo indicados se afiadieron a una concentracion de 1 pg/ml. Los cocultivos se incubaron a 37 °C
con 5 % de CO2 durante 24 horas. La cantidad de IFNy humano en el sobrenadante del cocultivo se
midié6 mediante citometria de flujo mediante el uso de un ensayo de microesferas LEGENDplex IFN
(BD Biosciences). Se indica el aumento porcentual de la secrecion de IFNy para cada anticuerpo sobre
el isotipo higG4 (n = 2 experimentos, se muestran los resultados representativos de 1 experimento).
(A) CHA.7.518.4-H4 ojal + CPA.9.086-CrossMab H4 botén, (B) CHA.7.518.4-H4 ojal + CPA.9.086 scFv
(VH-VL)-H4 boton, (C) CPA.9.086 scFv (VH-VL) H4 varl + CHA.7.518.1 Fab H4 var2, (D) CHA.7.518.1
scFv (VL-VH) H4 varl + CPA.9.086 Fab H4 var2, (E) CHA.7.518.1 H4, (F) CPA.9.086 H4, (G)
CHA.7.518.1 H4, (H) CPA.9.086 H4, (1) Synagis H4.

La Figura 54B proporciona un resumen de las dos réplicas del ensayo de CMV realizadas con diferentes

expansiones de las células del donante.

d) DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A. Descripcion general

La presente invencidn proporciona varios anticuerpos biespecificos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o anti-
PVRIG/anti-TIGIT utiles, para su uso en particular en el tratamiento del cancer. El cancer puede
considerarse como una incapacidad del paciente de reconocer y eliminar células cancerosas. En
muchos casos, estas células transformadas (por ejemplo, cancerosas) contrarrestan la
inmunovigilancia. Existen mecanismos de control natural que limitan la activacion de los linfocitos T en
el cuerpo para impedir la actividad no restringida de los linfocitos T, la cual puede ser aprovechada por
las células cancerosas para evadir o suprimir la respuesta inmunitaria. El objetivo de la inmunoterapia
es restaurar la capacidad de las células efectoras inmunitarias, especialmente los linfocitos T, para
reconocer y eliminar el cancer. El campo de la inmunooncologia, a veces denominado "inmunoterapia»,
estd evolucionando rapidamente, y se aprobaron recientemente varios anticuerpos inhibidores del
punto de control de linfocitos T tales como Yervoy, Keytruda y Opdivo. Estos anticuerpos generalmente
se denominan "inhibidores de punto de control" porque bloquean los reguladores tipicamente negativos
de la inmunidad de los linfocitos T. En general, se entiende que puede usarse una variedad de sefiales
inmunomoduladoras, tanto coestimuladoras como coinhibidoras, para disponer una respuesta
inmunitaria éptima especifica del antigeno. En general, estos anticuerpos se unen a las proteinas
inhibidoras del punto de control, como CTLA-4 o PD-1, que en circunstancias normales impiden o
suprimen la activacion de los linfocitos T citotéxicos (CTL). Al inhibir la proteina del punto de control,
por ejemplo, mediante el uso de anticuerpos que se unen a estas proteinas, puede lograrse una mayor
respuesta de los linfocitos T contra tumores. Es decir, estas proteinas del punto de control de cancer
suprimen la respuesta inmunitaria; cuando las proteinas se bloquean, por ejemplo, mediante el uso de
anticuerpos contra la proteina del punto de control, el sistema inmunitario se activa, lo que lleva a la
estimulacién inmunitaria, o que da como resultado el tratamiento de afecciones tales como cancer y
enfermedades infecciosas.

La presente invencion se dirige al uso de anticuerpos biespecificos para proteinas de punto de control

adicionales, PVRIG y TIGIT. PVRIG se expresa en la superficie celular de los linfocitos T y las células
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NK 'y comparte varias similitudes con otros puntos de control inmunitarios conocidos. La identificacién

y los métodos usados para mostrar que PVRIG es un receptor de punto de control se tratan en el
documento W0O2016/134333, que se incorpora expresamente en la presente como referencia. En la
presente descripcion se proporcionan los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o anti-
PVRIG/anti-TIGIT al PVRIG humano que bloquea la interaccion y/o la uniéon de PVLR2. Cuando PVRIG
se une mediante su ligando (PVRL2), se genera una sefial inhibidora que actda para atenuar la
respuesta inmunitaria de células NK y linfocitos T contra una célula diana (es decir, analoga a PD-
1/PDL1). El blogueo de la unién de PVRL2 a PVRIG apaga esta sefial inhibidora de PVRIG y, como
resultado, modula la respuesta inmunitaria de los linfocitos T y las células NK. El uso de un anticuerpo
contra PVRIG que blogquea la unién a PVRL2 es un enfoque terapéutico que mejora la inactivacion de
las células cancerosas por los linfocitos T y las células NK. Se han generado anticuerpos de bloqueo
que se unen a PVRIG y bloquean la unién de su ligando, PVRL2.

De manera similar, se ha demostrado que TIGIT tiene ademas atributos de un receptor de punto de
control, y la presente invencidn proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o anti-
PVRIG/anti-TIGIT que bloquean la interaccion y/o la union de TIGIT a PVR. Cuando TIGIT esta fijado
por su ligando (PVR), se genera una sefial inhibidora que actlia para atenuar la respuesta inmunitaria
de los linfocitos T y células NK contra una célula diana (es decir, analoga a PD-1/PDL1). El bloqueo de
la unién de PVR a TIGIT desactiva esta sefial inhibidora de TIGIT y, como resultado, modula la
respuesta inmunitaria de los linfocitos T y las células NK. El uso de un anticuerpo contra TIGIT que
bloguea la unién a PVR es un enfoque terapéutico que mejora la destruccion de células cancerosas
por los linfocitos T y las células NK. Se han generado anticuerpos de bloqueo que se unen a TIGIT y
bloguean la unién de su ligando, PVR.

Ademds, la invencion proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o anti-
PVRIG/anti-TIGIT para su uso en el tratamiento del cancer.

B. Definiciones

Para que la solicitud se entienda de forma mas completa, a continuacidn se exponen varias
definiciones. Estas definiciones pretenden abarcar los equivalentes gramaticales.

Las definiciones de dominio de IgG usadas en la presente descripcion estan de acuerdo con las
secuencias de referencia de IMGT (www.IMGT.org)

En la presente, "ablacién" significa una disminucion o eliminacién de la actividad. En algunas
modalidades, es util eliminar la actividad de los dominios constantes de los anticuerpos. Por lo tanto,
por ejemplo, “ablacién de la unién a FcyR” significa que la variante de aminoacido de la regién Fc tiene
menos de 50 % de union inicial en comparacion con una region Fc que no contiene la variante
especifica, en donde se prefiere una pérdida de actividad de menos de 70-80-90-95-98 %, y en general,
en donde la actividad se encuentra por debajo del nivel de unién detectable en un ensayo Biacore.
Como se muestra en la Figura 21, una variante de ablacion en la region constante IgG1 es la variante
N297A, que elimina el sitio de glicosilacion nativa y reduce significativamente la unién a FcyRllla y, por
lo tanto, reduce la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC).

Por “dominio de union a antigeno” o “ABD” en la presente se entiende un conjunto de seis Regiones
Determinantes de la Complementariedad (CDR) que, cuando esta presente como parte de una

secuencia de polipéptidos, se une especificamente a un antigeno diana como se analiza en la presente.
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Por lo tanto, un "dominio de unién a antigeno TIGIT" se une al antigeno TIGIT (cuya secuencia se

muestra en la Figura 22) como se describe en la presente. De manera similar, un "dominio de unién al
anticuerpo PVRIG" se une al antigeno PVRIG (cuya secuencia se muestra en la Figura 1) como se
describe en la presente. Como se conoce en la técnica, estas CDR estan generalmente presentes como
un primer conjunto de CDR pesadas variables (vhCDR o VHCDR) y un segundo conjunto de CDR ligeras
variables (VICDR o VL.CDR), cada una comprende tres CDR: vhCDR1, vhCDR2, vhCDR3 para la
cadena pesada y vICDR1, vICDR2 y vICDR3 para la ligera. Las CDR estan presentes en los dominios
variable pesado y variable ligero, respectivamente, y juntos forman una regién Fv. Por lo tanto, en
algunos casos, las seis CDR del dominio de unién a antigeno son aportadas por una cadena pesada
variable y ligera variable. En un formato de “Fab”, el conjunto de 6 CDR es aportado por dos secuencias
de polipéptidos diferentes, el dominio pesado variable (vh o Vu; que contiene las vhCDR1, vhCDR2 y
VvhCDR3) y el dominio ligero variable (vl o Vi; que contiene las vICDR1, vICDR2 y vICDR3), con el
terminal C del dominio vh unido al terminal N del dominio CH1 de la cadena pesada y el terminal C del
dominio vl unido al terminal N del dominio ligero constante (y que forma por lo tanto, la cadena ligera).
La frase "porcién de unién a antigeno" puede comprender un ABD o ser sinénimo de ABD.

En la presente, "modificacién"” significa una sustitucion, insercién y/o eliminacion de aminoacidos en
una secuencia de polipéptidos o una alteracion de una porcion ligada quimicamente a una proteina.
Por ejemplo, una modificacion puede ser un carbohidrato alterado o una estructura PEG unida a una
proteina. En la presente, "modificacion de aminoacidos" significa una sustitucién, insercién, y/o
eliminacién de aminoacidos en una secuencia de polipéptidos. Para mayor claridad, a menos que se
indique lo contrario, la modificacién de aminoacidos es siempre a un aminoacido codificado por ADN,
por ejemplo, los 20 aminoacidos que tienen codones en ADN y ARN.

En la presente, "sustitucion de aminoacidos" o "sustitucion" significa el reemplazo de un aminoacido en
una posicién particular en una secuencia de polipéptidos parentales por un aminoacido distinto. En
particular, en algunas modalidades, la sustituciébn es en un aminoacido no natural en la posicion
particular, ya sea no natural dentro del organismo o en cualquier organismo. Por ejemplo, la sustitucion
N297A se refiere a una variante de polipéptido, en este caso una variante de Fc, en la que la asparagina
en la posicion 297 se reemplaza con alanina. Para mayor claridad, una proteina que fue modificada por
ingenieria genética para cambiar la secuencia codificante de &cidos nucleicos, pero no el aminoacido
de inicio (por ejemplo, intercambio de CGG (que codifica arginina) con CGA (que aun codifica arginina)
para aumentar los niveles de expresion del organismo huésped), no es una "sustitucion de
aminoacidos"; es decir, a pesar de la creacion de un nuevo gen que codifica la misma proteina, si la
proteina tiene el mismo aminoéacido en la posicién particular en donde se inicié, no es una sustitucién
de aminoacidos.

Por "insercién de aminoacidos" o "insercién", como se usa en la presente, se entiende la adicién de
una secuencia de aminoacidos en una posicidn particular en una secuencia de polipéptido parental.
Por ejemplo, -233E o 233E designan una insercion de acido glutamico después de la posicion 233 y
antes de la posicion 234. Ademas, -233ADE o A233ADE designan una insercion de AlaAspGlu después
de la posicién 233 y antes de la posicion 234.

Como se usan en la presente, "eliminacion de aminoacidos" o "eliminacién” significan la eliminacién de

una secuencia de aminoacidos en una posicion particular en una secuencia de polipéptidos parentales.
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Por ejemplo, E233- 0 E233#, E233() o E233del designa una eliminacion de acido glutamico en la

posicidn 233. Ademas, EDA233- o EDA233# designa una eliminacién de la secuencia GluAspAla que
comienza en la posicion 233.

Como se usan en la presente, "proteina variante", "variante de proteina" o "variante" significan una
proteina que es diferente de la proteina parental en virtud de al menos una modificacion de
aminodcidos. Variante de proteina puede referirse a la proteina en si misma, a una composicion que
comprende la proteina, 0 a la secuencia de aminoacidos que la codifica. Preferentemente, la variante
de proteina tiene al menos una modificacion de aminoacidos en comparacion con la proteina parental,
por ejemplo, de alrededor de una a alrededor de setenta modificaciones de aminoacidos v,
preferentemente, de alrededor de una a alrededor de cinco modificaciones de aminoacidos en
comparacion con la proteina parental. Como se describe a continuacion, en algunas modalidades, el
polipéptido parental, por ejemplo, un polipéptido parental Fc, es una secuencia de tipo salvaje humana,
tal como la region Fc de IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4, aunque las secuencias humanas con variantes
también pueden servir como “polipéptidos parentales”. La secuencia variante de proteina en la presente
preferentemente poseera al menos alrededor de 80 % de identidad con una secuencia de proteina
parental, y con maxima preferencia al menos alrededor de 90 % de identidad, con mayor preferencia al
menos alrededor de 95-98-99 % de identidad. La proteina variante puede referirse a la proteina variante
en si misma, a las composiciones que comprenden la variante de proteina, o a la secuencia de ADN
que la codifica. En consecuencia, como se usan en la presente, "variante de anticuerpo” o "anticuerpo
variante" significan un anticuerpo que difiere de un anticuerpo parental en virtud de al menos una
modificacion de aminoacidos, "variante de IgG" 0 "IgG variante", como se usan en la presente, significan
un anticuerpo que difiere de una IgG parental (nuevamente, en muchos casos, de una secuencia de
IgG humana) en virtud de al menos una modificacion de aminoacidos, y "variante de inmunoglobulina”
0 ‘"inmunoglobulina variante", como se usan en la presente, significan una secuencia de
inmunoglobulina que difiere de una secuencia de inmunoglobulina parental en virtud de al menos una
modificacion de aminoacidos. "Variante de Fc" o "Fc variante” como se usan en la presente significan
una proteina que comprende una modificacion de aminoacidos en un dominio Fc. Las variantes de Fc
de la presente invencion se definen de acuerdo con las modificaciones de aminoacidos que las
componen. Por lo tanto, por ejemplo, S241P o S228P es una variante de bisagra con la prolina de
sustitucion en la posicion 228 en comparacién con el polipéptido bisagra 1IgG4 parental, en donde la
numeracion S228P es de acuerdo con el indice EU y el S241P es la numeracion de Kabat. El indice
EU o indice EU segun Kabat o esquema de numeracion EU se refiere a la numeracion del anticuerpo
EU (Edelmany otros 1969, Proc Natl Acad Sci USA 63:78-85, incorporado en su totalidad en la presente
como referencia). La modificacién puede ser una adicion, eliminacion o sustitucion. Las sustituciones
pueden incluir aminoacidos naturales y, en algunos casos, aminoacidos sintéticos. Los ejemplos
incluyen la patente de Estados Unidos nim. 6,586,207; documentos WO 98/48032; WO 03/073238;
US2004-0214988A1; WO 05/35727A2; WO 05/74524A2; J. W. Chin y otros, (2002), Journal of the
American Chemical Society 124:9026-9027; J. W. Chin, & P. G. Schultz, (2002), ChemBioChem
11:1135-1137; J. W. Chiny otros, (2002), PICAS United States of America 99:11020-11024; y, L. Wang,

& P. G. Schultz, (2002), Chem. 1-10, todos incorporados como referencia en su totalidad.
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Como se usa en la presente, "proteina" significa al menos dos aminoacidos unidos de manera

covalente, que incluyen proteinas, polipéptidos, oligopéptidos y péptidos. El grupo peptidilo puede
comprender aminoacidos y enlaces peptidicos naturales, o estructuras peptidomiméticas sintéticas, es
decir, "analogos", tales como peptoides (véase Simon y otros, PNAS USA 89(20):9367 (1992),
incorporado como referencia en su totalidad). Los aminoacidos pueden ser naturales o sintéticos (por
ejemplo, no un aminoécido codificado por ADN); como comprenderan los expertos en la técnica. Por
ejemplo, homo-fenilalanina, citrulina, ornitina y noreleucina se consideran aminoacidos sintéticos para
los propositos de la invencién, y pueden usarse aminoacidos con configuracion D-y L- (R 0 S). Las
variantes de la presente invencién pueden comprender modificaciones que incluyen el uso de
aminoacidos sintéticos incorporados mediante el uso de, por ejemplo, las tecnologias desarrolladas por
Schultz y colegas, que incluyen, entre otros, los métodos descritos en Cropp & Shultz, 2004, Trends
Genet. 20(12):625-30, Anderson y otros, 2004, Proc Natl Acad Sci USA 101 (2):7566-71, Zhang y otros,
2003, 303(5656):371-3, y Chin y otros, 2003, Science 301(5635):964-7, todos incorporados como
referencia en su totalidad. Ademas, los polipéptidos pueden incluir derivatizacion sintética de una o mas
cadenas o terminales laterales, glicosilacion, PEGilacion, permutacion circular, ciclizacion, enlazadores
a otras moléculas, fusion a proteinas o dominios proteicos, y adicion de etiquetas peptidicas o
marcadores.

Como se usa en la presente, "residuo” significa una posicion en una proteina y su identidad de
aminoacido asociada. Por ejemplo, asparagina 297 (también denominada Asn297 o N297) es un
residuo en la posicion 297 en el anticuerpo IgG1 humano.

Como se usan en la presente, "Fab" o "region Fab” significan el polipéptido que comprende los dominios
de inmunoglobulina VH, CH1, VL, y CL. Fab puede referirse a esta region aislada, o a esta region en el
contexto de un anticuerpo de longitud completa o fragmento de anticuerpo.

Como se usan en la presente, "Fv", "fragmento Fv" o "regiéon Fv” significan un polipéptido que
comprende los dominios VL y VH de un Unico anticuerpo. Como comprenderan los expertos en la
técnica, estos generalmente estan formados por dos cadenas.

Por "Fv monocatenario” o "scFv" en la presente se entiende un dominio pesado variable unido
covalentemente a un dominio ligero variable, generalmente mediante el uso de un enlazador de scFv
como se describe en la presente, para formar un scFv o dominio scFv. Un dominio scFv puede estar
en orientacion desde el terminal N al terminal C (vh-enlazador-vl o vl-enlazador-vh). En general, el
enlazador es un enlazador de scFv como se conoce generalmente en la técnica, y el enlazador
peptidico incluye predominantemente los siguientes residuos de aminoacidos: Gly, Ser, Ala o Thr.

Por "enlazador" se entiende generalmente un enlazador peptidico que se usa en el contexto de un scFv
0 un anticuerpo biespecifico como se describe en la presente. El enlazador peptidico deberia tener una
longitud adecuada para unir dos moléculas de modo que asuman la conformacion correcta con respecto
a la otra, para que conserven la actividad deseada. En una modalidad, el enlazador tiene de alrededor
de 1 a 50 aminoécidos de longitud, preferentemente, de alrededor de 1 a 30 aminoacidos de longitud.
En una modalidad, pueden usarse enlazadores de 1 a 20 aminoacidos de longitud, en donde alrededor
de 5 a alrededor de 10 aminoacidos pueden usarse en algunas modalidades. Los enlazadores Utiles
incluyen polimeros de glicina-serina, que incluyen, por ejemplo, (GS)n, (GSGGS)n, (GGGGS)n, y

(GGGS)n, en donde n es un nimero entero de al menos uno (y, generalmente, de 3 a 4), polimeros de



10

15

20

25

30

35

40

27
glicina-alanina, polimeros de alanina-serina, y otros enlazadores flexibles. Alternativamente, una

variedad de polimeros no proteicos, que incluyen, entre otros, polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol,
polioxialquilenos, o copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol, pueden ser utiles como
enlazadores. En algunas modalidades, los enlazadores se seleccionan de los enumerados en las
Tablas 1 y 2 a continuacién (véase, también, la Figura 7 de la Patente de Estados Unidos nam.
9,650,446.)

Tabla 1: Enlazadores scFv cargados positivamente

SEQ ID
Nombre Secuencia Longitud Carga NO:
Gly-Ser 15 GGGGSGGGGSGGGGS 15 0 3632
Enlazador Whitlow | GSTSGSGKPGSGEGSTKG 18 +1 3633
6paxk_1 (+ A) IRPRAIGGSKPRVA 14 +4 3634
+B GKGGSGKGGSGKGGS 15 +3 3635
+C GGKGSGGKGSGGKGS 15 +3 3636
+D GGGKSGGGKSGGGKS 15 +3 3637
+E GKGKSGKGKSGKGKS 15 +6 3638
+F GGGKSGGKGSGKGGS 15 +3 3639
+G GKPGSGKPGSGKPGS 15 +3 3640
+H GKPGSGKPGSGKPGSGKPGS 20 +4 3641
+1 GKGKSGKGKSGKGKSGKGKS 20 +8 3642
Tabla 2: Enlazadores scFv cargados negativamente
Nombre Secuencia Longitud Carga SEQ ID
NO:
Gly-Ser 15 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS 20 0 3643
3hsc2 (-A) STAGEITHLGGEDFD 14 -4 3644
-B GEGGSGEGGSGEGGS 15 -3 3645
-C GGEGSGGEGSGGEGS 15 -3 3646
-D GGGESGGGESGGGES 15 -3 3647
-E GEGESGEGESGEGFS 1.5 -6 3648
-F GGGESGGEGSGEGGS 15 -3 3649
-G GEGESGEGESGEGESGEGES 20 -8 3650

Como se usan en la presente, "modificacion de subclase IgG" o “modificacion de isotipo” significan una
modificacion de aminoacidos que convierte un aminoacido de un isotipo de IgG en el aminoacido
correspondiente en un isotipo de IgG alineado, distinto. Por ejemplo, debido a que IgG1 comprende
unatirosina, e 1IgG2, una fenilalanina en la posicion EU 296, una sustitucion F296Y en IgG2 se considera
una modificacion de subclase IgG. De manera similar, como IgG1 tiene una prolina en la posiciéon 241

e IgG4 tiene una serina en esa posicion, una molécula de 1gG4 con un S241P se considera una
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modificacién de la subclase de IgG. Tenga en cuenta que las modificaciones de subclases se

consideran sustituciones de aminoacidos en la presente.

Como se usa en la presente, "modificacion no natural" significa una modificacion de aminoacidos que
no es isotipica. Por ejemplo, debido a que ninguna IgG comprende una asparagina AN en la posicion
297, la sustitucion N297A en IgG1l, 1gG2, 1gG3, o IgG4 (o hibridos de estas) se considera una
modificacién no natural.

Como se usan en la presente, "aminoacido" e "identidad de aminoacido" significan uno de los 20
aminodcidos naturales que estan codificados por ADN y ARN.

Como se usa en la presente, "funcion efectora" significa un evento bioquimico que surge como resultado
de la interacciéon de una regién Fc del anticuerpo con un receptor o ligando de Fc. Las funciones
efectoras incluyen, entre otras, ADCC, ADCP, y CDC.

Como se usa en la presente, "ligando de IgG Fc" significa una molécula, preferentemente un
polipéptido, de cualquier organismo que se une a la regidn Fc de un anticuerpo IgG para formar un
complejo de ligando de Fc/Fc. Los ligandos de Fc incluyen, entre otros, FcyRI, FcyRIl, FcyRIll, FcRn,
Clqg, C3, lectina de unidon a manosa, receptor de manosa, proteina estafilococica A, proteina
estreptococica G, y FcyR viral. Los ligandos de Fc también incluyen homélogos de receptores Fc
(FcRH), que son una familia de receptores Fc homodlogos a los FcyR (Davis y otros, 2002,
Immunological Reviews 190:123-136, incorporado como referencia en su totalidad). Los ligandos de Fc
pueden incluir moléculas no descubiertas que se unen a Fc. Los ligandos de Fc de 1gG particulares son
receptores de Fc gamma y FcRn. Como se usa en la presente, "ligando de Fc" significa una molécula,
preferentemente un polipéptido, de cualquier organismo que se une a la region Fc de un anticuerpo
para formar un complejo de ligando de Fc/Fc.

Como se usa en la presente, "polipéptido parental” significa un polipéptido de inicio que se modifica
posteriormente para generar una variante. El polipéptido parental puede ser un polipéptido natural o
una variante o una version modificada por ingenieria genética de un polipéptido natural. Polipéptido
parental puede referirse al polipéptido en si mismo, a composiciones que comprenden el polipéptido
parental, o a la secuencia de aminoacidos que lo codifica. En consecuencia, como se usa en la
presente, "inmunoglobulina parental” significa un polipéptido de inmunoglobulina no modificado que se
modifica para generar una variante, y "anticuerpo parental ", como se usa en la presente, significa un
anticuerpo no modificado que se modifica para generar un anticuerpo variante. Se debe tener en cuenta
que "anticuerpo parental" incluye anticuerpos comerciales conocidos, producidos de forma
recombinante como se describe a continuacion.

Como se usan en la presente, “Fc”, “regiéon Fc” o “dominio Fc” significan el polipéptido que comprende
la regidn constante de un anticuerpo, a excepcién del primer dominio de inmunoglobulina de la regién
constante y, en algunos casos, parte de la bisagra. Por lo tanto, Fc se refiere a los dos ultimos dominios
de inmunoglobulina de la regidon constante de IgA, IgD, e IgG, los tres Ultimos dominios de
inmunoglobulina de la regién constante de IgE e IgM, y el terminal N de bisagra flexible de estos
dominios. Para IgA e IgM, Fc puede incluir la cadena J. Para IgG, el dominio de Fc comprende los
dominios de inmunoglobulina Cy2 y Cy3 (Cy2 y Cy3) y la region bisagra mas baja entre Cy1 (Cy1) y
Cy2 (Cy2). A pesar de que los limites de la region Fc pueden variar, la region Fc de la cadena pesada

de IgG humana habitualmente se define para incluir los residuos C226 o P230 en su terminal carboxilo,
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en donde la numeracién es de acuerdo con el indice EU segun Kabat. En algunas modalidades, como

se describe en detalle mas adelante, se realizan modificaciones de aminoacidos en la regién Fc, por
ejemplo, para alterar la unién a uno o mas receptores FcyR o al receptor FcRn.

En la presente, “region constante pesada” significa la porcion CH1-bisagra-CH2-CH3 de un anticuerpo.
Como se usa en la presente, "posicion” significa una ubicacion en la secuencia de una proteina. Las
posiciones pueden estar numeradas de forma secuencial, o de acuerdo con un formato establecido,
por ejemplo, el indice EU para numeracion de anticuerpos.

Como se usa en la presente, "antigeno diana" significa la molécula que se une de manera especifica
mediante la regién variable de un anticuerpo determinado. En el presente caso, un antigeno diana de
interés en la presente es TIGIT, habitualmente TIGIT humano y opcionalmente TIGIT de Macaca
fascicularis, como se define a continuacion. Otro antigeno diana de interés es PVRIG, habitualmente
PVRIG humano y, opcionalmente, PVRIG de Macaca fascicularis, como se define a continuacion.
Como se usa en la presente, "célula diana" significa una célula que expresa un antigeno diana.

Como se usa en la presente, "region variable" significa la regiéon de una inmunoglobulina que
comprende uno o mas dominios Ig codificados sustancialmente por cualquiera de los genes Vk
(V.kappa), VA (V.lamda), y/o VH que forman los locus genéticos de inmunoglobulina de cadena kappa,
lambda, y pesada, respectivamente.

Por "tipo salvaje o WT" en la presente se entiende una secuencia de aminoacidos o una secuencia de
nucleodtidos que se encuentra en la naturaleza, incluidas las variaciones alélicas. Una proteina WT tiene
una secuencia de aminoacidos o una secuencia de nucleétidos que no fue modificada de manera
intencional.

En general, los anticuerpos de la presente invencion son aislados o recombinantes. Cuando se usa
para describir los distintos polipéptidos descritos en la presente, “aislado” significa un polipéptido que
fue identificado y separado y/o recuperado de una célula o cultivo celular en donde se expreso. En
general, un polipéptido aislado se preparard mediante al menos una etapa de purificacién. Un
“anticuerpo aislado” significa un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que
tienen especificidades antigénicas distintas. “Recombinante” significa que los anticuerpos se generan
mediante el uso de técnicas de acidos nucleicos recombinantes en células huésped exdgenas.

“Unidn especifica” o “se une especificamente a” o es “especifica para” un antigeno o epitopo particular
significa una unién que difiere de manera mensurable de una interaccién no especifica. La union
especifica puede medirse, por ejemplo, mediante la determinacién de la unién de una molécula en
comparacién con la unién de una molécula control, que generalmente es una molécula de estructura
similar que no tiene actividad de unién. Por ejemplo, la unién especifica puede determinarse mediante
competencia con una molécula control que es similar a la diana.

La unién especifica para un antigeno particular o un epitopo puede exhibirse, por ejemplo, por un
anticuerpo que tiene una KD para un antigeno o epitopo de al menos alrededor de 10° M, al menos
alrededor de 101° M, al menos alrededor de 101 M, al menos alrededor de 102 M, al menos alrededor
de 103 M, al menos alrededor de 10'* M, al menos alrededor de 10*° M, donde KD se refiere a una
velocidad de disociacién de una interaccion antigeno-anticuerpo particular. Tipicamente, un anticuerpo
que se une especificamente a un antigeno tendra una KD que es 20, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10 000

0 mas veces mayor para una molécula control en relacion con el antigeno o epitopo.
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Ademas, la unién especifica para un antigeno o epitopo particular puede exhibirse, por ejemplo, por un

anticuerpo que tiene una KA o Ka para un antigeno o epitopo de al menos 20, 50, 100, 500, 1000, 5000,
10 000 veces mayor o mas para el epitopo en relaciéon con un control, en donde KA o Ka se refieren a
una velocidad de asociacion de una interaccion antigeno-anticuerpo particular. La afinidad de unién se
mide generalmente mediante resonancia de plasmon de superficie (por ejemplo, ensayo de Biacore) y
citometria de flujo con células que expresan antigeno.

C. Secuencias

El listado de secuencias proporciona una serie de secuencias que se basan en el Formato de la Figura
23; se hace referencia a la Figura 4 del documento USSN 62/513,916 (incorporada en la presente
expresamente como referencia) como una guia para el etiquetado de las secuencias. El dominio pesado
variable esta etiquetado con el identificador (por ejemplo, "CPA.9.086"), y la secuencia siguiente sigue
el formato de la Figura 23 de la presente descripcién (idéntico al formato de la Figura 4, al cual se hizo
referencia anteriormente), en que el siguiente identificador de secuencia es VhCDR1, el siguiente a
vhCDR2 con vhCDR3, la cadena pesada de longitud completa, el dominio ligero variable, vICDR1,
VvICDRZ2, vICDR3 y la cadena ligera de longitud completa. Por lo tanto, un anticuerpo individual tiene 10
identificadores de secuencia asociados. En el listado de secuencias se incluyen las secuencias de IgG1
de raton BM26 (BM26-M1) (documento WO2016/028656A1, clon 31C6) e IgG1 de raton BM29 (BM29-
M1) (documento US2016/0176963A1, clon 22G2). A menos que se indique, las secuencias de HC de
longitud completa de los anticuerpos TIGIT y/o PVRIG estan en formato H4(S241P).

D. Proteinas PVRIG

La presente invencion proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG y/o anti-PVRIG/anti-TIGIT que
se unen especificamente a proteinas PVRIG e impiden la activacion mediante su proteina ligando,
PVRL2, una glicoproteina de membrana plasmética humana. PVRIG, también llamada proteina que
contiene un dominio de inmunoglobulina relacionada con el receptor de poliovirus, Q6DKI7 o C70rfl15,
se relaciona con las secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos que se muestran en el identificador
de acceso RefSeq NP_076975, que se muestra en la Figura 1. La secuencia de la proteina 2
relacionada con el receptor de poliovirus humano (PVLR2, también conocida como nectina-2, CD112 o
mediador de entrada de herpesvirus B, (HVEB)), el componente de unién de PVRIG (como se muestra
en el Ejemplo 5 de la publicacion estadounidense 2016/0244521), se muestra en la Figura 2. Los
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion son especificos para el dominio
extracelular de PVRIG de manera que se bloguea la unién de PVRIG y PVLR2.

PVRIG es una proteina de dominio transmembrana de 326 aminoacidos de longitud, con un péptido de
sefial (que abarca del amino&cido 1 al 40), un dominio extracelular (que abarca del aminoacido 41 al
171), un dominio transmembrana (que abarca del aminoacido 172 al 190) y un dominio citoplasmatico
(que abarca del aminoacido 191 al 326). Hay dos metioninas que pueden ser codones de inicio, pero
las proteinas maduras son idénticas.

En consecuencia, como se usa en la presente, los términos "PVRIG" o "proteina PVRIG" o "polipéptido
PVRIG" pueden incluir opcionalmente cualquiera de tales proteinas, o variantes, conjugados, o
fragmentos de estas, que incluyen, entre otros, PVRIG conocida o de tipo salvaje, como se describe en
la presente, asi como cualesquiera variantes de empalme, variantes de aminoacidos o isoformas

naturales, y en particular el fragmento ECD de PVRIG.
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Como se indica en la presente y se describe con mas detalle a continuacién, se usan anticuerpos

biespecificos anti-PVRIG y/o anti-PVRIG/anti-TIGIT que se unen a PVRIG e impiden la activacién
mediante PVRL2 (por ejemplo, mas comunmente, tras bloquear la interaccién de PVRIG y PVLR2),
para mejorar la activacion de linfocitos T y/o células NK y su uso en el tratamiento de enfermedades
tales como el cancer y la infeccién por patégenos.

E. Proteinas TIGIT

La presente invencién proporciona anticuerpos biespecificos anti-TIGIT, y/o anti-PVRIG/anti-TIGIT que
se unen especificamente a proteinas TIGIT e impiden la activacion mediante su proteina ligando, PVR,
receptor de poliovirus (aka CD155) una glicoproteina de membrana plasmatica humana. TIGIT, o el
inmunorreceptor de linfocitos T con dominios Ig e ITIM, es una proteina receptora coinhibidora que
también se conoce como WUCAM, Vstm3 o Vsig9. TIGIT tiene un dominio variable de inmunoglobulina,
un dominio transmembrana, y un motivo inhibidor a base de tirosina del inmunorreceptor (ITIM) y
contiene elementos de secuencia caracteristicos de la familia de proteinas PVR. Las secuencias del
dominio extracelular (ECD) de TIGIT y de PVR se muestran en la Figura 22. Los anticuerpos de la
invencién son especificos para el ECD de TIGIT de modo que se bloquea la union de TIGIT y PVR

En consecuencia, como se usa en la presente, los términos "TIGIT" o "proteina TIGIT" o "polipéptido
TIGIT" pueden incluir opcionalmente cualquiera de tales proteinas, o variantes, conjugados o
fragmentos de estas, que incluyen, entre otros, TIGIT conocido o de tipo salvaje, como se describe en
la presente, asi como cualquier variante de empalme natural, variantes de aminoacidos o isoformas, y
en particular el fragmento ECD de TIGIT.

Como se indica en la presente y se describe con mas detalle a continuacion, se usan anticuerpos anti-
TIGIT (que incluye los fragmentos de unién al antigeno) que se unen a TIGIT e impiden la activacion
mediante PVR (por ejemplo, mads comiUnmente, tras bloquear la interaccion de TIGIT y PVR), para
mejorar la activacién de linfocitos T y/o células NK y su uso en el tratamiento de enfermedades como
el cancer y la infeccion por patégenos.

V. Anticuerpos

Como se analiza a continuacion, el término “anticuerpo” se usa de manera general. Las unidades
estructurales de anticuerpos tradicionales tipicamente comprenden un tetramero. Cada tetrdmero esta
compuesto tipicamente por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, en donde cada par tiene
una cadena “ligera” (que tipicamente tiene un peso molecular de alrededor de 25 kDa) y una cadena
“pesada” (que tipicamente tiene un peso molecular de alrededor de 50-70 kDa). Las cadenas ligeras
humanas se clasifican como cadenas ligeras kappa y lambda. La presente invencién se dirige a
anticuerpos monoclonales que generalmente se basan en la clase de IgG, que tiene varias subclases,
que incluyen, entre otras, IgG1, 19G2, 1gG3, e IgG4. En general, IgG1, 1gG2 e IgG4 se usan con mas
frecuencia que 1gG3. Se debe tener en cuenta que IgGL1 tiene diferentes alotipos con polimorfismos en
356 (D 0 E) y 358 (L 0 M). Las secuencias representadas en la presente usan el alotipo 356D/358M,
sin embargo, el otro alotipo se incluye en la presente. Es decir, cualquier secuencia que incluya un
dominio Fc de 1gG1 incluido en la presente puede tener 356E/358L en reemplazo del alotipo
356D/358M. El término anticuerpo incluye ademas anticuerpos biespecificos, por ejemplo, aquellos

anticuerpos que se unen al menos a dos dianas diferentes. En algunas modalidades, los anticuerpos
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de la invencion son anticuerpos biespecificos que se unen a PVRIG y TIGIT (denominados en la

presente anticuerpos biespecificos anti-TIGIT/anti-PVRIG).

La porcién del terminal amino de cada cadena incluye una regidn variable de alrededor de 100 a 110 o
mas aminodacidos principalmente responsables del reconocimiento antigénico, generalmente
denominada en la técnica y en la presente “dominio Fv” o “regiéon Fv”. En la region variable, se agrupan
tres bucles para cada uno de los dominios V de la cadena pesada y la cadena ligera para formar un
sitio de union al antigeno. Cada uno de los bucles se denomina regidon determinante de la
complementariedad (en adelante denominada “CDR”), en la que la variaciéon en la secuencia de
aminoacidos tiene mayor relevancia. El término “variable” se refiere al hecho de que ciertos segmentos
de la regién variable difieren ampliamente entre anticuerpos en lo que respecta a secuencia. La
variabilidad dentro de la region variable no esta distribuida uniformemente. Por el contrario, las regiones
V consisten en tramos relativamente invariables denominados regiones de marco (FR) de 15-30
aminoacidos separados por regiones mas cortas de variabilidad extrema denominadas “regiones
hipervariables” que tienen, cada una, 9-15 aminoacidos de longitud o mas.

Cada VH y VL se compone de tres regiones hipervariables ("regiones determinantes de la
complementariedad”, "CDR") y cuatro FR, dispuestas desde el terminal amino al terminal carboxilo en
el siguiente orden: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4.

La regidn hipervariable abarca generalmente residuos de aminoacidos de alrededor de los residuos de
aminoacidos 24-34 (LCDR1; “L” denota cadena ligera), 50-56 (LCDR2) y 89-97 (LCDR3) en la region
variable de la cadena ligera y alrededor de 31-35B (HCDR1; “H” denota cadena pesada), 50-65
(HCDR2), y 95-102 (HCDR3) en la region variable de la cadena pesada; Kabat y otros, SEQUENCES
OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, 52 edicién, Public Health Service, National Institutes
of Health, Bethesda, Md. (1991) y/o aquellos residuos que forman un bucle hipervariable (por ejemplo,
los residuos 26-32 (LCDR1), 50-52 (LCDR2) y 91-96 (LCDR3) en la regién variable de la cadena ligera
y 26-32 (HCDR1), 53-55 (HCDR2) y 96-101 (HCDR3) en la region variable de la cadena pesada;
Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917. Las CDR especificas de la invencion se describen méas
adelante.

Como sera evidente para los expertos en la técnica, la numeracién y ubicacién exactas de las CDR
pueden ser diferentes entre los diferentes sistemas de numeracion. Sin embargo, debe entenderse que
la descripcion de una secuencia variable pesada y/o variable ligera incluye la descripcién de las CDR
asociadas (inherentes). En consecuencia, la descripcion de cada regién pesada variable es una
descripcién de las vhCDR (por ejemplo, vhCDR1, vhCDR2 y vhCDR3) y la descripcién de cada region
ligera variable es una descripcidon de las vICDR (por ejemplo, VICDR1, vICDR2 y VvICDR3). Una
comparacion util de la numeracion de CDR es la siguiente, véase Lafranc y otros, Dev. Comp. Immunol.
27(1):55-77 (2003):
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Kabat+Clothia | IMGT Kabat AbM Chothia Contact
vhCDR1 26-35 27-38 31-35 26-35 26-32 30-35
vhCDR2 50-65 56-65 50-65 50-58 53-55 47-58
vhCDR3 95-102 105-117 95-102 95-102 96-101 93-101
vICDR1 24-34 27-38 24-34 24-34 26-32 30-36
vICDR2 50-56 56-65 50-56 50-56 50-52 46-55
vICDR3 89-97 105-117 89-97 89-97 91-96 89-96

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

La presente invencién proporciona un gran nimero de conjuntos de CDR diferentes. En este caso, un
“conjunto de CDR completo” comprende las tres CDR ligeras variables y las tres CDR pesadas
variables, por ejemplo, vVICDR1, vICDR2, vVICDR3, vhCDR1, vhCDR2 y vhCDR3. Estas pueden ser parte
de un dominio ligero variable o pesado variable mas grande, respectivamente. Ademas, como se indica
en mayor detalle en la presente, los dominios pesado variable y ligero variable pueden estar en cadenas
de polipéptidos separadas, cuando se usa una cadena ligera y pesada, o en una cadena polipeptidica
simple en el caso de secuencias de scFv.

Las CDR contribuyen a la formacién del sitio de unién al antigeno o, més especificamente, de unién al
epitopo de los anticuerpos. El término “epitopo” se refiere a un determinante que interactda con un sitio
de unién al antigeno especifico en la regién variable de una molécula de anticuerpo conocida como
paratopo. Los epitopos son agrupamientos de moléculas tales como cadenas laterales de aminoacidos
0 azlcares y habitualmente tienen caracteristicas estructurales especificas, asi como caracteristicas
de carga especificas. Un Unico antigeno puede tener mas de un epitopo.

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

Los epitopos pueden ser conformacionales o lineales. Un epitopo conformacional se produce por
aminoacidos espacialmente yuxtapuestos de distintos segmentos de la cadena polipeptidica lineal. Un
epitopo lineal es aquel producido por residuos de aminoacidos adyacentes en una cadena polipeptidica.
Los epitopos conformacionales o no conformacionales pueden distinguirse en que la unién a los
primeros, pero no a los Ultimos, se pierde en presencia de solventes desnaturalizantes.

Tipicamente, un epitopo incluye al menos 3y, y mas habitualmente, al menos 5 u 8-10 amino&cidos en
una conformacion espacial Unica. Los anticuerpos que reconocen el mismo epitopo pueden verificarse
en un inmunoensayo simple que muestra la capacidad de un anticuerpo para bloquear la unién de otro

anticuerpo a un antigeno diana, por ejemplo, “clasificacion”. Como se describe a continuacion, la
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invencion no solo incluye los dominios de unién al antigeno y los anticuerpos enumerados en la

presente, sino ademas aquellos que compiten por la unién con los epitopos fijados por los dominios de
unién al antigeno enumerados.

La porcion del terminal carboxi de cada cadena define una regién constante responsable principalmente
de la funcidén efectora. Kabat y otros recolectaron numerosas secuencias primarias de las regiones
variables de cadenas pesadas y cadenas ligeras. En base al grado de conservacion de las secuencias,
clasificaron secuencias primarias individuales en la CDR y el marco y realizaron una lista de estas
(véase SEQUENCES OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, 52 edicién, publicacion NIH, nim. 91-3242,
E.A. Kabat y otros, incorporado como referencia en su totalidad).

En la subclase 1gG de inmunoglobulinas, existen varios dominios de inmunoglobulina en la cadena
pesada. En la presente, “dominio de inmunoglobulina (Ig)” significa una region de una inmunoglobulina
que tiene una estructura terciaria distinta. En la presente invencion, son de interés los dominios de
cadena pesada, que incluyen los dominios pesados constantes (CH) y los dominios bisagra. En el
contexto de los anticuerpos IgG, cada uno de los isotipos de IgG tiene tres regiones CH. En
consecuencia, los dominios "CH" en el contexto de IgG son los siguientes: "CH1" se refiere a las
posiciones 118-220 de acuerdo con el indice EU segln Kabat. "CH2" se refiere a las posiciones 237-
340 de acuerdo con el indice EU segun Kabat, y "CH3" se refiere a las posiciones 341-447 de acuerdo
con el indice EU segun Kabat.

Otro tipo de dominio Ig de la cadena pesada es la region bisagra. En la presente, “bisagra” o “region
bisagra” o “region bisagra del anticuerpo” o “regién bisagra de la inmunoglobulina” significa el
polipéptido flexible que comprende los aminoacidos entre el primer y segundo dominio constante de un
anticuerpo. Estructuralmente, el dominio IgG CHL1 finaliza en la posicion 220 de EU, y el dominio 1gG
CH2 comienza en la posicion 237 del residuo EU. Por lo tanto, para IgG, la bisagra del anticuerpo se
define en la presente como que incluye las posiciones 221 (D221 en IgG1) a 236 (G236 en IgG1), en
donde la numeracion es de acuerdo con el indice EU segln Kabat.

La cadena ligera generalmente comprende dos dominios, el dominio ligero variable (que contiene las
CDR de cadena ligera y que forma, junto con los dominios pesados variables, la regién Fv), y una region
constante de cadena ligera (con frecuencia denominada CL o Ck). En general, puede usarse tanto el
dominio lambda constante como el dominio kappa constante, y lambda generalmente encuentra uso
en la invencion.

Otra region de interés para sustituciones adicionales, que se describe a continuacion, es la region Fc.
A. Anticuerpos quiméricos y humanizados

En algunas modalidades, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT en la presente pueden
derivarse de una mezcla de distintas especies, por ejemplo, un anticuerpo quimeérico y/o un anticuerpo
humanizado. En general, tanto “anticuerpos quiméricos” como “anticuerpos humanizados” se refieren
a los anticuerpos que combinan regiones de mas de una especie. Por ejemplo, los “anticuerpos
quiméricos” tradicionalmente comprenden regiones variables de un ratén (o una rata, en algunos casos)
y las regiones constantes de un ser humano. Generalmente, “anticuerpos humanizados” se refiere a
anticuerpos no humanos en los que las regiones de marco de dominio variable se intercambiaron por
secuencias encontradas en anticuerpos humanos. Generalmente, en un anticuerpo humanizado, el

anticuerpo completo, excepto las CDR, es codificado por un polinucleétido parental humano o es
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idéntico a tal anticuerpo excepto dentro de sus CDR. Las CDR, todas o algunas de las cuales son

codificadas por acidos nucleicos que se originan en un organismo no humano, se injertan en el marco
de laminas beta de una region variable del anticuerpo humano a fin de crear un anticuerpo, cuya
especificidad es determinada por las CDR injertadas. La creacidn de tales anticuerpos se describe, por
ejemplo, en WO 92/11018, Jones, 1986, Nature 321:522-525, Verhoeyen y otros, 1988, Science
239:1534-1536, incorporados en su totalidad como referencia. La “retromutacion” de residuos del marco
aceptor seleccionados a los residuos de donante correspondientes se requiere, con frecuencia, para
recuperar la afinidad perdida en el constructo injertado inicial (documentos US 5530101; US 5585089;
US 5693761; US 5693762; US 6180370; US 5859205; US 5821337; US 6054297; US 6407213, que se
incorporan como referencia en su totalidad). El anticuerpo humanizado también comprendera
Optimamente al menos una porcién, y habitualmente toda, de una regién constante de inmunoglobulina,
tipicamente la de una inmunoglobulina humana, y por lo tanto, tipicamente comprendera una regién Fc
humana. También pueden generarse anticuerpos humanizados mediante el uso de ratones con un
sistema inmunitario disefiado por ingenieria genética. Roque y otros, 2004, Biotechnol. Prog. 20:639-
654, que se incorpora como referencia en su totalidad. Una variedad de técnicas y métodos para
humanizar y dar nueva forma a anticuerpos no humanos se conocen en la técnica (véase Tsurushita y
Vasquez, 2004, Humanization of Monoclonal Antibodies, Molecular Biology of B Cells, 533-545, Elsevier
Science (Estados Unidos), y las referencias citadas en esa, que se incorporan como referencia en su
totalidad). Los métodos de humanizacion incluyen, entre otros, los métodos descritos en Jones y otros,
1986, Nature 321:522-525; Riechmann y otros, 1988; Nature 332:323-329; Verhoeyen y otros, 1988,
Science, 239:1534-1536; Queen y otros, 1989, Proc Natl Acad Sci USA 86:10029-33; He y otros, 1998,
J. Immunol. 160: 1029-1035; Carter y otros, 1992, Proc Natl Acad Sci USA 89:4285-9, Presta y otros,
1997, Cancer Res. 57(20):4593-9; Gorman y otros, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4181-4185;
O’Connor y otros, 1998, Protein Eng 11:321-8, la totalidad de los cuales se incorpora como referencia.
La humanizacion u otros métodos para reducir la inmunogenicidad de las regiones variables de
anticuerpo no humano pueden incluir métodos de reconstruccion, como se describen, por ejemplo, en
Roguska y otros, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:969-973, incorporado en su totalidad como
referencia.

Por lo tanto, las vhCDR y VICDR de cualquiera de los anticuerpos enumerados en la presente pueden
humanizarse (o "rehumanizarse”, en el caso de aquellas que ya estaban humanizadas).

En ciertas modalidades, los anticuerpos de la invencion comprenden una region variable de cadena
pesada de un gen particular de inmunoglobulina de cadena pesada de linea germinal y/o una regién
variable de cadena ligera de un gen particular de inmunoglobulina de cadena ligera de linea germinal.
Por ejemplo, tales anticuerpos pueden comprender o consistir en un anticuerpo humano que
comprende regiones variables de cadena pesada o ligera que son "el producto de" o "derivan de" una
secuencia particular de linea germinal. Un anticuerpo humano que es “el producto de” o “deriva de” una
secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana puede identificarse como tal al comparar la
secuencia de aminoacidos del anticuerpo humano con las secuencias de aminodcidos de las
inmunoglobulinas de linea germinal humana y seleccionar la secuencia de inmunoglobulina de linea
germinal humana que esta mas cerca en secuencia (es decir, que tiene mayor % de identidad) a la

secuencia del anticuerpo humano. Un anticuerpo humano que es “el producto de” o “deriva de” una
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secuencia particular de inmunoglobulina de linea germinal humana puede contener diferencias de

aminoacidos en comparacion con la secuencia de linea germinal, debido a, por ejemplo, mutaciones
somaticas naturales o una introduccioén intencional de mutaciones dirigidas al sitio. Sin embargo, un
anticuerpo humanizado tipicamente es al menos 90 % idéntico en secuencia de aminoacidos a una
secuencia de aminoacidos codificada por un gen de inmunoglobulina de linea germinal humana y
contiene residuos de aminodacidos que identifican que el anticuerpo deriva de secuencias humanas
cuando se compara con las secuencias de aminoacidos de inmunoglobulina de linea germinal de otras
especies (por ejemplo, secuencias de linea germinal murina). En ciertos casos, un anticuerpo
humanizado puede ser al menos 95, 96, 97, 98 0 99 %, o incluso al menos 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 %
idéntico en secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de
inmunoglobulina de linea germinal excluyendo las CDR. Es decir, las CDR pueden ser murinas, pero
las regiones marco de la regién variable (ya sea pesada o ligera) pueden ser al menos 96 %, 97 %, 98
%, 0 99 % idénticas en secuencia de aminoacidos a los aminoacidos de marco codificados por un gen
de inmunoglobulina de linea germinal humana.

Tipicamente, un anticuerpo humanizado derivado de una secuencia particular de linea germinal
humana expresard no mas de 10-20 diferencias de aminoacidos de la secuencia de aminoéacidos
codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal humana. En ciertos casos, el anticuerpo
humanizado puede mostrar no mas de 5, o incluso no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencias de aminoacidos
de la secuencia de aminoéacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal
(nuevamente, antes de la introduccién de cualesquiera variantes en la presente; es decir, el nUmero de
variantes es generalmente bajo).

En una modalidad, el anticuerpo parental madurd por afinidad, como se conoce en la técnica. Pueden
usarse métodos basados en la estructura para la humanizacion y la maduraciéon de la afinidad, por
ejemplo, como se describe en el documento USSN 11/004,590. Pueden usarse métodos basados en
la seleccién para humanizar y/o madurar la afinidad de regiones variables del anticuerpo, que incluyen,
entre otros, los métodos descritos en Wu y otros, 1999, J. Mol. Biol. 294:151-162; Baca y otros, 1997,
J. Biol. Chem. 272(16):10678-10684; Rosok y otros, 1996, J. Biol. Chem. 271(37):22611-22618; Rader
y otros, 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 8910-8915; Krauss y otros, 2003, Protein Engineering
16(10):753-759, los cuales se incorporan como referencia en su totalidad. Otros métodos de
humanizacion pueden implicar el injerto Unicamente de partes de las CDR, que incluyen, entre otros,
los métodos descritos en el documento USSN 09/810,510; Tan y otros, 2002, J. Immunol. 169:1119-
1125; De Pascalis y otros, 2002, J. Immunol. 169:3076-3084, que se incorporan como referencia en su
totalidad.

B. Modificacion opcional de anticuerpos por ingenieria genética

Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden modificarse, o modificarse
por ingenieria genética, para alterar las secuencias de aminoacidos mediante sustituciones de
aminodacidos. Como se analiza en la presente, pueden hacerse sustituciones de aminoacidos para
alterar la afinidad de las CDR por la proteina (por ejemplo, TIGIT o PVRIG, que incluye tanto el aumento
como la disminucion de la union), asi como para alterar propiedades funcionales adicionales de los
anticuerpos. Por ejemplo, los anticuerpos pueden modificarse por ingenieria genética para incluir

modificaciones dentro de la region Fc, tipicamente para alterar una 0 mas propiedades funcionales del
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anticuerpo, tales como la semivida en suero, la unién al complemento, la unién al receptor de Fc, y/o la

citotoxicidad celular dependiente del antigeno. Ademas, un anticuerpo de acuerdo con al menos
algunas modalidades de la invencién puede modificarse quimicamente (por ejemplo, una o mas
porciones quimicas pueden unirse al anticuerpo) o pueden modificarse para alterar su glicosilacion,
para alterar, una vez mas, una o mas propiedades funcionales del anticuerpo. Tales modalidades se
describen mas adelante. La numeracion de los residuos en la region Fc es la del indice EU de Kabat.
En una modalidad, la region bisagra de Chi se modifica de manera que se altere, por ejemplo, aumente
o disminuya, la cantidad de residuos de cisteina en la region bisagra. Este enfoque se describe con
mayor detalle en la patente estadounidense nim. 5,677,425 de Bodmer y otros. La cantidad de residuos
de cisteina en la regién bisagra de CH1 se altera para, por ejemplo, facilitar el ensamblaje de las
cadenas ligera y pesada, o para aumentar o disminuir la estabilidad del anticuerpo.

En aun otra forma de modalidad, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT pueden
modificarse para anular el intercambio de brazo Fab in vivo, en particular cuando se usan dominios
constantes de IgG4. Especificamente, este proceso implica el intercambio de mitades de moléculas de
IgG4 (una cadena pesada mas una cadena ligera) entre otros anticuerpos IgG4 que dan como resultado
eficazmente anticuerpos biespecificos que son funcionalmente monovalentes. Las mutaciones en la
region bisagra y los dominios constantes de la cadena pesada pueden anular este intercambio (véase
Aalberse, RC, Schuurman J., 2002, Immunology 105:9-19). Como se describe en la presente, una
mutacién que se usa particularmente en la presente invencién es la S241P en el contexto de un dominio
constante de IgG4. IgG4 encuentra uso en la presente invencién ya que no tiene una funcion efectora
significativa, y por lo tanto, se usa para bloguear la unién del receptor a su ligando sin agotamiento
celular (por ejemplo, PVRIG a PVRL2 o TIGIT a PVR).

En algunas modalidades, pueden hacerse sustituciones de aminoéacidos en la region Fc, en general
para alterar la union a los receptores FcyR. Como se usan en la presente, "receptor Fc gamma ", "FcyR"
0 "FcgammaR" significa cualquier miembro de la familia de proteinas que se une a la region Fc del
anticuerpo IgG y esta codificado por un gen FcyR. En seres humanos, esta familia incluye, entre otros,
FcyRI (CD64), que incluye las isoformas FcyRla, FcyRIb, y FcyRlc; FeyRIl (CD32), que incluye las
isoformas FcyRlla (que incluye los alotipos H131 y R131), FcyRIIb (que incluye FcyRIIb-1 y FcyRIIb-2),
y FcyRlic; y FeyRIIl (CD16), que incluye las isoformas FcyRllla (que incluye los alotipos V158 y F158)
y FcyRIlIb (que incluye los alotipos FcyRIIIb-NA1 y FcyRIlIb-NA2) (Jefferis y otros, 2002, Immunol Lett
82:57-65, incorporado en su totalidad como referencia), asi como cualquier isoforma o alotipo de FcyR
o FcyR humano no descubierto. Un FcyR puede ser de cualquier organismo, que incluye, entre otros,
seres humanos, ratones, ratas, conejos, y monos. Los FcyR de ratén incluyen, entre otros, FcyRI
(CD64), FcyRIl (CD32), FcyRIlI-1 (CD16), y FeyRIII-2 (CD16-2), asi como cualquier isoforma o alotipo
de FcyR o FcyR de ratdn no descubierto.

Existen varias sustituciones Utiles de Fc que pueden realizarse para alterar la uniéon a uno o mas de los
receptores FcyR. Tanto las sustituciones que producen mayor unién como las que producen menor
union pueden ser (tiles. Por ejemplo, se sabe que el aumento de la unién a FcRIllla generalmente
produce el aumento de ADCC (citotoxicidad mediada por células dependiente del anticuerpo; la
reaccion mediada por células en donde las células citotdxicas no especificas que expresan FcyR

reconocen el anticuerpo fijado en una célula diana y, posteriormente, provocan la lisis de la célula
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diana). De manera similar, la disminucion de la unién a FcyRIIb (un receptor inhibidor) también puede

ser beneficiosa en algunas circunstancias. Las sustituciones de aminoacidos Utiles en la presente
invencién incluyen las enumeradas en la patentes estadounidense nim. de acta 11/124,620 (en
particular, la Figura 41) y la patente estadounidense num. 6,737,056, las cuales se incorporan
expresamente en la presente como referencia en su totalidad y especificamente para las variantes
descritas en esa.

En adn otro ejemplo, la region Fc se modifica para aumentar la capacidad de los anticuerpos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT para mediar la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo
(ADCC) y/o aumentar la afinidad del anticuerpo por un receptor Fcy, y/o aumentar la unién de FcRn, al
modificar uno 0 mas aminoéacidos en las siguientes posiciones: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255, 256,
258, 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 0 439. Este
enfoque se describe con mayor detalle en la publicacion PCT WO 00/42072 de Presta. Ademas, los
sitios de union en la IgG1 humana para FcyRI, FcyRIl, FcyRIIly FcRn se han mapeado y se han descrito
variantes con unién mejorada (véase Shields, R. L. y otros (2001) J. Biol. Chem. 276: 6591-6604). Se
muestra que las mutaciones especificas en las posiciones 256, 290, 298, 333, 334 y 339 mejoran la
unién a FcyRIIl. Ademas, se muestra que los siguientes mutantes de combinacién mejoran la unién de
FcyRIIl: T256A/S298A, S298A/E333A, S298A/K224A y S298A/E333A/K334A. Ademas, mutaciones
tales como M252Y/S254T/T256E o0 M428L/N434S mejoran la union a FcRn y aumentan la semivida en
circulacion del anticuerpo (véase Chan CA y Carter PJ (2010) Nature Rev Immunol 10:301-316).
Ademas, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencién se modifican para
aumentar su semivida bioldgica. Son posibles diversos enfoques. Por ejemplo, pueden introducirse una
0 mas de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F, como se describe en la patente
estadounidense nim. 6,277,375 de Ward. Alternativamente, para aumentar la semivida bioldgica, el
anticuerpo puede alterarse dentro de la regién Cn1 0 CL para contener un epitopo de union al receptor
de rescate tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una regién Fc de una IgG, como se describe
en las patentes estadounidenses nums. 5,869,046 y 6,121,022 de Presta y otros. Se describen
mutaciones adicionales para aumentar la semivida en suero en las patentes estadounidenses nums.
8,883,973, 6,737,056 y 7,371,826 y estas mutaciones incluyen 428L, 434A, 434S y 428L/434S.

En adn otra modalidad, puede modificarse la glicosilacion de un anticuerpo biespecifico anti-
PVRIG/anti-TIGIT. Por ejemplo, puede producirse un anticuerpo aglicosilado (por ejemplo, el anticuerpo
carece de glicosilacién). La glicosilacién puede alterarse, por ejemplo, para aumentar la afinidad del
anticuerpo por el antigeno o reducir la funcion efectora, tal como ADCC. Tales modificaciones de
carbohidratos pueden lograrse, por ejemplo, al alterar uno o mas sitios de glicosilacién dentro de la
secuencia de anticuerpos, por ejemplo, N297. Por ejemplo, pueden realizarse una o mas sustituciones
de aminoéacidos que den como resultado la eliminaciéon de uno o mas sitios de glicosilacién de marco
de laregion variable, para por consiguiente, eliminar la glicosilacion en ese sitio, en donde un reemplazo
de alanina es util en algunas modalidades.

Adicionalmente o alternativamente, puede producirse un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

que tenga un tipo de glicosilacion alterado, tal como un anticuerpo hipofucosilado que tenga una menor
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cantidad de residuos de fucosilo 0 un anticuerpo que tenga mas estructuras GlcNac bisectrices. Se

demostré que tales patrones de glicosilaciéon alterados aumentan la capacidad de ADCC de los
anticuerpos. Tales modificaciones de carbohidratos pueden lograrse, por ejemplo, mediante la
expresion del anticuerpo en una célula huésped que tenga una maquinaria de glicosilacion alterada. Se
han descrito en la técnica células con la maquinaria de glicosilacion alterada y pueden usarse como
células huésped en las que se expresan anticuerpos recombinantes de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencién para por consiguiente, producir un anticuerpo con glicosilacion alterada.
Véase, por ejemplo, la publicacion de patente estadounidense niim. 20040110704 y el documento WO
2003/035835.

Otra modificacion de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT en la presente que se
contempla en la invencién es la PEGilacién o la adicion de otras porciones solubles en agua,
tipicamente polimeros, por ejemplo, para mejorar la semivida. Un anticuerpo puede PEGilarse, por
ejemplo, para aumentar la semivida biolégica (por ejemplo, en suero) del anticuerpo como se conoce
en la técnica.

Ademas de las sustituciones realizadas para alterar la afinidad de unién a FcyRs y/o FcRn y/o aumentar
la semivida en suero in vivo, pueden realizarse modificaciones adicionales de anticuerpos, como se
describe con més detalle a continuacion.

En algunos casos, se realiza maduracion de la afinidad. Las modificaciones de aminoacidos en las CDR
a veces se denominan "maduracién de la afinidad". Un anticuerpo con "maduracién de la afinidad" es
uno que tiene una o mas alteraciones en una o mas CDR que producen una mejora en la afinidad del
anticuerpo con el antigeno, en comparacion con un anticuerpo parental que no posee esas alteraciones.
En algunos casos, puede ser deseable disminuir la afinidad de un anticuerpo con respecto a su
antigeno.

En algunas modalidades, se realizan una 0 mas modificaciones de aminoacidos en una o0 mas de las
CDR de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion (por ejemplo, para las CDR
de PVRIG o las CDR de TIGIT). En general, solo 1 0 2 0 3 aminoacidos estan sustituidos en cualquier
CDR individual, y generalmente no se realizan mas de 1, 2, 3. 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 cambios dentro de
un conjunto de 6 CDR (por ejemplo, vhCDR1-3 y vICDR1-3). Sin embargo, debe observarse que
cualquier combinacién de ninguna sustitucion, 1, 2 o 3 sustituciones en cualquier CDR puede
combinarse independiente y opcionalmente con cualquier otra sustitucion.

La maduracion de la afinidad puede hacerse para aumentar la afinidad de union del anticuerpo por el
antigeno en al menos alrededor de 10 % a 50-100-150 % o mas, o de 1 a 5 veces en comparacion con
el anticuerpo "parental". En algunas modalidades, los anticuerpos con maduracion de la afinidad
tendran afinidades nanomolares o incluso picomolares por el antigeno. Los anticuerpos con maduracion
de la afinidad se producen mediante procedimientos conocidos. La correlacion de afinidad y eficacia se
analiza a continuacion.

Alternativamente, pueden realizarse modificaciones de aminoécidos en una o mas de las CDR de los
anticuerpos de la invencién que son "silenciosas", por ejemplo, que no alteran significativamente la
afinidad del anticuerpo por el antigeno. Estas pueden realizarse por varias razones, que incluyen
optimizar la expresién (como puede hacerse para los acidos nucleicos que codifican los anticuerpos de

la invencién).



10

15

20

25

30

35

40

40
Por lo tanto, se incluyen dentro de la definicién de las CDR y los anticuerpos biespecificos anti-

PVRIG/anti-TIGIT de la invencion las CDR y anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT variantes;
es decir, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencidon pueden incluir
modificaciones de aminoacidos en una o mas de las CDR de los anticuerpos enumerados de la
invencién. Ademas, como se describe a continuacion, las modificaciones de aminoéacidos pueden
realizarse ademas independiente y opcionalmente en cualquier region fuera de las CDR, que incluye
las regiones de marco y constantes.

VI.  Anticuerpos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la
invencion

La presente invencion proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT, asi como también
anticuerpos anti-PVRIG y/o anti-TIGIT. (Por conveniencia, “anticuerpos anti-PVRIG/anti-TIGIT” y
“anticuerpos biespecificos PVRIG/TIGIT” y “anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT” se usan
indistintamente). Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencidon se unen
especificamente a TIGIT humano, y preferentemente al ECD de TIGIT humano, asi como también a
PVRIG, y nuevamente, preferentemente al ECD de PVRIG humano. La invencion proporciona ademas
dominios de union al antigeno, que incluyen anticuerpos de longitud completa, que contienen varios
conjuntos enumerados, especificos de 12 CDR, 6 CDR que se unen a TIGIT y 6 CDR que se unen a
PVRIG.

La presente invencién también proporciona anticuerpos anti-PVRIG que pueden estar en el contexto
de un anticuerpo monoespecifico o un anticuerpo biespecifico. Dichos anticuerpos incluyen:
Secuencia de anticuerpos para PVRIG (definicién de IMGT CDR en negrita y
subrayada)

CHA.7.518.4 VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGY IYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVIVSS (SEQ ID NO: 3179)

CHA.7.518.4 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 3180)

La presente invencion también proporciona anticuerpos anti-TIGIT que pueden estar en el contexto de
un anticuerpo monoespecifico o un anticuerpo biespecifico. Dichos anticuerpos incluyen:

Secuencia de anticuerpos para TIGIT (definicién de IMGT CDR en negrita y
subrayada)

CHA.9.547.18 VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQY YADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 1664)

CHA.9.547.18 VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQOGTKLEIK (SEQ ID NO: 1668)
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La unién especifica para PVRIG y/o TIGIT o un epitopo de PVRIG y/o TIGIT puede exhibirse, por
ejemplo, por un anticuerpo que tiene una Kp de al menos alrededor de 10 M, al menos alrededor de
10° M, al menos alrededor de 106 M, al menos alrededor de 1077 M, al menos alrededor de 108 M, al
menos alrededor de 10° M, alternativamente al menos alrededor de 10-1° M, al menos alrededor de 10-
11 M, al menos alrededor de 10'2 M, al menos alrededor de 10'** M, al menos alrededor de 101* M, al
menos alrededor de 10'® M, o mayor, donde Kp se refiere a la constante de disociacién en equilibrio
de una interaccion antigeno-anticuerpo particular para cada antigeno independientemente.
Tipicamente, un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno tendra una Kp que es 20, 50,
100, 500, 1000, 5000, 10 000 o mas veces mayor para una molécula control en relacién con el antigeno
0 epitopo TIGIT.

Sin embargo, para una unién éptima a PVRIG y/o TIGIT expresada en la superficie de los linfocitos Ty
las células NK, los anticuerpos que tienen preferentemente una KD inferior a 50 nM y, con maxima
preferencia, inferior a 1 nM, con menos de 0.1 nM y menos de 1 pM encuentran uso en los métodos de
la invencion

Adema@s, la union especifica para un antigeno o un epitopo particular puede exhibirse, por ejemplo, por
un anticuerpo que tiene una ka (que se refiere a la constante de velocidad de asociacién) para un
antigeno o epitopo PVRIG y/o TIGIT al menos 20, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10 000 0 mas veces mayor
para el epitopo en relacién con un control, donde ka se refiere a la constante de velocidad de asociacion
de una interaccion antigeno-anticuerpo particular.

En algunas modalidades, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion se unen
a un TIGIT y/o PVRIG humano con una Kp de 100 nM o menos, 50 nM o menos, 10 nM 0 menos, o0 1
nM o menos (es decir, mayor afinidad de union), o 1 pM 0 menos, en donde Ko se determina mediante
métodos conocidos, por ejemplo, resonancia de plasmoén superficial (SPR, por ejemplo, ensayos
Biacore), ELISA, KINEXA y mas tipicamente SPR a 25 °C o0 37 °C.

A. Anticuerpos biespecificos y/o heterodiméricos

La presente invencion proporciona anticuerpos biespecificos de punto de control de PVRIG y TIGIT que
se basan en el uso de dos secuencias Fc variantes de cadena pesada diferentes, que se
autoensamblan para formar dominios Fc que son heterodiméricos y anticuerpos que son anticuerpos
heterodiméricos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos).

En algunas modalidades, la presente invencidn proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-
TIGIT que permiten la unién tanto a PVRIG como a TIGIT. Los constructos de anticuerpos descritos en
la presente se basan en el autoensamblaje y el emparejamiento de dos dominios Fc de dos cadenas
pesadas (por ejemplo, dos dominios Fc, dos regiones variables que comprenden los dos dominios Fc,
y/o dos cadenas pesadas), para ensamblarse en un dimero. En algunas modalidades, las secuencias
de aminoacidos de cada mondémero se alteran para facilitar el ensamblaje de los mondmeros en
dimeros. En algunas modalidades, estas variantes y/o alteraciones de aminoacidos estan en la region
constante. En algunas modalidades, las variantes de aminoacidos son diferentes en cada region
constante para promover y/o facilitar el ensamblaje heterodimérico en comparacion con el ensamblaje
homodimérico. En la técnica se conocen numerosos métodos y formatos para anticuerpos bhiespecificos

(véase, por ejemplo, Godar, y otros, Expert Opinion on Therapeutic Patents, 28(3):251-276 (2018) y
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Brinkmann y Kontermann, The making of bispecific antibodies, MAbs, 9(2): 182—-212 (2017), ambos se

incorporan en la presente como referencia en su totalidad).

Como se proporciona en la presente, los anticuerpos heterodiméricos biespecificos anti-PVRIG/anti-
TIGIT de la invencion incluyen dos dominios de union a antigeno (ABD), cada uno de los cuales se une
a una proteina de punto de control diferente, en particular PVRIG y TIGIT. Estos anticuerpos
heterodiméricos pueden ser biespecificos y bivalentes (cada antigeno esta fijado por un solo ABD, por
ejemplo) o biespecificos y trivalentes (un antigeno esté fijado por un solo ABD y el otro esta fijado por
dos ABD). Para todos los dominios pesados y ligeros variables enumerados en la presente descripcion,
pueden realizarse variantes adicionales. En algunas modalidades, los anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT de la invencién pueden comprender ABD de cualquiera de los dominios y/o cadenas
variables pesados y ligeros enumerados en la presente descripcién, como por ejemplo en las figuras 4,
7,8, 11, 12, 15, 16, 17, 23, 24, 40, y 41. En algunas modalidades, los anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden comprender CDR de cualquiera de los dominios y/o cadenas
pesados y ligeros variables enumerados en la presente descripcion, como por ejemplo en las Figuras
4,7,8,11, 12, 15, 16, 17, 23, 24, 40, y 41. Como se describe en la presente, en algunas modalidades
el conjunto de 6 CDR puede tener modificaciones de 0, 1, 2, 3, 4 0o 5 aminoacidos (con sustituciones
de aminoacidos que encuentran un uso particular), asi como cambios en las regiones marco de los
dominios variables pesados y ligeros, siempre que los marcos (excluyendo las CDR) retengan al menos
aproximadamente 80, 85 0 90 % de identidad con una secuencia de linea germinal humana. Por lo
tanto, por ejemplo, las CDR idénticas como se describen en la presente descripcion pueden combinarse
con diferentes secuencias marco de secuencias de la linea germinal humana, siempre que las regiones
marco retengan al menos 80, 85 0 90 % de identidad con una secuencia de linea germinal humana.
Alternativamente, las CDR pueden tener modificaciones de aminoécidos (por ejemplo, de 1,2, 3,405
modificaciones de aminoacidos en el conjunto de CDR (es decir, las CDR pueden modificarse siempre
que el niamero total de cambios en el conjunto de 6 CDR sea menos de 6 modificaciones de
aminoacidos, con cualquier combinacién de CDR cambiada; por ejemplo, puede haber un cambio en
VvICDR1, dos en vhCDR2, ninguno en vhCDR3, etc.), asi como también haber cambios en la region
marco, siempre que las regiones marco retengan al menos 80, 85 o 90 % de identidad con una
secuencia de linea germinal humana.

La presente invencion proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT. Los anticuerpos
biespecificos se obtienen generalmente mediante la expresion de genes para cada cadena ligera y
pesada en las células huésped. Esto generalmente da como resultado la formacién del heterodimero
deseado (A-B), asi como también los dos homodimeros (A-A y B-B (sin incluir los aspectos
heterodiméricos de cadena ligera)).

Para abordar los problemas que rodean la formacion de anticuerpos homodiméricos y heterodiméricos
(v los aspectos relacionados con la separacion de los dos durante la purificacién), se han desarrollado
métodos para sesgar el autoensamblaje en las formas heterodiméricas en oposicion a las formas
homodiméricas. Pueden usarse varios mecanismos y métodos para generar anticuerpos
heterodiméricos y, en particular, para generar heterodimeros mediante el uso de las secuencias de
anticuerpos PVRIG y TIGIT de la presente invencion, incluidas las Figuras 4, 7, 8, 11, 12, 15, 16, 17,
23, 24, 40, y 41. En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende
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las secuencias proporcionadas en las Figuras 26, 40, y 41 (sec. con nums. de ident.:3213-3612). En

algunas modalidades, los mecanismos y métodos se combinan para asegurar un alto porcentaje de
heterodimerizacion.

Las variantes que pueden promover variantes de heterodimerizacion (a veces denominadas "variantes
de heterodimerizacion) pueden incluir variantes estéricas (por ejemplo, los "botones y ojales" como se
proporciona como ejemplo en las Figuras 25, 42, y 43, o variantes "sesgadas" que se describen a
continuacion y las variantes de "pares de carga" descritas a continuacién) asi como también las
"variantes pi", que permiten la purificacion de homodimeros a partir de heterodimeros. Tales métodos
se han descrito en una variedad de publicaciones de patentes, que incluye el documento
WQ01996/027011 asi como también el documento W02014/145806, incorporados en la presente como
referencia en su totalidad para la discusion de "variantes de heterodimerizacion”, mecanismos utiles
para heterodimerizacién que incluyen "botones y ojales" ("KIH"; a veces en la presente descripcion
como variantes "sesgadas”, "direccion electrostatica” o "pares de carga" como se describe en los
documentos W02006/106905 o W02014/145806, variantes pi como se describe en los documentos
WO 2007/114325 o WO02014/145806, asi como también en los documentos W02017/218707, y
W02018045110; todos los cuales se incorporan en la presente como referencia en su totalidad.

1. Variantes de heterodimerizacion

La presente invencion proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT en diversos
formatos, que utilizan variantes heterodiméricas para permitir la formacion y/o purificacion
heterodimérica sin homodimeros.

Existen varios pares adecuados de conjuntos de variantes de sesgo de heterodimerizacion. Estas
variantes son en "pares"” de "conjuntos". En algunas modalidades, un conjunto del par se incorpora en
el primer mondémero y el otro conjunto del par se incorpora en el segundo mondmero. En algunas
modalidades, estos conjuntos no necesariamente funcionan como variantes de "botones en ojales", con
una correspondencia uno a uno entre un residuo en un monémero y un residuo en el otro; sino que mas
bien estos pares de conjuntos forman una interfaz entre los dos monémeros que promueve la formacion
de heterodimeros y desfavorece la formacién de homodimeros, o que permite que el porcentaje de
heterodimeros que se forman espontdneamente en condiciones bioldgicas supere el 90 %, en lugar del
50 % esperado (25 % de homodimero A/A:50 % de heterodimero A/B:25 % de homodimero B/B). En
algunas modalidades, el porcentaje de heterodimeros formados es mayor que 90 %, mayor que 91 %,
mayor que 92 %, mayor que 93 %, mayor que 94 %, mayor que 95 %, mayor que 96 %, mayor que 97
%, mayor que 98 %, o mayor que 99 %.

En algunas modalidades, la formacion de heterodimeros puede facilitarse mediante la adicién de
variantes estéricas. En algunas modalidades, mediante la modificacion de los aminoacidos en cada
cadena pesada, es mas probable que cadenas pesadas diferentes se asocien para formar la estructura
heterodimérica que para formar homodimeros con las mismas secuencias de aminoacidos Fc (por
ejemplo, para evitar el emparejamiento incorrecto de HC/HC). Las variantes estéricas adecuadas se
conocen en la técnica y se discuten con mas detalle a continuacion.

En algunas modalidades, también puede usarse opcionalmente un mecanismo denominado "botones
y ojales" o "botones en ojales", en referencia a la modificacién por ingenieria genética que crea

influencias estéricas para favorecer la formacién de heterodimeros y desfavorecer la formacion de
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homodimeros; en ocasiones, esto se denomina "botones y ojales"”, como se describe en Ridgway y

otros, Protein Engineering 9(7):617 (1996); Atwell y otros, J. Mol. Biol. 1997 270:26; la patente
estadounidense num. 8,216,805, y el documento W0O1996/027011, todos incorporados en la presente
como referencia en su totalidad. En algunas modalidades, los "botones" se refieren a una variante a del
dominio CH3, T366Y, y los "ojales" se refieren a una variante b del dominio CH3, Y407T. En algunas
modalidades, los "botones" se refieren a una variante a del dominio CH3, S354C/T366W, y los "ojales"
se refieren a una variante b del dominio CH3, Y349C/T366S/L368A/Y407V. Ademas, como se describe
en Merchant y otros, Nature Biotech. 16:677 (1998), estas mutaciones de "botones y ojales" pueden
combinarse con puentes disulfuro para sesgar la formacién hacia la heterodimerizacion. En algunas
modalidades, la porcion de unién a PVRIG comprende un conjunto de sustituciones del par y la porcién
de union de TIGIT comprende el otro conjunto de sustituciones del par. En algunas modalidades, la
porcion de unién a PVRIG comprende las sustituciones de "botones" y la porcion de union de TIGIT
comprende las sustituciones de "ojales" del par. En algunas modalidades, la porcion de unién de TIGIT
comprende las sustituciones de "botones" y la porcion de union a PVRIG comprende las sustituciones
de "ojales" del par. En algunas modalidades, la porcién de union a PVRIG comprende las sustituciones
S354C/T366W 'y la porcion de union de TIGIT comprende las sustituciones
Y349C/T366S/L368A/Y407V. En algunas modalidades, la porcion de unién a PVRIG comprende la
sustitucion S354C/E356D/M358L/T366W vy la porcién de unién de TIGIT comprende las sustituciones
Y349C/E356D/M358L/T366S/L368A/YA07V.

En algunas modalidades, puede usarse ademéas opcionalmente un mecanismo denominado "ART-Ig"
(Tecnologia de re-modificacion por ingenieria genética asimétrica-Inmunoglobulina), que se refiere a la
modificacidn por ingenieria genética de aminoacidos que introduce mutaciones para crear efectos de
direccidn electrostatica; por ejemplo, estos abordan el emparejamiento de LC/HC (LC comunes
mediante la mezcla de regiones determinantes de complementariedad/marco) y los problemas de
emparejamiento incorrecto de HC/HC resueltos mediante la introducciéon de mutaciones para crear
efectos de direccidn electrostética. En algunas modalidades, la porcion de uniéon a PVRIG comprende
un conjunto de sustituciones del par y la porcién de unién de TIGIT comprende el otro conjunto de
sustituciones del par. Tales métodos se describen en Gunasekaran y otros, J. Biol. Chem. 285(25):
19637 (2010); y WO2006/106905, incorporados en la presente como referencia en su totalidad. Este
método a veces se conoce ademas como "pares de carga". En algunas modalidades, la electrostatica
se usa para sesgar la formacion hacia la heterodimerizacion. Estas sustituciones pueden ademas tener
un efecto sobre pi, y por lo tanto, sobre la purificacién, y en algunas modalidades, podrian ademas
considerarse variantes de pi. En algunas modalidades, tales sustituciones se consideran y/o se
denominan "variantes estéricas". En algunas modalidades, estas incluyen pares de carga bisagra de
IgG1/CH3 (EEE-RRR) que comprenden el conjunto de sustituciones D221E/P228E/L368E,
emparejadas con D221R/P228R/K409R. En algunas modalidades, estas incluyen pares de carga
bisagra de 1IgG2/CH3 (EEE-RRRR) que comprenden el conjunto de sustituciones C223E/P228E/L368E
emparejadas con C223R/E225R/P228R/K409R. En algunas modalidades, estas incluyen pares de
carga CH3 (DD-KK) K392D/K409D emparejados con E356K/D399K. En algunas modalidades, estas
incluyen pares EW-RVT, con K360E/K409W emparejados con Q347R/D399V/F405T. En algunas
modalidades, estas incluyen pares EW-RVTS-S, con K360E/K409W/Y349C emparejados con



10

15

20

25

30

35

40

45
Q347R/D399V/F405T/S354C. En algunas modalidades, estas incluyen 366K (+ 351K) emparejados

con 351D o E o D en 349, 368, 349, o 349 + 355. En algunas modalidades, estas incluyen pares
DuoBody (LR), con F405L emparejado con K409R. En algunas modalidades, estas incluyen pares
SEEDbody, con quimera IgG/A emparejada con una quimera IgG/A. En algunas modalidades, estas
incluyen pares BEAT, con residuos de la interfaz TCRa emparejados con residuos de la interfaz TCR}.
En algunas modalidades, estas incluyen pares BEAT, con residuos de la interfaz TCRa en el dominio
CH3 a emparejados con residuos de la interfaz TCR en el dominio CH3 b. En algunas modalidades,
estas incluyen pares 7.8.60 (DMA-RRVV), con K360D/D399M/Y407A emparejados con
E345R/Q347R/T366V/K409V. En algunas modalidades, estas incluyen pares 20.8.34 (SYMV-GDQA),
con Y349S/K370Y/T366M/K409V emparejados con E356G/E357D/S364Q/Y407A. Véase, por ejemplo,
Brinkmann y Kontermann, The making of bispecific antibodies, MAbs, 9 (2): 182—-212 (2017). En algunas
modalidades, la porcion de union a PVRIG comprende un conjunto de sustituciones del par y la porcion
de unién de TIGIT comprende el otro conjunto de sustituciones del par. Véanse, por ejemplo, los
documentos W02012131555, y W02011131746, incorporados en la presente descripcibn como
referencia en su totalidad.

En algunas modalidades, puede emplearse un mecanismo denominado CrossMAb para abordar los
problemas de emparejamiento incorrecto de LC/HC. En algunas modalidades, se emplea CrossMAbVH-
VL para intercambiar los dominios VH y VL. En algunas modalidades, se emplea CrossMAbCHCL para
intercambiar los dominios CH1 y CL. En algunas modalidades, se emplea CrossMAbF2® para
intercambiar los dominios VH-CH1 y VL-CL. En algunas modalidades, los anticuerpos heterodiméricos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion emplean el CrossMAb®H-Ct y se intercambian los
dominios CH1 y CL. En algunas modalidades, los anticuerpos heterodiméricos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT de la invencién emplean CrossMAbVHVL y se intercambian los dominios VH y VL. En
algunas modalidades, los anticuerpos heterodiméricos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la
invencion emplean CrossMAbF2® y se intercambian los dominios VH-CH1 y VL-CL. Véase, por ejemplo,
el documento W0O2009080251, incorporado en la presente descripcion como referencia en su totalidad.
En algunas modalidades, puede emplearse un mecanismo denominado BiMAb para abordar los
problemas de emparejamiento incorrecto de LC/HC y HC/HC y promover la formacion del anticuerpo
biespecifico deseado. Véase, por ejemplo, el documento W02010129304, incorporado en la presente
descripcion como referencia en su totalidad. En algunas modalidades, los problemas de
emparejamiento incorrecto de LC/HC y HC/HC pueden resolverse tras introducir mutaciones para crear
efectos de direccidn electrostatica, por ejemplo, en una IgG2 humana. En algunas modalidades, estos
incluyen pares de BiMAb, con sustituciones a de dominio CH3 K249E/K288E emparejados con
sustituciones b de dominio CH3 E236K/D278K.En algunas modalidades, la porcién de union a PVRIG
comprende un conjunto de sustituciones del par de BiMAb y la porcién de unién de TIGIT comprende
el otro conjunto de sustituciones del par de BiMAD.

En algunas modalidades, puede emplearse un mecanismo denominado FcAAdp para abordar
problemas de emparejamiento incorrecto de LC/HC y HC/HC y promover la formacion del anticuerpo
biespecifico deseado. Véase, por ejemplo, el documento W0O2010151792, incorporado en la presente
descripcion como referencia en su totalidad. En algunas modalidades, los problemas de

emparejamiento incorrecto de LC/HC y HC/HC pueden resolverse mediante la introduccién de
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mutaciones para crear una afinidad diferencial con la proteina A. En algunas modalidades, estos

incluyen pares de FcAAdp, con sustitucion a del dominio CH3 H435R emparejada sin sustituciones en
el dominio CH3. En algunas modalidades, la porcion de uniéon a PVRIG comprende un conjunto de
sustituciones del par FcAAdp y la porcion de unién de TIGIT comprende el otro conjunto de
sustituciones del par FcAAdp.

En algunas modalidades, puede emplearse un mecanismo denominado XmAb para abordar los
problemas de emparejamiento incorrecto de LC/HC (Fab-scFv-Fc) y HC/HC y promover la formacion
del anticuerpo biespecifico deseado. Véase, por ejemplo, el documento WO2011028952, incorporado
en la presente descripcion como referencia en su totalidad. En algunas modalidades, los problemas de
emparejamiento incorrecto de LC/HC (Fab-scFv-Fc) y HC/HC pueden resolverse mediante la
introduccién de sustituciones de HA-TF. En algunas modalidades, el par HA-TF incluye sustituciones a
del dominio CH3 S364H/F405A con sustituciones b del dominio CH3 Y349T/T394F. En algunas
modalidades, la porcién de unién a PVRIG comprende un conjunto de sustituciones del par XmAb y la
porcién de unién de TIGIT comprende el otro conjunto de sustituciones del par XmAb.

En algunas modalidades, puede emplearse un mecanismo denominado DuoBody para abordar los
problemas de emparejamiento incorrecto de LC/HC (intercambio controlado de brazo Fab) y HC/HC y
promover la formacién del anticuerpo biespecifico deseado. Véase, por ejemplo, el documento
W02011131746, incorporado en la presente descripcién como referencia en su totalidad. En algunas
modalidades, los problemas de emparejamiento incorrecto de LC/HC y HC/HC pueden resolverse
mediante la introduccién de sustituciones de dominio CH3. En algunas modalidades, el par DuoBody
(L-R) incluye una sustitucion a de dominio CH3 F405L emparejado con una sustitucion b de dominio
CH3 K409R. En algunas modalidades, la porcion de unién a PVRIG comprende una de las sustituciones
del par DuoBodyy la porcién de unién de TIGIT comprende la otra sustitucion del par DuoBody.

En algunas modalidades, puede emplearse un mecanismo denominado Azymetric para abordar
problemas de emparejamiento incorrecto de LC/HC (ortoFab-Ig) y HC/HC y promover la formacién del
anticuerpo biespecifico deseado. Véase, por ejemplo, el documento W0O2012058768, incorporado en
la presente descripcion como referencia en su totalidad. En algunas modalidades, los problemas de
emparejamiento incorrecto pueden resolverse tras introducir sustituciones de ZW1. En algunas
modalidades, el par ZW1 incluye sustituciones a del dominio CH3 T350V/L351Y/S400E/F405A/Y407V
emparejadas con sustituciones b del dominio CH3 T350V/T366L/N390R/K392M/T394W. En algunas
modalidades, la porcién de union a PVRIG comprende una de las sustituciones del par ZW1 y la porcion
de unién a TIGIT comprende la otra sustitucion del par ZW1.

En algunas modalidades, puede emplearse un mecanismo denominado Biclonics para abordar LC/HC
(LC comunes generados mediante el uso de bibliotecas de presentacion de fagos y MeMo de ratén
transgénico) y problemas de emparejamiento incorrecto de HC/HC y promover la formacion del
anticuerpo biespecifico deseado. Véase, por ejemplo, el documento W0O2013157953, incorporado en
la presente descripcion como referencia en su totalidad. En algunas modalidades, los problemas de
emparejamiento incorrecto pueden resolverse introduciendo varias sustituciones. En algunas
modalidades, el par de sustitucion incluye la sustitucion a del dominio CH3 T366K (+ L351K)
emparejada con las sustituciones b del dominio CH3 L351D/E o D en cualquiera de Y349, L368, 0 Y349,
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y + R355. En algunas modalidades, la porcién de union a PVRIG comprende una de las sustituciones

del par Biclonics y la porcién de unién a TIGIT comprende la otra sustitucion del par Biclonics.

En algunas modalidades, las variantes estéricas resumidas en la presente pueden incorporarse
opcional e independientemente con cualquier variante de pi u otras variantes tales como variantes de
Fc, variantes de FcRn, etc., en uno o ambos mondmeros, y pueden incluirse o excluirse opcional e
independientemente de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion.

2. Formatos de anticuerpos biespecificos ilustrativos

Como entenderan los expertos en la técnica y se analizardn con mas detalle a continuacion, los
anticuerpos heterodiméricos biespecificos anti-TIGIT/anti-PVRIG de la presente invenciéon pueden
presentarse en una variedad de configuraciones, como se proporciona en las Figuras 33 (formatos
asimétricos) y 34. (formatos simétricos) (véase, ademds, Brinkmann y Kontermann, The making of
bispecific antibodies, MAbs, 9(2): 182-212 (2017); incorporado como referencia en la presente
descripcion). En algunas modalidades, los formatos heterodiméricos de los anticuerpos biespecificos
anti-TIGIT/anti-PVRIG de la invencién pueden tener diferentes valencias asi como también ser
biespecificos. En algunas modalidades, los anticuerpos heterodiméricos biespecificos anti-TIGIT/anti-
PVRIG de la invencion pueden ser bivalentes y biespecificos, en donde una diana de punto de control
(por ejemplo, PVRIG o TIGIT) esté fijada por una porcién de uniéon o dominio de unién a antigeno (ABD)
y la otra diana del punto de control (por ejemplo, TIGIT o PVRIG) esta fijada por una segunda porcion
de unidon o dominio de unibn a antigeno (ABD). En algunas modalidades, los anticuerpos
heterodiméricos biespecificos anti-TIGIT/anti-PVRIG de la invencién también pueden ser trivalentes y
biespecificos, en donde la primera diana del punto de control (por ejemplo, PVRIG o TIGIT) esta fijada
por dos porciones de unidon o dominios de unién a antigeno (ABD) y la segunda diana de punto de
control (por ejemplo, PVRIG o TIGIT) por una segunda porcion de unién o dominio de unién a antigeno
(ABD).

En algunas modalidades, el formato es cualquiera de los proporcionados, por ejemplo, en las Figuras
33y 34, asi como también en los documentos W02015/149077A1 y W0O2017/218707, incorporados en
la presente descripcion como referencia en su totalidad. Estos formatos pueden combinarse ademas
con cualquiera de las variantes anteriores.

B. Porcién de unién a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT

La union especifica para PVRIG o un epitopo de PVRIG puede exhibirla, por ejemplo, un anticuerpo
gue tiene una KD de al menos alrededor de 10 M, al menos alrededor de 10-° M, al menos alrededor
de 10 M, al menos alrededor de 107 M, al menos alrededor de 10 M, al menos alrededor de 10° M,
alternativamente al menos alrededor de 101° M, al menos alrededor de 10'* M, al menos alrededor de
102 M, o mas, donde KD se refiere a una velocidad de disociaciéon de una interacciéon antigeno-
anticuerpo particular. Tipicamente, un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno tendri una
KD que es 20, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10 000 o mas veces mayor para una molécula control en
relacion con el antigeno o epitopo PVRIG.

Generalmente, para la unién éptima a PVRIG expresada en la superficie de los linfocitos T y células
NK, los anticuerpos tienen preferentemente una KD inferior a 50 nM y, con mayor preferencia, inferior
a 1 nM, en donde menos de 0.1 nM y menos de 1 pM y 0.1 pM encuentran uso en los métodos de la

invencion.
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Ademas, la unién especifica para un antigeno particular o un epitopo puede exhibirla, por ejemplo, un

anticuerpo que tiene una KA o Ka para un antigeno o epitopo PVRIG de al menos 20, 50, 100, 500,
1000, 5000, 10 000 o mas veces mayor para el epitopo en relacién con un control, donde KA o Ka se
refieren a una velocidad de asociacion de una interaccién antigeno-anticuerpo particular.

En algunas modalidades, los anticuerpos anti-PVRIG y/o anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-
TIGIT de la invencién se unen a un PVRIG humano con una Ko de 100 nM o menos, 50 nM o0 menos,
10 nM o0 menos, 0 1 nM o menos (es decir, mayor afinidad de unién), o 1 pM o menos, en donde Kp se
determina mediante métodos conocidos, por ejemplo, resonancia de plasmoén superficial (SPR, por
ejemplo, ensayos Biacore), ELISA, KINEXA, y, mas tipicamente, SPR a 25 °C o 37 °C.

En algunas modalidades, la afinidad de unién por los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG y/o anti-
PVRIG/anti-TIGIT puede correlacionarse con la actividad. Los anticuerpos que exhiben la sefial maxima
més alta en los linfocitos T pueden correlacionarse con afinidades en el rango picomolar. En algunas
modalidades, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT pueden ser dutiles para la
inmunoterapia basada en linfocitos T, que se basa en parte en su afinidad. Se hace referencia a las
secuencias de anticuerpos del documento W02016/134333, incorporadas en la presente como
referencia y en particular para los dominios de union a antigeno anti-PVRIG descritos en las Figuras 38
(que muestran secuencias que se unen a PVRIG y bloquean la interaccion de PVRIG y PVRL2; incluida
en la presente como Figura 4), la Figura 39 (que muestra secuencias que se unen a PVRIG y no
bloguean la interaccion de PVRIG y PVRL2, incluida en la presente como Figura 5), la Figura 40 (que
muestra las CDR vy los datos de estos anticuerpos, incluida en la presente como Figura 6) y la Figura
41 (que muestra las CDR de hibridomas que se unen y bloquean, incluida en la presente como Figura
7), asi como también la Figura 35 que proporciona porciones de unién a PVRIG adicionales para su
uso en los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT. Es decir, las Figuras y Leyendas, asi como
las secuencias particulares y las SEQ ID NO: de todos los anticuerpos CPA.7 y CHA.7 (que incluye las
CDR, VH y VL y secuencias de longitud completa) del documento W02016/134333 se incorporan
expresamente en la presente.

Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG y/o anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion tienen afinidades
de unién (segun la medicién mediante el uso de las técnicas descritas en la presente) en el intervalo
picomolar, por ejemplo, de 0.1 a 9 pM, en donde se prefiere de alrededor de 0.2 a alrededor de 2,y en
donde de alrededor de 0.2 a alrededor de 0.5 es de uso particular.

Los anticuerpos PVRIG que pueden usarse para proporcionar la porciéon de unién a PVRIG de los
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencién se etiguetan como sigue. Estos
anticuerpos contra PVRIG descritos en la presente estan etiquetados de la siguiente manera. Los
anticuerpos contra PVRIG tienen nimeros de referencia, por ejemplo, "CPA.7.013". Esto representa la
combinacion de las cadenas pesadas variables y ligeras variables, como se muestra en la Figura 4A-
4AA y Figures 5A-5H, por ejemplo. "CPA.7.013.VH" se refiere a la porcién pesada variable de
CPA.7.013, mientras que "CPA.7.013.VL" es la cadena ligera variable. “CPA.7.013.vhCDR1”,
“CPA.7.013.vhCDR2”, “CPA.7.013.vhCDR3", “CPA.7.013.vICDR1”, “CPA.7.013.vICDR2”, vy
“CPA.7.013.vICDR3", se refieren a las CDR que se indican. "CPA.7.013.HC" se refiere a toda la cadena
pesada (por ejemplo, dominio variable y constante) de esta molécula, y "CPA.7.013.LC" se refiere a

toda la cadena ligera (por ejemplo, dominio variable y constante) de la misma molécula. “CPA.7.013.H1”
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se refiere a un anticuerpo de longitud completa que comprende los dominios pesados y ligeros

variables, que incluyen el dominio constante de IgG1 Humana (por lo tanto, las secuencias H1; IgG1,
1gG2, IgG3 e 1gG4 se muestran en las Figuras 9 y 21). En consecuencia, "CPA.7.013.H2" seria los
dominios variables CPA.7.013 ligados a una IgG2 Humana. "CPA.7.013.H3" seria los dominios
variables CPA.7.013 ligados a una IgG3 Humana, y "CPA.7.013.H4" seria los dominios variables
CPA.7.013 ligados a una IgG4 Humana. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la
invencién pueden comprender cualquiera de las secuencias de anticuerpos PVRIG y/o secuencias del
dominio de union a antigeno PVRIG como la porcion de unién a PVRIG de los anticuerpos biespecificos
anti-PVRIG/anti-TIGIT.

Los anticuerpos PVRIG que pueden usarse para proporcionar la porcion de unién a PVRIG de los
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion se etiguetan como sigue. Los
anticuerpos tienen nimeros de referencia, por ejemplo, "CHA.7.518.1". Esto representa la combinacion
de las cadenas pesadas variables y ligeras variables, como se muestra en la Figura 7, por ejemplo, con
el entendimiento de que estos anticuerpos incluyen dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. "CPA.
7.518.1.VH" se refiere a la porcion pesada variable de CPA. 7.518.1, mientras que "CPA.7.518.1.VL"
es la cadena ligera variable. "CPA. 7.518.1.vhCDR1”, “CPA.7.518.1.vhCDR2”, “CPA. 7.518.1.vhCDR3”,
“CPA. 7.518.1.vICDR1”, “CPA. 7.518.1.vICDR2”, y “CPA. 7.518.1.vICDR3", se refieren a las CDR que
se indican. "CPA. 7.518.1.HC" se refiere a toda la cadena pesada (por ejemplo, dominio variable y
constante) de esta molécula, y "CPA. 7.518.1.LC" se refiere a toda la cadena ligera (por ejemplo,
dominio variable y constante) de la misma molécula. En general, la cadena ligera kappa humana se
usa para el dominio constante de cada anticuerpo de fago (o hibridoma humanizado) en la presente,
aunque en algunas modalidades se usa el dominio constante ligero lambda. "CPA. 7.518.1.H1” se
refiere a un anticuerpo de longitud completa que comprende los dominios pesados y ligeros variables,
que incluyen el dominio constante de IgG1 Humana (por lo tanto, las secuencias H1; IgG1, IgG2, IgG3
e IgG4 se muestran en la Figura 21). En consecuencia, "CPA. 7.518.1.H2” seria los dominios variables
CPA. 7.518.1. ligados a una IgG2 Humana. "CPA. 7.518.1.H3 ” seria los dominios variables CPA.
7.518.1. ligados a una IgG3 Humanay "CPA. 7.518.1.H4 ” los dominios variables CPA. 7.518.1. ligados
a una IgG4 Humana. Tenga en cuenta que, en algunos casos, las IgG humanas pueden tener
mutaciones adicionales, las cuales se describen a continuacién, y esto puede anotarse. Por ejemplo,
en muchas modalidades, puede haber una mutacién S241P en la IgG4 humana, y esto puede anotarse
como "CPA. 7.518.1.H4(S241P)" por ejemplo. Se muestra en la Figura 21 la secuencia de IgG4 humana
con esta variante de bisagra S241P. Otras variantes potenciales son IgG1(N297A), (u otras variantes
que eliminan la glicosilacion en este sitio y, por lo tanto, muchas de las funciones efectoras asociadas
a la unién a FcyRIlla) e IgG1(D265A), que reduce la unidn a los receptores FcyR. Los anticuerpos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden comprender cualquiera de las secuencias
de anticuerpos PVRIG como la porcion de union a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden
comprender cualquiera de las secuencias del dominio de unién a antigeno PVRIG como la porcién de

union a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT.
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La invencién proporciona ademas dominios pesados y ligeros variables, asi como también cadenas

pesadas y ligeras de longitud completa, cualquiera de las cuales puede emplearse como parte de la
porcién de unién a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT.

En algunas modalidades, la invencidn proporciona scFv que se unen a PVRIG que comprenden un
dominio pesado variable y un dominio ligero variable ligados por un enlazador de scFv como se
describi6é anteriormente. Los dominios VL y VH pueden estar en cualquiera de las dos orientaciones,
por ejemplo, desde el terminal N al C “VH-enlazador-VL” o “VL-enlazador-VH”. Estos son hombrados
en virtud de sus partes componentes; por ejemplo, "scFv-CHA.7.518.1VH-enlazador-VL" 0 "scFv-CPA.
7.518.1.VL-enlazador-VH". Por lo tanto, "scFv-CPA. 7.518.1" puede estar en cualquiera de las dos
orientaciones. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden comprender
un scFv que se une a PVRIG como la porcion de union a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT.

La invencion proporciona dominios de unién al antigeno, que incluyen anticuerpos de longitud completa,
gue contienen una serie de conjuntos enumerados especificos de 6 CDR. Los anticuerpos biespecificos
anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencién pueden comprender cualquiera de los conjuntos de 6 CDR de
las secuencias de anticuerpos PVRIG proporcionadas en la presente en la porcion de uniéon a PVRIG
de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT.

La invencion proporciona ademas dominios pesados Y ligeros variables, asi como cadenas pesadas y
ligeras de longitud completa.

En muchas modalidades, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invenciéon son
humanos (derivados de fagos) y bloquean la unién de PVRIG y PVLR2. Los anticuerpos biespecificos
anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden comprender un anticuerpo contra PVRIG y/o una
secuencia de dominio de unién a antigeno capaz de unirse a la interaccién receptor-ligando y bloguearla
como la porcién de uniébn a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT. Los
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencién pueden comprender las CDR de una
secuencia de anticuerpo PVRIG capaz de unirse a la interaccion receptor-ligando y bloguearla como la
porciéon de union a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT. Los anticuerpos
CPA, asi como también las secuencias de CDR, que se unen a la interaccion receptor-ligando y la
bloguean, son los que figuran a continuacion, en donde también se describen sus componentes, cuyas
secuencias se muestran en la Figura 4:

CPA.7.001, CPA.7.001.VH, CPA.7.001.VL, CPA.7.001.HC, CPA.7.001.LC and CPA.7.001.H1,
CPA.7.001.H2, CPA.7.001.H3, CPA.7.001.H4; CPA.7.001.vhCDR1, CPA.7.001.vhCDRZ2,
CPA.7.001.vhCDR3, CPA.7.001.vICDR1, CPA.7.001.vICDR2, y CPA.7.001.vICDRS;

CPA.7.003, CPA.7.003.VH, CPA.7.003.VL, CPA.7.003.HC, CPA.7.003.LC, CPA.7.003.H1,
CPA.7.003.H2, CPA.7.003.H3, CPA.7.003.H4; CPA.7.003.vhCDR1, CPA.7.003.vhCDRZ2,
CPA.7.003.vhCDR3, CPA.7.003.vICDR1, CPA.7.003.vICDR2, y CPA.7.003.vICDRS;

CPA.7.004, CPA.7.004.VH, CPA.7.004.VL, CPA.7.004.HC, CPA.7.004.LC, CPA.7.004.H1,
CPA.7.004.H2, CPA.7.004.H3 CPA.7.004.H4; CPA.7.004.vhCDR1, CPA.7.004.vhCDRZ2,
CPA.7.004.vhCDR3, CPA.7.004.vICDR1, CPA.7.004.vICDR2, y CPA.7.004.vICDRS3;
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CPA.7.006, CPA.7.006.vH, CPA.7.006.VL, CPA.7.006.HC, CPA.7.006.LC, CPA.7.006.H1,

CPA.7.006.H2, CPA.7.006.H3 CPA.7.006.H4; CPA.7.006.vhCDR1, CPA.7.006.vhCDR2,
CPA.7.006.vhCDR3, CPA.7.006.vICDR1, CPA.7.006.vICDR2, y CPA.7.006.vICDRS3;
CPA.7.008, CPA.7.008.vH, CPA.7.008.VL, CPA.7.008.HC, CPA.7.008.LC, CPA.7.008.H1,
CPA.7.008.H2, CPA.7.008.H3 CPA.7.008.H4; CPA.7.008.vhCDR1, CPA.7.008.vhCDR2,
CPA.7.008.vhCDR3, CPA.7.008.vICDR1, CPA.7.008.vICDR2, y CPA.7.008.vICDRS;
CPA.7.009, CPA.7.009.VH, CPA.7.009.VL, CPA.7.009.HC, CPA.7.009.LC, CPA.7.009.H1,
CPA.7.009.H2, CPA.7.009.H3 CPA.7.009.H4; CPA.7.009.vhCDR1, CPA.7.009.vhCDR2,
CPA.7.009.vhCDR3, CPA.7.009.vICDR1, CPA.7.009.vICDR2, y CPA.7.009.vICDRS;
CPA.7.010, CPA.7.010.vH, CPA.7.010.VL, CPA.7.010.HC, CPA.7.010.LC, CPA.7.010.H1,
CPA.7.010.H2, CPA.7.010.H3 CPA.7.010.H4; CPA.7.010.vhCDR1, CPA.7.010.vhCDRZ2,
CPA.7.010.vhCDR3, CPA.7.010.vICDR1, CPA.7.010.vICDR2, y CPA.7.010.vICDRS3;
CPA.7.011, CPA.7.011.VvH, CPA.7.011.VL, CPA.7.011.HC, CPA.7.011.LC, CPA.7.011.H1,
CPA.7.011.H2, CPA.7.011.H3 CPA.7.011.H4; CPA.7.011.vhCDR1, CPA.7.011.vhCDR2,
CPA.7.011.vhCDRS3, CPA.7.011.vICDR1, CPA.7.011.vICDR2, y CPA.7.011.vICDRS;
CPA.7.012, CPA.7.012.VH, CPA.7.012.VL, CPA.7.012.HC, CPA.7.012.LC, CPA.7.012.H1,
CPA.7.012.H2, CPA.7.012.H3 CPA.7.012.H4; CPA.7.012.vhCDR1, CPA.7.012.vhCDRZ2,
CPA.7.012.vhCDR3, CPA.7.012.vICDR1, CPA.7.012.vICDR2, y CPA.7.012.vICDRS;
CPA.7.013, CPA.7.013.vH, CPA.7.013.VL, CPA.7.013.HC, CPA.7.013.LC, CPA.7.013.H1,
CPA.7.013.H2, CPA.7.013.H3 CPA.7.013.H4; CPA.7.013.vhCDR1, CPA.7.013.vhCDRZ2,
CPA.7.013.vhCDR3, CPA.7.013.vICDR1, CPA.7.013.vICDR2, y CPA.7.013.vICDRS3;
CPA.7.014, CPA.7.014VH, CPA.7.014VL, CPA.7.014HC, CPA.7.014.LC, CPA.7.014.H1,
CPA.7.014.H2, CPA.7.014.H3 CPA.7.014.H4; CPA.7.014.vhCDR1, CPA.7.014.vhCDR2,
CPA.7.014.vhCDR3, CPA.7.014.vICDR1, CPA.7.014.vICDR2, y CPA.7.014.vVICDRS;
CPA.7.015, CPA.7.015.vH, CPA.7.015.VL, CPA.7.015.HC, CPA.7.015.LC, CPA.7.015.H1,
CPA.7.015.H2, CPA.7.015.H3 CPA.7.015.H4; CPA.7.015.vhCDR1, CPA.7.015.vhCDR2,
CPA.7.015.vhCDR3, CPA.7.015.vICDR1, CPA.7.015.vICDR2, y CPA.7.015.vICDRS3;
CPA.7.017, CPA.7.017.VH, CPA.7.017.VL, CPA.7.017.HC, CPA.7.017.LC, CPA.7.017H1,
CPA.7.017.H2, CPA.7.017.H3 CPA.7.017.H4; CPA.7.017.vhCDR1, CPA.7.000171.vhCDR?2,
CPA.7.017.vhCDR3, CPA.7.017.vICDR1, CPA.7.017.vICDR2, y CPA.7.017.vICDRS;
CPA.7.018, CPA.7.018.VH, CPA.7.018.VL, CPA.7.018.HC, CPA.7.018.LC, CPA.7.018.H1,
CPA.7.018.H2, CPA.7.018.H3 CPA.7.018.H4; CPA.7.017.vhCDR1, CPA.7.017.vhCDR2,
CPA.7.017.vhCDR3, CPA.7.017.vICDR1, CPA.7.017.vICDR2, y CPA.7.017.vVICDRS;
CPA.7.019, CPA.7.019.vH, CPA.7.019.VL, CPA.7.019.HC, CPA.7.019.LC, CPA.7.019.H1,
CPA.7.019.H2, CPA.7.019.H3 CPA.7.019.H4; CPA.7.019.vhCDR1, CPA.7.019.vhCDR2,
CPA.7.019.vhCDR3, CPA.7.019.vICDR1, CPA.7.019.vICDR2, y CPA.7.019.vICDRS3;
CPA.7.021, CPA.7.021.VvH, CPA.7.021.VL, CPA.7.021.HC, CPA.7.021.LC, CPA.7.021.H1,
CPA.7.021.H2, CPA.7.021.H3 CPA.7.021.H4; CPA.7.021.vhCDR1, CPA.7.021.vhCDR2,
CPA.7.021.vhCDR3, CPA.7.021.vICDR1, CPA.7.021.vICDR2, y CPA.7.021.vICDRS;
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CPA.7.022, CPA.7.022.VvH, CPA.7.022.VL, CPA.7.022.HC, CPA.7.022.LC, CPA.7.022.H1,

CPA.7.022.H2, CPA.7.022.H3 CPA.7.022.H4; @ CPA.7.022.vhCDR1, CPA.7.022.vhCDRZ2,
CPA.7.002201.vhCDR3, CPA.7.022.vICDR1, CPA.7.022.vICDR2, y CPA.7.022.vICDRS;

CPA.7.023, CPA.7.023.VH, CPA.7.023.VL, CPA.7.023.HC, CPA.7.023.LC, CPA.7.023.H1,
CPA.7.023.H2, CPA.7.023.H3  CPA.7.023.H4; CPA.7.023.vhCDR1, CPA.7.023.vhCDRZ2,
CPA.7.023.vhCDR3, CPA.7.023.vICDR1, CPA.7.023.vICDR2, y CPA.7.023.vICDRS;

CPA.7.024, CPA.7.024.VH, CPA.7.024.VL, CPA.7.024.HC, CPA.7.024.LC, CPA.7.024.H1,
CPA.7.024.H2, CPA.7.024.H3  CPA.7.024.H4; CPA.7.024.vhCDR1, CPA.7.024.vhCDR2,
CPA.7.024.vhCDR3, CPA.7.024.vICDR1, CPA.7.024.vICDR2, y CPA.7.024.vICDRS;

CPA.7.033, CPA.7.033.VH, CPA.7.033.VL, CPA.7.033.HC, CPA.7.033.LC, CPA.7.033.H1,
CPA.7.033.H2, CPA.7.033.H3 CPA.7.033.H4; @ CPA.7.033.vhCDR1, CPA.7.033.vhCDRZ2,
CPA.7.033.vhCDR3, CPA.7.033.vICDR1, CPA.7.033.vICDR2, y CPA.7.033.vICDRS;

CPA.7.034, CPA.7.034.VH, CPA.7.034.VL, CPA.7.034.HC, CPA.7.034.LC, CPA.7.034.H1,
CPA.7.034.H2, CPA.7.034.H3 CPA.7.034.H4; CPA.7.034.vhCDR1, CPA.7.034.vhCDRZ2,
CPA.7.034.vhCDR3, CPA.7.034.vICDR1, CPA.7.034.vICDR2, y CPA.7.034.vICDR3;

CPA.7.036, CPA.7.036.VH, CPA.7.036.VL, CPA.7.036.HC, CPA.7.036.LC, CPA.7.036.H1,
CPA.7.036.H2, CPA.7.036.H3 CPA.7.036.H4; @ CPA.7.036.vhCDR1, CPA.7.036.vhCDRZ2,
CPA.7.036.vhCDR3, CPA.7.036.vICDR1, CPA.7.036.vICDR2, y CPA.7.036.vICDRS3;

CPA.7.040, CPA.7.040.VH, CPA.7.040.VL, CPA.7.040.HC, CPA.7.040.LC, CPA.7.040.H1,
CPA.7.040.H2, CPA.7.040.H3 y CPA.7.040.H4; CPA.7.040.vhCDR1, CPA.7.040.vhCDR2,
CPA.7.040.vhCDR3, CPA.7.040.vICDR1, CPA.7.040.vICDR2, y CPA.7.040.vICDRS;

CPA.7.046, CPA.7.046.VH, CPA.7.046.VL, CPA.7.046.HC, CPA.7.046.LC, CPA.7.046.H1,
CPA.7.046.H2, CPA.7.046.H3 CPA.7.046.H4; CPA.7.046.vhCDR1, CPA.7.046.vhCDRZ2,
CPA.7.046.vhCDR3, CPA.7.046.vICDR1, CPA.7.046.vICDR2, y CPA.7.046.vICDRS;

CPA.7.047, CPA.7.047.VH, CPA.7.047.VL, CPA.7.047.HC, CPA.7.047.LC, CPA.7.047.H1,
CPA.7.047.H2, CPA.7.047.H3 CPA.7.047.H4; CPA.7.047.vhCDR1, CPA.7.047.vhCDR2,
CPA.7.047.vhCDR3, CPA.7.047.vICDR1, CPA.7.004701.vICDR2, y CPA.7.047.vICDRS;

CPA.7.049, CPA.7.049.VH, CPA.7.049.VL, CPA.7.049.HC, CPA.7.049.L.C, CPA.7.049.H1,
CPA.7.049.H2, CPA.7.049.H3 CPA.7.049.H4; CPA.7.049.vhCDR1, CPA.7.049.vhCDR?2,
CPA.7.049.vhCDR3, CPA.7.049.vICDR1, CPA.7.049.vICDR2, y CPA.7.049.vICDR3; y

CPA.7.050, CPA.7.050.VH, CPA.7.050.VL, CPA.7.050.HC, CPA.7.050.LC, CPA.7.050.H1,
CPA.7.050.H2, CPA.7.050.H3 CPA.7.050.H4, CPA.7.050.vhCDR1, CPA.7.050.vhCDRZ2,
CPA.7.050.vhCDR3, CPA.7.050.vICDR1, CPA.7.050.vICDR2, y CPA.7.050.vICDR3.

Ademas, hay una serie de anticuerpos CPA generados en la presente que se unieron a PVRIG pero
que no bloquearon la interaccion de PVRIG y PVLR2. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-
TIGIT de la invencién pueden comprender un anticuerpo PVRIG y/o una secuencia de dominio de union
a antigeno capaz de unirse a la interaccion receptor-ligando pero no bloquearla como la porcién de
union a PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT. Los anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT de la invencién pueden comprender las CDR de una secuencia de anticuerpo PVRIG
capaz de unirse a la interaccién receptor-ligando pero no bloguearla como la porcién de union a PVRIG

del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT. Los anticuerpos CPA, asi como también las
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secuencias de CDR, que se unen a la interaccion receptor-ligando, pero sin bloquearla, son los que

figuran a continuacién, en donde ademas se describen sus componentes, cuyas secuencias se
muestran en la Figura 4:

CPA.7.028, CPA.7.028.VH, CPA.7.028.VL, CPA.7.028.HC, CPA.7.028.LC, CPA.7.028.H1,
CPA.7.028.H2, CPA.7.028.H3 y CPA.7.028.H4; CPA.7.028.vhCDR1, CPA.7.028.vhCDRZ2,
CPA.7.028.vhCDR3, CPA.7.028.vICDR1, CPA.7.028.vICDR2, y CPA.7.028.vICDRS3.

CPA.7.030, CPA.7.030.VH, CPA.7.030.VL, CPA.7.030.HC, CPA.7.030.LC, CPA.7.030.H1,
CPA.7.030.H2, CPA.7.030.H3 y CPA.7.030.H4; CPA.7.030.vhCDR1, CPA.7.030.vhCDRZ2,
CPA.7.030.vhCDR3, CPA.7.030.vICDR1, CPA.7.030.vICDR2, y CPA.7.030.vICDRS3.

CPA.7.041, CPA.7.041.VH, CPA.7.041.VL, CPA.7.041.HC, CPA.7.041.LC, CPA.7.041.H1,
CPA.7.041.H2, CPA.7.041.H3 y CPA.7.041.H4; CPA.7.041.vhCDR1, CPA.7.041.vhCDR2,
CPA.7.041.vhCDR3, CPA.7.041.vICDR1, CPA.7.041.vICDR2, y CPA.7.041.vICDRS3.

CPA.7.016, CPA.7.016.VH, CPA.7.016.VL, CPA.7.016.HC, CPA.7.016.LC, CPA.7.016.H1,
CPA.7.016.H2, CPA.7.016.H3 y CPA.7.016.H4; CPA.7.016.vhCDR1, CPA.7.016.vhCDR?2,
CPA.7.016.vhCDR3, CPA.7.016.vICDR1, CPA.7.016.vICDR2, y CPA.7.016.vICDRS3.

CPA.7.020, CPA.7.020.VH, CPA.7.020.VL, CPA.7.020.HC, CPA.7.020.LC, CPA.7.020.H1,
CPA.7.020.H2, CPA.7.020.H3 y CPA.7.020.H4; CPA.7.020.vhCDR1, CPA.7.020.vhCDRZ2,
CPA.7.020.vhCDR3, CPA.7.020.vICDR1, CPA.7.020.vICDR2, y CPA.7.020.vICDR3.

CPA.7.038, CPA.7.038.VH, CPA.7.038.VL, CPA.7.038.HC, CPA.7.038.LC, CPA.7.038.H1,
CPA.7.038.H2, CPA.7.038.H3 y CPA.7.038.H4; CPA.7.038.vhCDR1, CPA.7.038.vhCDR?2,
CPA.7.038.vhCDR3, CPA.7.038.vICDR1, CPA.7.038.vICDR2, y CPA.7.038.vICDRS3.

CPA.7.044, CPA.7.044VH, CPA.7.044VL, CPA.7.044HC, CPA.7.044.LC, CPA.7.044.H1,
CPA.7.044H2, CPA.7.044H3 y CPA.7.044.H4; CPA.7.044vhCDR1, CPA.7.044.vhCDR2,
CPA.7.044.vhCDR3, CPA.7.044.vICDR1, CPA.7.044.vICDR2, y CPA.7.044.vICDRS3.

CPA.7.045, CPA.7.045.VH, CPA.7.045.VL, CPA.7.045.HC, CPA.7.045.LC, CPA.7.045.H1,
CPA.7.045.H2, CPA.7.045H3 y CPA.7.045.H4; CPA.7.045.vhCDR1, CPA.7.045.vhCDR2,
CPA.7.045.vhCDR3, CPA.7.045.vICDR1, CPA.7.045.vICDR2, y CPA.7.045.vICDRS3.

Como se analiza en la presente, la invencién proporciona ademas variantes de los componentes
anteriores, que incluye variantes en las CDR, como se describi6 anteriormente. Ademas, las cadenas
pesadas variables pueden ser 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % idénticas a las secuencias de "VH" en
la presente, y/o contenerde 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10 cambios de aminoacidos, o mas, cuando se usan
variantes de Fc. Se proporcionan cadenas ligeras variables que pueden ser 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o
99 % idénticas a las secuencias de "VL" en la presente, y/o contener de 1, 2,3 4, 5,6, 7,8, 9, 10
cambios de aminoé&cidos, 0 mas, cuando se usan variantes de Fc. De manera similar, se proporcionan
cadenas pesadas y ligeras que son 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o0 99 % idénticas a las secuencias de "HC"
y "LC" en la presente, y/o contienen de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 cambios de aminoacidos, 0 mas,
cuando se usan variantes de Fc. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencién
pueden comprender cualquiera de estos anticuerpos PVRIG y/o secuencias de dominio de union a
antigeno como la porcién de unién a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT.
Ademas, la presente invencion proporciona una serie de anticuerpos CHA, que son anticuerpos murinos

generados a partir de hibridomas. Como se conoce bien en la técnica, las seis CDR son Utiles cuando
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se colocan en regiones pesadas variables y ligeras variables de marco humanas o cuando se

humanizan los dominios pesados y ligeros variables.

Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG y/o anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencién pueden

comprender cualquiera de los siguientes conjuntos CHA de CDR de secuencias de anticuerpos PVRIG

como parte de la porcién de unién a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de

la invencion. En consecuencia, la presente invencidon proporciona anticuerpos biespecificos anti-

PVRIG/anti-TIGIT, que comprenden los siguientes conjuntos CHA de CDR como parte de la porcién de

union a PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT, cuyas secuencias se muestran en la

Figura 7:

CHA.7.502.vhCDR1, CHA.7.502.vhCDR2,
CHA.7.502.vICDR2, y CHA.7.502.vICDR3.
CHA.7.503.vhCDR1, CHA.7.503.vhCDR2,
CHA.7.503.vICDR2, y CHA.7.503.vICDR3.
CHA.7.506.vhCDR1, CHA.7.506.vhCDR2,
CHA.7.506.vICDR2, y CHA.7.506.vICDR3.
CHA.7.508.vhCDR1, CHA.7.508.vhCDR2,
CHA.7.508.vICDR2, y CHA.7.508.vICDR3.
CHA.7.510.vhCDR1, CHA.7.510.vhCDR2,
CHA.7.510.vICDR2, y CHA.7.510.vICDR3.
CHA.7.512.vhCDR1, CHA.7.512.vhCDR2,
CHA.7.512.vICDR2, y CHA.7.512.vICDR3.
CHA.7.514.vhCDR1, CHA.7.514.vhCDR?2,
CHA.7.514.vICDR2, y CHA.7.514.vICDR3.
CHA.7.516.vhCDR1, CHA.7.516.vhCDR2,
CHA.7.516.vICDR2, y CHA.7.516.vICDR3.
CHA.7.518.vhCDR1, CHA.7.518.vhCDR2,
CHA.7.518.vICDR2, y CHA.7.518.vICDR3.
CHA.7.520 1.vhCDR1, CHA.7.520 1.vhCDR2,
CHA.7.520 1.vICDR2, y CHA.7.520_1.vICDRS.
CHA.7.520_ 2.vhCDR1, CHA.7.520_2.vhCDRZ2,
CHA.7.520_2.vICDR2, y CHA.7.520_2.vICDR3.
CHA.7.522.vhCDR1, CHA.7.522.vhCDR2,
CHA.7.522.vICDR2, y CHA.7.522.vICDR3.
CHA.7.524 vhCDR1, CHA.7.524 vhCDR2,
CHA.7.524 vICDR2, y CHA.7.524.vICDR3.
CHA.7.526.vhCDR1, CHA.7.526.vhCDR2,
CHA.7.526.vICDR2, y CHA.7.526.vICDR3.
CHA.7.527.vhCDR1, CHA.7.527.vhCDR2,
CHA.7.527.vICDR2, y CHA.7.527.vICDR3.
CHA.7.528.vhCDR1, CHA.7.528.vhCDR?2,
CHA.7.528.vICDR2, y CHA.7.528.vICDR3.

CHA.7.502.vhCDR3,

CHA.7.503.vhCDR3,

CHA.7.506.vhCDR3,

CHA.7.508.vhCDR3,

CHA.7.510.vhCDR3,

CHA.7.512.vhCDR3,

CHA.7.514.vhCDR3,

CHA.7.516.vhCDR3,

CHA.7.518.vhCDR3,

CHA.7.520_1.vhCDRS3,

CHA.7.520_2.vhCDR3,

CHA.7.522.vhCDR3,

CHA.7.524.vhCDR3,

CHA.7.526.vhCDR3,

CHA.7.527.vhCDR3,

CHA.7.528.vhCDR3,

CHA.7.502.vICDR1,

CHA.7.503.vICDR1,

CHA.7.506.vICDR1,

CHA.7.508.vICDR1,

CHA.7.510.vICDR1,

CHA.7.512.vICDR1,

CHA.7.514.vICDR1,

CHA.7.516.vICDR1,

CHA.7.518.vICDR1,

CHA.7.520_1.vICDR1,

CHA.7.520_2.vICDR1,

CHA.7.522.vICDR1,

CHA.7.524.vICDR1,

CHA.7.526.vICDR1,

CHA.7.527.vICDR1,

CHA.7.528.vICDR1,
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CHA.7.530.vhCDR1, CHA.7.530.vhCDR2, CHA.7.530.vhCDR3, CHA.7.530.vICDR1,
CHA.7.530.vICDR2, y CHA.7.530.vICDR3.
CHA.7.534.vhCDR1, CHA.7.534.vhCDR2, CHA.7.534.vhCDR3, CHA.7.534.vICDR1,
CHA.7.534.vICDR2, y CHA.7.534.vICDR3.
CHA.7.535.vhCDR1, CHA.7.535.vhCDR2, CHA.7.535.vhCDR3, CHA.7.535.vICDR1,
CHA.7.535.vICDR2, y CHA.7.535.vICDR3.
CHA.7.537.vhCDR1, CHA.7.537.vhCDR2, CHA.7.537.vhCDR3, CHA.7.537.vICDR1,

CHA.7.537.vVICDR2, y CHA.7.537.vICDRS.

CHA.7.538_1.vhCDR1, CHA.7.538_1.vhCDR2, CHA.7.538_1.vhCDR3, CHA.7.538_1.vICDR1,
CHA.7.538_1.vICDR2, y CHA.7.538_1.vICDR3.

CHA.7.538_2.vhCDR1, CHA.7.538_2.vhCDR2, CHA.7.538_2.vhCDR3, CHA.7.538_2.vICDR1,
CHA.7.538_2.vICDR2, y CHA.7.538_2.vICDR3.

CHA.7.543.vhCDR1, CHA.7.543.vhCDR2, CHA.7.543.vhCDR3, CHA.7.543.vICDR1,
CHA.7.543.vICDR2, y CHA.7.543.vICDR3.
CHA.7.544 vhCDR1, CHA.7.544.vhCDR2, CHA.7.544.vhCDR3, CHA.7.544 vICDR1,
CHA.7.544 vICDR2, y CHA.7.544 .vICDR3.
CHA.7.545.vhCDR1, CHA.7.545.vhCDR2, CHA.7.545.vhCDR3, CHA.7.545.vICDR1,
CHA.7.545.vICDR2, y CHA.7.545.vICDR3.
CHA.7.546.vhCDR1, CHA.7.546.vhCDR2, CHA.7.546.vhCDR3, CHA.7.546.vICDR1,
CHA.7.546.vICDR2, y CHA.7.546.vICDR3.
CHA.7.547.vhCDR1, CHA.7.547.vhCDR2, CHA.7.547.vhCDR3, CHA.7.547.vICDR1,
CHA.7.547.vICDR2, y CHA.7.547 .vICDR3.
CHA.7.548.vhCDR1, CHA.7.548.vhCDR2, CHA.7.548.vhCDR3, CHA.7.548.vICDR1,
CHA.7.548.vICDR2, y CHA.7.548.vICDR3.
CHA.7.549.vhCDR1, CHA.7.549.vhCDR?2, CHA.7.549.vhCDR3, CHA.7.549.vICDR1,
CHA.7.549.vICDR2, y CHA.7.549.vICDR3.
CHA.7.550.vhCDR1, CHA.7.550.vhCDR2, CHA.7.550.vhCDR3, CHA.7.550.vICDR1,

CHA.7.550.vICDR2, y CHA.7.550.vICDR3.

CHA.7.518.4.vhCDR1, CHA.7.518.4vhCDR2, CHA.7.518.4.vhCDR3, CHA.7.518.4.vICDR1,
CHA.7.518.4.vICDR2, y CHA.7.518.4.vICDR3.

Como se menciond anteriormente, estos conjuntos de CDR también pueden ser variantes de
aminoécidos como se describi6 anteriormente.

Ademas, las regiones marco de las cadenas pesadas variables y ligeras variables pueden humanizarse
como se conoce en la técnica (en donde se generan variantes ocasionales en las CDR segun sea
necesario) y, por lo tanto, pueden generarse variantes humanizadas de las cadenas VH y VL de las
Figuras 7A-7DD. Ademas, los dominios pesados y ligeros variables humanizados pueden entonces
fusionarse con regiones constantes humanas, tales como las regiones constantes de IgG1, 19G2, IgG3
e lgG4.

En particular, como se conoce en la técnica, las cadenas VH y VL murinas pueden humanizarse como
se conoce en la técnica, por ejemplo, mediante el uso del programa IgBLAST del sitio web del NCBI,

como se describe en Ye y otros Nucleic Acids Res. 41:W34-W40 (2013), incorporado en la presente
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como referencia en su totalidad para los métodos de humanizacién. IgBLAST toma una secuencia de

VH y/o VL murina y la compara con una coleccién de secuencias de linea germinal humana conocidas.
Como se muestra en la presente, para las secuencias humanizadas generadas en la presente, las
bases de datos usadas fueron los genes VH humanos de IMGT (F+ORF, 273 secuencias de linea
germinal) y los genes kappa VL humanos de IMGT (F+ORF, 74 secuencias de linea germinal). Se
eligieron cinco secuencias de CHA ilustrativas: CHA.7.518, CHA.7.530, CHA.7.538_1, CHA.7.538 2y
CHA.7.524 (véanse las Figuras 7A-7DD para las secuencias de VH y VL). Para esta modalidad de la
humanizacion, la linea germinal humana IGHV1-46 (alelol) se eligié para las 5 como la secuencia
aceptora y la regién de union de la cadena pesada humana IGHJ4 (alelol) (gen J). Para tres de cuatro
(CHA.7.518, CHA.7.530, CHA.7.538 1 y CHA.7.538_2), se eligi6 la linea germinal humana IGKV1-
39(alelo 1) como la secuencia aceptora y se eligio la cadena ligera humana IGKJ2(alelol) (gen J). El
gen J se eligié de secuencias de regiones de unidn humana compiladas en el sistema de informacion
ImMunoGeneTics internacional IMGT® como www.imgt.org. Las CDR se definieron de acuerdo con la

definicion de AbM (véase www.bioinfo.org.uk/abs/). Las Figura 11A-11l representan secuencias

humanizadas, asi como también algunos cambios potenciales para optimizar la unién a PVRIG. Los
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencién pueden comprender cualquiera de
estas secuencias de dominio de unién a antigeno o anticuerpo PVRIG humanizado como la porcién de
unién a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT. Los anticuerpos biespecificos
anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencibn pueden comprender secuencias de anticuerpos PVRIG
CHA.7.518 como la porcion de unién a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT.
Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden comprender secuencias
de anticuerpos PVRIG CHA.7.530 como la porcion de union a PVRIG de los anticuerpos biespecificos
anti-PVRIG/anti-TIGIT. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invenciéon pueden
comprender secuencias de anticuerpos PVRIG CHA.7.538 1 como la porcién de unién a PVRIG de los
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT
de la invencion pueden comprender secuencias de anticuerpos PVRIG CHA.7.538_2 como la porcion
de unibn a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT. Los anticuerpos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden comprender secuencias de anticuerpos
PVRIG CHA.7.518.4 como la porcion de union a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT

Los anticuerpos humanizados especificos de anticuerpos CHA incluyen los mostrados en las Figuras
11A-11l, Figuras 12A-12E y Figura 13. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la
invencion pueden comprender secuencias de anticuerpos PVRIG CHA como se muestra en las Figuras
11A-11l, las Figuras 12A-12E y la Figura 13 como la porcién de unién a PVRIG de los anticuerpos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT. Como apreciardn los expertos en la técnica, cada secuencia
pesada variable humanizada (pesada humanizada; HH) y ligera variable humanizada (ligera
humanizada, HL) puede combinarse con las regiones constantes de IgG1, 1I9G2, IgG3 e IgG4 humanas.
Es decir, CHA.7.518.HH1 es la primera cadena pesada variable humanizada, y CHA.7.518.HH1.1 es
la cadena pesada de longitud completa, que comprende la secuencia humanizada “HH1” con una region
constante de IgG1 (CHA.7.518.HH1.2 es CHA.7.518.HH1 con IgG2, etc.). En algunas modalidades, el
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anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende las secuencias PVRIG proporcionadas en

las Figuras 4, 5, 7, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 26, y/o 40 como porcién de unién a PVRIG.

En algunas modalidades, los anticuerpos anti-PVRIG de la presente invencién incluyen anticuerpos
anti-PVRIG en donde las secuencias de Vu y VL de diferentes anticuerpos anti-PVRIG pueden
"mezclarse y combinarse" para crear otros anticuerpos anti-PVRIG. La union a PVRIG de tales
anticuerpos "mezclados y combinados" puede evaluarse mediante los ensayos de unién descritos
anteriormente, por ejemplo, los ELISA. En algunas modalidades, cuando se mezclan y combinan
cadenas Vu y Vi, una secuencia de Vu de un emparejamiento Vu/VL particular se reemplaza con una
secuencia de Vu estructuralmente similar. Del mismo modo, en algunas modalidades, una secuencia
de VL de un emparejamiento Vu/VL particular se reemplaza con una secuencia de V. estructuralmente
similar. Por ejemplo, las secuencias de Vu y VL de anticuerpos homologos son particularmente
susceptibles de mezclarse y combinarse. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la
invencién pueden comprender secuencias Vu y VL de PVRIG a partir de diferentes anticuerpos anti-
PVRIG que se han "mezclado y combinado" como la porcién de unién a PVRIG del anticuerpo
biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT.

En consecuencia, los anticuerpos de la invencién comprenden secuencias de aminoacidos de CDR
seleccionadas del grupo que consiste en (a) secuencias como se enumeran en la presente; (b)
secuencias que difieren de las secuencias de aminoacidos de CDR especificadas en (a) por 1, 2, 3, 4,
5, 6,7, 8,9, 10 0 méas sustituciones de amino&cidos; (c) secuencias de aminoacidos que tienen 90 % o
més, 95 % o mas, 98 % o0 mas, 0 99 % o mas de identidad de secuencia con las secuencias
especificadas en (a) o (b); (d) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos codificada por
un polinucledtido que tiene una secuencia de acidos nucleicos que codifica los aminoacidos como se
enumeran en la presente. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden
comprender secuencias de CDR variantes de PVRIG como parte de la porcion de unién a PVRIG de
los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT.

Se incluyen adicionalmente en la definicion de anticuerpos de PVRIG los anticuerpos que comparten
identidad con los anticuerpos de PVRIG enumerados en la presente. Es decir, en ciertas modalidades,
un anticuerpo anti-PVRIG de acuerdo con la invencién comprende regiones variables de la cadena
pesada y ligera que comprenden secuencias de aminoacidos que son homologas a las secuencias de
aminodcidos anti-PVRIG aisladas de moléculas inmunitarias de anticuerpos anti-PVRIG preferidos,
respectivamente, en donde los anticuerpos conservan las propiedades funcionales deseadas de los
anticuerpos anti-PVRIG parentales. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcion
del numero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (por ejemplo, % de
homologia=num. de posiciones idénticas/ndmero total de posiciones X 100), en vistas del nimero de
espacios, Y la longitud de cada espacio, que deben introducirse para una alineacion 6ptima de las dos
secuencias. La comparacion de las secuencias y la determinacién del por ciento de identidad entre dos
secuencias pueden lograrse mediante el uso de un algoritmo matematico, como se describe en los
ejemplos no limitantes a continuacidon. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la
invencién pueden comprender regiones variables de la cadena pesada y ligera que comprenden
secuencias de aminoacidos que son homélogas a las secuencias de aminoacidos anti-PVRIG aisladas

como se describen en la presente.
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El por ciento de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse con el algoritmo

de E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4:11-17 (1988)) que se ha incorporado en el programa
ALIGN (version 2.0), mediante el uso de una tabla de residuos de peso PAM120, una penalidad por
longitud de espacio de 12 y una penalidad por espacio de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre
dos secuencias de aminoacidos puede determinarse mediante el uso del algoritmo de Needleman y
Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970)) que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete de
programa GCG (disponible comercialmente), mediante el uso de ya sea una matriz Blossum 62 o una
matriz PAM250 y un peso de espacio de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5,
0 6.

Adicionalmente o alternativamente, las secuencias de proteinas de la presente invencién pueden
usarse ademas como una "secuencia de consulta" para realizar una bldsqueda en bases de datos
publicos para, por ejemplo, identificar secuencias relacionadas. Tales busquedas pueden realizarse
con el programa XBLAST (version 2.0) de Altschul, y otros (1990) J Mol. Biol. 215:403-10. Las
busquedas de proteinas BLAST pueden realizarse con el programa XBLAST, puntuacién=50, longitud
de palabra=3 para obtener secuencias de aminoacidos homoélogas a las moléculas de anticuerpos de
acuerdo con al menos algunas modalidades de la invencion. Para obtener alineaciones espaciadas
para su comparacion, puede usarse Gapped BLAST como se describe en Altschul y otros, (1997)
Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402. Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST,
pueden usarse los parametros predeterminados de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y
NBLAST).

En general, el porcentaje de identidad para la comparacion entre anticuerpos contra PVRIG es de al
menos 75 %, al menos 80 %, al menos 90 %, y se prefiere al menos alrededor de 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 0 99 % de identidad. El porcentaje de identidad puede estar a lo largo de toda la secuencia de
aminoacidos, por ejemplo, toda la cadena pesada o ligera o0 a lo largo de una porcién de las cadenas.
Por ejemplo, se incluyen dentro de la definicién de los anticuerpos anti-PVRIG de la invencion aquellos
que comparten identidad a lo largo de toda la regién variable (por ejemplo, donde la identidad es 95 %
0 98 % idéntica a lo largo de las regiones variables), o a lo largo de toda la regién constante, o a lo
largo del dominio Fc. En particular, la invencién proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-
TIGIT que tienen porciones de union a PVRIG o dominios de union al antigeno con al menos 75 %, al
menos 80 %, al menos 90 %, con al menos alrededor de 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de por ciento
de identidad preferido, con el anticuerpo CHA.7.518.4.

Ademas, también se incluyen secuencias que pueden tener CDR idénticas pero cambian en el dominio
variable (o toda la cadena pesada o ligera). Por ejemplo, los anticuerpos PVRIG incluyen aquellos con
CDR idénticas a las mostradas en las Figuras 8A-8D pero cuya identidad a lo largo de la region variable
puede ser menor, por ejemplo, 95 0 98 % idénticas. En particular, la invencién proporciona el uso de
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que tienen porciones de unién a PVRIG o dominios de
unién al antigeno con CDR idénticas a CHA.7.518.4, pero con regiones marco que son 95 % o0 98 %
idénticas a CHA.7.518.4.

Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden comprender CDR
idénticas a las mostradas en las Figuras 8A-8D como parte de la porcién de unién a PVRIG de los

anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT.
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Ademas, también se incluyen secuencias que pueden tener CDR idénticas pero cambian en el dominio

variable (o toda la cadena pesada o ligera). Por ejemplo, los anticuerpos de PVRIG incluyen aquellos
con CDR idénticas a las mostradas en las Figuras 35A-35D pero cuya identidad a lo largo de la region
variable puede ser menor, por ejemplo, 95 o0 98 % idénticas.

Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden comprender CDR
idénticas a las mostradas en las Figuras 35A-35D como parte de la porcion de unién a PVRIG de los
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT.

En algunas modalidades, la porcion de unién a PVRIG es de un anticuerpo anti-PVRIG como se
proporciona en el documento WO 2017/041004 (incorporado en la presente como referencia en su
totalidad). En algunas modalidades, la porcion de unién a PVRIG es de un anticuerpo anti-PVRIG como
se proporciona en el documento WO 2018/017864 (incorporado en la presente como referencia en su
totalidad).

1. Anticuerpos de PVRIG que compiten por unirse con los anticuerpos enumerados

La presente invencién proporciona no solo los anticuerpos enumerados sino también anticuerpos
adicionales que compiten con los anticuerpos enumerados (los nimeros de CPA y CHA enumerados
en la presente que se unen especificamente a PVRIG) para unirse especificamente a la molécula
PVRIG. Los anticuerpos de PVRIG de la invencion se "clasifican" en distintas categorias de epitopos.
Hay cuatro categorias separadas descritas en la presente; 1) la categoria de epitopo en la que caen
CPA.7.002, CPA.7.003, CPA.7.005, CPA.7.007, CPA.7.010, CPA.7.012, CPA.7.015, CPA.7.016,
CPA.7.017, CPA.7.019, CPA.7.020, CPA.7.021, CPA.7.024, CPA.7.028, CPA.7.032, CPA.7.033,
CPA.7.036, CPA.7.037, CPA.7.038, CPA.7.043, CPA.7.046 y CPA.7.041; 2) la categoria de epitopo en
la que caen CPA.7.004, CPA.7.009, CPA.7.011, CPA.7.014, CPA.7.018, CPA.7.022, CPA.7.023,
CPA.7.034, CPA.7.040, CPA.7.045 y CPA.7.047; 3) CPA.7.039, que define la distincion entre la
categoria 1 y la categoria 2, en que la categoria 1 bloquea la unién de CPA.7.039 y la categoria 2
empareda el ligando con CPA.7.039, y la categoria 4) con CPA.7.050. Los anticuerpos biespecificos
anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden comprender anticuerpos PVRIG y/o secuencias de
dominios de unién a antigeno que son capaces de competir con los anticuerpos enumerados (los
nameros de CPA y CHA enumerados en la presente descripcién que se unen especificamente a
PVRIG) como parte de la porcién de union a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-
TIGIT.

Por lo tanto, la invencién proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT, donde la porcién
de unién a PVRIG de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT es capaz de competir por la
unién con anticuerpos que estan en la categoria 1, con anticuerpos que estan en la categoria 2, con
anticuerpos que estan en la categoria 3 y/o con anticuerpos que estan en la categoria 4.

Se generan anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT adicionales que compiten con los
anticuerpos enumerados, como se conoce en la técnica y se describe en lineas generales a
continuacion. Los estudios de unidon competitiva pueden realizarse como se conoce en la técnica,
generalmente mediante el uso de ensayos de unién SPR/Biacore®, asi como los ensayos ELISAy a
base de células.

C. Porcion de union a TIGIT de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT
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Los anticuerpos biespecificos anti-TIGIT y/o anti-PVRIG/anti-TIGIT descritos en la presente descripcién

pueden comprender un anticuerpo TIGIT y/o una secuencia de dominio de unién a antigeno como parte
de la porcién de unién a TIGIT, donde los anticuerpos de TIGIT se etiquetan como sigue. Tales
anticuerpos contra TIGIT tienen nimeros de referencia, por ejemplo, "CPA.9.086". Esto representa la
combinacion de las cadenas pesadas variables y ligeras variables, como se muestra en la Figura 23,
por ejemplo, con el entendimiento de que estos anticuerpos incluyen dos cadenas pesadas y dos
cadenas ligeras. "CPA.9.086.VH" se refiere a la porcién pesada variable de CPA.9.086, mientras que
"CPA.9.086.VL" es la cadena ligera variable. “CPA.9.086.vhCDR1”, “CPA.9.086.vhCDR2”",
“CPA.9.086.vhCDR3”, “CPA.9.086.vICDR1”, “CPA.9.086.vICDR2”, y “CPA.9.086.vICDR3", se refieren
alas CDR indicadas. “CPA.9.086.HC” se refiere a toda la cadena pesada (por ejemplo, dominio variable
y constante) de esta molécula, y “CPA.9.086.LC” se refiere a toda la cadena ligera (por ejemplo, dominio
variable y constante) de la misma molécula. En general, la cadena ligera kappa humana se usa para el
dominio constante de cada anticuerpo de fago (o hibridoma humanizado) en la presente, aunque en
algunas modalidades se usa el dominio constante ligero lambda. “CPA.9.086.H1” se refiere a un
anticuerpo de longitud completa que comprende los dominios pesados y ligeros variables, que incluyen
el dominio constante de IgG1 Humana (por lo tanto, las secuencias H1; IgG1, IgG2, IgG3 e I1gG4 se
muestran en las Figuras 9 y 21). En consecuencia, “CPA.9.086.H2” seria los dominios variables
CPA.9.086 ligados a una IgG2 Humana. “CPA.9.086.H3” seria los dominios variables CPA.9.086
ligados a una IgG3 Humana, y "“CPA.9.086.H4” seria los dominios variables CPA.9.086 ligados a una
IgG4 Humana. Tenga en cuenta que, en algunos casos, las IgG humanas pueden tener mutaciones
adicionales, las cuales se describen a continuacion, y esto puede anotarse. Por ejemplo, en muchas
modalidades, puede haber una mutacion S241P en la IgG4 humana, y esto puede anotarse, por
ejemplo, como "CPA.9.086.H4(S241P)". Se muestra en la Figura 21 la secuencia de IgG4 humana con
esta variante de bisagra S241P. Otras variantes potenciales son IgG1(N297A), (u otras variantes que
eliminan la glicosilacion en este sitio y, por lo tanto, muchas de las funciones efectoras asociadas a la
unién a FcyRIlla) e 1IgG1(D265A), que reduce la union a los receptores FcyR. Los anticuerpos anti-
TIGIT y/o los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencién pueden comprender
cualquiera de las secuencias de dominio de anticuerpos TIGIT como la porcion de union a TIGIT de los
anticuerpos anti-TIGIT y/o los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT. Los anticuerpos anti-
TIGIT y/o los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencién pueden comprender
cualquiera de los dominios de union al antigeno TIGIT como la porcion de union a TIGIT de los
anticuerpos anti-TIGIT y/o los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT.

La invencion proporciona ademas dominios pesados y ligeros variables, asi como cadenas pesadas y
ligeras de longitud completa.

En algunas modalidades, la invencidén proporciona scFv que se unen a TIGIT que comprenden un
dominio pesado variable y un dominio ligero variable ligados por un enlazador de scFv como se
describi6é anteriormente. Los dominios VL y VH pueden estar en cualquiera de las dos orientaciones,
por ejemplo, desde el "VH-enlazador-VL" o "VL-enlazador-VH" del terminal N al C. Estos son
nombrados en virtud de sus partes componentes; por ejemplo, "scFv-CPA. 9.086.VH-enlazador-VL" o
"scFv-CPA.9.086.VL-enlazador-VH". Por lo tanto, "scFv-CPA.9.086" puede estar en cualquiera de las

dos orientaciones. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion pueden
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comprender cualquier scFv que se una a TIGIT como parte de la porcién de union a TIGIT de los

anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT. Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT
de la invencion pueden comprender cualquier scFv que se una a TIGIT como parte del dominio de unién
a antigeno de TIGIT de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT. En algunas modalidades,
el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende las secuencias PVRIG proporcionadas en
la Figura 26 como la porcion de union a PVRIG. En muchas modalidades, los anticuerpos de la
invencién son humanos (derivados de fagos) y bloquean la union de TIGIT y PVR. Como se muestra
en las Figuras 3y 4, los anticuerpos de CPA que se unen a la interaccion receptor-ligando y la bloquean,
son los que figuran a continuacion, donde también se describen sus componentes (como se analiza en
la seccién "Secuencia", las secuencias de todos los constructos excepto los de scFv estan en el listado
de secuencias, asi como también se proporcionan en la Figura 24):

CPA9.018, CPA.9.018.VH, CPA.9.018.VL, CPA.9.018.HC, CPA.9.018.L.C, CPA.9.018.H1,
CPA.9.018.H2, CPA.9.018.H3, CPA.9.018.H4; CPA.9.018.H4(S241P); CPA.9.018.vhCDR1,
CPA.9.018.vhCDR2, CPA.9.018.vhCDR3, CPA.9.018.vICDR1, CPA.9.018.vICDR2,
CPA.9.018.vICDR3 y scFv-CPA.9.018;

CPA.9.027, CPA.9.027.VH, CPA.9.027.VL, CPA.9.027.HC, CPA.9.027.LC, CPA.9.027.H1,
CPA.9.027.H2, CPA.9.027.H3, CPA.9.027.H4; CPA.9.018.H4(S241P); CPA.9.027.vhCDR1,
CPA.9.027.vhCDR2, CPA.9.027.vhCDRS, CPA.9.027.vICDR1, CPA.9.027.vICDR?2,
CPA.9.027.vICDR3 y scFv-CPA.9.027;

CPA.9.049, CPA.9.049.VH, CPA.9.049.VL, CPA.9.049.HC, CPA.9.049.LC, CPA.9.049.H1,
CPA.9.049.H2, CPA.9.049.H3; CPA.9.049.H4; CPA.9.049.H4(S241P); CPA.9.049.vhCDR1,
CPA.9.049.vhCDR2, CPA.9.049.vhCDR3, CPA.9.049.vICDR1, CPA.9.049.vICDR?2,
CPA.9.049.vICDR3 y scFv-CPA.9.049;

CPA.9.057, CPA.9.057.VH, CPA.9.057.VL, CPA.9.057.HC, CPA.9.057.LC, CPA.9.057.H1,
CPA.9.057.H2, CPA.9.057.H3; CPA.9.057.H4; CPA.9.057.H4(S241P); CPA.9.057.vhCDR1,
CPA.9.057.vhCDR2, CPA.9.057.vhCDR3, CPA.9.057.vICDR1, CPA.9.057.vICDRZ2,
CPA.9.057.vICDR3 y scFv-CPA.9.057;

CPA.9.059, CPA.9.059.VH, CPA.9.059.VL, CPA.9.059.HC, CPA.9.059.LC, CPA.9.059.H1,
CPA.9.059.H2, CPA.9.059.H3; CPA.9.059.H4; CPA.9.059.H4(S241P); CPA.9.059.vhCDR1,
CPA.9.059.vhCDR2, CPA.9.059.vhCDR3, CPA.9.059.vICDR1, CPA.9.059.vICDR?2,
CPA.9.059.vICDR3 y scFv-CPA.9.059;

CPA.9.083, CPA.9.083.vH, CPA.9.083.VL, CPA.9.083.HC, CPA.9.083.LC, CPA.9.083.H1,
CPA.9.083.H2, CPA.9.083.H3; CPA.9.083.H4; CPA.9.083.H4(S241P); CPA.9.083.vhCDR1,
CPA.9.083.vhCDR2, CPA.9.083.vhCDR3, CPA.9.083.vICDR1, CPA.9.083.vICDR2,
CPA.9.083.vICDR3 y scFv-CPA.9.083;

CPA.9.086, CPA.9.086.VH, CPA.9.086.VL, CPA.9.086.HC, CPA.9.086.LC, CPA.9.086.H1,
CPA.9.086.H2, CPA.9.086.H3; CPA.9.086.H4; CPA.9.086.H4(S241P); CPA.9.086.vhCDR1,
CPA.9.086.vhCDR2, CPA.9.086.vhCDR3, CPA.9.086.vICDR1, CPA.9.086.vICDR?2,
CPA.9.086.vICDR3 y scFv-CPA.9.086;

CPA.9.089, CPA.9.089.VH, CPA.9.089.VL, CPA.9.089.HC, CPA.9.089.LC, CPA.9.089.H1,
CPA.9.089.H2, CPA.9.089.H3; CPA.9.089.H4; CPA.9.089.H4(S241P); CPA.9.089.vhCDR1,
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CPA.9.089.vhCDR2, CPA.9.089.vhCDR3, CPA.9.089.vICDR1, CPA.9.089.vICDR2,

CPA.9.089.vICDR3 y scFv-CPA.9.089;

CPA.9.093, CPA.9.093.VH, CPA.9.093.VL, CPA.9.093.HC, CPA.9.093.LC, CPA.9.093.H1,
CPA.9.093.H2, CPA.9.093.H3; CPA.9.093.H4; CPA.9.093.H4(S241P); CPA.9.093.vhCDR1,
CPA.9.093.vhCDR2, CPA.9.093.vhCDR3, CPA.9.093.vICDR1, CPA.9.093.vICDR2,
CPA.9.093.vICDR3 y scFv-CPA.9.093;

CPA.9.101, CPA.9.101.VH, CPA.9.101.VL, CPA.9.101.HC, CPA.9.101.LC, CPA.9.101.H1,
CPA.9.101.H2, CPA.9.101.H3; CPA.9.101.H4; CPA.9.101.H4(S241P); CPA.9.101.vhCDR1,
CPA.9.101.vhCDR2, CPA.9.101.vhCDR3, CPA.9.101.vICDR1, CPA.9.101.vICDR2,
CPA.9.101.vICDR3 y scFv-CPA.9.101; y

CPA9.103, CPA.9.103.VH, CPA.9.103.VL, CPA.9.103.HC, CPA.9.103.LC, CPA.9.103.H1,
CPA.9.103.H2, CPA.9.103.H3; CPA.9.103.H4; CPA.9.103.H4(S241P); CPA.9.103.vhCDR1,
CPA.9.103.vhCDR2, CPA.9.103.vhCDR3, CPA.9.103.vICDR1, CPA.9.103.vICDR2,
CPA.9.103.vICDR3 y scFv-CPA.9.103.

Adema@s, la presente invencidn proporciona una serie de anticuerpos CHA, que son anticuerpos murinos
generados a partir de hibridomas. Como es bien conocido en la técnica, las seis CDR son utiles cuando
se colocan en regiones pesadas Yy ligeras variables del marco humano o cuando los dominios pesados
y ligeros variables estdn humanizados. En consecuencia, la presente invencion proporciona
anticuerpos, habitualmente de longitud completa o dominios scFv, que comprenden los siguientes
conjuntos de CDR, cuyas secuencias se muestran en la Figura 23 y/o la lista de secuencias:
CHA.9.536.1, CHA.9.536.1.VH, CHA.9.536.1.VL, CHA.9.536.1.HC, CHA.9.536.1.LC, CHA.9.536.1.H1,
CHA.9.536.1.H2, CHA.9.536.1.H3; CHA.9.536.1.H4, CHA.9.536.1.H4(S241P), CHA.9.536.1.vhCDR1,
CHA.9.536.1.vhCDR2, CHA.9.536.1.vhCDR3, CHA.9.536.1.vICDR1, CHA.9.536.1.vICDR2 vy
CHA.9.536.1.vhCDR3;

CHA.9.536.3, CHA.9.536.3.VH, CHA.9.536.3.VL, CHA.9.536.3.HC, CHA.9.536.3.LC, CHA.9.536.3.H1,
CHA.9.536.3.H2, CHA.9.536.3.H3; CHA.9.536.3.H4, CHA.9.536.3.H4(S241P); CHA.9.536.3.vhCDR1,
CHA.9.536.3.vhCDR2, CHA.9.536.3.vhCDR3, CHA.9.536.3.vICDR1, CHA.9.536.3.vICDR2 vy
CHA.9.536.3.vhCDRS;

CHA.9.536.4, CHA.9.536.4.VH, CHA.9.536.4.VL, CHA.9.536.4.HC, CHA.9.536.4.LC, CHA.9.536.4.H1,
CHA.9.536.4.H2, CHA.9.536.4.H3; CHA.9.536.4.H4, CHA.9.536.4.H4(S241P), CHA.9.536.4.vhCDR1,
CHA.9.536.4.vhCDR2, CHA.9.536.4.vhCDR3, CHA.9.536.4.vICDR1, CHA.9.536.4.vICDR2 vy
CHA.9.536.4.vhCDR3;

CHA.9.536.5, CHA.9.536.5.VH, CHA.9.536.5.VL, CHA.9.536.5.HC, CHA.9.536.5.LC, CHA.9.536.5.H1,
CHA.9.536.5.H2, CHA.9.536.5.H3; CHA.9.536.5.H4, CHA.9.536.5.H4(S241P), CHA.9.536.5.vhCDR1,
CHA.9.536.5.vhCDR2, CHA.9.536.5.vhCDR3, CHA.9.536.5.vICDR1, CHA.9.536.5.vVICDR2 vy
CHA.9.536.5.vhCDR3;

CHA.9.536.6, CHA.9.536.6.VH, CHA.9.536.6.VL, CHA.9.536.6.HC, CHA.9.536.6.LC, CHA.9.536.6.H1,
CHA.9.536.6.H2, CHA.9.536.6.H3; CHA.9.536.6.H4, CHA.9.536.6.vhCDR1, CHA.9.536.6.vhCDRZ2,
CHA.9.536.6.vhCDR3, CHA.9.536.6.vICDR1, CHA.9.536.6.vICDR2 y CHA.9.536.6.vhCDR3;
CHA.9.536.7, CHA.9.536.7.VH, CHA.9.536.7.VL, CHA.9.536.7.HC, CHA.9.536.7.LC, CHA.9.536.7.H1,
CHA.9.536.7.H2, CHA.9.536.7.H3; CHA.9.536.7.H4, CHA.9.536.5.H4(S241P); CHA.9.536.7.vhCDR1,
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CHA.9.536.7.vhCDR2, CHA.9.536.7.vhCDR3, CHA.9.536.7.vICDR1, CHA.9.536.7.vICDR2 vy

CHA.9.536.7.vhCDR3;

CHA.9.536.8, CHA.9.536.8.VH, CHA.9.536.8.VL, CHA.9.536.8.HC, CHA.9.536.8.LC, CHA.9.536.8.H1,
CHA.9.536.8.H2, CHA.9.536.8.H3; CHA.9.536.8.H4, CHA.9.536.8.H4(S241P), CHA.9.536.8.vhCDR1,
CHA.9.536.8.vhCDR2, CHA.9.536.8.vhCDR3, CHA.9.536.8.vICDR1, CHA.9.536.8.vICDR2 vy
CHA.9.536.8.vhCDR3;

CHA.9.560.1, CHA. 9.560.1VH, CHA. 9.560.1.VL, CHA. 9.560.1.HC, CHA. 9.560.1.LC, CHA.
9.560.1.H1, CHA. 9.560.1.H2, CHA. 9.560.1.H3; CHA. 9.560.1.H4, CHA. 9.560.1.H4(S241P), CHA.
9.560.1.vhCDR1, CHA. 9.560.1.vhCDR2, CHA. 9.560.1.vhCDR3, CHA. 9.560.1.vICDR1, CHA.
9.560.1.vICDR2 y CHA. 9.560.1.vhCDR3;

CHA.9.560.3, CHA.9.560.3VH, CHA.9.560.3.VL, CHA.9.560.3.HC, CHA.9.560.3.LC, CHA.9.560.3.H1,
CHA.9.560.3.H2, CHA.9.560.3.H3; CHA.9.560.3.H4, CHA.9.560.3.H4(S5241P); CHA. 9.560. 3.vhCDR1,
CHA. 9.560. 3.vhCDR2, CHA.9.560.3.vhCDR3, CHA.9.560.3.vICDR1, CHA.9.560.3.vICDR2 vy
CHA.9.560.3.vhCDR3;

CHA.9.560.4, CHA.9.560.4VH, CHA.9.560.4.VL, CHA.9.560.4.HC, CHA.9.560.4.LC, CHA.9.560.4.H1,
CHA.9.560.4.H2, CHA.9.560.4.H3; CHA.9.560.4.H4, CHA.9.560.4.H4(5241P), CHA.9.560. 4.vhCDR1,
CHA.9.560. 4.vhCDR2, CHA.9.560.4.vhCDR3, CHA.9.560.4.vICDR1, CHA.9.560.4.vICDR2 vy
CHA.9.560.4.vhCDR3;

CHA.9.560.5, CHA.9.560.5VH, CHA.9.560. 5.VL,CHA.9.560. 5.HC, CHA.9.560.5.LC, CHA.9.560.5.H1,
CHA.9.560.5.H2, CHA.9.560.5.H3; CHA.9.560. 5.H4, CHA.9.560.5.vhCDR1, CHA.9.560.5.vhCDR2,
CHA.9.560.5.vhCDR3, CHA.9.560.5.vICDR1, CHA.9.560.5.vICDR2 y CHA.9.560.5.vhCDRS3;
CHA.9.560.6, CHA.9.560.6VH, CHA.9.560.6.VL, CHA.9.560. 6.HC, CHA.9.560.6.LC, CHA.9.560.6.H1,
CHA.9560.6.H2, CHA.9.560.6.H3; CHA.9.560.6.H4, CHA.9.560.6.H4(S241P), CHA.9.560.6.vhCDR1,
CHA.9.560.6.vhCDR2, CHA.9.560.6.vhCDR3, CHA.9.560.6.vICDR1, CHA.9.560.6.vICDR2 vy
CHA.9.560.6.vhCDR3;

CHA.9.560.7, CHA.9.560.7VH, CHA.9.560.7.VL, CHA.9.560.7.HC, CHA.9.560.7.LC, CHA.9.560.7.H1,
CHA.9.560.7.H2, CHA.9.560.7.H3; CHA.9.560.7.H4; CHA.9.560.7.H4(S241P); CHA.9.560.7.vhCDR1,
CHA.9.560.7.vhCDR2, CHA.9.560.7.vhCDR3, CHA.9.560.7.vICDR1, CHA.9.560.7.vICDR2 vy
CHA.9.560.7.vhCDR3;

CHA.9.560.8, CHA.9.560.8VH, CHA.9.560.8.VL, CHA.9.560.8.HC, CHA.9.560.8.LC, CHA.9.560.8.H1,
CHA.9.560.8.H2, CHA.9.560.8.H3; CHA.9.560.8.H4, CHA.9.560.8.H4(5241P); CHA.9.560.8.vhCDR1,
CHA.9.560.8.vhCDR2, CHA.9.560.8.vhCDR3, CHA.9.560.8.vICDR1, CHA.9.560.8.vICDR2 vy
CHA.9.560.8.vhCDR3;

CHA.9.546.1, CHA.9.546.1VH, CHA.9.546.1.VL, CHA.9.546.1.HC, CHA.9.546.1.LC, CHA.9.546.1.H1,
CHA.9.546.1.H2, CHA.9.546.1.H3; CHA.9.546.1.H4, CHA.9.546.1.H4(S241P), CHA.9.546.1.vhCDR1,
CHA.9.546.1.vhCDR2, CHA.9.546.1.vhCDR3, CHA.9.546.1.vICDR1, CHA.9.546.1.vICDR2 vy
CHA.9.546.1.vhCDRS3;

CHA.9.547.1, CHA.9.547.1VH, CHA.9.547.1.VL, CHA.9.547.1.HC, CHA.9.547.1.LC, CHA.9.547.1.H1,
CHA.9.547.1.H2, CHA.9.547.1.H3; CHA.9.547.1.H4, CHA.9.547.1.H4(S241P), CHA.9.547.1.vhCDR1,
CHA.9.547.1.vhCDR2, CHA.9.547.1.vhCDR3, CHA.9.547.1.vICDR1, CHA.9.547.1vICDR2 vy
CHA.9.547.1.vhCDR3;
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CHA.9.547.2, CHA.9.547. 2VH, CHA.9.547. 2.VL, CHA.9.547. 2.HC, CHA.9.547. 2.LC, CHA.9.547.

2.H1, CHA.9.547. 2.H2, CHA.9.547. 2.H3; CHA.9.547.2.H4, CHA.9.547.2.H4(S241P), CHA.9.547.
2.vhCDR1, CHA.9.547. 2.vhCDR2, CHA.9.547. 2.vhCDR3, CHA.9.547. 2.vICDR1, CHA.9.547.
2.vICDR2 y CHA.9.547. 2.vhCDR3;

CHA.9.547.3, CHA.9.547. 3VH, CHA.9.547. 3.VL, CHA.9.547. 3.HC, CHA.9.547. 3.LC, CHA.9.547.
3.H1, CHA.9.547. 3.H2, CHA.9.547. 3.H3; CHA.9.547.3.H4, CHA.9.547.3.H4(S241P), CHA.9.547.
3.vhCDR1, CHA. 9.547. 3.vhCDR2, CHA.9.547. 3.vhCDR3, CHA.9.547. 3.vICDR1, CHA.9.547.
3.vICDR2 y CHA.9.547. 3.vhCDR3;

CHA.9.547.4, CHA.9.547. 4VH, CHA.9.547. 4.VL, CHA.9.547. 4 HC, CHA. 9.547. 4.LC, CHA.9.547.
4.H1, CHA.9.547. 4.H2, CHA.9.547. 4.H3; CHA.9.547.4.H4, CHA.9.547.4.H4(S241P), CHA.9.547.
4.vhCDR1, CHA.9.547. 4.vhCDR2, CHA.9.547. 4vhCDR3, CHA.9.547. 4.vICDR1, CHA.9.547.
4.vICDR2 y CHA.9.547. 4. vhCDR3;

CHA.9.547.6, CHA.9.547. 6 VH, CHA.9.547. 6.VL, CHA.9.547. 6.HC, CHA.9.547. 6.LC, CHA.9.547.
6.H1, CHA.9.547. 6.H2, CHA.9.547. 6.H3; CHA.9.547.6.H4, CHA.9.547.6.H4(S241P), CHA.9.547.
6.vhCDR1, CHA.9.547. 6.vhCDR2, CHA.9.547. 6.vhCDR3, CHA.9.547. 6.vICDR1, CHA.9.547.
6.vICDR2 y CHA.9.547. 6.vhCDR3;

CHA.9.547.7, CHA.9.547. 7VH, CHA.9.547. 7.VL, CHA.9.547. 7.HC, CHA.9.547. 7.LC, CHA.9.547.
7.H1, CHA.9.547. 7.H2, CHA.9.547. 7.H3; CHA.9.547.7.H4, CHA.9.547.7.H4(S241P), CHA.9.547.
7.vhCDR1, CHA.9.547. 7.vhCDR2, CHA.9.547. 7.vhCDR3, CHA.9.547. 7.vICDR1, CHA.9.547.
7.vICDR2 y CHA.9.547. 7.vhCDR3;

CHA.9.547.8, CHA.9.547. 8VH, CHA.9.547. 8.VL, CHA.9.547. 8.HC, CHA.9.547.8.LC, CHA.9.547.
8.H1, CHA.9.547. 8.H2, CHA.9.547. 8.H3; CHA.9.547.8.H4, CHA.9.547.8.H4(S241P), CHA.9.547.
8.vhCDR1, CHA.9.547. 8.vhCDR2, CHA.9.547. 8.vhCDR3, CHA.9.547. 8.vICDR1, CHA.9.547.
8.vVICDR2 y CHA.9.547. 8.vhCDR3;

CHA.9.547.9, CHA.9.547.9, CHA.9.547.9VH, CHA.9.547.9.VL, CHA.9. 547.9.HC, CHA.9.547.9.LC,
CHA.9.547.9.H1, CHA.9.547.9.H2, CHA.9.547.9.H3; CHA.9.547.9.H4, CHA.9.547.9.H4,
CHA.9.547.9.H4(S241P), CHA.9.547.9.H4(S241P), CHA.9.547.9.vhCDR1, CHA.9.547.9.vhCDR2,
CHA.9.547.9.vhCDR3, CHA.9.547.9.vICDR1, CHA.9.547.9.vICDR2 y CHA.9.547.9.vhCDR3;
CHA.9.547.13, CHA.9.547.13, CHA.9.547. 13VH, CHA.9. 547.13.VL, CHA.9. 547.13.HC, CHA.
9.547.13.LC, CHA. 9.547.13.H1, CHA.9.547.13.H2, CHA.9. 547.13.H3; CHA.9.547.13.H4,
CHA.9.547.13.H4, CHA.9.547.13.H4(S241P), CHA.9.547.13.H4(S241P), CHA.9.547.13.vhCDR1,
CHA.9.547.13.vhCDR2, CHA.9.547. 13.vhCDR3, CHA.9.547.13.vICDR1, CHA.9.547.13.vICDR2 y
CHA.9.547. 13.vhCDR3;

CHA.9.541.1, CHA.9.541.1.VH, CHA.9.541.1.VL, CHA.9.541.1.HC, CHA.9.541.1.LC, CHA.9.541.1.H1,
CHA.9.541.1.H2, CHA.9.541.1.H3; CHA.9.541.1.H4, CHA.9.541.1.H4(S241P), CHA.9.541.1.vhCDR1,
CHA.9.541.1.vhCDR2, CHA.9.541.1.vhCDR3, CHA.9.541.1.vI(CDR1, CHA.9.541.1.vICDR2 y CHA.
9.541.1.vhCDR3;

CHA.9.541.3, CHA.9.541. 3.VH, CHA.9.541. 3.VL, CHA.9.541. 3.HC, CHA.9.541. 3.LC, CHA.9.541.
3.H1, CHA.9.541. 3.H2, CHA.9.541. 3.H3; CHA.9.541.3.H4, CHA.9.541.3.H4(S241P), CHA.9.541.
3.vhCDR1, CHA.9.541. 3.vhCDR2, CHA.9.541. 3.vhCDR3, CHA.9.541. 3.vICDR1, CHA.9.541.
3.vVICDR2 y CHA. 9.541. 3.vhCDR3;
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CHA.9.541.4, CHA.9.541.4.VH, CHA.9.541. 4.VL, CHA.9.541. 4 HC, CHA.9.541. 4.LC, CHA.9.541.

4.H1, CHA.9.541. 4.H2, CHA.9.541. 4 H3; CHA.9.541.4.H4, CHA.9.541.4.H4(S241P), CHA.9.541.
4vhCDR1, CHA.9.541. 4vhCDR2, CHA.9.541. 4vhCDR3, CHA.9.541. 4.vICDR1, CHA.9.541.
4.vICDR2 y CHA. 9.541. 4vhCDRS3;

CHA.9.541.5, CHA.9.541. 5.VH, CHA.9.541. 5.VL, CHA.9.541. 5.HC, CHA.9.541. 5.LC, CHA.9.541.
5.H1, CHA.9.541. 5.H2, CHA.9.541. 5.H3; CHA.9.541.5.H4, CHA.9.541.5.H4(S241P), CHA.9.541.
5.vhCDR1, CHA.9.541. 5.vhCDR2, CHA.9.541. 5.vhCDR3, CHA.9.541. 5.vICDR1, CHA.9.541.
5.vICDR2 y CHA. 9.541. 5.vhCDR3;

CHA.9.541.6, CHA.9.541. 6.VH, CHA.9.541. 6.VL, CHA.9.541. 6.HC, CHA.9.541. 6.LC, CHA.9.541.
6.H1, CHA.9.541. 6.H2, CHA.9.541.6.H3; CHA.9.541.6.H4, CHA.9.541.6.H4(S241P), CHA.9.541.
6.vhCDR1, CHA.9.541. 6.vhCDR2, CHA.9.541. 6.vhCDR3, CHA.9.541. 6.vICDR1, CHA.9.541.
6.vVICDR2 y CHA. 9.541. 6.vhCDR3;

CHA.9.541.7, CHA.9.541. 7.VH, CHA.9.541. 7.VL, CHA.9.541. 7.HC, CHA.9.541. 7.LC, CHA.9.541.
7.H1, CHA.9.541. 7.H2, CHA.9.541. 7.H3; CHA.9.541.7.H4, CHA.9.541.7.H4(S241P), CHA.9.541.
7.vhCDR1, CHA.9.541. 7.vhCDR2, CHA.9.541. 7.vhCDR3, CHA.9.541. 7.vICDR1, CHA.9.541.
7.vICDR2 and CHA. 9.541. 7.vhCDR3; y

CHA.9.541.8, CHA.9.541. 8.VH, CHA.9.541. 8.VL, CHA.9.541. 8.HC, CHA.9.541. 8.LC, CHA.9.541.
8.H1, CHA.9.541. 8.H2, CHA.9.541. 8.H3; CHA.9.541.8.H4, CHA.9.541.8.H4(S241P); CHA.9.541.
8vhCDR1, CHA.9.541. 8.vhCDR2, CHA.9.541. 8.vhCDR3, CHA.9.541. 8.vICDR1, CHA.9.541.
8.vVICDR2 y CHA. 9.541. 8.vhCDR3.

CHA.9.547.18vhCDR1, CHA.9.547.18.vhCDR2, CHA.9.547.18.vhCDR3, CHA.9.547.18.vICDR1,
CHA.9.547.18vICDR2, y CHA.9.547.18.vICDR3.

En el caso de los scFv que comprenden las CDR de los anticuerpos anteriores, estos se etiquetan como
scFv que incluyen un scFv que comprende un dominio pesado variable con los vhCDR, un enlazador y
un dominio ligero variable con los vVICDR, nuevamente como se indicd anteriormente en cualquiera de
las dos orientaciones. Por lo tanto, la invencion incluye scFv-CHA.9.536.3.1, scFv-CHA.9.536.3, scFv-
CHA.9.536.4, scFv-CHA.9.536.5, scFv-CHA.9.536.7, scFv-CHA.9.536.8, scFv-CHA.9.560.1, scFv-
CHA.9.560.3, scFv-CHA.9.560.4, scFv-CHA.9.560.5, scFv-CHA.9.560.6, scFv-CHA.9.560.7, scFv-
CHA.9.560.8, scFv-CHA.9.546.1, scFv-CHA.9.547.1, scFv-CHA.9.547.2, scFv-CHA.9.547.3, scFv-
CHA.9.547.4, scFv-CHA.9.547.6, scFv-CHA.9.547.7, scFv-CHA.9.547.8, scFv-CHA.9.547.9, scFv-
CHA.9.547.13, scFv-CHA.9.541.1, scFv-CHA.9.541.3, scFv-CHA.9.541.4, scFv-CHA.9.541.5, scFv-
CHA.9.541.6, scFv-CHA.9.541.7 y scFv-CHA.9.541.8.

Ademas, CHA.9.543 se une a TIGIT pero no bloquea la interaccion TIGIT-PVR.

Como se analiza en la presente, la invencion proporciona ademds variantes de los componentes
anteriores (CPA y CHA), que incluye variantes en las CDR, como se describié anteriormente. Por lo
tanto, la invencidn proporciona anticuerpos que comprenden un conjunto de 6 CDR como se describe
en la presente que puede contener una, dos o tres diferencias de aminoacidos en el conjunto de CDR,
siempre que el anticuerpo aln se una a TIGIT. Se conocen en la técnica ensayos adecuados para
evaluar un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que contiene mutaciones en comparacion con

las secuencias CDR descritas en la presente, tales como los ensayos Biacore.
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Adicionalmente, la invencion proporciona ademas variantes de las cadenas pesadas y ligeras variables

anteriores. En este caso, las cadenas pesadas variables pueden ser 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 %
idénticas a las secuencias de "VH" de la presente, y/o contener de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 cambios
de aminoacidos, o mas, cuando se usan variantes de Fc. Se proporcionan cadenas ligeras variables
gue pueden ser 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % idénticas a las secuencias de "VL" en la presente (y
en particular CPA.9.086), y/o contener de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 cambios de aminoacidos, o mas,
cuando se usan variantes de Fc. En estas modalidades, la invencion incluye estas variantes siempre
gue el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT aln se una a TIGIT. Se conocen en la técnica
ensayos adecuados para evaluar si un anticuerpo anti-TIGIT contiene mutaciones en comparacion con
las secuencias CDR descritas en la presente, tales como los ensayos Biacore.

De manera similar, se proporcionan cadenas pesadas y ligeras que son 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o 99
% idénticas a las secuencias de "HC" y "LC" de longitud completa en la presente (y en particular
CPA.9.086), y/o contienen de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 cambios de aminoacidos, o0 mas, cuando se
usan variantes de Fc. En estas modalidades, la invencion incluye estas variantes siempre que el
anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT adn se una a TIGIT. Se conocen en la técnica ensayos
adecuados para evaluar un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que contiene mutaciones en
comparacioén con las secuencias CDR descritas en la presente, tales como los ensayos Biacore.
Ademas, las regiones marco de las cadenas pesadas variables y ligeras variables de ya sea los
anticuerpos CPA o los CHA de la presente pueden humanizarse (0, en el caso de los anticuerpos CHA,
"rehumanizarse", en la medida en que puedan realizarse métodos de humanizacién alternativos) como
se conoce en la técnica (con variantes ocasionales generadas en las CDR segln sea necesario) y, por
lo tanto, pueden generarse variantes humanizadas de las cadenas VH y VL de la Figura 23 (y en
particular CPA.9.086). Ademas, los dominios pesados y ligeros variables humanizados pueden
entonces fusionarse con regiones constantes humanas, tales como las regiones constantes de 1gG1,
19G2, IgG3 e IgG4 (que incluye la IgG4 (S241P)).

En particular, como se conoce en la técnica, las cadenas VH y VL murinas pueden humanizarse como
se conoce en la técnica, por ejemplo, mediante el uso del programa IgBLAST del sitio web del NCBI,
como se describe en Ye y otros Nucleic Acids Res. 41:W34-W40 (2013), incorporado en la presente
como referencia en su totalidad para los métodos de humanizacion. IgBLAST toma una secuencia de
VH y/o VL murina y la compara con una coleccién de secuencias de linea germinal humana conocidas.
Como se muestra en la presente, para las secuencias humanizadas generadas en la presente, las
bases de datos usadas fueron los genes VH humanos de IMGT (F+ORF, 273 secuencias de linea
germinal) y los genes kappa VL humanos de IMGT (F+ORF, 74 secuencias de linea germinal). Se
eligieron cinco secuencias de CHA ilustrativas: CHA.9.536, CHA9.560, CHA.9.546, CHA.9.547 y
CHA.9.541 (véase la Figura 23). Para esta modalidad de la humanizacién, la linea germinal humana
IGHV1-46 (alelol) se eligio para las 5 como la secuencia aceptora y la region de unién de la cadena
pesada humana IGHJ4 (alelol) (gen J). Para tres de cuatro (CHA.7.518, CHA.7.530, CHA.7.538 1y
CHA.7.538_2), se eligi¢ la linea germinal humana IGKV1-39(alelo 1) como la secuencia aceptora y se
eligio la cadena ligera humana IGKJ2(alelol) (gen J). El gen J se eligié de secuencias de regiones de
unién humana compiladas en el sistema de informacion ImMunoGeneTics internacional IMGT® como

www.imgt.org. Las CDR se definieron de acuerdo con la definicion de AbM (véase
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www.bioinfo.org.uk/abs/). En algunas modalidades, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-

TIGIT de la presente invencién incluyen porciones de unién a TIGIT o dominios de unién al antigeno
en donde las secuencias Vu y VL de diferentes porciones de union a TIGIT o dominios de union al
antigeno pueden "mezclarse y combinarse" para crear otras porciones de unién a TIGIT o dominios de
union al antigeno. La union a TIGIT de tales anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT
"mezclados y combinados" puede evaluarse mediante los ensayos de union descritos anteriormente,
por ejemplo, ensayos ELISA o Biacore. En algunas modalidades, cuando se mezclan y combinan
cadenas Vu y Vi, una secuencia de Vu de un emparejamiento Vu/VL particular se reemplaza con una
secuencia de Vu estructuralmente similar. Del mismo modo, en algunas modalidades, una secuencia
de VL de un emparejamiento Vu/VL particular se reemplaza con una secuencia de V. estructuralmente
similar. Por ejemplo, las secuencias de Vu y VL de anticuerpos homologos son particularmente
susceptibles de mezclarse y combinarse.

En consecuencia, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion comprenden
secuencias de aminoacidos de CDR seleccionadas del grupo que consiste en (a) secuencias como se
enumeran en la presente; (b) secuencias que difieren de las secuencias de aminoacidos de CDR
especificadas en (a) por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas sustituciones de aminoécidos; (c) secuencias
de aminoacidos que tienen 90 % o0 mas, 95 % o0 mas, 98 % o mas, 0 99 % o mas de identidad de
secuencia con las secuencias especificadas en (a) o (b); (d) un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos codificada por un polinucle6tido que tiene una secuencia de 4cidos nucleicos que codifica
los aminoécidos como se enumeran en la presente. En particular, el anticuerpo biespecifico anti-
PVRIG/anti-TIGIT puede comprender el dominio de unién a antigeno del anticuerpo CPA.9.086 que
puede tener secuencias seleccionadas de (a), (b), (c) o (d).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende las siguientes
secuencias (Figura 26; las sustituciones de aminoacidos para el enfoque de heterodimerizacién del

botdn en el ojal estan en negrita y subrayadas):

CHA.7.518.1.H4(S241P) VH IgGl CH1 IgG4 CH2-CH3 S354C, E356D, M358L, T366W
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPEFLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGEYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO:3175);

CHA.7.518.1.H4 (S241P) VL Ckappa
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLOQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQOGTKLEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC (SEQ ID
NO:3176) ;

y



10

15

20

25

30

35

40

68

CPA.9.086 HC Clambda Crossmab IgG4 Y349C, E356D, M358L, T366S, L368A, Y407V
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQOGTTVTVSSASGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTIVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK (SEQ ID NO:3177);

CPA.9.086 LC CH1
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC  (SEQ ID
NO: 3178).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende las siguientes
secuencias:

CHA.7.518.1 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1539);

CHA.7.518.1 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTEFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1544);

y

CPA.9.086 VH
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:1634);

CPA.9.086 VL
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQTIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL (SEQ ID NO:1639).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende las siguientes

secuencias:

CHA.7.518.4 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:3179);

CHA.7.518.4 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRESGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGOGTKLEIK (SEQ ID NO:3180);
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CPA.9.086 VH
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:1634);

CPA.9.086 VL
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL (SEQ ID NO:1639).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende las siguientes
secuencias:

CHA.7.518.1 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1539);

CHA.7.518.1 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1544);

y

CHA.9.547.18 VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1664);

CHA.9.547.18 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMATWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende las siguientes
secuencias:

CHA.7.518.4 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:3179);

CHA.7.518.4 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGOGTKLEIK (SEQ ID NO:3180);

y

CHA.9.547.18 VH
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1664);
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CHA.9.547.18 VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDETLTI
SSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668).

En algunas modalidades, la porcidon anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT
comprende una de las siguientes secuencias anti-PVRIG. () en las secuencias siguientes indica una
delecion con respecto a la secuencia de aminoacidos de IgG4 humana de referencia. El texto en negrita
indica sustituciones de aminoacidos con respecto a la secuencia de IgG4 de referencia.

En algunas modalidades, la porcién anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT
comprende una de las siguientes secuencias:

CHA.7.518.1 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
DIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYT
FTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTA
RNAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWE SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3217);

CHA.7.518.1 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVROAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVIVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASY
GDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQH
FWGTPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO: 3227);

CHA.7.518.1 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYT
FTDYNINWVRQAPGOQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTA
RNAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHQOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3237);

CHA.7.518.1 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIOMTQSPSSLSASY
GDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQH
FWGTPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
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LPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWEEGDVESC

SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG; (SEQ ID NO:3247);

CHA.7.518.1 hIgG4 Variante 1
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG; (S
EQ ID NO:3257);

CHA.7.518.1 hIgG4 Variante 2
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVROAPGOQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEYP
SDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG;
(SEQ ID NO:3267);

CHA.7.518.1 VH Clambda- VL-CH1 Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S
L368A Y407V Ojal
QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTDYNINWVROAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRG
ECESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKP
REEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQODELTKNQVSLS
CAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLVSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPG; (SEQ ID NO:3277);

CHA.7.518.1 VH Clambda- VL-CHl1 Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W
Botén
QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTDYNINWVROQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRG
ECESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLW
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPG; (SEQ ID NO:3287);

CHA.7.518.1 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
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QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVROAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS

TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVSLSCAVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLVSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG;
(SEQ ID NO:3297);

CHA.7.518.1 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGY IYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGFEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG;
(SEQ ID NO:3307);

CHA.7.518.4 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIKGgggsggggsggggsQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYT
FTDYNINWVROAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTA
RNAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3317);

CHA.7.518.4 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTDYNINWVROQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVIVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASY
GDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQH
FWGTPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3327);

CHA.7.518.4 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIKGGQgsggggsggggsQVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYT
FTDYNINWVRQAPGOQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTA
RNAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
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LPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWEEGDVESC

SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3337);

CHA.7.518.4 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASV
GDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQH
FWGTPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3347);

CHA.7.518.4 hIgG4 Variante 1
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQOPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3357);

CHA.7.518.4 hIgG4 Variante 2
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVROAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFEYP
SDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3367);

CHA.7.518.4 VH Clambda- VL-CHl Crossmab hIgG4 Fc Y¥349C E356D L358L T366S
L368A Y407V Ojal
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVROAPGOGLEWMGY IYPY IGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
ECESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHENAKTKP
REEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQODELTKNQVSLS
CAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHENHY TQKSL
SLSPG (SEQ ID NO:3651);

CHA.7.518.4 VH Clambda- VL-CHl1 Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W

Botdn



10

15

20

25

30

35

40

74
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS

TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRG
ECESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKP
REEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLW
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPG (SEQ ID NO:3652);

CHA.7.518.4 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQODELTKNQVSLSCAVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3397);

(0]

CHA.7.518.4 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVIVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEFLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFENS
TYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3407).

En algunas modalidades, la porcién anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende una de las siguientes secuencias anti-PVRIG:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLOLGGGTQLAVLYGYYsgggysggggsEVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3417);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
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GORVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDREFSGSQSGTSASLTISGLOSEDEAEYFEC

AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3427);

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLYYYgsggggsggggsEVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVROAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3437);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDREFSGSQSGTSASLTISGLOSEDEAEYFEC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3447);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 1
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSOQEQMTKNQVKLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3457);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 2
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVITVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEY
PSDIAVEWESDGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3467);
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CPA.9.086 VH Clambda- VL-CH1l Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A

Y407V Ojal
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVITVSSASGOPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSODELTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLVSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPG (SEQ ID NO:3477);

CPA.9.086 VH Clambda- VL-CHl1l Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQOSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVS
LWCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPG (SEQ ID NO:3487);

CPA.9.086 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
EVOQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY
GPPCPPCPAPEFLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSODELTKNQVSLSCAVKGE
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3497);

CPA.9.086 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY
GPPCPPCPAPEFLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3507);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1

DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRESGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQQGQOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVROAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
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PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCS

VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3517);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQOG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3527);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCOQGOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVROAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3537);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQOG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3547);

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3557);

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 2
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
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YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPPC

PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEENSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEYPS
DIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWEEGDVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3567);

CHA.9.547.18 VH Clambda- VL-CHl1l Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S
L368A Y407V Ojal
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGE
CESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSOQDELTKNQVSLSC
AVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLVSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPG (SEQ ID NO:3653);

CHA.9.547.18 VH Clambda- VL-CH1 Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W
Botén
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGE
CESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWC
LVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPG (SEQ ID NO:3654);

CHA.9.547.18 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVSLSCAVKGEFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3597);

(0]

CHA.9.547.18 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPREEQENST
YRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGEYP
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SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO:3607).
En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.1 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
DIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYT
FTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTA
RNAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWE SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3217);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDREFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLOLGGGTQLAVLYYYgsggggsggggsEVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3437);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVIVSSYgggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GORVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLTISGLQSEDEAEYFC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3447);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 2
EVQOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVITVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEY
PSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3467);
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CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMATIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRESGSGSGTDFTLTT
SSLOPEDFATYYCOQGOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVROAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3537);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIOMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMATIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDEFTLTISSLOPEDFATYYCQQG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVEFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3547);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEYPS
DIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3567).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.1 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYT
FTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTA
RNAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3217);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:
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CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
OSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLOLGGGTQLAVLYGYYsggggsggggsEVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVEFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3437);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDREFSGSQSGTSASLTISGLOQSEDEAEYFEC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3447);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 2
EVOQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFEY
PSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3467);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCOQGOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3537);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVIVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDEFATYYCQQOG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFN
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WYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL

PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3547);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPS
DIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ
ID NO:3567).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.1 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASY
GDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQH
FWGTPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3227);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia
anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDREFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQOLGGGTQLAVLYYYYsggggsggggsEVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3437);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2

EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLTISGLQSEDEAEYFC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
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QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD

VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3447);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 2
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFEY
PSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3467);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCOQGOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVROAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3537);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQOG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3547);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFEYPS
DIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3567).

En algunas modalidades, la porcidon anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG
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CHA.7.518.1 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsQVQOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYT
FTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTA
RNAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3237);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLYYYYsggggsggggsEVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3417);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLTISGLOQSEDEAEYFC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3427);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 1
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3457);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQOSMAIWLSWYQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCOQGOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
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FSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY

YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3517);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDEFATYYCQQOG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3527);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQEFNWYVDGVEVHANAKTKPREEQENSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO:3557);

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.1 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGY IYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASY
GDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQH
FWGTPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3247);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1

QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLOLGGGTQLAVLYYYYsggggsggggsEVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP
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LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP

EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3417);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTESSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GORVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLTISGLQSEDEAEYFEC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3427);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 1
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3457);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMATWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTT
SSLOPEDFATYYCOQGOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3517);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVIVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVEG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDEFATYYCQQOG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3527);

y
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CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 1

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO:3557).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.1 hIgG4 Variante 1
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3257);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQOQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLOLGGGTQLAVLYYYYsggggsggggsEVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3437);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLTISGLQSEDEAEYFC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3447);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 2
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EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS

KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEY
PSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3467);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCOQGOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVROAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3537);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQOG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3547);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPS
DIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO:3567).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT
comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.1 hIgG4 Variante 2

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNST
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YRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEYP

SDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3267);
y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada de las siguientes:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLOLGGGTQLAVLYYYYsggggsggggsEVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3417);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggQggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GORVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDREFSGSQSGTSASLTISGLQSEDEAEYFC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3427);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 1
EVOQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3457);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCOQGOSYPYTEFGQOGTKLEIKggggsggggsggggsEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVROAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3517);
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CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRT PEVTCVVVDVKQEDPEVQEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFEFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3527);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO:3557).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.1 VH Clambda- VL-CH1 Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S
L368A Y407V Ojal
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRG
ECESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVSLS
CAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSL
SLSPG (SEQ ID NO:3655);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 VH Clambda- VL-CHl1l Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASGQPKAAPSVTILFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVS
LWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPG (SEQ ID NO:3487);
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CPA.9.086 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn

EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVIVSSASASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY
GPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3507);

CHA.9.547.18 VH Clambda- VL-CHl1 Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W
Botdén
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGE
CESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPG (SEQ ID NO:3656);

y

CHA.9.547.18 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botén
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3607).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.1 VH Clambda- VL-CHl1 Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W
Botén

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGY IYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRG
ECESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLW
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSL
SLSPG (SEQ ID NO:3657);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia
anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:
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CPA.9.086 VH Clambda- VL-CH1l Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A

Y407V Ojal
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDEFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVS
LSCAVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPG (SEQ ID NO:3477);

CPA.9.086 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVITVSSASASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY
GPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFEN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSODELTKNQVSLSCAVKGE
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3497);

CHA.9.547.18 VH Clambda- VL-CHl1l Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S
L368A Y407V Ojal
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGE
CESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSODELTKNQVSLSC
AVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPG (SEQ ID NO:3658);

y

CHA.9.547.18 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQODELTKNQVSLSCAVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3597).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.1 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
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QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVROAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS

TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQODELTKNQVSLSCAVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO: 3297);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 VH Clambda- VL-CHl1l Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVROAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVS
LWCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPG (SEQ ID NO:3487);

CPA.9.086 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
EVOQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY
GPPCPPCPAPEFLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGE
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3507);

CHA.9.547.18 VH Clambda- VL-CH1 Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W
Botén
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGE
CESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWC
LVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPG (SEQ ID NO:3659);

y

CHA.9.547.18 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVIVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
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KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP

PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3607).

En algunas modalidades, la porcién anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.1 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVIMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVIVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3307);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 VH Clambda- VL-CH1l Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A
Y407V Ojal
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVITVSSASGOPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVCTLPPSODELTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPG (SEQ ID NO:3477);

CPA.9.086 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY
GPPCPPCPAPEFLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVCTLPPSODELTKNQVSLSCAVKGFEF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3497);

CHA.9.547.18 VH Clambda- VL-CHl1 Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S
L368A Y407V Ojal

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
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FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGE

CESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOEFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSOQDELTKNQVSLSC
AVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLVSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPG (SEQ ID NO: 3660);

y

CHA.9.547.18 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVIVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVSLSCAVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3597).

En algunas modalidades, la porcidon anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.4 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYT
FTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTA
RNAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3317);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLYYYYSsggggsggggsEVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVROAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3437);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2

EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GORVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQTIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLTISGLOQSEDEAEYFC
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AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP

EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEENSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3447);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 2
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEY
PSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWEEGDVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3467);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMATWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTT
SSLOPEDFATYYCQQOGOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3537);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSGgggsggggsggggsDIOMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3547);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPREEEENSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEYPS
DIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWEEGDVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3567).
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En algunas modalidades, la porcién anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.4 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVIVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASY
GDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQH
FWGTPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3327);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
OSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLYGYYsggggsggggsEVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVROAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEENSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3437);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GORVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLTISGLOSEDEAEYFEC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3447);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 2
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEY
PSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWEEGDVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3467);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
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DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRESGSGSGTDETLTI

SSLOPEDFATYYCQOQGOSYPYTEFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3537);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSGgggsggggsggggsDIOMTOSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3547);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPS
DIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO:3567).

En algunas modalidades, la porcién anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.4 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYT
FTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTA
RNAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3337);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
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QOSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT

ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLOLGGGTOLAVLYGYgsggggsggggsEVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3417);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVIVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GORVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLTISGLQSEDEAEYFC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3427);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 1
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFEFNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3457);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMATIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRESGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQQOGQOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVROAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3517);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMATIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDEFTLTISSLOPEDFATYYCQQG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
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PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCS

VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3527);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO:3557).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.4 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYTIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASY
GDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQH
FWGTPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3347);

y la porcién anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDREFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLOLGGGTQLAVLYGYYsggggsggggsEVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3417);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1

EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GORVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLTISGLOSEDEAEYFC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
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QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN

VEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3427);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 1
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3457);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCOQGOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVROAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3517);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDEFATYYCQQOG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3527);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHANAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO:3557).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG
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CHA.7.518.4 hIgG4 Variante 1

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3357);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQOIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLOLGGGTQLAVLYYYYsggggsggggsEVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3437);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GORVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDREFSGSQSGTSASLTISGLQSEDEAEYFC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGD
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3447);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 2
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVITVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEY
PSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3467);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 2

DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCOQGOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVROAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
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YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFN

WYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3537);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 2
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVIVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEEEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3547);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGFYPS
DIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO:3567).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.4 hIgG4 Variante 2
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEEFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCDVSGEYP
SDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWEEGDVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3367);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1

QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLOLGGGTQLAVLYGYYsggggsggggsEVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP
LPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
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EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP

QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3417);

CPA.9.086 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSggggsggggsggggsQSALTQPRSASGNP
GORVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDREFSGSQSGTSASLTISGLQSEDEAEYFC
AVWDDIGRVLQLGGGTQLAVLESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3427);

CPA.9.086 hIgG4 Variante 1
EVOQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSDTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3457);

CHA.9.547.18 scFv (VL-enlazador-VH) hIgG4 Variante 1
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCOQGOSYPYTFGQGTKLEIKggggsggggsggggsEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FSSYIMSWVROAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSY
YAMDYWGQGTLVTVSSESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3517);

CHA.9.547.18 scFv (VH-enlazador-VL) hIgG4 Variante 1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSggggsggggsggggsDIQMTQSPSSLSASVG
DRITITCRASQSMAIWLSWYQQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQOG
QSYPYTFGQGTKLEIKESKYGPPCPPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEQMTKNQVKLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:3527);

y

CHA.9.547.18 hIgG4 Variante 1
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS

KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPPVA () GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVKQEDPEVQFNWYVDGVEVHANAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEQMTKNQVKLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO:3557).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.4 VH Clambda- VL-CH1 Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S
L368A Y407V Ojal
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRG
ECESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQODELTKNQVSLS
CAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSL
SLSPG (SEQ ID NO:3661);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 VH Clambda- VL-CHl1l Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASGOQPKAAPSVTLFPPSSEELOQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVS
LWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPG (SEQ ID NO:3487);

CPA.9.086 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVIVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY
GPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3507);

CHA.9.547.18 VH Clambda- VL-CHl1 Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W

Botén
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS

KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGE
CESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPG (SEQ ID NO:3662);

y

CHA.9.547.18 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3607).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.4 VH Clambda- VL-CHl1 Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W
Botén
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRG
ECESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQFNSTYRVVSVLIVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLW
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSL
SLSPG (SEQ ID NO:3663);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 VH Clambda- VL-CH1 Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A
Y407V Ojal
EVOQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOQPREPQVCTLPPSODELTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPG (SEQ ID NO:3477);
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CPA.9.086 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal

EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVIVSSASASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY
GPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFEN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVCTLPPSODELTKNQVSLSCAVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3497);

CHA.9.547.18 VH Clambda- VL-CHl1 Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S
L368A Y407V Ojal
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGE
CESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQODELTKNQVSLSC
AVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPG (SEQ ID NO:3664);

y

CHA.9.547.18 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVSLSCAVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3597).

En algunas modalidades, la porcion anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.4 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGY IYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQODELTKNQVSLSCAVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3397);

y la porcion anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:
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CPA.9.086 VH Clambda- VL-CHl1 Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn

EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVIVSSASGQPKAAPSVTLEFPPSSEELQANKATLV
CLISDEFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQEFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPCODELTKNQVS
LWCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPG (SEQ ID NO:3487);

CPA.9.086 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY
GPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3507);

CHA.9.547.18 VH Clambda- VL-CH1 Crossmab hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W
Botén
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGE
CESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWC
LVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPG (SEQ ID NO:3665);

y

CHA.9.547.18 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGEFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3607).

En algunas modalidades, la porcién anti-PVRIG del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT

comprende la secuencia siguiente anti-PVRIG

CHA.7.518.4 VH hIgG4 Fc Y354C E356D M348L T366W Botdn
QOVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVIVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
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VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG

PPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGFEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3407);

y la porcién anti-TIGIT del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT comprende una secuencia

anti-TIGIT seleccionada del grupo que consiste en las siguientes secuencias:

CPA.9.086 VH Clambda- VL-CHl1 Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A
Y407V Ojal
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDEFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQODELTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPG (SEQ ID NO:3477);

CPA.9.086 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY
GPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVCTLPPSODELTKNQVSLSCAVKGFEF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3497);

CHA.9.547.18 VH Clambda- VL-CHl1l Crossmab hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S
L368A Y407V Ojal
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGE
CESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVSLSC
AVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLVSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPG (SEQ ID NO:3666);

y

CHA.9.547.18 VH hIgG4 Fc Y349C E356D L358L T366S L368A Y407V Ojal

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVIVSSASASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
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PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENST

YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVSLSCAVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
(SEQ ID NO:3597).

Adicionalmente, se incluyen en la definicion de los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT los
anticuerpos que comprenden dominios de unién a TIGIT que comparten identidad con los dominios de
unién de los anticuerpos contra TIGIT enumerados en la presente. Es decir, en ciertas modalidades,
un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT de acuerdo con la invencién comprende regiones
variables de la cadena pesada y ligera que comprenden secuencias de aminoacidos que son idénticas
a la totalidad o parte de los dominios de union de las secuencias de aminoacidos anti-TIGIT de
anticuerpos anti-TIGIT preferidos, respectivamente, en donde los anticuerpos conservan las
propiedades funcionales deseadas de los anticuerpos anti-TIGIT parentales. El por ciento de identidad
entre las dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones idénticas compartidas por las
secuencias (es decir, % de homologia=nim. de posiciones idénticas/nimero total de posiciones X 100),
en vistas del nimero de espacios, y la longitud de cada espacio, que deben introducirse para una
alineacién 6ptima de las dos secuencias. La comparacién de las secuencias y la determinacién del por
ciento de identidad entre dos secuencias pueden lograrse mediante el uso de un algoritmo matematico,
como se describe en los ejemplos no limitantes a continuacion.

El por ciento de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse con el algoritmo
de E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4:11-17 (1988)) que se ha incorporado en el programa
ALIGN (version 2.0), mediante el uso de una tabla de residuos de peso PAM120, una penalidad por
longitud de espacio de 12 y una penalidad por espacio de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre
dos secuencias de aminoacidos puede determinarse mediante el uso del algoritmo de Needleman y
Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970)) que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete de
programa GCG (disponible comercialmente), mediante el uso de ya sea una matriz Blossum 62 o0 una
matriz PAM250 y un peso de espacio de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5,
0 6.

Adicionalmente o alternativamente, las secuencias de proteinas de la presente invencién pueden
usarse ademas como una "secuencia de consulta" para realizar una blsqueda en bases de datos
publicos para, por ejemplo, identificar secuencias relacionadas. Tales busquedas pueden realizarse
con el programa XBLAST (version 2.0) de Altschul, y otros (1990) J Mol. Biol. 215:403-10. Las
busquedas de proteinas BLAST pueden realizarse con el programa XBLAST, puntuacién=50, longitud
de palabra=3 para obtener secuencias de aminoacidos homélogas a las moléculas de anticuerpos de
acuerdo con al menos algunas modalidades de la invencion. Para obtener alineaciones espaciadas
para su comparacion, puede usarse Gapped BLAST como se describe en Altschul y otros, (1997)
Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402. Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST,
pueden usarse los parametros predeterminados de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y
NBLAST).

En general, el porcentaje de identidad para la comparacion entre los dominios de union a TIGIT o los
dominios de union al antigeno es de al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 90 %, y se prefiere al
menos alrededor de 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad. El porcentaje de identidad puede
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estar a lo largo de toda la secuencia de aminoacidos, por ejemplo, toda la cadena pesada o ligera o a

lo largo de una porcién de las cadenas. Por ejemplo, se incluyen dentro de la definicion de los
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencién aquellos cuya porcién de unién a TIGIT
o dominios de union al antigeno comparten identidad a lo largo de toda la region variable (por ejemplo,
donde la identidad es 95 % o0 98 % idéntica a lo largo de las regiones variables), o a lo largo de toda la
region constante, o a lo largo del dominio Fc. En particular, la invencién proporciona anticuerpos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que tienen porciones de unién a TIGIT o dominios de unién al
antigeno con al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 90 %, con al menos alrededor de 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % por ciento de identidad preferida, con el anticuerpo CPA.9.086. En patrticular, la
invencion proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que tienen porciones de union
a TIGIT o dominios de union al antigeno con al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 90 %, con al
menos alrededor de 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % por ciento de identidad preferida, con el anticuerpo
CHA.9.547.18.

Ademas, también se incluyen secuencias que pueden tener CDR idénticas pero cambian en las
porciones de marco del dominio variable (o toda la cadena pesada o ligera). Por ejemplo, los
anticuerpos de TIGIT incluyen aquellos con CDR idénticas a las mostradas en la Figura 23 pero cuya
identidad a lo largo de la region variable puede ser menor, por ejemplo, 95 0 98 % idénticas. En
particular, la invencién proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que tienen
porciones de union a TIGIT o dominios de unién al antigeno con CDR idénticas a CPA.9.086, pero con
regiones marco que son 95 % o 98 % idénticas a CPA.9.086. En particular, la invencién proporciona
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que tienen porciones de unién a TIGIT o dominios de
union al antigeno con CDR idénticas a CHA.9.547.18, pero con regiones marco que son 95 % 0 98 %
idénticas a CHA.9.547.18.

Ademas, también se incluyen secuencias que pueden tener CDR idénticas pero cambian en las
porciones de marco del dominio variable (o toda la cadena pesada o ligera). Por ejemplo, los
anticuerpos de TIGIT incluyen aguellos con CDR idénticas a las mostradas en las Figuras 24A-24SSSS
pero cuya identidad a lo largo de la regién variable puede ser menor, por ejemplo, 95 0 98 % idénticas.
En algunas modalidades, la porcion de unién a TIGIT es a partir de un anticuerpo anti-TIGIT como se
proporciona en el documento US2016/0176963A1, (incorporado en la presente descripcion como
referencia en su totalidad). En algunas modalidades, la porcion de unién a TIGIT es a partir de un
anticuerpo anti-TIGIT como se proporciona en el documento US20170281764 (incorporado en la
presente descripcién como referencia en su totalidad). En algunas modalidades, la porcién de unién a
TIGIT es a partir de un anticuerpo anti-TIGIT como se proporciona en el documento W0O2015009856
(incorporado en la presente descripcién como referencia en su totalidad). En algunas modalidades, la
porcion de unién a TIGIT es a partir de un anticuerpo anti-TIGIT como se proporciona en el documento
US 9713641 (incorporado en la presente descripcion como referencia en su totalidad). En algunas
modalidades, la porcién de unién a TIGIT es a partir de un anticuerpo anti-TIGIT como se proporciona
en el documento W02016028656 (incorporado en la presente descripcion como referencia en su
totalidad).

1. Anticuerpos de TIGIT que compiten por la unién
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La presente invencién proporciona no solo los anticuerpos enumerados sino ademas anticuerpos

adicionales que compiten con los anticuerpos enumerados (los nimeros de CPA enumerados en la
presente que se unen especificamente a TIGIT) para unirse especificamente a la molécula TIGIT. Los
anticuerpos contra TIGIT de la invencion se "clasifican" en distintas categorias de epitopos. Entre los
44 anticuerpos de TIGIT en el estudio de clasificaciéon de epitopos, hay cuatro comunidades, cada una
con patrones de bloqueo por pares relacionados, que se separan en 12 categorias discretas totales
descritas en la presente. Hay doce categorias discretas descritas en la presente; 1) BM9-H4,
CHA.9.525, CPA.9.081-H4, CHA.9.538, CHA.9.553, CPA.9.069-H4, CHA.9.543, CHA.9.556,
CPA.9.077-H4 y CHA.9.561; 2) CHA.9.560 y CHA.9.528; 3) CHA.9.552, CHA.9.521, CHA.9.541,
CHA.9.529, CHA.9.519, CHA.9.527 y CHA.9.549; 4) CPA.9.057-H4 y CHA.9.554; 5) CHA.9.546,
CPA.9.012-H4, CHA.9.547, CPA.9.013-H4, CPA.9.018-H4, MBSA43-M1, Sino PVR-Fc(ligando),
CHA.9.555, PVR-Fc M2A(ligando), BM29-H4, CPA.9.027-H4, CPA.9.049-H4 y CPA.9.053-H4; 6)
CPA.9.064-H4; 7) BM26-H4; 8) CPA.9.059-H4; 9) CHA.9.535 y CPA.9.009-H4; 10) CHA.9.536,
CHA.9.522 y CPA.9.015-H4; 11) CPA.9.011-H4 y BM8-H4 y 12) CPA.9.071-H4. Como se describe en
el documento W02018/033798, incorporado en la presente descripcién como referencia en su totalidad.
Por lo tanto, la invencidn proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que compiten
por la unién con anticuerpos que se encuentran en las categorias discretas de epitopos 1 a 12. En una
modalidad particular, la invencién proporciona anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que
compiten por la unién con CPA.9.086 y son al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idénticos a
CPA.9.086.

Se generan anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT adicionales que compiten con los
anticuerpos enumerados, como se conoce en la técnica y se describe en lineas generales a
continuacion. Los estudios de unidon competitiva pueden realizarse como se conoce en la técnica,
generalmente mediante el uso de ensayos de unién SPR/Biacore®, asi como los ensayos ELISAy a
base de células.

VIl.  Acidos nucleicos que codifican anticuerpos

También se proporcionan composiciones de acidos nucleicos que codifican los anticuerpos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion, asi como también vectores de expresion que
contienen los acidos nucleicos y células huésped transformadas con las composiciones de acido
nucleico y/o vector de expresién. Como apreciaran los expertos en la técnica, las secuencias de
proteinas representadas en la presente pueden codificarse por cualquier nimero de posibles
secuencias de acidos nucleicos, debido a la degeneracion del codigo genético.

Las composiciones de acido nucleico que codifican los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT
dependeran del formato del anticuerpo. Los anticuerpos tetraméricos, tradicionales que contienen dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras estan codificados por dos acidos nucleicos diferentes, uno que
codifica la cadena pesada y otro que codifica la cadena ligera. Estos pueden colocarse en un solo
vector de expresion o dos vectores de expresién, como se conoce en la técnica, transformados en
células huésped, donde se expresan para formar los anticuerpos de la invencién. En algunas
modalidades, por ejemplo, cuando se usan constructos scFv, se usa generalmente un Unico acido
nucleico que codifica la cadena pesada variable-enlazador-cadena ligera variable, que puede insertarse

en un vector de expresion para la transformacién en las células huésped. Los acidos nucleicos pueden
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colocarse en vectores de expresion que contienen las secuencias de control de transcripcién y

traduccién apropiadas, que incluye, entre otras, secuencias de sefial y secrecion, secuencias
reguladoras, promotores, origenes de replicacion, genes de seleccidn, etc.

Las células huésped de mamifero preferidas para expresar los anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT recombinantes de acuerdo con al menos algunas modalidades de la invencién
incluyen células de ovario de hamster chino (células CHO), PER.C6, HEK293 y otras, como se conoce
en la técnica.

Los &cidos nucleicos pueden estar presentes en células enteras, en un lisado celular o en una forma
parcialmente purificada o sustancialmente pura. Un acido nucleico se "aisla" o "se vuelve
sustancialmente puro" cuando se separa mediante purificacion de otros componentes celulares u otros
contaminantes, por ejemplo, otros acidos nucleicos o proteinas celulares, mediante técnicas estandar,
que incluyen el tratamiento alcalino/SDS, centrifugacién en CsCl, cromatografia en columna,
electroforesis en gel de agarosa y otras bien conocidas en la técnica.

Para crear un gen scFv, los fragmentos de ADN que codifican Vu y VL se ligan operativamente a otro
fragmento que codifica un enlazador flexible, por ejemplo, que codifica la secuencia de aminoacidos
(Glys-Ser)s y otras analizadas en la presente, de manera que las secuencias Vu y VL puedan expresarse
como una proteina monocatenaria contigua, en donde las regiones VL y Vu estan unidas mediante el
enlazador flexible.

VIIl. Formulaciones

Las composiciones terapéuticas usadas en la puesta en practica de los métodos anteriores (y en
particular los anticuerpos biespecificos que comprenden al menos las CDR de CHA.7.518.1,
CHA.7.518.4, CPA.9.086, y/o CHA.9.547.18) pueden formularse en composiciones farmacéuticas que
comprenden un portador adecuado para el método de administracion deseado. Los portadores
adecuados incluyen cualquier material que, al combinarse con la composicion terapéutica, retiene la
funcion antitumoral de la composicién terapéutica y generalmente no es reactivo con el sistema
inmunitario del paciente. Los ejemplos incluyen, entre otros, cualquiera de un numero de portadores
farmacéuticos estandar tales como soluciones salinas estériles tamponadas con fosfato, agua
bacteriostatica y similares (véase, en general, Remington's Pharmaceutical Sciences, 16.% edicion, A.
Osal., Ed., 1980). Los portadores, excipientes o estabilizadores aceptables no son téxicos para los
receptores a las dosis y concentraciones empleadas y pueden incluir tampones.

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT formulado en una
composicién farmacéutica comprende las siguientes secuencias:

CHA.7.518.1.H4(S241P) VH IgGl CH1 IgG4 CH2-CH3 S354C, E356D, M358L, T366W
QVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQOAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGEYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO:3175);
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CHA.7.518.1.H4(S241P) VL Ckappa

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRESGSGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGOQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC (SEQ ID
NO:3176) ;

CPA.9.086 HC Clambda Crossmab IgG4 Y349C, E356D, M358L, T366S, L368A, Y407V
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSSASGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK (SEQ ID NO: 3177);

CPA.9.086 LC CH1
QOSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT
ISGLOSEDEAEYFCAVWDDIGRVLOLGGGTQLAVLSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC (SEQ ID
NO:3178) .

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT formulado en una
composicién farmacéutica comprende las siguientes secuencias:

Secuencia de anticuerpos para PVRIG (definicion de IMGT CDR en negrita y subrayada)
CHA.7.518.4 VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGY IYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 3179);

CHA.7.518.4 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180);

Secuencia de anticuerpos para TIGIT (definicién de IMGT CDR en negrita y subrayada)
CHA.9.547.18 VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 1664);

CHA.9.547.18 VL
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DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDEFTLTI

SSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668).

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PVRIG formulado en una composicion farmacéutica
comprende las siguientes secuencias:

Secuencia de anticuerpos para PVRIG (definicion de IMGT CDR en negrita y subrayada)
CHA.7.518.4 VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGY IYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 3179);

CHA.7.518.4 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180).

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-TIGIT formulado en una composicion farmacéutica
comprende las siguientes secuencias:

Secuencia de anticuerpos para TIGIT (definicion de IMGT CDR en negrita y subrayada)
CHA.9.547.18 VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 1664);

CHA.9.547.18 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668).

En una modalidad preferida, la composicion farmacéutica que comprende los anticuerpos biespecificos
anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion puede estar en una forma soluble en agua, tal como estar
presente en forma de sales farmacéuticamente aceptables, que se pretende que incluyan sales de
adicion acidas y basicas. "Sal de adicion acida farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellas
sales que retienen la eficacia bioldgica de las bases libres y que no son biolégicamente o de otra manera
indeseables, formadas con &acidos inorganicos y similares. Las "sales de adicion basica
farmacéuticamente aceptables” incluyen aquellas derivadas de bases inorganicas y similares.

La administracion de la composicion farmacéutica que comprende anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT de la presente invencion, preferentemente en forma de una solucién acuosa estéril,
puede realizarse de varias maneras, las cuales incluyen, entre otras, subcutaneas e intravenosas.

Las cantidades de dosis y las frecuencias de administracién, en una modalidad preferida, se
seleccionan para que sean eficaces terapéuticamente o profilacticamente. Como se conoce en la
técnica, los ajustes para la degradacion de proteinas, la administracion sistémica en comparacion con
la localizada, y la tasa de sintesis de nuevas proteasas, asi como la edad, el peso corporal, la salud

general, el sexo, la dieta, el momento de la administracion, la interaccion farmacolégica y la gravedad
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de la afeccién pueden ser necesarios, y podran determinarse mediante experimentacién de rutina por

expertos en la técnica.

Para tratar a un paciente, puede administrarse una dosis terapéuticamente eficaz de la variante Fc de
la presente invencidn. Por "dosis terapéuticamente eficaz" en la presente se entiende una dosis que
produce los efectos para los que se administra. La dosis exacta dependera del propdsito del
tratamiento, y un experto en la técnica podra determinarla mediante el uso de técnicas conocidas.

IX.  Métodos para el uso de anticuerpos

Los anticuerpos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la
invencion pueden usarse en varias aplicaciones de diagndstico y terapéuticas. En algunos casos, la
decisién del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT a administrar a un paciente se realiza
mediante el uso de una evaluacion de los niveles de expresion (ya sea los niveles de expresidn génica
o los niveles de expresién de proteinas, donde se prefiere este Gltimo) de biopsias de muestras de
tumores para determinar si la muestra sobreexpresa TIGIT y/o PVRIG, para determinar el anticuerpo
terapéutico a administrar.

A. Usos diagnosticos

En consecuencia, los anticuerpos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT de la invencién se usan ademas en el diagnéstico in vitro o in vivo, lo que incluye la
formacién de imagenes, de tumores que sobreexpresan PVRIG y/o TIGIT, respectivamente. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que, como se analiza en la presente, tanto TIGIT como PVRIG, como
proteinas diana inmunooncoldgicas, no se sobreexpresan necesariamente en las células cancerosas,
sino mas bien en los infiltrados inmunitarios en el cancer (por ejemplo, en el microambiente tumoral,
denominado ademas TME). Por lo tanto, este es el mecanismo de accién, por ejemplo, la activacion de
células inmunitarias tales como los linfocitos T y las células NK, da como resultado el diagnéstico de
cancer. En consecuencia, estos anticuerpos pueden usarse para diagnosticar cancer. El diagndstico
con anticuerpos PVRIG se describe ademas en el documento WO 2016/134333, [0434 a 0459],
incorporado en la presente como referencia.

Generalmente, el diagnostico puede realizarse de varias maneras. En una modalidad, un tejido de un
paciente, tal como una muestra de biopsia, se pone en contacto con un anticuerpo biespecifico anti-
PVRIG/anti-TIGIT, marcado generalmente, de manera que el anticuerpo se une al TIGIT enddgeno. El
nivel de sefial se compara con el del tejido normal no canceroso, ya sea del mismo paciente o de una
muestra de referencia, para determinar la presencia o ausencia de cancer. La muestra de biopsia puede
ser de un tumor sélido, una muestra de sangre (para linfomas y leucemias tales como la LLA, el linfoma
de linfocitos T, etc.).

En general, en esta modalidad, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT se marca, por ejemplo,
con un fluoréforo u otro marcador Gptico, que se detecta mediante el uso de un fluorémetro u otro
sistema de deteccién éptica como se conoce bien en la técnica. En una modalidad alternativa, un
anticuerpo marcado secundario se pone en contacto con la muestra, por ejemplo, mediante el uso de
un anticuerpo IgG anti-humano generado en un mamifero diferente (ratén, rata, conejo, cabra, etc.)
para formar un ensayo tipo sandwich como se conoce en la técnica. Alternativamente, el anticuerpo
biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT puede marcarse directamente (por ejemplo, con biotina) y la

deteccion puede realizarse mediante un Ab secundario dirigido al agente de marcado de la técnica.



10

15

20

25

30

35

40

117
Una vez que se observa la sobreexpresion de TIGIT, el tratamiento puede proceder con la

administracion de un anticuerpo anti-PVRIG, anti-TIGIT y/o el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-
TIGIT de acuerdo con la invenciéon como se describe en la presente.

En otras modalidades, se realiza el diagnéstico in vivo. Generalmente, en esta modalidad, el anticuerpo
anti-TIGIT (que incluye fragmentos de anticuerpo) se inyecta en el paciente y se realiza la formacion
de imagenes. En esta modalidad, por ejemplo, el anticuerpo anti-PVRIG, anti-TIGIT y/o el anticuerpo
biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT est4 generalmente marcado con un marcador 6ptico o un marcador
de MRI, tal como un quelato de gadolinio, marcaje radioactivo de mAb (que incluye fragmentos).

En algunas modalidades, los anticuerpos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o el anticuerpo biespecifico anti-
PVRIG/anti-TIGIT descritos en la presente se usan tanto para el diagnéstico como para el tratamiento,
0 solo para el diagnéstico. Cuando se usan anticuerpos anti-PVRIG, anti-TIGIT y/o anticuerpos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT tanto para el diagnéstico como para el tratamiento, algunas
modalidades se basan en dos anticuerpos anti-PVRIG, anti-TIGIT y/o anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT diferentes para dos epitopos diferentes (por ejemplo, para dos epitopos diferentes
dentro de TIGIT o PVRIG, o en base a su naturaleza biespecifica de unién a PVRIG y TIGIT), de manera
gue el anticuerpo anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT para el
diagnéstico no compite por la uniéon con el anticuerpo anti-PVRIG, anti-TIGIT y/o el anticuerpo
biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT terapéutico, aunque en algunos casos el mismo anticuerpo puede
usarse para ambos. Por ejemplo, esto puede realizarse mediante el uso de anticuerpos anti-PVRIG,
anti-TIGIT, y/o el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que estan en diferentes categorias, por
ejemplo, que se unen a diferentes epitopos en TIGIT o diferentes epitopos en PVRIG, como se describe
en la presente. Por lo tanto, se incluyen en la invencién composiciones que comprenden anticuerpos
anti-PVRIG, anti-TIGIT y/o el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT de diagnéstico y un anti-
PVRIG, anti-TIGIT, y/o anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT, y en algunas modalidades, los
anticuerpos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT de diagnéstico
se marcan como se describe en la presente. Ademas, la composicidn de los anticuerpos terapéuticos
y de diagnéstico anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT también
puede coadministrarse con otros farmacos como se describe en la presente.

Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT particularmente Utiles para uso en el diagnostico
incluyen, pero no se limitan a estos anticuerpos enumerados, o anticuerpos que utilizan las CDR con
secuencias variantes, o aquellos que compiten por la unién con cualquiera de los anticuerpos en las
Figuras 5, 7 y/o 23.

En muchas modalidades, se marca un anticuerpo anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o un anticuerpo biespecifico
anti-PVRIG/anti-TIGIT de diagndstico. Por "marcado" en la presente se entiende que los anticuerpos
anti-PVRIG, anti-TIGIT y/o anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT descritos en la presente
tienen uno o mas elementos, isétopos 0 compuestos quimicos unidos para permitir la deteccion en una
pantalla o procedimiento de diagndstico. En general, los marcadores se clasifican en varias clases: a)
marcadores inmunitarios, que pueden ser un epitopo incorporado como un socio de fusion reconocido
por un anticuerpo, b) marcadores isotdpicos, que pueden ser isétopos radioactivos o pesados, c)
marcadores de moléculas pequefas, que pueden incluir colorantes fluorescentes y colorimétricos, o

moléculas tales como la biotina que permiten otros métodos de marcaje, y d) marcadores tales como
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particulas (que incluye burbujas para el marcaje por ultrasonido), o0 marcadores paramagnéticos que

permiten formar imagenes del cuerpo. Los marcadores pueden incorporarse en los anticuerpos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT en cualquier posicién y pueden incorporarse in vitro o in vivo
durante la expresion de proteinas, como se conoce en la técnica.

El diagnostico puede realizarse in vivo, mediante la administracion de un anticuerpo de diagndstico que
permita formar imagenes de todo el cuerpo como se describe a continuacion, o in vitro, en muestras
extraidas de un paciente. Una "muestra” en este contexto incluye cualquier nimero de cosas, que
incluye, entre otras, fluidos corporales (que incluye, entre otros, sangre, orina, suero, linfa, saliva,
secreciones anales y vaginales, transpiracion y semen), asi como muestras de tejidos como resultado
de biopsias de tejidos relevantes.

Ademas, como se describe a continuacion y en los Ejemplos y Figuras, la informacién con respecto a
los niveles de expresién de proteinas de ya sea PVRIG y/o TIGIT, puede usarse para determinar qué
anticuerpos deberian administrarse a un paciente.

B. Tratamiento contra el cancer

Los anticuerpos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT de la
invencién encuentran un uso particular en el tratamiento del cAncer como una monoterapia. Debido a
la naturaleza de un mecanismo de accién inmunooncolégico, PVRIG y/o TIGIT no necesariamente
tienen que estar sobreexpresados o correlacionados con un tipo particular de cancer; es decir, el
objetivo es hacer que los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT eliminen la supresion de la
activacion de los linfocitos T y células NK, de modo que el sistema inmunitario persiga los canceres.
En algunas modalidades, un anticuerpo anti-PVRIG, anti-TIGIT y/o anticuerpo biespecifico anti-
PVRIG/anti-TIGIT que comprende las secuencias de anticuerpos anti-PVRIG de las Figuras 4, 5, 7, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 26, y/o 40, encuentran uso en el tratamiento del cancer (incluida la activacion de
linfocitos T y/o células NK como se describe a continuacién), en particular las que comprenden una
sustitucion S241P. Mientras que cualquier anticuerpo anti-PVRIG, anti-TIGIT y/o anticuerpo
biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenda las secuencias de anticuerpos anti-PVRIG de las
Figuras 4, 5, 7, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 26, y/o 40, encuentran uso en el tratamiento del cancer
(incluida la activacion de linfocitos T y/o células NK como se describe a continuacion), los anticuerpos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden CHA.7.518.1, CHA.7.518.4, y/o CHA.7.538.2
encuentran un uso particular en algunas modalidades.

Mientras que cualquier anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenda las secuencias
de anticuerpos anti-TIGIT de las Figuras 23, 24, y/o 41 encuentran uso en el tratamiento del cancer
(incluida la activacion de linfocitos T y/o células NK como se describe a continuacién), los anticuerpos
biespecificos  anti-PVRIG/anti-TIGIT  que CPA.9.086.H4(S241P), CPA.9.083.H4(S241P),
CHA.9.547.7.HA(S241P), y CHA.9.547.13.H4(S241P), CHA.9.547.18 encuentran un uso particular en
algunas modalidades.

En algunas modalidades, la presente invencidon también proporciona anticuerpos anti-PVRIG que
comprenden las secuencias de anticuerpos anti-PVRIG de las Figuras 4, 5, 7, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 26, y/o 40, que encuentran uso en el tratamiento del cancer (incluida la activacion de linfocitos T y/o
células NK como se describe a continuacion). En algunas modalidades, los anticuerpos anti-PVRIG

comprenden:
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Secuencia de anticuerpos para PVRIG (definicién de IMGT CDR en negrita y

subrayada)

CHA.7.518.4 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 3179);

CHA.7.518.4 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180).

Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencién encuentran un uso particular en el
tratamiento del cancer. En general, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion
son inmunomoduladores, en el sentido de que, en lugar de atacar directamente las células cancerosas,
los anticuerpos de la invencion estimulan el sistema inmunitario, generalmente al inhibir la accién del
receptor del punto de control (por ejemplo, PVRIG o TIGIT). Por lo tanto, a diferencia de los tratamientos
dirigidos a tumores, que tienen como objetivo inhibir las vias moleculares que son cruciales para el
crecimiento y desarrollo tumorales, y/o disminuir las células tumorales, la inmunoterapia contra el
cancer se dirige a estimular el propio sistema inmunitario del paciente para eliminar las células
cancerosas, lo que proporciona una destruccion tumoral a largo plazo. Pueden usarse diversos
enfoques en la inmunoterapia contra el cancer; entre ellos estan las vacunas terapéuticas contra el
cancer para inducir respuestas de linfocitos T especificas de tumores, y anticuerpos
inmunoestimuladores (es decir, antagonistas de receptores inhibidores = puntos de control
inmunitarios) para eliminar las vias inmunosupresoras.

Las respuestas clinicas con tratamiento dirigido o tratamientos convencionales contra el cancer tienden
a ser transitorias a medida que las células cancerosas desarrollan resistencia, y se produce una recidiva
del tumor. Sin embargo, el uso clinico de la inmunoterapia contra el cancer en los Ultimos afios ha
demostrado que este tipo de tratamiento puede tener respuestas clinicas duraderas, y tienen un
impacto considerable en la supervivencia a largo plazo. Sin embargo, aunque las respuestas son a
largo plazo, solo un pequefio nimero de pacientes responde (a diferencia del tratamiento convencional
o dirigido, donde responde un gran nimero de pacientes, pero las respuestas son transitorias).
Cuando se detecta clinicamente un tumor, este ya ha evadido el sistema inmunitario de defensa al
adquirir propiedades inmunorresistentes e inmunosupresoras y al crear un microambiente tumoral
inmunosupresor a través de diversos mecanismos y una variedad de células inmunitarias.

En consecuencia, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o anti-PVRIG/anti-TIGIT de
la invencion son Utiles en el tratamiento del cdncer. Debido a la naturaleza de un mecanismo de accion
inmunooncoldgico, el receptor del punto de control (TIGIT o PVRIG) no necesariamente tiene que estar
sobreexpresado o correlacionado con un tipo particular de cancer; es decir, el objetivo es hacer que los
anticuerpos eliminen la supresion de la activacion de los linfocitos T y las células NK, de modo que el

sistema inmunitario persiga los canceres.
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Como se usa en la presente descripcion, "cancer" se refiere ampliamente a cualquier enfermedad

neoplasica (ya sea invasiva 0 metastasica) caracterizada por una divisién celular anormal y no
controlada que causa un crecimiento maligno o un tumor (por ejemplo, un crecimiento celular no
regulado). Como se usan en la presente, los términos "cancer" o "canceroso" deben entenderse como
gue abarcan cualquier enfermedad neoplasica (ya sea invasiva, no invasiva 0 metastasica) que se
caracteriza por una division celular anormal y no controlada que causa un crecimiento maligno o un
tumor, de lo cual se describen ejemplos no limitantes en la presente. Esto incluye cualquier afeccion
fisioldgica en mamiferos que se caracteriza tipicamente por un crecimiento celular no regulado. Se
ilustran ejemplos de tipos de cancer en los ejemplos de trabajo y también se describen en la descripcién.
Los ejemplos no limitantes de tipos de cancer que pueden tratarse mediante el uso de los anticuerpos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion incluyen, entre otros, carcinoma, linfoma, blastoma,
sarcoma y leucemia. Los ejemplos més particulares de tales tipos de cancer incluyen cancer de células
escamosas, cancer de pulmoén (que incluye cancer de pulmén de células pequefias, cancer de pulmon
de células no pequefias, adenocarcinoma de pulmdn, y carcinoma escamoso de pulmén), cancer de
peritoneo, cancer hepatocelular, cancer géstrico o de estdmago (que incluye cancer gastrointestinal),
cancer de esOfago, melanoma, mesotelioma, cancer de células de Merkel, cancer de péancreas,
glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma,
cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma de endometrio o de Utero, carcinoma
de glandulas salivales, cancer de rifién o renal, cdncer de prostata, cancer de vulva, cncer de tiroides,
carcinoma hepatico y diversos tipos de cancer de cabeza y cuello, cdncer de laringe, cancer de la
cavidad oral, cancer urotelial, tumores mutantes KRAS, sindromes mielodisplasicos (MDS), asi como
también neoplasias de linfocitos B, linfoma de linfocitos B (que incluye el linfoma no Hodgkin (NHL) de
grado bajo/folicular); NHL linfocitico pequefio (SL); NHL de grado intermedio/folicular; NHL difuso de
grado intermedio; NHL inmunoblastico de grado alto; NHL linfoblastico de grado alto; NHL de células
pequefias no segmentadas de grado alto; NHL de enfermedad voluminosa; linfoma de células del
manto; linfoma relacionado con el SIDA; y macroglobulinemia de Waldenstrom); leucemia linfocitica
cronica (CLL); leucemia linfoblastica aguda (ALL); leucemia de células pilosas; leucemia mieloblastica
cronica; leucemial/linfoma de linfocitos T en adultos; mieloma; mieloma miltiple y trastorno
linfoproliferativo postrasplante (PTLD), neoplasias linfoides, proliferacion vascular anormal asociada
con facomatosis, edema (tal como el asociado con tumores cerebrales) y sindrome de Meigs, cancer
de recto, cancer de células renales, sarcoma de tejidos blandos, sarcoma de Kaposi, carcinoma
carcinoide, cancer de ovario temprano o avanzado (que incluye metastasico).

Como se muestra en los ejemplos de W02016/134333, el PVRIG se sobreexpresa y/o se correlaciona
con la infiltracion de linfocitos tumorales (como se demuestra mediante la correlacién con la expresion
de CD3, CD4, CD8y PD-1) en varios tumores diferentes de diversos origenes, y por lo tanto, es util en
el tratamiento de cualquier tipo de cancer, que incluye, entre otros, cancer de prostata, cancer de higado
(HCC), cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de
pancreas, cancer de estbmago, cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y cuello, cancer de tiroides,
cancer de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmén, melanoma, cancer de piel no melanoma
(carcinoma de células escamosas y basales), glioma, cancer de rifion (CCR), linfoma (linfoma no

Hodgkin (NHL) y linfoma de Hodgkin (HD)), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia linfoblastica
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aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de linfocitos B grandes, tumores de células germinales de

testiculo, mesotelioma, y cancer de eséfago.

En particular, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden CHA.7.518.1 como
la porcion de unién a PVRIG pueden usarse en el tratamiento de cancer de prostata, cancer de higado
(HCC), cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama
triple negativo, cancer de pancreas, cancer de estomago (gastrico), cancer de cuello uterino, cancer de
cabezay cuello, cancer de tiroides, cancer de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmén (de pulmén
de células pequefias, de pulmon de células no pequefas), melanoma, cancer de piel no melanoma
(carcinoma de células escamosas y basales), glioma, cancer de rifion (RCC), linfoma (NHL o HL),
leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de
linfocitos B grandes, tumores de células germinales de testiculo, mesotelioma, cdncer de vejiga, cancer
de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T
en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS), cancer de eséfago. En algunas modalidades,
el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple negativo, cancer de estomago
(gastrico), cancer de pulmoén (de pulmon de células pequefias, de pulmén de células no pequefias),
cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de
linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En particular, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden CHA.7.538.1.2
como la porcién de unién a PVRIG pueden usarse en el tratamiento de cancer de préstata, cancer de
higado (HCC), cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de
mama triple negativo, cancer de pancreas, cancer de estdmago (gastrico), cancer de cuello uterino,
cancer de cabeza y cuello, cancer de tiroides, cancer de testiculo, cancer urotelial, cAncer de pulmén
(de pulmdn de células pequefas, de pulmon de células no pequefias), melanoma, cancer de piel no
melanoma (carcinoma de células escamosas y basales), glioma, cancer de rifién (RCC), linfoma (NHL
o HL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma
difuso de linfocitos B grandes, tumores de células germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de
vejiga, cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma
de linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS), cancer de eso6fago. En algunas
modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple negativo, cancer
de estdmago (gastrico), cancer de pulmén (de pulmdén de células pequefas, de pulmén de células no
pequefias), cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS,
leucemial/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En particular, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden CHA.7.518.4 como
la porcién de union a PVRIG pueden usarse en el tratamiento de cancer de prostata, cancer de higado
(HCC), cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama
triple negativo, cancer de pancreas, cancer de estdmago (gastrico), cancer de cuello uterino, cancer de
cabeza y cuello, cancer de tiroides, cancer de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmon (de pulmén
de células pequefias, de pulmon de células no pequefas), melanoma, cancer de piel no melanoma
(carcinoma de células escamosas y basales), glioma, cancer de rifion (RCC), linfoma (NHL o HL),
leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de

linfocitos B grandes, tumores de células germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de vejiga, cancer
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de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T

en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS), cancer de eséfago. En algunas modalidades,
el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple negativo, cancer de estdmago
(gastrico), cancer de pulmoén (de pulmon de células pequefias, de pulmén de células no pequefias),
cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de
linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En particular, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden CPA.9.086 pueden
usarse en el tratamiento de cancer de préstata, cancer de higado (HCC), cancer colorrectal, cancer de
ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama triple negativo, cancer de pancreas,
cancer de estdbmago (gastrico), cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y cuello, cancer de tiroides,
cancer de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmon (de pulmén de células pequefas, de pulmén de
células no pequefias), melanoma, cancer de piel no melanoma (carcinoma de células escamosas y
basales), glioma, cancer de rifién (RCC), linfoma (NHL o HL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de linfocitos B grandes, tumores de células
germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de vejiga, cancer de células de Merkel, cancer con alta
MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes
mielodisplasicos (MDS), cancer de eséfago. En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo
que consiste en cancer de mama triple negativo, cancer de estomago (gastrico), cancer de pulmén (de
pulmoén de células pequefias, de pulmon de células no pequefias), cAncer de células de Merkel, cancer
con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y
sindromes mielodisplasicos (MDS).

En particular, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden CPA.9.083 pueden
usarse en el tratamiento de cancer de préstata, cancer de higado (HCC), cancer colorrectal, cancer de
ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama triple negativo, cancer de pancreas,
cancer de estdbmago (gastrico), cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y cuello, cancer de tiroides,
cancer de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmon (de pulmén de células pequefas, de pulmén de
células no pequefias), melanoma, cancer de piel no melanoma (carcinoma de células escamosas y
basales), glioma, cancer de rifién (RCC), linfoma (NHL o HL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de linfocitos B grandes, tumores de células
germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de vejiga, cancer de células de Merkel, cancer con alta
MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes
mielodisplasicos (MDS), cancer de eséfago. En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo
que consiste en cancer de mama triple negativo, cancer de estomago (gastrico), cancer de pulmoén (de
pulmén de células pequefias, de pulmon de células no pequefias), cancer de células de Merkel, cancer
con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y
sindromes mielodisplasicos (MDS).

En particular, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden CHA.9.547.7
pueden usarse en el tratamiento de cancer de prOstata, cancer de higado (HCC), cancer colorrectal,
cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama triple negativo, cancer de
pancreas, cancer de estébmago (gastrico), cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y cuello, cancer
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pulmén de células no pequefias), melanoma, cancer de piel no melanoma (carcinoma de células

escamosas Yy basales), glioma, cancer de rifion (RCC), linfoma (NHL o HL), leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de linfocitos B grandes,
tumores de células germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de vejiga, cancer de células de Merkel,
cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y
sindromes mielodisplasicos (MDS), cancer de eséfago. En algunas modalidades, el cancer se
selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple negativo, cancer de estbmago (géstrico),
cancer de pulmdén (de pulmoén de células pequefias, de pulmén de células no pequefias), cancer de
células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en
adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En particular, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden CHA.9.547.13
pueden usarse en el tratamiento de cancer de prdstata, cancer de higado (HCC), cancer colorrectal,
cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama triple negativo, cancer de
pancreas, cancer de estbmago (gastrico), cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y cuello, cancer
de tiroides, cancer de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmén (de pulmén de células pequeiias, de
pulmén de células no pequefias), melanoma, cancer de piel no melanoma (carcinoma de células
escamosas Yy basales), glioma, cancer de rifion (RCC), linfoma (NHL o HL), leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de linfocitos B grandes,
tumores de células germinales de testiculo, mesotelioma, cdncer de vejiga, cAncer de células de Merkel,
cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y
sindromes mielodisplasicos (MDS), cancer de eséfago. En algunas modalidades, el cancer se
selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple negativo, cancer de estémago (gastrico),
cancer de pulmdén (de pulmoén de células pequefias, de pulmén de células no pequefias), cancer de
células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en
adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En particular, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden CPA.9.547.18
pueden usarse en el tratamiento de cancer de prostata, cancer de higado (HCC), cancer colorrectal,
cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama triple negativo, cancer de
pancreas, cancer de estdmago (gastrico), cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y cuello, cancer
de tiroides, cancer de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmdn (de pulmén de células pequeiias, de
pulmén de células no pequefias), melanoma, cancer de piel no melanoma (carcinoma de células
escamosas Yy basales), glioma, cancer de rifion (RCC), linfoma (NHL o HL), leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de linfocitos B grandes,
tumores de células germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de vejiga, cancer de células de Merkel,
cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y
sindromes mielodisplasicos (MDS), cancer de eséfago. En algunas modalidades, el cancer se
selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple negativo, cancer de estémago (gastrico),
cancer de pulmdn (de pulmon de células pequefias, de pulmén de células no pequefas), cancer de
células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en

adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS).
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En particular, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden pueden usarse en

el tratamiento de cancer de préstata, cancer de higado (HCC), cancer colorrectal, cancer de ovario,
cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama triple negativo, cancer de pancreas, cancer
de estébmago (gastrico), cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y cuello, cancer de tiroides, cancer
de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmén (de pulmon de células pequefias, de pulmén de células
no pequefas), melanoma, cancer de piel no melanoma (carcinoma de células escamosas y basales),
glioma, cancer de rifiébn (RCC), linfoma (NHL o HL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de linfocitos B grandes, tumores de células
germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de vejiga, cancer de eséfago, cancer de células de
Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos,
mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS), en donde el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-
TIGIT comprende las siguientes secuencias:

CHA.7.518.1.H4(S241P) VH IgGl CH1 IgG4 CH2-CH3 S354C, E356D, M358L, T366W
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGOGLEWMGYIYPYTIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO:3175);

CHA.7.518.1.H4(S241P) VL Ckappa
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCOHFWGTPYTFGOGTKLEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC (SEQ ID
NO:3176) ;

CPA.9.086 HC Clambda Crossmab IgG4 Y349C, E356D, M358L, T366S, L368A, Y407V
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGOGTTVTVSSASGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK (SEQ ID NO:3177);

CPA.9.086 LC CHI1
QOSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDREFSGSQSGTSASLT
ISGLOSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQOQLGGGTQLAVLSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
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VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC (SEQ ID

NO:3178) .

En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple
negativo, cancer de estémago (gastrico), cancer de pulmon (de pulmén de células pequenias, de pulmon
de células no pequefias), cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS,
leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En particular, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden las siguientes
secuencias pueden usarse en el tratamiento de cancer de préstata, cancer de higado (HCC), cancer
colorrectal, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama triple negativo,
cancer de pancreas, cancer de estdbmago (géastrico), cAncer de cuello uterino, cancer de cabeza y
cuello, cancer de tiroides, cancer de testiculo, cancer urotelial, cAncer de pulmén (de pulmén de células
pequefias, de pulmon de células no pequefias), melanoma, cancer de piel no melanoma (carcinoma de
células escamosas y basales), glioma, cancer de rifion (RCC), linfoma (NHL o HL), leucemia mieloide
aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de linfocitos B
grandes, tumores de células germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de vejiga, cancer de es6fago
cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de
linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS), en donde el anticuerpo
biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT incluye cualquiera de los siguientes anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT:

un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:
CHA.7.518.1 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1539);

CHA.7.518.1 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTEFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1544);

CPA.9.086 VH
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:1634);

CPA.9.086 VL
OSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL (SEQ ID NO:1639);

O

un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:
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CHA.7.518.4 VH

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVROAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:3179);

CHA.7.518.4 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180);

CPA.9.086 VH
EVOQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVROQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:1634);

CPA.9.086 VL
OSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL (SEQ ID NO:1639);

O

un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:
CHA.7.518.1 VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGY IYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1539);

CHA.7.518.1 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGOGTKLEIK (SEQ ID NO:1544);

CHA.9.547.18 VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1664);

CHA.9.547.18 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRESGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQQGQOSYPYTFGOGTKLEIK (SEQ ID NO:1668);

O

un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:
CHA.7.518.4 VH
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QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVROAPGOGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS

TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:3179);

CHA.7.518.4 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180);

CHA.9.547.18 VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1664);

CHA.9.547.18 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668).

En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple
negativo, cancer de estbmago (gastrico), cancer de pulmén (de pulmén de células pequefas, de pulmén
de células no pequefias), cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS,
leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En particular, los anticuerpos anti-PVRIG que comprenden las siguientes secuencias pueden usarse
en el tratamiento de cancer de préstata, cancer de higado (HCC), cancer colorrectal, cancer de ovario,
cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama triple negativo, cancer de pancreas, cancer
de estdmago (gastrico), cancer de cuello uterino, cancer de cabezay cuello, cancer de tiroides, cancer
de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmén (de pulmén de células pequefias, de pulmén de células
no pequenas), melanoma, cancer de piel no melanoma (carcinoma de células escamosas y basales),
glioma, cancer de rifiébn (RCC), linfoma (NHL o HL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de linfocitos B grandes, tumores de células
germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de vejiga, cancer de esofago cancer de células de Merkel,
cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y
sindromes mielodisplasicos (MDS), en donde el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT incluye
cualquiera de los siguientes anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT:

un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:
CHA.7.518.1 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1539);

CHA.7.518.1 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGOGTKLEIK (SEQ ID NO:1544);
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CPA.9.086 VH
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVROQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:1634);

CPA.9.086 VL
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT
ISGLQOSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL (SEQ ID NO:1639);

O

un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:
CHA.7.518.4 VH

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVROAPGOQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:3179);

CHA.7.518.4 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQOGTKLEIK (SEQ ID NO:3180);

y

CPA.9.086 VH
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:1634);

CPA.9.086 VL
OSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL (SEQ ID NO:1639);

O

un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:
CHA.7.518.1 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1539);

CHA.7.518.1 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGOGTKLEIK (SEQ ID NO:1544);
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CHA.9.547.18 VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1664);

CHA.9.547.18 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRESGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668);

o]

un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:
CHA.7.518.4 VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGY IYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:3179);

CHA.7.518.4 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180);

CHA.9.547.18 VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1664);

CHA.9.547.18 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668).

En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple
negativo, cancer de estdbmago (gastrico), cancer de pulmén (de pulmén de células pequefias, de pulmén
de células no pequefias), cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS,
leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS).

En particular, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprenden las siguientes
secuencias pueden usarse en el tratamiento de cancer de préstata, cancer de higado (HCC), cancer
colorrectal, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama triple negativo,
cancer de pancreas, cancer de estomago (gastrico), cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y
cuello, cancer de tiroides, cancer de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmén (de pulmén de células
pequefias, de pulmon de células no pequefas), melanoma, cancer de piel no melanoma (carcinoma de
células escamosas y basales), glioma, cancer de rifion (RCC), linfoma (NHL o HL), leucemia mieloide
aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de linfocitos B
grandes, tumores de células germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de vejiga, cancer de eséfago

cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de
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linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS), en donde el anticuerpo

biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT incluye cualquiera de los siguientes anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT:

un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:
CHA.7.518.1 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1539);

CHA.7.518.1 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGOGTKLEIK (SEQ ID NO:1544);

CPA.9.086 VH
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVROQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:1634);

CPA.9.086 VL
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL (SEQ ID NO:1639);

O

un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:
CHA.7.518.4 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:3179);

CHA.7.518.4 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180);

CPA.9.086 VH
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:1634);

CPA.9.086 VL
OSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDRESGSQSGTSASLT

ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL (SEQ ID NO:1639);

O
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un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:

CHA.7.518.1 VH
QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVROAPGOQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1539);

CHA.7.518.1 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSREFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQOGTKLEIK (SEQ ID NO:1544);

CHA.9.547.18 VH
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1664);

CHA.9.547.18 VL
DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQOKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSREFSGSGSGTDETLTI
SSLOPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668);

o]

un anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que comprende las siguientes secuencias:
CHA.7.518.4 VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGY IYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:3179);

CHA.7.518.4 LC
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLOPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180);

CHA.9.547.18 VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1664);

CHA.9.547.18 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668).

En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple
negativo, cancer de estbmago (gastrico), cancer de pulmén (de pulmaén de células pequefias, de pulmén
de células no pequefias), cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS,

leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS).
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En particular, los anticuerpos anti-PVRIG que comprenden las siguientes secuencias pueden usarse

en el tratamiento de cancer de prostata, cancer de higado (HCC), cancer colorrectal, cAncer de ovario,
cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de mama triple negativo, cancer de pancreas, cancer
de estémago (gastrico), cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y cuello, cancer de tiroides, cancer
de testiculo, cancer urotelial, cancer de pulmén (de pulmon de células pequefias, de pulmén de células
no pequefas), melanoma, cancer de piel no melanoma (carcinoma de células escamosas y basales),
glioma, cancer de rifiébn (RCC), linfoma (NHL o HL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
linfoblastica aguda de linfocitos T (T-ALL), linfoma difuso de linfocitos B grandes, tumores de células
germinales de testiculo, mesotelioma, cancer de vejiga, cancer de eséfago, cancer de células de
Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS, leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos,
mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS):

un anticuerpo anti-PVRIG que comprende las siguientes secuencias:

CHA.7.518.4 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:3179)

CHA.7.518.4 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180).

En algunas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama triple
negativo, cancer de estbmago (gastrico), cancer de pulmén (de pulman de células pequefias, de pulmén
de células no pequefias), cancer de células de Merkel, cancer con alta MSI, tumores mutantes KRAS,
leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, mieloma y sindromes mielodisplasicos (MDS).

C. Terapias combinadas

Como se conoce en la técnica, las terapias combinadas que comprenden un anticuerpo anti-PVRIG,
anti-TIGIT y/o el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT terapéutico que se dirige a una diana
de inmunoterapia y un agente terapéutico adicional, especifico para la enfermedad, se muestran muy
prometedores. Por ejemplo, en el area de la inmunoterapia, existen varias terapias combinadas
prometedores que usan un agente quimioterapéutico (ya sea un farmaco de molécula pequefia o un
anticuerpo antitumoral) o un anticuerpo inmunooncolégico (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico anti-
PVRIG/anti-TIGIT de la invencion).

Los términos "en combinacion con"y "coadministracion” no se limitan a la administracion de los agentes
profilacticos o terapéuticos exactamente al mismo tiempo. En su lugar, significan que el anticuerpo y el
otro agente 0 agentes se administran en una secuencia y dentro de un intervalo de tiempo tal que
pueden actuar juntos para proporcionar un beneficio que se incrementa en comparaciéon con el
tratamiento ya sea solo con el anticuerpo de la presente invencidn o con el otro agente o agentes. Se
prefiere que el anticuerpo y el otro agente o agentes actien de forma aditiva, y se prefiere
especialmente que actlien sinérgicamente. Tales moléculas estan adecuadamente presentes de forma

conjunta en cantidades que son efectivas para el propésito previsto. El médico profesional capacitado
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puede determinar empiricamente, o en consideracién de la farmacocinética y los modos de accién de

los agentes, la dosis o0 dosis adecuadas de cada agente terapéutico, asi como los tiempos y métodos
de administracion adecuados.

En consecuencia, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT GIT de la presente invencién
pueden administrarse de forma concomitante con uno o mas regimenes o agentes terapéuticos. Los
agentes o regimenes terapéuticos adicionales pueden usarse para mejorar la eficacia o seguridad del
anticuerpo anti-PVRIG, anti-TIGIT y/o anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT. Ademas, los
agentes o regimenes terapéuticos adicionales pueden usarse para tratar la misma enfermedad o una
comorbilidad en lugar de alterar la accién del anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT. Por
ejemplo, un anticuerpo anti-PVRIG, anti-TIGIT y/o anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT de la
presente invencion puede administrarse al paciente junto con quimioterapia, radioterapia o tanto
guimioterapia como radioterapia.

1. PVRIG, TIGIT, y/o anticuerpos biespecificos PVRIG/TIGIT con moléculas pequefias
quimioterapéuticas

Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT de la presente invencion pueden administrarse en
combinacion con uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos, que incluyen, entre otros, agentes
citotoxicos, agentes quimioterapéuticos, citocinas, agentes inhibidores del crecimiento, agentes
antihormonales, inhibidores de quinasa, agentes antiangiogénicos, cardioprotectores,
inmunoestimuladores, agentes inmunosupresores, agentes que promueven la proliferacion de células
hematoldgicas, inhibidores de la angiogénesis, inhibidores de la proteina tirosina quinasa (PTK) u otros
agentes terapéuticos.

En este contexto, un "agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico Gtil en el tratamiento del
cancer. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y
ciclosfosfamida, alquil sulfonatos tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como
benzodopa, carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilaminasas que incluyen altretamina,
trietilenmelamina, trietilenfosforamida, trietilenotiofosforamida y trimetilolomelamina; acetogeninas
(especialmente bullatacina y bullatacinona); delta-9-tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOLY;
beta-lapacona; lapachol; colchicinas; acido betulinico; una camptotecina (que incluye el topotecan
andlogo sintético (HYCAMTN®), CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®), acetilcamptotecina,
escopolectina y 9-aminocamptotecina); briostatina; calistatina; CC-1065 (que incluye sus analogos
sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; teniposido;
criptoficinas (particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (que incluye los
analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina;
espongistatina; mostazas nitrogenadas tales como clorambucil, clornafazina, colofosfamida,
estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de O6xido de mecloretamina, melfalan,
novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas tales como
carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina; antibiéticos tales como los
antibidticos de enediina (por ejemplo, calicheamicina, especialmente calicheamicina gammall y
calicheamicina omegall (véase, por ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994));
dinemicina, que incluye dinemicina A; una esperamicina; asi como el cromdéforo neocarzinostatina y los

cromoforos de antibiéticos de enediina de cromoproteinas relacionados), aclacinomisinas,
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actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina,

carcinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorrubicina (que incluye morfolino-doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-
doxorrubicina 'y desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina,
mitomicinas tales como mitomicina C, &cido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina,
ubenimex, zinostatina, zorrubicina; antimetabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU);
anéalogos de &cido félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de
purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales
como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como calusterona, propionato de dromostanolona,
epitiostanol, mepitiostano, testolactona; antiadrenales tales como aminoglutetimida, mitotano,
trilostano; regenerador de acido félico tal como acido frolinico; aceglatona; glucésido de aldofosfamida;
acido aminolevulinico; eniluracil; amsacrina; bestrabucil; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diacicuona; elfornitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglucid; nitrato de galio;
hidroxiurea; lentindn; lonidainina; maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; phenamet; pirarrubicina; losoxantrona; 2-
etilhidrazida; procarbazina; complejo de polisacaridos PSK.RTM. (JHS Natural Products, Eugene,
Oregbn); razoxano; rizoxina; sizofirAn; espirogermanio; acido tenuazonico; triazicuona; 2,2'2"-
triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina);
uretano; vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol;
pipobroman; gacitosina; arabindsido ("Ara-C"); tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel (TAXOL®;
Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, Nueva Jersey), ABRAXANE®, formulacion de
nanoparticulas modificadas con albumina y sin creméforos de paclitaxel (American Pharmaceutical
Partners, Schaumberg, lllinois) y docetaxel (TAXOTERE®; Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Francia);
cloranbucil; gemcitabina (GEMZARM®); 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de
platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina (VELBAN®); platino; etopésido (VP-16);
ifosfamida; mitoxantrona; vincristina (ONCOVIN®); oxaliplatino; leucovovina; vinorelbina
(NAVELBINE®); novantrona; edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de
topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); retinoides tales como &cido retinoico;
capecitabina (XELODA®); sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico, acidos o derivados
de cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de dos 0 mas de los anteriores tales como
CHOP, una abreviatura para una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y
prednisolona; CVP, una abreviatura para una terapia combinada de ciclofosfamida, vincristina y
prednisolona; y FOLFOX, una abreviatura para un régimen de tratamiento con oxaliplatino
(ELOXATIN®) en combinacion con 5-FU y leucovorina.

De acuerdo con al menos algunas modalidades, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT
de la invencién podrian usarse en combinacion con cualquiera de los tratamientos contra el cancer
estandares conocidos en la técnica (como puede encontrarse, por ejemplo, en

http://www.cancer.gov/cancertopics).
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Por tanto, en algunos casos, los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT descritos en la

presente (particularmente aquellos que incluyen CHA.7.538.1.2 y/o CHA.7.518.1 como la porcion de
union a PVRIG) pueden combinarse con agentes quimioterapéuticos. De manera similar, los
anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT descritos en la presente (en particular los que incluyen
CPA.9.086, CPA.9.083 y/o CHA.9.547.13 como la porcion de union a TIGIT) pueden combinarse con
agentes quimioterapéuticos.

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que puede combinarse con
agentes quimioterapéuticos comprende las siguientes secuencias:

CHA.7.518.1.H4(S241P) VH IgGl CH1 IgG4 CH2-CH3 S$354C, E356D, M358L, T366W
QVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVROAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCODELTKNQVSLWCLVKGEFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO:3175)

CHA.7.518.1.H4(5241P) VL Ckappa
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRESGSGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCQOHFWGTPYTFGOQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC (SEQ ID
NO:3176)

CPA.9.086 HC Clambda Crossmab IgG4 Y349C, E356D, M358L, T366S, L368A, Y407V
EVOLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVROAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQOGTTVTVSSASGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQDELTKNQVS
L§C5VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL!SRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQK

SLSLSPGK (SEQ ID NO:3177)

CPA.9.086 LC CHI1
OSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLOSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQOLGGGTQLAVLSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC  (SEQ  ID
NO:3178)

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que puede combinarse con
agentes quimioterapéuticos comprende las siguientes secuencias:

Secuencia de anticuerpos para PVRIG (definicion de IMGT CDR en negrita y subrayada)
CHA.7.518.4 VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGY IYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 3179);
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CHA.7.518.4 VL

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQOKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180);

Y

Secuencia de anticuerpos para TIGIT (definicion de IMGT CDR en negrita y subrayada)
CHA.9.547.18 VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1664);

CHA.9.547.18 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que puede combinarse con
agentes quimioterapéuticos comprende las siguientes secuencias:

CHA.7.518.1 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1539)

CHA.7.518.1 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1544)

Y

CPA.9.086 VH
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRETISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:1634)

CPA.9.086 VL
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQONQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL (SEQ ID NO:1639).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que puede combinarse con
agentes quimioterapéuticos comprende las siguientes secuencias:

CHA.7.518.4 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:3179)

CHA.7.518.4 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180)

Y

CPA.9.086 VH
EVQLVETGGGLIQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAVISYAGEVKYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDPLPLHYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:1634)

CPA.9.086 VL
QSALTQPRSASGNPGQRVTISCSGSSSNMGRRPVNWYQQIPGTAPKLLIYSQNQRPSGVPDRFSGSQSGTSASLT
ISGLQSEDEAEYFCAVWDDIGRVLQLGGGTQLAVL (SEQ ID NO:1639).
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En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que puede combinarse con

agentes quimioterapéuticos comprende las siguientes secuencias:

CHA.7.518.1 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVIVSS (SEQ ID NO: 1539)

CHA.7.518.1 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSENIYSNLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1544)

Y

CHA.9.547.18 VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGREFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVIVSS (SEQ ID NO:1664)

CHA.9.547.18 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMAIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDETLTI
SSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668).

En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT que puede combinarse con
agentes quimioterapéuticos comprende las siguientes secuencias:

CHA.7.518.4 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNINWVRQAPGQGLEWMGYIYPYIGGSGYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREDKTARNAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:3179)

CHA.7.518.4 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRVSENIYDVLAWYQQKPGKAPKLLIYEATNLAEGVPSRFSGSGSGTDEFTLTI
SSLQPEDFATYYCQHFWGTPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:3180)

Y

CHA.9.547.18 VH
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYIMSWVRQAPGKGLEWVATISGGSKGQYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKWLLSYYAMDYWGQGTLVIVSS (SEQ ID NO:1664)

CHA.9.547.18 VL
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSMATIWLSWYQQKPGKAPKLLIYKASKSHTGVPSRFSGSGSGTDETLTI
SSLQPEDFATYYCQQGQSYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:1668).

D. Evaluacion del tratamiento

Generalmente, los anticuerpos anti-PVRIG, anti-TIGIT, y/o los anticuerpos biespecificos anti-
PVRIG/anti-TIGIT de la invencion se administran a pacientes con cancer, y la eficacia se evalla de
varias maneras descritas en la presente. Por lo tanto, aunque pueden realizarse ensayos estandar de
eficacia, tales como carga de cancer, tamafio del tumor, evaluacién de la presencia o extension de
metastasis, etc.; pueden evaluarse ademas los tratamientos inmunooncolégicos en base a las
evaluaciones del estado inmunitario. Esto puede realizarse de varias formas, que incluyen ensayos in
vitro e in vivo. Por ejemplo, puede realizarse una evaluacion de los cambios en el estado inmunoldgico
(por ejemplo, presencia de linfocitos T ICOS+ CD4+ después del tratamiento con ipi) junto con
mediciones "a la vieja usanza", como masa tumoral, tamafio, invasividad, participaciéon de LN,

metastasis, etc. Por lo tanto, puede evaluarse cualquiera de los siguientes o todos ellos: los efectos
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inhibidores de PVRIG o TIGIT en la activacion o proliferacién de linfocitos T CD4*, la activacién o

proliferacion de linfocitos T CD8* (CTL), la actividad citotéxica mediada por linfocitos T CD8* y/o la
reduccién celular mediada por CTL, la actividad de las células NK y la reducciéon celular mediada por
NK, los efectos potenciadores de PVRIG o TIGIT en la diferenciacién y proliferaciéon de linfocitos Treg
y la inmunosupresion o tolerancia inmunitaria mediadas por células supresoras derivadas de Treg o
mieloides (MDSC), y/o los efectos de PVRIG o TIGIT en la produccidn de citocinas proinflamatorias por
parte de células inmunitarias, por ejemplo, produccién de IL-2, IFN-y o TNF-a por linfocitos T u otras
células inmunitarias.

En algunas modalidades, la evaluacién del tratamiento se realiza al evaluar la proliferacion de células
inmunitarias, mediante el uso de, por ejemplo, el método de dilucién con CFSE, la tincién intracelular
con Ki67 de las células efectoras inmunitarias y el método de incorporacion de timidina 3H.

En algunas modalidades, la evaluacion del tratamiento se realiza al evaluar el aumento de la expresion
génica o los niveles aumentados de proteina de marcadores asociados a la activacion, que incluyen
uno o mas de: CD25, CD69, CD137, ICOS, PD1, GITR, OX40 y la desgranulacion celular medida por
la expresioén superficial de CD107A.

En algunas modalidades, la evaluacion del tratamiento se realiza al evaluar la cantidad de proliferacién
de linfocitos T en ausencia de tratamiento, por ejemplo, antes de la administracién de los anticuerpos
de la invencién. Si, después de la administracién, el paciente experimenta un aumento de la
proliferacion de linfocitos T, por ejemplo, un subconjunto de linfocitos T del paciente esta proliferando,
esto da indicios de que los linfocitos T se activaron.

De manera similar, la evaluacién del tratamiento con los anticuerpos de la invencion puede realizarse
al medir los niveles de IFNy del paciente antes de la administracién y después de la administracion para
evaluar la eficacia del tratamiento. Esto puede realizarse en horas o dias.

En general, los ensayos de expresidn génica se realizan como se conoce en la técnica. Véase, por
ejemplo, Goodkind y otros, Computers and Chem. Eng. 29(3):589 (2005), Han y otros, Bioinform. Biol.
Insights 11/15/15 9(Supl. 1):29-46, Campo y otros, Nod. Pathol. enero de 2013; 26 supl. 1:597-S110,
cuyas técnicas de medicion de la expresion génica se incorporan expresamente en la presente como
referencia.

En general, las mediciones de la expresion de proteinas también se realizan de manera similar como
se conoce en la técnica; véase, por ejemplo, Wang y otros, Recent Advances in Capillary
Electrophoresis-Based Proteomic Techniques for Biomarker Discovery, Methods. Mol. Biol. 2013:984:1-
12; Taylor y otros, BioMed Res. volumen 2014, ID del articulo 361590, 8 paginas, Becerk y otros, Mutat.
Res junio de 2011 17:722(2): 171-182, cuyas técnicas de medicidn se incorporan expresamente en la
presente como referencia.

En algunas modalidades, se realiza la evaluacion del tratamiento al evaluar la actividad citotoxica
medida por la deteccién de la viabilidad de las células diana a través de la estimacion de numerosos
parametros celulares, tales como la actividad enzimatica (que incluye la actividad de proteasa), la
permeabilidad de la membrana celular, la adherencia celular, la produccion de ATP, la produccion de
coenzimas y la actividad de absorcién de nucleétidos. Los Ejemplos especificos de estos ensayos
incluyen, entre otros, tincion con azul de tripano o PI, método de liberacion de 5'Cr o 3°S, actividad de

LDH, ensayos de MTT y/o WST, ensayo de calceina-AM, ensayo de luminiscencia, y otros.
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En algunas modalidades, se realiza la evaluacion del tratamiento al evaluar la actividad de los linfocitos

T medida por la produccién de citocinas, ya sea intracelularmente en el sobrenadante del cultivo
mediante el uso de citocinas que incluyen, entre otras, IFNy, TNFa, GM-CSF, IL2, IL6, IL4, IL5, IL10,
IL13 mediante técnicas bien conocidas.

En consecuencia, la evaluacion del tratamiento puede realizarse mediante el uso de ensayos que
evalldan uno o mas de los siguientes: (i) aumentos en la respuesta inmunitaria, (i) aumentos en la
activacion de los linfocitos T af y/o yd, (iii) aumentos en la actividad de linfocitos T citotdxicos, (iv)
aumentos en la actividad de las células NK y/o NKT, (v) alivio de la supresion de los linfocitos T af8 y/o
yd, (vi) aumentos en la secrecién de citocinas proinflamatorias, (vii) aumentos en la secrecion de IL-2;
(viii) aumentos en la produccién de interferon-y, (ix) aumentos en la respuesta de Th1, (x) reducciones
en la respuesta de Th2, (xi) reducciones o eliminaciones de nimero y/o actividad celulares de al menos
uno de los linfocitos T reguladores (Treg).

E. Ensayos para medir la eficacia

En algunas modalidades, la activacion de linfocitos T se evalla mediante un ensayo de reaccién
linfocitaria mixta (MLR) como se describe en los Ejemplos. Un aumento de la actividad indica actividad
inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefalizacién mide los aumentos o disminuciones de la respuesta
inmunitaria segun la medicion, por ejemplo, mediante fosforilacion o desfosforilacion de diferentes
factores, o mediante la medicion de otras modificaciones posteriores a la traduccion. Un aumento de la
actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la actividad se describen
a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la activacién
de los linfocitos T af y/o yd segun la medicion, por ejemplo, mediante secrecion de citocinas o
proliferacion o cambios en la expresion de marcadores de activacion, tales como, por ejemplo, CD137,
CD107a, PD1, etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos
apropiados de la actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la actividad
de los linfocitos T citotoxicos segun la medicion, por ejemplo, mediante destruccion directa de células
diana tales como, por ejemplo, células cancerosas, o mediante secrecion de citocinas o proliferacion o
cambios en la expresién de marcadores de activacion, tales como, por ejemplo, CD137, CD107a, PD1,
etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la
actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la actividad
de las células NK y/o las células NKT segun la medicién, por ejemplo, mediante destruccién directa de
células diana tales como, por ejemplo, células cancerosas, o mediante secrecion de citocinas o cambios
en la expresion de marcadores de activacion, tales como, por ejemplo, CD107a, etc. Un aumento de la
actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la actividad se describen
a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la supresion
de los linfocitos T af y/o yd segun la medicion, por ejemplo, mediante secrecion de citocinas o

proliferacion o cambios en la expresion de marcadores de activacion, tales como, por ejemplo, CD137,
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CD107a, PD1, etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos

apropiados de la actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o reducciones de la secrecion
de citocinas proinflamatorias segun la medicion, por ejemplo, mediante ELISA o Luminex o métodos de
formato multiple a base de microesferas o mediante tincion intracelular y analisis FACS o mediante
Alispot, etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados
de la actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o reducciones de la secrecion
de IL-2 segun la medicién, por ejemplo, mediante ELISA o Luminex o métodos de formato multiple a
base de microesferas o mediante tincién intracelular y analisis FACS o mediante Alispot, etc. Un
aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la actividad
se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o reducciones de la produccion
de interferén-y segun la medicion, por ejemplo, mediante ELISA o Luminex o métodos de formato
multiple a base de microesferas o mediante tincidn intracelular y andlisis FACS o mediante Alispot, etc.
Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la
actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefalizacién mide los aumentos o disminuciones de la respuesta
de Thl segun la medicién, por ejemplo, mediante secrecion de citocinas o cambios en la expresion de
marcadores de activacion. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los
aumentos apropiados de la actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefalizacién mide los aumentos o disminuciones de la respuesta
de Th2 segun la medicion, por ejemplo, mediante secrecidn de citocinas o cambios en la expresion de
marcadores de activacion. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los
aumentos apropiados de la actividad se describen a continuacién.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la cantidad
y/o actividad celulares de al menos uno de los linfocitos T reguladores (Treg), segun la medicién, por
ejemplo, mediante citometria de flujo o IHC. Una disminucion de la respuesta indica actividad
inmunoestimuladora. Las disminuciones adecuadas son las mismas que para los aumentos, descritos
a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefalizacién mide los aumentos o disminuciones de los nimeros
de células de macréfagos M2 segun la medicién, por ejemplo, mediante citometria de flujo o IHC. Una
disminucién de la respuesta indica actividad inmunoestimuladora. Las disminuciones adecuadas son
las mismas que para los aumentos, descritos a continuacién.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la actividad
protumorigénica de macrofagos M2 seguin la medicién, por ejemplo, mediante secrecion de citocinas o
cambios en la expresion de marcadores de activacion. Una disminucion de la respuesta indica actividad
inmunoestimuladora. Las disminuciones adecuadas son las mismas que para los aumentos, descritos
a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacién mide los aumentos o disminuciones del aumento

de neutréfilos N2 segun la medicion, por ejemplo, mediante citometria de flujo o IHC. Una disminucion
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de la respuesta indica actividad inmunoestimuladora. Las disminuciones adecuadas son las mismas

que para los aumentos, descritos a continuacién.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la actividad
protumorigénica de neutréfilos N2 segln la medicién, por ejemplo, mediante secrecion de citocinas o
cambios en la expresién de marcadores de activacion. Una disminucién de la respuesta indica actividad
inmunoestimuladora. Las disminuciones adecuadas son las mismas que para los aumentos, descritos
a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefalizacién mide los aumentos o disminuciones de la inhibicién
de la activacion de los linfocitos T segun la medicion, por ejemplo, mediante secrecién de citocinas o
proliferacion o cambios en la expresion de marcadores de activacién, tales como, por ejemplo, CD137,
CD107a, PD1, etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos
apropiados de la actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacién mide los aumentos o disminuciones de la inhibicién
de la activacion de CTL segun la medicion, por ejemplo, mediante destruccion directa de células diana
tales como, por ejemplo, células cancerosas, o0 mediante secrecién de citocinas o proliferaciéon o
cambios en la expresion de marcadores de activacion, tales como, por ejemplo, CD137, CD107a, PD1,
etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la
actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la reduccién
de linfocitos T af y/o yd segun la medicion, por ejemplo, mediante cambios en la expresion de
marcadores de activacion. Una disminucion de la respuesta indica actividad inmunoestimuladora. Las
disminuciones adecuadas son las mismas que para los aumentos, descritos a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefalizacién mide los aumentos o disminuciones de la respuesta
de los linfocitos T af y/o yd segun la medicion, por ejemplo, mediante secrecion de citocinas o
proliferacion o cambios en la expresion de marcadores de activacion, tales como, por ejemplo, CD137,
CD107a, PD1, etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos
apropiados de la actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacibn mide los aumentos o disminuciones de
estimulacién de respuestas de memoria especifica de antigenos segun la medicion, por ejemplo,
mediante secrecion de citocinas o proliferacién o cambios en la expresion de marcadores de activacion,
tales como, por ejemplo, CD45RA, CCR7, etc. Un aumento de la actividad indica actividad
inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefalizacion mide los aumentos o reducciones de la apoptosis
o lisis de células cancerosas segun la medicion, por ejemplo, mediante ensayos de citotoxicidad tales
como, por ejemplo, MTT, liberacién de CR, calceina AM 0 mediante ensayos que se basan en citometria
de flujo, tales como, por ejemplo, dilucion de CFSE o tincién con yoduro de propidio, etc. Un aumento
de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la actividad se
describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la
estimulacién del efecto citotéxico o citostatico en células cancerosas segun la medicién, por ejemplo,

mediante ensayos de citotoxicidad tales como, por ejemplo, MTT, liberacién de Cr, calceina AM, o
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mediante ensayos que se basan en citometria de flujo, tales como, por ejemplo, dilucién con CFSE o

tincién con yoduro de propidio, etc. Un aumento de la actividad indica actividad inmunoestimuladora.
Los aumentos apropiados de la actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o reducciones de la destruccion
directa de células cancerosas segun la medicion, por ejemplo, mediante ensayos de citotoxicidad tales
como, por ejemplo, MTT, liberacion de CR, calceina AM o mediante ensayos que se basan en citometria
de flujo, tales como, por ejemplo, dilucion de CFSE o tincién con yoduro de propidio, etc. Un aumento
de la actividad indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la actividad se
describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacién mide los aumentos o disminuciones de la actividad
de Th17 segun la medicion, por ejemplo, mediante secrecion de citocinas o proliferacién o cambios en
la expresion de marcadores de activacion. Un aumento de la actividad indica actividad
inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la actividad se describen a continuacion.

En una modalidad, el ensayo de via de sefializacion mide los aumentos o disminuciones de la induccion
de citotoxicidad dependiente del complemento y/o citotoxicidad mediada por células dependiente del
anticuerpo segun la medicion, por ejemplo, mediante ensayos de citotoxicidad tales como, por ejemplo,
MTT, liberacién de Cr, calceina AM, o mediante ensayos que se basan en citometria de flujo, tales
como, por ejemplo, dilucién de CFSE o tincion con yoduro de propidio, etc. Un aumento de la actividad
indica actividad inmunoestimuladora. Los aumentos apropiados de la actividad se describen a
continuacion.

En una modalidad, la activacién de linfocitos T se mide por ejemplo mediante la destruccion directa de
células diana tales como, por ejemplo, células cancerosas o mediante la secrecidon de citocinas o
proliferacion o cambios en la expresién de marcadores de activacion tales como, por ejemplo, CD137,
CD107a, PD1, etc. Para los linfocitos T, los aumentos de la proliferacién, los marcadores de activacion
de la superficie celular (por ejemplo, CD25, CD69, CD137, PD1), la citotoxicidad (capacidad para
inactivar células diana) y la produccion de citocinas (por ejemplo, IL-2, IL-4, IL-6, IFNy, TNF-a, IL-10,
IL-17A) serian indicios de una modulacién inmunitaria que seria consistente con una mayor destruccion
de células cancerosas.

En una modalidad, la activacion de células NK se mide, por ejemplo, mediante la destruccion directa
de células diana tales como, por ejemplo, células cancerosas o mediante la secrecion de citocinas o
cambios en la expresion de marcadores de activacién tales como, por ejemplo, CD107a, etc. Para las
células NK, los aumentos de la proliferacién, de la citotoxicidad (capacidad para inactivar células diana
y aumentar la expresiéon de CD107a, granzima y perforina), de la produccién de citocinas (por ejemplo,
IFNy y TNF) y de la expresion del receptor de la superficie celular (por ejemplo, CD25) serian indicios
de una modulacién inmunitaria que seria consistente con una mayor destrucciéon de células cancerosas.
En una modalidad, la activacion de linfocitos T yd se mide, por ejemplo, mediante secrecién de citocinas
o proliferacion o cambios en la expresion de los marcadores de activacion.

En una modalidad, la activacion de linfocitos Thl se mide, por ejemplo, mediante secrecién de citocinas
0 cambios en la expresion de los marcadores de activacion.

Aumentos apropiados de la actividad o respuesta (o reducciones, segun sea apropiado como se
describidé anteriormente), son aumentos de al menos alrededor del 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50
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%, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % 0 98 a 99 % por ciento por encima de la sefial en ya sea una muestra

de referencia o en muestras controles, por ejemplo, muestras de ensayo que no contienen un
anticuerpo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT de la invencion.

De manera similar, los aumentos de al menos una, dos, tres, cuatro o cinco veces en comparacion con
las muestras de referencia o control muestran eficacia.

X. EJEMPLOS

EJEMPLO 1: GENERACION Y CARACTERIZACION DE UN ANTICUERPO BIESPECIFICO ANTI-
PVRIG/ANTI-TIGIT

1. Introduccion

PVRIG y TIGIT son receptores de puntos de control inmunitarios inhibidores expresados en linfocitos T
y células asesinas naturales. El bloqueo mediado por anticuerpos de la interaccién de estos receptores
con sus respectivos ligandos da como resultado una actividad mejorada de los linfocitos T. La terapia
de combinacion de anticuerpos anti-PVRIG y anti-TIGIT da como resultado un efecto sinérgico o aditivo
en ensayos funcionales in vitro. Aqui generamos y caracterizamos un anticuerpo biespecifico anti-
PVRIG/anti-TIGIT y mostramos que el anticuerpo retiene la afinidad de unién de cada brazo por el
antigeno diana respectivo. Ademas, el BsAb de PVRIG/TIGIT es equivalente a la combinacion de
anticuerpos anti-PVRIG y anti-TIGIT en un ensayo funcional in vitro basado en linfocitos T.

2. Protocolos

Disefio de constructo biespecifico anti-PVRIG/anti-TIGIT: Se crearon representantes de mdultiples
anticuerpos biespecificos inhibidores dobles de PVRIG/TIGIT en tres formatos diferentes mediante el
uso de una combinacion de modificacion por ingenieria genética de Fc "botén en ojal" (KIH) y
CrossMab, KIH scFv-Fab (" abrebotellas ”) y formatos de heterodimerizacion isovolumétrica (“IH”)
“abrebotellas” basados en secuencias depositadas en IMGT (http://www.imgt.org, posiciones basadas
en la numeracién Eu; véanse ademas las Figuras 42-44). Para crear anticuerpos biespecificos
completamente humanos en el formato KIH CrossMab, la cadena pesada variable CPA.9.086 mas un
enlazador de dos amino&cidos de alanina y serina se fusion6 con el dominio Lambda constante humano
y los dominios CH2 y CH3 de IgG4 humana que contenia mutaciones S241P, S354C, E356D, M358L
y T366W. El dominio de cadena ligera variable CPA.9.086 mas un enlazador de dos serinas se fusiono
con el CH1 de IgG4 humana. El dominio de cadena pesada variable CHA.7.518.1.H4(S241P) se fusiond
con el dominio CH1 de IgG4 humana y los dominios CH2 y CH3 de IgG4 humana que contenian
mutaciones Y349C, E356D, M358L, T366S, L368A e Y407V. El dominio de cadena ligera variable
CHA.7.518.1.H4(S241P) se fusion6 con el dominio Kappa constante humano. Para el formato de
"abrebotellas" de KIH, se usaron los mismos constructos de cadena pesada y cadena ligera
CHA.7.518.1 anteriores y se emparejaron con un fragmento variable de cadena Unica (scFv) de
CPA.9.086 fusionado a la region bisagra de 1gG4 humana y contenia ademas CH2 y CH3 con las
mutaciones de "botén" enumeradas anteriormente. El orden de la cadena pesada y la cadena ligera se
varid en el formato de cadena Unica (VH-VL o VL-VH) para evaluar los efectos sobre la expresion y la
estabilidad. Para el formato de abrebotellas de heterodimerizacion isovolumétrica, se evaluaron varias
combinaciones de dominios variables (CPA.9.086 scFv emparejado con CHA.7.518.1, CHA.7.518.1
scFv emparejado con CPA.9.086, CHA.9.547.18 scFv emparejado con CHA.7.518.4, y CHA.7.518.4

scFv emparejados con CHA.547.18). Los constructos que contenian scFv tenian las siguientes
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sustituciones en los dominios CH2 y CH3: F234V L235A G236del S267K S357Q S364K. Los

constructos Fab contenian las siguientes sustituciones: N208D E233P F234V L235A G236del S267K
Q295E L368D K370S N384D Q418E N421D. Se incorporaron las sustituciones E233P F234V L235A
G236del S267K and E233P F234V L235A G236del S267K K370S N384D Q418E N421D para reducir
la union al receptor de Fc.

Expresién del anticuerpo biespecifico CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086: El ADN de cada uno de
estos constructos se clond en el vector de expresion pcDNA3.4 (ThermoFisher) para producir cuatro
vectores separados. Para expresar anticuerpos biespecificos, el ADN de cada constructo se transfectd
en 3 ml de células Expi293 de crecimiento logaritmico (ThermoFisher) a una concentracién total final
de 1 ug/ml. Se analizaron diversas relaciones de cadenas pesadas y cadenas ligeras para determinar
el rendimiento de expresion mediante electroforesis capilar LabChip (Perkin Elmer) en condiciones
tanto reductoras como no reductoras. Esto permite determinar cualitativamente la cantidad relativa de
cadena pesada y cadena ligera que no forma complejos para mdltiples condiciones. Una vez que se
determinaron las relaciones 6ptimas, se realizaron producciones a mayor escala, y se purificaron los
anticuerpos biespecificos expresados

Purificacion del anticuerpo biespecifico CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086: Los anticuerpos
biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT se purificaron mediante el uso de purificacién por afinidad y
cromatografia de exclusién por tamafio.

Purificacion por afinidad con proteina A: Se realiz6 cromatografia de afinidad de proteina A (ProA)
en el sobrenadante para purificar el anticuerpo biespecifico (BsAb) del sobrenadante del cultivo celular.
El sobrenadante se prepar6 para cromatografia mediante la adicion de 20 ml de fosfato de sodio 1 M
pH 7.4 (Teknova) y 100 ml de NaCl 5 M (Teknova) por 1000 ml de sobrenadante seguido de filtracion
de 0.22 pm. La separacion se realizé en un AKTA Pure (GE Healthcare) con una columna HiTrap de 5
ml de MabSelect SuRe (GE Healthcare) equilibrada con fosfato de sodio 20 mM pH 7.4, NaCl 0.6 M
(Teknova). El sobrenadante se cargé a 1.25 ml/minuto. Después de la carga, la columna se lavé con
tampoén de equilibrio durante 10 CV a 5 ml/min. La elucion se realiz6 en dos etapas. La etapa uno fue
con citrato de sodio 20 mM pH 3.6, NaCl 150 mM (Teknova) y la etapa 2 fue con glicina 100 mM pH
2.7, NaCl 150 mM (Teknova). Ambas eluciones se realizaron sobre 4.3 CV a 5 ml/min al recoger
fracciones de 12 ml en un tubo precargado con 2.25 ml de Tris 1 M pH 7.5 (Teknova). Las fracciones
se analizaron para determinar la concentraciéon de proteina por absorbancia a 280 nm mediante el uso
de un NanoDrop (Thermo) y el contenido de monémero por HPLC-SEC analitica.

Separacién de mondémeros y componentes de alto peso molecular (HMW): Se realizd
cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) preparativa en el anticuerpo biespecifico purificado con
Pro A para separar el monémero de HMW. Se prepar6 BsAb para cromatografia SEC mediante filtracién
de 0.22 um. La separacion se realizé en un AKTA Pure (GE Healthcare) con un gradiente isocrético de
PBS, pH 7.3 (Teknova). Se cargé BsAb en una columna Superdex 200 pg 26/600 (GE Healthcare) a
2.6 ml/min. La elucion se realizé con volumen de columna (CV) 1 de PBS a 2.6 ml/min. Las fracciones
se recogieron después del volumen vacio. HMW eluyo antes que el monémero como se esperaba. Las
fracciones de los picos se procesaron en HPLC-SEC para determinar el porcentaje de mondmero frente
a HMW y la concentracién se determind mediante absorbancia a 280 nm. Se combinaron por separado

las fracciones que contenian monémero y HMW.
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Anélisis SEC-HPLC: El analisis se realizé mediante el uso de un sistema Acquity UPLC (Waters) y se

us6 una Protein BEH SEC, 200 A, 1.7 um, 4.6 mm X 150 mm, 10K-450K (Waters) como columna SEC.
La separacion SEC se realizd a temperatura ambiente isocraticamente mediante el uso de una fase
movil que consiste en PBS, pH 7.4 (Teknova). La velocidad de flujo fue de 0.25 ml min-1. Las
cantidades relativas de mondémero BiSpAb, agregados y fragmentos se cuantificaron mediante el
calculo de las areas de pico detectadas por los detectores ultravioleta (UV) a 280 nm.

Ensayo cinético SPR de union de TIGIT humano y PVRIG humano al anticuerpo biespecifico:
Todos los experimentos se realizaron mediante el uso de un instrumento ProteOn XPR 36 a 22 °C
mientras que las muestras se mantuvieron a 4 °C durante el ensayo. Primero, se prepararon superficies
de captura de alta densidad con un anticuerpo policlonal anti-Fc humano generado en cabra (Thermo
Fisher) inmovilizado sobre todos los carriles de captura verticales y puntos intermedios horizontales en
un chip de GLC (Bio Rad) mediante el uso de acoplamiento de amina estandar. Los niveles de
inmovilizacion tipicos para el anticuerpo policlonal para cada carril fueron alrededor de 4600 RU. El
mondmero de TIGIT-HIS humano se obtuvo de Sino Biological, mientras que el PVRIG-HIS humano se
prepar6 internamente. El anticuerpo biespecifico se diluyé a ~1 pg/ml en tampdn de corrida, que fue
PBST 1x con BSA filtrada afiadida a una concentracion final de 100 pug/ml. Para cada ciclo de "cinética
de disparo unico" en el instrumento ProteOn, se capturé un anticuerpo diferente en dos carriles de
captura verticales Unicos durante dos minutos. Después de cambiar el flujo de tampon de ProteOn a la
direccion horizontal, las superficies de captura se estabilizaron por alrededor de 15-20 minutos. En
ciclos de captura separados, se inyectaron seis concentraciones de una dilucién seriada triple de TIGIT
humano (362 pM - 88 nM) o PVRIG humano (460 pM - 112 nM) durante 2 minutos seguido de 15
minutos de disociacién a un régimen de flujo de 100 pl/min. Se inyectaron tres réplicas de cada serie
de concentracién de antigeno sobre dos superficies independientes del anticuerpo biespecifico
capturado junto con varios ciclos de inyecciones de tampén para la referencia doble. Las superficies de
anticuerpos antihumanos se regeneraron entre cada ciclo con dos pulsos de 30 segundos de acido
fosférico 146 mM. Los sensogramas de TIGIT y PVRIG inyectados sobre los anticuerpos biespecificos
capturados se procesaron mediante el uso de ProteOn versién de Scrubber y se ajustaron a un modelo
de union cinética de 1:1, que incluye un término para el transporte masivo.

Ensayo sandwich SPR de TIGIT humano y PVRIG humano fijados simultaneamente al anticuerpo
biespecifico: Los experimentos se realizaron mediante el uso de un Biacore 3000 (GE Healthcare) a
22 °C. Se inmovilizé covalentemente TIGIT humano (Sino Biologicals) en los cuatro canales de flujo de
un chip CM5 Biacore a niveles de RU que variaban de 800 RU a 1000 RU mediante el uso de
acoplamiento de amina estandar. El anticuerpo biespecifico se inyect6 sobre una celda de flujo a una
concentracién molecular de 25 nM durante tres minutos a un régimen de flujo de 25 ul/min. Se inyect6
simultaneamente PVRIG humano a una concentracion de 116 nM durante tres minutos a un régimen
de flujo de 25 pl/min tanto sobre la celda de flujo TIGIT que forma complejos con el anticuerpo
biespecifico como sobre una superficie de TIGIT control que no tenia anticuerpo biespecifico unido. La
superficie de TIGIT control se resta de referencia mediante el uso del programa Scrubber 2.0 para
procesar los sensogramas resultantes.

ELISA de acoplamiento doble: Para preparar placas de ELISA para el andlisis de la unién de

anticuerpos biespecificos, las placas se recubrieron durante la noche a 4°C con 100 ul de PVRIG-hFc
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lug/ml en PBS. Al dia siguiente, se descart6 la solucién de recubrimiento, y se bloqueé la placa con

250 ul de BSA 2 %, Tween 20 0.1 % durante 2 horas. Los pocillos se lavaron 3X con 300 pl de PBS 1X
pH 7.4, Tween 20 0.05 % (tampoén de lavado). Las muestras se diluyeron serialmente en incrementos
de 3 veces en PBS 1X pH 7.4, 0.1 %, Tween 20, 0.2 % BSA (tampon de unién) de 1 pg/ml a 1.4 pg/ml
y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion a 300 RPM. Como controles,
CHA.7.518.1.H4(S241P), un anticuerpo especifico de PVRIG, y CPA.9.086, un anticuerpo especifico
de TIGIT, se prepararon y evaluaron de manera similar a las muestras biespecificas. Los pocillos se
lavaron como se indico anteriormente y se evalud la capacidad para unirse a TIGIT mediante la adicion
de 100 pl de 1 pg/ml de TIGIT-His (Sino Biological cat # 10917-HO8H). Para evaluar la unién del
anticuerpo control, se afiadieron 100 pl de PVRIG-His de 1 pg/ml (Compugen, lote 20170623) a pocillos
con CHA.7.518.1.H4(S241P) y se afiadieron 100 ul de TIGIT-His 1 pg/ml a los pocillos de CPA.9.086.
La incubacién con ligandos solubles se realiz6 durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién a
300 RPM. Los pocillos se lavaron como se indicd anteriormente, y después se detectd la union del
ligando soluble mediante la adicion de 100 ul de conjugado de HRP de anticuerpo anti-His-Tag 1 ug/ml
(R&D Systems, catalogo # MABO50H, clon # AD1.1.10) en tampdn de unidn y se incubd a temperatura
ambiente con agitacién a 300 RPM durante 1 hora. Los pocillos se lavaron 3X con tampo6n de lavado
como se indicé anteriormente y se afiadieron 100 pl de sustrato Ultra-TMB a temperatura ambiente
(Moss Inc.). El desarrollo fue durante 7 minutos y la reaccién se detuvo por la adicion de 100 pl de
H2S042 N. La placa se ley6 en el lector de placas Molecular Devices SpectraMax 340PC-384 ajustado
a una longitud de onda de 450 nM.

Para evaluar la captura de TIGIT y la unién de PVRIG soluble de los anticuerpos biespecificos, se
realizd un ensayo similar al que se uso anteriormente. En este caso, se recubrieron 100 pl/pocillo de 1
pg/ml de la proteina de fusion TIGIT-Fc en PBS 1X pH 7.4 durante una noche a 4°C. Se descarto la
solucién de recubrimiento, y se bloquearon los pocillos con PBS 1X pH 7.4, BSA 2 % y Tween 20 0.1
% durante 2 horas a temperatura ambiente. Los controles biespecificos y monoespecificos usados
anteriormente se diluyeron serialmente en el mismo intervalo que para el experimento de captura
PVRIG. El resto del experimento fue el mismo que el indicado anteriormente con la excepcion de que
se us6 PVRIG-His para la detecciéon de todas las muestras excepto CPA.9.086 para la que se uso
TIGIT-His.

Expansién de linfocitos T CD8+ especificos de CMV humano: Se descongelaron células
mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) (CTL) reactivas a CMV, se resuspendieron a
razén de 2 x 108 células/ml, y se estimularon con 1 pg/ml del péptido pp65 de CMV (Anaspec) en medio
RPMI completo complementado con 2 ng/ml de IL-2 humana recombinante (R&D systems) y 10 ng/ml
de IL-7 humana recombinante (R&D systems) a 37 °C con 5 % de CO2. Después de 6 dias, las células
se dividieron a razén de 1:2 y descansaron con una dosis baja de IL-2 humana (100 Ul/ml). El dia ocho,
las células se recolectaron y se volvieron a sembrar en una dosis baja de IL-2 (100 U/ml) a 2 millones/ml
en medio RPMI completo durante dos dias. En el dia once, las células se fenotipan para determinar la
pureza de los linfocitos T CD8" y la reactividad de CMV pp6595-503).

Las células se tifieron con anti-CD3 (clon: OKT3)-aloficocianina siete (APC-Cy7; Biolegend), anti-CD8
(clon: H1T8a)-Alexa Fluor (AF) 488 (Biolegend), un cdctel combinado de anti-CD14 (clon: HCD14)-
proteina clorofila de peridinina (PerCP-Cy5.5), anti-CD19 (clon: HIBCD14) PerCP-Cy5.5, anti-CD56
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(clon: HCDb56)-PerCP-Cy5.5 (Biolegend), anti-TIGIT (clon: MBSAA43)-aloficocianina (APC; e-

Bioscience) o IgG4 (Compugen)-control de isotipo (APC: Biolegend), CHA.7.518.1.H4(S241P)-AF-647
(Compugen) o control de isotipo IgG4-AF647 (Compugen), y anti-PD-1 (clon: EH12.2H7)-violeta
brillante 421 (BV421:Biolegend) o IgG1 (clon: MOPC21) BV421 (Biolegend). Para evaluar la frecuencia
de linfocitos T CD8*reactivos a tetramero, se tifieron PBMC con tetramero de iTAg - HLA-A*02:01 CMV
pPP65@9s - s03) (NLVPMVATV)-ficoeritrina (MBL-BION) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las
células se lavaron con tampon de PBS/BSA 1 %/azida s6dica 0.01 %, los datos se adquirieron mediante
el uso de un citometro de flujo Fortessa (BD Biosciences) y se analizaron mediante el uso de FlowJo
(Treestar).

Ensayo de cocultivo de linfocitos T CD8* especificos de CMV humano con lineas celulares de
melanoma que expresan pp65: Se utiliz6 un ensayo de cocultivo in vitro con linfocitos T CD8+
especificos de CMV humano para evaluar el efecto de los anticuerpos monoclonales (mAb) a PVRIG o
TIGIT y un anticuerpo biespecifico (BsAb) a PVRIG y TIGIT en la secrecion de citocinas especificas de
antigenos. Las células diana usadas en el ensayo de cocultivo fueron una linea celular Mel-624
modificada (ATCC), Mel-624 pp65. Esta linea celular se genero tras expresar ectépicamente la proteina
de CMV, pp65. Esto da como resultado la presentacion de HLA-A2 de los péptidos derivados de pp65
sin la necesidad de afadir péptidos pp65 exdgenos. Se realizd una titulacion dependiente de la dosis
del bloqueo del receptor inhibidor en linfocitos T CD8 reactivos a pp65 de CMV en cocultivo con la linea
celular de céancer Mel-624 pp65. Se cocultivd una serie de dilucion de 10 puntos, 4 veces de
anticuerpos, que comienza en 132 nM y termina en 0.001 nM con células Mel624 pp65 vy linfocitos T
CD8*CMV* en unarelacion de 5:1 de células diana (75 000) a T células (15 000). Se afiadieron linfocitos
T, lineas de células tumorales y anticuerpos en una placa de fondo en U de 96 pocillos (Costar), y se
incubaron durante 18 horas a 37 °C. Se evaluaron los siguientes anticuerpos: anti-PVRIG
(CHA.7.518.1.H4(S241P)), anti-TIGIT (CPA.9.086), una combinacion de CHA.7.518.1.H4(S241P) y
CPA.9.086, anticuerpos biespecificos (CHA.7.518.1.H4(S241P) o CHA.7.518.4/CPA.9.086 o
CHA.9.547.18 BsAb) que se dirige tanto a PVRIG como a TIGIT, y un control de isotipo IgG4 humano.
Después de 18 horas de periodo de incubacion, la cantidad de interferon gamma humano (IFNy) en el
sobrenadante de cocultivo se midié6 mediante citometria de flujo mediante el uso de un ensayo de
microesferas citométricas (BD). Los datos se analizaron mediante regresion no lineal y se ajustaron a
un modelo de "Unién especifica de un sitio" 0 "Unidn total e inespecifica de un sitio" mediante el uso de
GraphPad Prism.

Fluorimetria diferencial de barrido: La temperatura de fusién proporciona una medida de la
estabilidad del anticuerpo. Los anticuerpos biespecificos y monoespecificos controles se analizaron
para determinar la desnaturalizacion a temperatura de fusion y la unién del tinte hidré6fobo SYPRO
Orange (Thermo). Los anticuerpos se diluyeron a una concentracion apropiada en el tampon deseado
con SYPRO Orange. Se us6 un instrumento StepOne Plus RT-PCR (Applied Biosystems) para realizar
una fusion controlada (25 °C-95 °C, rampa de 1 grado/minuto) y detectar la fluorescencia de SYPRO
Orange a intervalos de 1 minuto. Los anticuerpos se analizaron a pH 6.0 y pH 7.4 para asegurar que
los efectos observados no se debian a la formulacion.

Andlisis LC-MS: LakePharma Inc. realizé espectrometria de masas en Belmont, California, Estados

Unidos. Después de la desglicosilacion enzimatica, las muestras se analizaron en un Agilent Q Exactive
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Orbitrap (Thermo Fisher Scientific) acoplado a un sistema capilar UHPLC. El analisis intacto se realiz6

en condiciones reducidas y no reducidas para la caracterizacion de proteinas y se usé el programa
Waters MassLynx para analizar los resultados.

Andlisis de estabilidad de congelacidon-descongelacion: Las muestras se prepararon mediante el
ajuste de la concentraciéon a 1.0 mg/ml en PBS 1X, pH 7.4 mediante dilucion o mediante el uso de un
concentrador giratorio. Se colocé 100 ul en tiras con tapones de tubos de PCR de 0.2 ml y se congelo
a -80 °C durante al menos 24 horas, después se descongeld a temperatura ambiente. Este ciclo se
repitié6 dos veces durante 3 ciclos de congelacion y descongelacion. Se analizaron 20 ul de cada
muestra mediante SEC-UPLC para determinar el monémero, especies de alto peso molecular (HMW)
y de bajo peso molecular (LMW). Las muestras también se procesaron en CE-SDS (reducido y no
reducido, Lab Chip GXII, Perkin Elmer) y se evalud la concentracion después de la centrifugacion para
eliminar cualquier proteina precipitada.

Retencién de pH bajo: Las muestras se prepararon mediante el ajuste de la concentracion a 1.0 mg/ml
en PBS 1X, pH 7.4 mediante dilucion o mediante el uso de un concentrador giratorio. El pH de cada
muestra se ajustdé a pH 3.0 mediante la adicion de glicina 0.1 M pH 3.2 y se incubd a temperatura
ambiente durante 0, 1, 2, 4, y 24 horas. Las muestras se neutralizaron con Tris 1 M pH 7.5 y se
analizaron por CE-SDS (reducido y no reducido, Lab Chip GXIl, Perkin Elmer), SEC-UPLC vy
absorbancia a 280 nm por NanoDrop después de centrifugacion para eliminar cualquier proteina
precipitada.

Resultados

Secuencia de anticuerpos biespecificos: Los anticuerpos biespecificos anti-PVRIG/anti-TIGIT se
crearon mediante el uso de dos formatos de heterodimerizacion de Fc diferentes y dos formatos de
visualizacion de dominio variable. La secuencia de cada fragmento se muestra en las Figuras 26, 40 y
41.

Ensayo cinético SPR: La Figura 27 muestra los datos del sensograma de unién de (A) TIGIT y (B)
PVRIG al anticuerpo biespecifico capturado sobre dos superficies independientes y los ajustes globales
de los datos a un modelo cinético simple 1:1. Debido a que no hubo suficiente desintegracion de la
sefial de disociacion para que el modelo cinético estimara adecuadamente la velocidad de disociacién
para la interaccion TIGIT-anticuerpo biespecifico, el valor de ks se mantuvo arbitrariamente constante
en 1.0e® seg?! para ajustar los datos. Por lo tanto, las constantes de afinidad y velocidad de la
interaccion TIGIT-anticuerpo biespecifico en la Figura 27 solo deben considerarse como estimaciones
aproximadas. Las constantes de unién de la interaccion TIGIT-anticuerpo biespecifico medidas
mediante el uso de SPR con la k¢ mantenida constante a 1.0e® seg™ fueron ka = 3.9e® M seg'y Kp =
2.6 pM. Se estimé que las constantes de unién para la interaccion PVRIG-anticuerpo biespecifico eran
ka = 1.3e® M seg?, ka = 2,4e* seg™, y Ko = 187 pM.

Ensayo SPR Sandwich: La Figura 28 muestra el sensograma de inyecciones sucesivas del anticuerpo
biespecifico (A) inyectado sobre el chip Biacore que tiene TIGIT humano inmovilizado seguido de una
inyeccion de PVRIG humano (B), que muestra por lo tanto la capacidad del anticuerpo biespecifico para
unirse simultdneamente tanto TIGIT humano como PVRIG humano. El nivel de respuesta de la union

del anticuerpo biespecifico a la superficie de TIGIT fue de ~ 1100 RU. El nivel de respuesta de la union
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de PVRIG humana al anticuerpo biespecifico previo a la formacién de complejos con la superficie de

TIGIT fue ~ 230 RU.

Linfocitos T reactivos a pp65 de CMV que expresan PVRIG, TIGIT y PD-1: Los linfocitos T CD8*
especificos de la proteina de CMV, pp65, se caracterizaron bien y estos linfocitos T especificos para
CMV pueden usarse para estudiar el papel de los receptores moduladores en los linfocitos T. La
estimulacién de PBMC donantes de HLA-A2* mediante el uso del péptido pp65 de CMV, IL-2 e IL-7 dio
como resultado una fuerte expansion de linfocitos T especificos para pp65 CMV hasta purezas de 90-
95 % segun se determina mediante tincién del tetrAmero. La Figura 29A muestra el porcentaje de
linfocitos T especificos para pp65 de CMV de varios donantes después de la expansion. Se evalu6 la
expresion superficial de PVRIG, TIGIT y PD-1 en linfocitos T de estos donantes. El dia once de
activacion, los linfocitos T especificos de pp65 de CMV expresaron la relacién de gMFI de PVRIG (MFIr,
definida como la MFI del anticuerpo diana dividida por la MFI del anticuerpo control): 3-5 veces, TIGIT
MFIr: 4 veces) y PD- 1 MFIr: 1-2 veces (Figura 29B).

Los anticuerpos anti-PVRIG humano y TIGIT aumentan la secrecién de IFN-y ya sea solos o en
combinacion a partir de linfocitos T humanos especificos de CMV: Con el fundamento de que la
induccién de la expresion de TIGIT y PVRIG en los linfocitos T CD8* se correlaciona con la disfuncion
de los linfocitos T, nuestro objetivo fue evaluar los efectos del bloqueo de PVRIG y TIGIT sobre la
capacidad de producciéon de citocinas proinflamatorias. Se cultivaron conjuntamente linfocitos T
reactivos a CMV de 2 donantes (Donante 4 y Donante 72) con células Mel-624 (PVR*PVRL2") pp65.
La actividad de CHA.7.518.1.H4(S241P), CPA.9.086, CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086, y
CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086 BsAb en linfocitos T CMV* CD8*se evalu6. Observamos que
CHA.7.518.1.H4(S241P) aumento laproduccién de IFN-y (32-46 %) en comparacion con el anticuerpo
control 1gG. La adicion del anticuerpo CPA.9.086 dio como resultado un aumento de IFN-y adicional
(55-86 %). Cuando se combinaron, los tratamientos con CHA.7.518.1.H4(S241P) yCPA.9.086 aumento
sinergisticamente o en algunos casos, aditivamente la produccion de citocinas de linfocitos T CD8*en
comparacion con el bloqueo Unico de CHA.7.518.1.H4(S241P) o CPA.9.086 (99-189 %). Los BsAb
CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086 exhibieron el mismo efecto funcional que la combinacion de 2 mAb
CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086 (100-191 %). El aumento porcentual de la secrecién de IFN-y en
cada anticuerpo sobre los anticuerpos de control de isotipo respectivos se muestra en la Figura 30.
También se observd que el BsAb CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086 mostré un aumento dependiente
de la dosis en la produccién de IFN-y por linfocitos T especificos de pp65 de CMV que es comparable
a la combinacién de los mAb CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086 (Figura 31). En ambos donantes 4
y 72, los valores promedio + SEM de ECso de la produccion de IFN-y para el BsAb
CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086 y la combinacion de CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086 fueron
similares y se calculé que estaban en el rango nM bajo de un solo digito. En el donante 4, la ECso se
calculo que era 0.38 nM para la combinacion de CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086, mientras que
la ECsodel BsAb CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086 se calcul6 que era 0.36 nM. En el donante 72, la
ECso se calculé que era 0.58 nM para la combinacion de CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086,
mientras que la ECso del BsAb CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086 se calcul6 que era 0.53 nM (Figura
31).
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ELISA de acoplamiento doble: Se evalu6 la capacidad de los anticuerpos biespecificos y

monoespecificos para unirse al antigeno recubierto y después unirse a un segundo ligando soluble
simultdneamente. La Figura 49 muestra la unién de diluciones seriadas triples de anticuerpos
biespecificos y monoespecificos a placas recubiertas con PVRIG con deteccion mediante la union de
la proteina TIGIT-His biotinilada y estreptavidina-HRP. De manera similar, la Figura 50 muestra la union
de diluciones seriadas triples de anticuerpos biespecificos y monoespecificos a placas recubiertas con
TIGIT-His recombinante y la deteccién mediante la unién de PVRIG biotinilado y estreptavidina HRP.
Todos los formatos biespecificos pudieron acoplarse a ambos ligandos simultaneamente. Los cambios
aparentes en la afinidad se debieron a la cantidad relativa de anticuerpo ensamblado correctamente en
solucién. La Figura 51 muestra las EC50 calculadas mediante el uso del programa SoftMax Pro
(Molecular Devices) y corregidas para el anticuerpo biespecifico ensamblado correctamente segun lo
determinado por LC-MS y se muestra en la Figura 45.

Fluorimetria diferencial de barrido: Los anticuerpos biespecificos y monoespecificos se analizaron
para determinar la desnaturalizacién a la temperatura de fusion y la unién del tinte hidréfobo SYPRO
Orange (Thermo). Los anticuerpos se analizaron a pH 6.0 y pH 7.4 para asegurar que los efectos
observados no se debian a la formulacién. La Tm1, que refleja la disolucién del dominio CH2, estaba
en el intervalo de 51.7°C a 60.4 °C a pH 7.4 y de 50.9 °C a 60.5 °C a pH 6.0 para todos los anticuerpos
biespecificos (Figura 52). Todos los anticuerpos monoespecificos demostraron una Tm1 mas alta, de
63.3°Ca66.2°CapH 7.4y de62.4°Cab64.1°CapHB6.0. La Tm2 para todos los anticuerpos (fusion
de CH3y Fab) fue > 70 °C (intervalo = 70.2 °C-77.1°CapH 7.4y 70.9°C a 77.1 °C a pH 6.0).
Analisis LC-MS: Se realizé espectrometria de masas intacta desglicosilada en los anticuerpos
biespecificos de los tres formatos. La heterodimerizacidon mediante el uso de las estrategias de botones
en ojales de Fc y CrossMab dio como resultado un anticuerpo biespecifico ensamblado correctamente
al 32 % y 73 %, mientras que los dos formatos de "abrebotellas" que contienen un brazo que contiene
scFv y un brazo de anticuerpo intacto a través de diferentes enfoques de heterodimerizacion de Fc
(botones en ojales y heterodimerizacién isovolumétrica, respectivamente) dio como resultado > 95 %
de anticuerpos biespecificos ensamblados correctamente (Figura 45).

Retencién de pH bajo: Se incubaron anticuerpos controles biespecificos y monoespecificos a pH 3
durante 0, 1, 2, 4, y 24 horas y se evalu6 la formacién de agregados o productos de menor peso
molecular mediante CE-SDS mediante el uso de un LabChip GXII (Perkin Elmer) y SEC-UPLC segun
lo observado por cambios en el % de contenido de monémero de T = 0. Todos los anticuerpos
biespecificos y monoespecificos fueron estables a este estrés, lo que muestra como maximo un 6 %
de cambio en el contenido de mondmero durante el transcurso de 24 horas.

Anélisis de estabilidad de congelacion-descongelacién: Se evalud la capacidad de los anticuerpos
biespecificos y monoespecificos controles que utilizan los diversos enfoques de restriccion vy
heterodimerizacién de cadenas ligeras para resistir ciclos de congelacion y descongelacién en serie.
Después de tres ciclos de congelacion y descongelacion, los anticuerpos se analizaron mediante SEC-
UPLC para detectar cambios en las especies de bajo peso molecular (LMW), mondmero y alto peso
molecular presentes en la solucién. Los valores positivos representan un aumento en la relacion relativa
de especies informadas después de los ciclos de congelacién/descongelacién. El anticuerpo

biespecifico BsAb-14 fue la Unica muestra que mostré una disminucién > 5 % en el contenido de
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mondémero de T = 0 (Figura 53). Todos los demas formatos se mantuvieron estables después de este

estrés. Respuesta a la dosis del ensayo de CMV

Se evaluaron anticuerpos biespecificos, monoespecificos y combinaciones de anticuerpos
monoespecificos en el ensayo de CMV descrito para la figura 30 en una respuesta a la dosis. Se
realizaron diluciones seriadas triples de cada anticuerpo o mezcla para proporcionar un intervalo de
concentraciones de anticuerpo de 66 nM a 0.003 nM. Los anticuerpos monoespecificos se mezclaron
1:1 con un anticuerpo control no especifico antes de la dilucidn seriada. Los anticuerpos biespecificos
evaluados fueron BsAb 2 (KIH + CrossMab), BsAb 4 (abrebotellas KIH), BsAb 14, y BsAb 18 (ambos
abrebotellas IH). También se evaluaron las combinaciones de CHA.7.518.1 y CHA.7.518.4 con
CPA.9.086. Todos los anticuerpos biespecificos se comportaron al menos por igual a la combinacién
de anticuerpos en todos los formatos evaluados y fueron superiores a los anticuerpos monoespecificos
en los linfocitos T de tres donantes evaluados en dos ensayos independientes (Figura 54).

Sintesis y conclusiones

La adicién de CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086, ya sea solo o en combinacién, y el BsAb
CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086 para el ensayo Mel-624 pp65 indujo un aumento dependiente de
la dosis en la secrecion de IFN-y en comparacién con el anticuerpo IgG control. Cuando se combinaron,
CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086 aumentd sinérgicamente o en el caso del donante 72,
aditivamente la produccion de citocinas de linfocitos T CD8*{ en comparacion con el bloqueo Unico solo.
El BsAb CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086 exhibi6 el mismo efecto funcional que la combinacion de
mAb CHA.7.518.1.H4(S241P)/CPA.9.086 con valores de ECso para ambos donantes que se calculd
gue estaban en el rango nM bajo de un solo digito. En conjunto, estos datos demuestran que los
anticuerpos CHA.7.518.1.H4(S241P) y CPA.9.086, solos o en combinacién, o en un formato de
anticuerpo biespecifico pueden mejorar la funcién efectora de los linfocitos T.

EJEMPLO 2: ENSAYO ELISA

Placa recubierta de PVRIG

Para preparar placas de ELISA para el andlisis de la union de anticuerpos biespecificos, las placas se
recubrieron durante una noche a 4°C con 100 ul de PVRIG-hFc de 1ug/ml en PBS. Al dia siguiente, se
descart6 la solucidn de recubrimiento, y se bloqued la placa con 250 pl de BSA 2 %, Tween 20 0.1 %
durante 2 horas. Los pocillos se lavaron 3X con 300 pl de PBS 1X pH 7.4, Tween 20 0.05 % (tampon
de lavado). Las muestras se diluyeron serialmente en incrementos de 3 veces en PBS 1X pH 7.4, 0.1
%, Tween 20, 0.2 % BSA (tampén de unién) de 1 pg/ml a 1.4 pg/ml y se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 hora con agitacion a 300 RPM. Como controles, CHA.7.518.1 H4, un anticuerpo
especifico de PVRIG, y CPA.9.086 H4, un anticuerpo especifico de TIGIT, se prepararon y evaluaron
de manera similar como las muestras biespecificas. Los pocillos se lavaron como se indico
anteriormente y se evalud la capacidad para unirse a TIGIT mediante la adicion de 100 pl de 1 pg/ml
de TIGIT-His (Sino Biological cat # 10917-HO8H). Para evaluar la union del anticuerpo control, se
afiadieron 100 pl de PVRIG-His de 1 pg/ml (Compugen, lote 20170623) a los pocillos de CHA.7.518.1
H4 y se afiadieron 100 pl de TIGIT-His de 1 pg/ml a los pocillos de CPA.9.086 H4. La incubacion con
ligandos solubles se realiz6 durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién a 300 RPM. Los
pocillos se lavaron como se indicé anteriormente, y después se detectd la unién del ligando soluble

mediante la adicion de 100 ul de 1 ug/ml de conjugado de HRP de anticuerpo anti-His-Tag (R&D
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Systems, catdlogo # MABO50H, clon # AD1.1.10) en tampd6n de unién y se incubd a temperatura

ambiente con agitaciéon a 300 RPM durante 1 hora. Los pocillos se lavaron 3X con tampdn de lavado
como se indico anteriormente y se afiadieron 100 ul de sustrato Ultra-TMB a temperatura ambiente
(Moss Inc.). El desarrollo fue durante 7 minutos y la reaccién se detuvo por la adicién de 100 pl de
H2S042 N. La placa se ley6 en el lector de placas Molecular Devices SpectraMax 340PC-384 ajustado
a una longitud de onda de 450 nM.

Para evaluar la captura de TIGIT y la unién de PVRIG soluble de los anticuerpos biespecificos, se
realizd un ensayo similar al que se uso anteriormente. En este caso, se recubrieron 100 pl/pocillo de 1
pg/ml de la proteina de fusién TIGIT-Fc en PBS 1X pH 7.4 durante una noche a 4°C. Se descart6 la
solucién de recubrimiento, y se bloquearon los pocillos con PBS 1X pH 7.4, BSA 2 % y Tween 20 0.1
% durante 2 horas a temperatura ambiente. Los controles biespecificos y monoespecificos usados
anteriormente se diluyeron serialmente en el mismo intervalo que para el experimento de captura
PVRIG. El resto del experimento fue el mismo que se indicé anteriormente con la excepcidn de que se
us6é PVRIG-His para la deteccién de todas las muestras excepto CPA.9.086 H4 para la que se usé
TIGIT-His.

Los ejemplos expuestos anteriormente se suministran para proporcionar a los expertos en la técnica
una divulgacion y descripcion completas de como se realizan y se usan las modalidades de las
composiciones, sistemas y métodos de la invencion, y no pretenden limitar el alcance de lo que los
inventores consideran su invencién. Se pretende que las modificaciones de los modos descritos
anteriormente para llevar a cabo la invencién que son obvios para los expertos en la técnica estén
comprendidos dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones. Todas las patentes y publicaciones
mencionadas en la descripcion son indicativas de los niveles de habilidad de los expertos en la técnica
a las cuales se refiere la invencion.

Todos los encabezados y designaciones de seccién se usan para fines de claridad y referencia
Unicamente y no deben considerarse limitantes en modo alguno. Por ejemplo, los expertos en la técnica
podran apreciar la utilidad de combinar varios aspectos de diferentes encabezados y secciones segun
sea apropiado de acuerdo con el espiritu y el alcance de la invencion descrita en la presente.

Todas las referencias citadas en la presente se incorporan a la presente como referencia en su totalidad
y para todos los propdsitos con el mismo alcance como si cada publicacion o patente o solicitud de
patente individual estuviera especifica e individualmente indicada para ser incorporada como referencia
en su totalidad para todos los propésitos.

Pueden realizarse muchas modificaciones y variaciones de esta solicitud sin apartarse de su espiritu y
alcance, como sera evidente para los expertos en la técnica. Las modalidades y ejemplos especificos
descritos en la presente se ofrecen a modo de ejemplo solamente, y la solicitud solo se vera limitada
por los términos de las reivindicaciones adjuntas, junto con el alcance completo de los equivalentes a

los cuales las reivindicaciones tengan derecho.





