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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para “MUTEI-
NAS DE LIPOCALINA COM AFINIDADE DE LIGACAO PARA LAG-3”.
I. ANTECEDENTES
[0001] Gene de Alivacado de Linfdcitos 3, ou LAG-3 {também conhe-
cido como Conjunto de Diferenciacdo 223 ou CD223), é uma proteina
de membrana da familia de supsrgenes de imunoglobulina. LAG-3 é as-
truturalmente e geneticamente relacionado a CD4, com seu gene de ¢co-
dificagéo localizado na parte distal do brago curto do cromossomo 12,
proximo ao gene CD4, o gue sugere que 0 gene LAG-3 pode ter evolu-
ido através da duplicacao de gene (Triebel ef al, J Exp Med, 1980).
LAG-3 ndo € expresso sobre linfdcitos do sangue periférico em repouso,
mas & expresso sobre celulas T ativadas e células matadoras naturais
(NK} (Triebel ef al,, J Exp Med, 1980} e relatou-se que ele também é
expresso sobre células B ativadas (Kisislow ef al., Eur J Immunol, 2005)
e células dendriticas plasmagcitoides (Workman ef al., J Iimmunol, 2009).
[0002] Comeo CD4, LAG-3 se liga a moléculas de complexo de his-
tocompatibilidade principal (MHC) da classe if, mas com uma alinidade
mais alta e em um local de ligacdo diferente {(Huard ef al,, Proc Nall Acad
ScilU S A, 1897). O engate de MHC da classe Hl nas células dendriticas
por LAG-3 leva a mudancas nos perfis de citocina e quimiocina de celu-
las dendriticas (Buisson e Triebel, Vaccine, 2003}, Além disso, relatou-
se que LAG-3 causa maturagdo de células dendriticas, conforme de-
monstrado pela producio de IL-12 e TNF-alfa por essas células e aumentos
da capacidade de células dendriticas para estimular a proliferacdo e areacdo
de {FN-gama por células T alogeneicas (Andreae ef &, J Immunol, 2002). A
sinalizacdo de LAG-3 e reliculacio de MHC da classe I foi relatada como
inibidora dos eventos iniciais em ativagao primaria de células T CD4* e CD8*
humanas (Macon-Lemaitre e Triebel, Immunclogy, 2005). A mesma regula
negativamente a proliferacdo celular, ativacdo e homeosiase de celulas T.
[0003] Como CTLA-4 ¢ PD-1, LAG-3 é um receptor imune inibidor,
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O papel proeminenie de LAG-3 como regulador negativo de reacdes de
células T foi surpreendentemente demonsirade, particularmente em
conjunio com PD-1 em um estudo com base em camundongos nulos e
anticorpos especificos de alvo (Woo ef al,, Cancer Res, 2012}, Neste
estudo, o tratamento com anticorpe anti-LAG-3/anti-PD-1 duplo curou a
maior parte dos camundongos com tumores estabelecidos que eram,
em grande parie, resistenies ao iratamento com anticorpos isolados.
Além disso, camundongos nulos duplos LAG-3/PD-1 demonsiraram so-
brevivéncia marcadamente mais alla e liberacdo de diversos tumores
transplantaveis. Foi fornecido forte suporte experimental adicional para
o poderose papel combinado de PD-1 e LAG-3 come verificadores imu-
nes, pois 0s camundongos nulos duplos eram altamente propensos a
autoinflamacéao letal.

[0004] Conseguentemente, existe uma necassidade njo atendida
na técnica de compostos que modulem reacdes de linfdcitos LAG-37,
tais como células T, células NK, células B e células dendriticas plasma-
citoides, que podem ter importanies usos no tratamenio ou Prevencas
de cancer, rejeicédo de transplantes de 6rgaos ou tratamento de doencas
autoimunes ou autoinflamatorias. £ adicionalmente desejavel ter mute-
inas de lipocalina que 18m capacidade para ligar LAG-3 com alta afini-
dade, que tém bicestabilidade intensificada e que podem ser usadas em
aplicagbes farmacéuticas e/ou diagndsiicas. Em relacao a isso, € um
objetivo da presente descricdo fornecer tais muteinas de lipocalina. Ne-
nhuma tal muteina de lipocalina gque tem estas altas afinidades de liga-
G0 e recursos de bicestabilidade intensificados foi anteriorments des-
crita,

[0005] Além disso, foi considerado como natural que o metabolismo
de macaco seja 0 mais similar aquele de seres humanos, €, consequente-

mente, 0s macacos cinomolgos foram amplamente usados em estudos
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farmacocinéticos ou de seguranca de farmaco no desenvolvimento de no-
vas terapias, incluindo novos produtos biol6gicos. Tais estudos podem ser
adicionalmente pré-requisitos necessarios para aprovacao reguladora.
Desse modo, também €& desejavel ter muteinas de lipocalina que sao
reativas de modo cruzado tanto com LAG-3 humano ou cinomolgo, com
padrao de ligacdo comparavel, incluindo afinidade de ligacdo compara-
vel ou similar. Nenhuma tal muteina de lipocalina que tem estes recur-
sos de reatividade cruzada foi anteriormente descrita.

[0006] A recitacao de qualquer referéncia neste pedido ndo é uma
admissao que a referéncia € técnica anterior deste pedido.

[0007] Com relacdo a isso, a presente descricdo fornece um grupo
de compostos inovadores que se ligam especificamente ao LAG-3 tanto
de seres humanos quanto de macacos cinomolgos com alta afinidade e
com recursos de bioestabilidade intensificada, modulando assim a res-
posta imune. Tais compostos s&o muteinas derivadas de lipocalinas e
podem ser usadas em aplicactes farmacéuticas, diagndsticas ou outras
aplicactes. As muleinas de lipocalinas séo uma classe de rapida ex-
pansdo de produlos terapéuticos e podem ser construidas para exibir
alta afinidade e especificidade com alvos desejaveis (consultar, por
exemplo, Publicacfes de Palenie Internacional n.® WO 99/16873, WO
00/75398, WO 03/020471 e WO 05/19256).

Il. DEFINICOES

[0008] A relacao a seguir define termos, frases e abreviacdes utiliza-
dos em todo o presente relatério descritivo. Todos os termos mencionados
e definidos no presente documento destinam-se a englobar todas as for-
mas gramaticais.

[0009] Conforme utilizado no presente documento, a menos que es-
pecificado em contrario, "LAG-3" indica LAG-3 humano (huLAG-3) e inclui
variantes, isoformas e espécies homoélogas de LAG-3 humano. LAG-3

também é conhecido como "gene de ativacao de linfécitos 3", "conjunto de
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diferenciacdo 223" ou "CD223", que sao utilizados de forma intercambia-
vel. LAG-3 humano significa uma proteina com comprimento otal definida
por meio de UniProt P18627 (versao 5 de 7 de jutho de 2008}, um de seus
fragmentos ou uma de suas variantes. LAG-3 de cinomoigo (cyLAG-3) re-
fere-se ao LAG-3 de macacos cinomolgoes. CyLAG-3 também pode ser
usado para se referir ao dominio extracelular de ¢yLAG-3 conforme
apresentado na posicdo 1 a 428 da SEQ 1D NQO: 56.

[0010] Conforme utilizado no presente documento, "afinidade de-
tectavel” significa a capacidade de se ligar a um alvo selecionado com
uma afinidade, geralmente medida por Kq ou ECso, de, no maximo, cerca
de 10° M ou menos (valor Ky ou ECso mais baixo reflete melhor atividade
de ligagao). Afinidades mais baixas geralmente ndo sdo mais mensura-
veis com métodos comuns tais como ELISA (teste imunossorvente li-
gado por enzimas) e, portanto, sdo de importancia secundaria.

[0011] Conforme usado no presente documento, "afinidade de liga-
cao" de uma proteina da descricao (por exemplo, uma muteina de uma
lipocalina) ou um polipeptideo de fusdao do mesmo para um alvo seleci-
onado (no presente caso, LAG-3), pode ser medida (e assim valores de
Ks de um complexo de ligante de muteina pode ser determinado) por
uma multiplicidade de métodos conhecidos por aqueles versados na
técnica. Esses métodos incluem, mas sem limitagdes, titulagao por flu-
orescéncia, ELISA competitivo, métodos calorimétricos, tais como calo-
rimetria por titulagao isotérmica (TIC), e ressonancia de plasmon de su-
perficie (SPR). Esses métodos sdo bem estabelecidos na técnica e seus
exemplos também sao detalhados abaixo.

[0012] Também se observou que a formacao de complexo entre o
aglutinante correspondente e seu ligante € influenciada por muitos fato-
res diferentes, tais como as concentragdes dos parceiros de ligacao cor-
respondentes, a presenca de concorrentes, o pH e a resisténcia ibnica

do sistema tampéao utilizado, bem como o0 método experimental utilizado
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para determinagao da constante de dissociacao Ky (por exemplo, titula-
cao de fluorescéncia, ELISA de competicao ou ressonancia de plasmon
de superficie, apenas para mencionar alguns), ou mesmo o algoritmo
matematico que é utilizado para avaliacdo dos dados experimentais.
[0013] Também fica claro para os técnicos no assunto, portanto,
que os valores Ky (constante de dissociacdo do complexo formado entre
o aglutinante correspondente e seu alvo/ligante) podem variar em uma
certa faixa experimental, dependendo do método e da configuragao ex-
perimental utilizados para determinar a afinidade de uma muteina de
lipocalina especifica para um dado ligante. Isso significa que pode haver
um leve desvio dos valores Kq medidos ou uma faixa de tolerancia de-
pendendo, por exemplo, se o valor Ky foi determinado por meio de res-
sonancia de plasmon de superficie (SPR), por ELISA competitivo ou por
ELISA direto.

[0014] Conforme utilizado no presente documento, uma "muteina”,
uma entidade "que sofreu mutagcao” (seja proteina ou acido nucleico) ou
"mutante” refere-se a substituicdo, delecao ou insercdo de um ou mais
nucleotideos ou aminoacidos, em comparagao com o acido nucleico de
ocorréncia natural (do tipo selvagem) ou estrutura "de referéncia" de
proteina. O mencionado termo também inclui fragmentos de uma mute-
ina e variantes conforme descrito no presente documento. Muteinas de
lipocalina de acordo com a presente invencao, seus fragmentos ou va-
riantes preferencialmente possuem a funcao de ligacdo a LAG-3, con-
forme descrito no presente documento.

[0015] O termo "fragmento" conforme usado no presente docu-
mento em conexao com as muteinas da descricao se refere a proteinas
ou peptideos derivados de lipocalina de lagrima humana madura de
comprimento completo (hTlc ou hTLPC) que é encurtada de modo N-
terminal e/ou de modo C-terminal, isto é, que nao tem pelo menos um

dos aminoacidos N-terminais e/ou C-terminais. Esse fragmento pode
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nao conter até 2, até 3, até 4, até 5, até 10, até 15, até 20, até 25 ou até
30 (incluindo todos o0s numeros entre eles) aminoacidos N-terminais
e/ou C-terminais. Como exemplo ilustrativo, esse fragmento pode nao
conter quatro aminoacidos N-terminais e dois aminoacidos C-terminais.
E entendido que o fragmento é preferencialmente um fragmento funcio-
nal da lipocalina de lagrima de comprimento completo (muteina), o que
significa que o0 mesmo compreende preferencialmente o bolso de liga-
cao da lipocalina de lagrima de comprimento completo (muteina) do qual
é derivado. Como exempilo ilustrativo, tal fragmento funcional pode com-
preender pelo menos os aminoacidos 5 a 156 da sequéncia de polipep-
tideo linear de lipocalina de lagrima humana madura nativa. Tais frag-
mentos podem incluir pelo menos 10, mais, como 20 ou 30 ou mais ami-
noacidos consecutivos da sequéncia primaria de lipocalina de lagrima
madura e sdo usualmente detectaveis em um imunoensaio da lipocalina
madura.

[0016] De forma geral, o termo "fragmento”, conforme usado no pre-
sente documento em relagdo ao LAG-3 de ligante de proteina corres-
pondente de uma muteina de lipocalina da descricdo ou da combinacao
de acordo com a descricdo ou de uma proteina de fusao descrita no
presente documento, se refere a ligantes de peptideo ou proteina en-
curtados de modo N-terminal e/ou de modo C-terminal, os quais retém
a capacidade do ligante de comprimento completo a ser reconhecido
e/ou ligado por uma muteina de acordo com a descricao.

[0017] O termo "mutagénese”, conforme utilizado no presente docu-
mento, significa que as condigbes experimentais sao selecionadas de tal
forma que o aminoacido de ocorréncia natural em uma dada posicéo de
sequéncia da lipocalina madura possa ser substituido por pelo menos um
aminoacido que nao esta presente nessa posicao especifica na sequéncia
de polipeptideo natural correspondente. O termo "mutagénese” também in-

clui a modificacao (adicional) do comprimento de segmentos de sequéncias
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por meio de delecao ou insercdo de um ou mais aminoacidos. Encontra-se,
portanto, dentro do escopo da presente invencao que, por exemplo, um
aminoacido em uma posicao de sequéncia selecionada seja substituido
por um conjunto de trés mutacdes aleatdrias, gerando insercao de dois
residuos de aminoacidos em comparagcao com o comprimento do seg-
mento correspondente da proteina do tipo selvagem. Essa inser¢ao ou
delecao pode ser introduzida independentemente entre si em qualquer
dos segmentos de peptideos que podem ser submetidos a mutagénese
na presente invencao. Em um exemplo de modalidade da presente in-
vengao, pode-se introduzir uma insercao de diversas mutagdes no cir-
cuito AB da estrutura de lipocalina selecionada (cf. Patente Internacional
Publicada n.? WO 2005/019256, que é integralmente incorporada ao
presente documento como referéncia).

[0018] A expressao "mutagénese aleatéria" indica que nenhum ami-
nodcido isolado previamente determinado (mutacdo) esta presente em
uma certa posicao de sequéncia, mas que pelo menos dois aminoacidos
podem ser incorporados com certa probabilidade em uma posicao de
sequéncia previamente definida durante a mutagénese.

[0019] "Identidade" é uma propriedade de sequéncias que mede
sua similaridade ou relacionamento. A expressao "identidade de se-
guéncias" ou "identidade", conforme utilizada na presente invencgao, in-
dica o percentual de residuos idénticos em pares (apds o alinhamento
[homéblogo] de uma sequéncia de polipeptideo de acordo com a pre-
sente descricdo com uma sequéncia em questdo) com relacao a quan-
tidade de residuos na mais longa dessas duas sequéncias. A identidade
de sequéncias é medida dividindo-se 0 numero de residuos de aminoa-
cidos idénticos pelo numero total de residuos e multiplicando-se o pro-
duto por 100.

[0020] O termo "homologia" € utilizado no presente documento no seu

significado habitual e inclui aminoacidos idénticos, bem como aminoacidos
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que sao considerados substituicbes conservadoras (por exemplo, substi-
tuicao de um residuo de glutamato por um residuo de aspartato) em posi-
cOes equivalentes na sequéncia de aminoacidos linear de um polipeptideo
de acordo com a presente invencao (por exemplo, quaisquer muteinas
de lipocalina de acordo com a descrigao).

[0021] O percentual de homologia de sequéncias ou identidade de
sequéncias pode ser determinado no presente documento, por exem-
plo, utilizando o programa BLASTP, versao blastp 2.2.5 (16 de novem-
bro de 2002) (cf. Altschul et al., Nucleic Acids Res, 1997). Nessa moda-
lidade, a porcentagem de homologia tem base no alinhamento da se-
quéncia de polipeptideo inteira (matriz: BLOSUM 62; custos de lacuna:
11,1; valor de corte definido a 10%) incluindo as sequéncias de propep-
tideo, preferencialmente com o uso da estrutura de proteina do tipo de
selvagem como referéncia em uma comparacao em pares. Ele é calcu-
lado como o percentual de niumeros de "positivos” (aminoacidos homo-
logos) indicados como resultado no programa BLASTP, dividido pelo
numero total de aminoacidos selecionados pelo programa para o alinha-
mento.

[0022] Especificamente, a fim de determinar se um residuo de ami-
noacido da sequéncia de aminoacidos de uma lipocalina (muteina) é
diferente de uma lipocalina do tipo selvagem correspondente a uma
certa posicao na sequéncia de aminoacidos de uma lipocalina do tipo
selvagem, os técnicos na area podem utilizar meios e métodos bem co-
nhecidos na técnica, tais como alinhamentos, seja manualmente ou uti-
lizando programas de computador tais como BLAST 2.0, que significa
Ferramenta de Pesquisa de Alinhamento Local Basico, ou ClustalW, ou
qualquer outro programa apropriado que seja adequado para gerar ali-
nhamentos de sequéncias. Consequentemente, uma sequéncia do tipo
selvagem de lipocalina pode servir como "sequéncia objeto" ou "se-

quéncia de referéncia”, enquanto a sequéncia de aminoacidos de uma
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lipocalina diferente da lipocalina do tipo selvagem descrita no presente
documento serve como "sequéncia de consulta." As expressdes "se-
quéncia do tipo selvagem”, "sequéncia de referéncia" e "sequéncia ob-
jeto" sdo utilizadas de forma intercambiavel no presente documento.
Uma sequéncia do tipo selvagem preferencial de lipocalina é a sequén-
cia de hTlc conforme mostrado na SEQ ID NO: 1.

[0023] "Intervalos” sao espagos em um alinhamento que sao resul-
tado de adi¢des ou delecbes de aminoacidos. Duas cdpias exatamente
da mesma sequéncia possuem, portanto, 100% de identidade, mas se-
quéncias com menor conservacao e que possuem delecbes, adicbes ou
substituicdes podem ter grau mais baixo de identidade de sequéncias.
Os técnicos na area reconhecerao que diversos programas de compu-
tador estdo disponiveis para determinar a identidade de sequéncias uti-
lizando parametros padrao, tais como BLAST (Altschul, et al. (1997),
Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402), Blast2 (Altschul, et al. (1990), J. Mol.
Biol. 215, 403-410) e Smith-Waterman (Smith, et al. (1981), J. Mol. Biol.
147, 195-197).

[0024] O termo "variante", conforme utilizado na presente descri-
cao, relaciona-se com derivados de proteina ou peptideo que incluem
modificacées da sequéncia de aminodacidos, por exemplo, por meio de
substituicdo, delecao, insercdo ou modificacdo quimica. Essas modifi-
cacbes, em algumas modalidades, ndo reduzem a funcionalidade da
proteina ou peptideo. Essas variantes incluem proteinas, em que um ou
mais aminoacidos foram substituidos pelos seus D-estereoisébmeros cor-
respondentes ou por aminoacidos diferentes dos vinte aminoacidos de
ocorréncia natural, tais como, por exemplo, ornitina, hidroxiprolina, citru-
lina, homosserina, hidroxilisina e norvalina. Essas substituicbes, entre-
tanto, podem também ser conservadoras, ou seja, um residuo de aminoa-
cido € substituido por um residuo de aminoacido quimicamente similar. Os

exemplos de substituiches conservativas sao as substituicoes entre os
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membros dos grupos a seguir: 1) alanina, serina e treonina; 2) acido aspa-
rtico e acido glutamico; 3) asparagina e glutamina; 4) arginina e lisina; 5)
isoleucina, leucina, metionina e valina; e 6) fenilalanina, tirosina e tripto-
fano. O termo "variante", conforme usado no presente documento em
relacdo ao LAG-3 alve de proteina correspondente de uma muteina de
lipocalina da descricdo ou de uma combinacdo e/ou uma proteina de
fusdo de acordo com a descricdo, se refere a LAG-3 ou fragmento do
mesmo, que tem um ou mais, como 1, 2, 3,4 ,5 ,6,7, 8,9, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou mais substituicoes,
delecdes e/ou insercdes de aminoacido em comparagdo com uma pro-
teina de LAG-3 do tipo selvagem, como uma proteina de referéncia de
L AG-3 conforme depositado com UniProt conforme descrito no presente
documento. Uma variante de LAG-3 tem preferencialmente uma identi-
dade de aminoacido de pelo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%
ou 95% com um LAG-3 do tipo selvagem, como uma proteina de refe-
réncia de LAG-3 humano conforme depositado com UniProt, conforme
descrito no presente documento.

[0025] Por uma "sequéncia nativa" de lipocalina, entende-se que a
sequéncia de lipocalina que possui a mesma sequéncia de aminoacidos
do polipeptideo correspondente derivado da natureza. Desse modo,
uma lipocalina de sequéncia nativa pode ter a sequéncia de aminoaci-
dos da respectiva lipocalina de ocorréncia natural a partir de qualquer
organismo, em particular, um mamifero. Esse polipeptideo de sequén-
cia nativa pode ser isolado da natureza ou pode ser produzido por meios
sintéticos ou recombinantes. A expressao polipeptideo de "sequéncia
nativa" engloba especificamente formas secretadas ou truncadas de
ocorréncia natural da lipocalina, formas variantes de ocorréncia natural,
tais como formas alternativamente divididas e variantes alélicas de ocor-
réncia natural da lipocalina. "Variante" de polipeptideo indica um poli-

peptideo biologicamente ativo que possui pelo menos cerca de 50%,
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60%, 70%, 80% ou pelo menos cerca de 85% de identidade de sequén-
cias de aminoacidos com o polipeptideo de sequéncia nativa. Tais vari-
antes incluem, por exemplo, polipeptideos em que um ou mais residuos
de aminoacido sdo adicionados ou deletados na terminacdo N ou C do
polipeptideo. Geralmente, uma variante possui pelo menos cerca de
70%, incluindo pelo menos cerca de 80%, tal como pelo menos cerca
de 85% de identidade de sequéncias de aminoacidos, incluindo pelo
menos cerca de 90% de identidade de sequéncias de aminoacidos ou
pelo menos cerca de 95% de identidade de sequéncias de aminoacidos
com o polipeptideo de sequéncia nativa. Como um exemplo ilustrativo,
os primeiros 4 residuos de aminoacido N-terminal (His-His-Leu-Leu,
SEQID NO: 51) e os ultimos 2 residuos de aminoacido C-terminais (Ser-
Asp) podem ser deletados ou sofrer mutagdo em uma muteina de hTlc
da descricdo sem afetar a funcdo bioldgica da proteina, por exemplo,
SEQID NOs:7a 28,57 a70e 85a95.

[0026] O termo "posicao", quando utilizado de acordo com a pre-
sente invencao, significa a posicdo de um aminoacido em uma sequén-
cia de aminoacidos ilustrada no presente documento ou a posicao de
um nucleotideo em uma sequéncia de acidos nucleicos ilustrada no pre-
sente documento. Para compreender o termo "corresponde” ou "corres-
pondente”, conforme utilizado no presente documento, no contexto das
posigdes de sequéncias de aminoacidos de uma ou mais muteinas de
lipocalina, a posicdo correspondente ndao € apenas determinada pela
quantidade dos nucleotideos/aminoacidos anteriores. Consequente-
mente, a posicdo de um dado aminoacido de acordo com a descricao
que pode ser substituido pode variar devido a delecdo ou adigao de
aminoacidos em outro ponto em uma lipocaina (mutante ou do tipo sel-
vagem). De forma similar, a posicdo de um dado nucleotideo de acordo
com a presente descricdo que pode ser substituido pode variar devido

a delecdes ou nucleotideos adicionais em outro ponto de uma regiao
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nao traduzida 5' (UTR) de lipocalina do tipo selvagem ou muteina, inclu-
indo as sequéncias promotoras e/ou quaisquer outras reguladoras ou
gene (incluindo exons e introns).

[0027] Desse modo, para uma "posi¢cao correspondente” de acordo
com a descricdo, é preferencialmente para ser entendido que as posi-
cbes de nucleotideos/aminoacidos podem diferir no numero indicado
em relacdo a nucleotideos/aminoacidos adjacentes similares, mas os
ditos nucleotideos/aminoacidos adjacentes, 0os quais podem ser troca-
dos, deletados, ou adicionados, também sdo compreendidos pelas uma
ou mais "posigcoes correspondentes”.

[0028] Além disso, para uma posicao correspondente em uma mu-
teina de lipocalina com base em uma sequéncia de referéncia de acordo
com a descricao, compreende-se preferencialmente que as posi¢des de
nucleotideos/aminoacidos correspondem estruturalmente as posicdes
em outros locais em uma lipocalina (mutante ou do tipo selvagem),
mesmo se elas puderem diferir no numero indicado, conforme apreciado
pelos técnicos na area a luz do padrao de dobra geral altamente con-
servado entre as lipocalinas.

[0029] O termo "albumina” inclui todas as albuminas de mamiferos,
tais como albumina de soro humano, albumina de soro bovino ou albu-
mina de soro de rato.

[0030] O termo "molécula organica” ou "molécula organica pe-
quena" conforme usado no presente documento para o alvo nao natural
denota uma molécula organica que compreende pelo menos dois ato-
mos de carbono, mas preferencialmente no maximo 7 ou 12 ligacbes de
carbono giratérias, que tém um peso molecular na faixa entre 100 e
2.000 Daltons, preferencialmente entre 100 e 1.000 Daltons, e incluindo
opcionalmente um ou dois atomos de metal.

[0031] A palavra "detectar", "deteccao”, "detectavel", ou "que de-

tecta", conforme usado no presente documento, € entendida tanto em
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um nivel quantitativo quanto qualitativo, assim como uma combinagao
das mesmas. A mesma inclui, desse modo, medi¢cdes quantitativas, se-
miquantitativas e qualitativas de uma molécula de interesse.

[0032] "Paciente” € um vertebrado, preferencialmente um mamifero
e, de maior preferéncia, um ser humano. O termo "mamifero” é usado
no presente documento para se referir a qualquer animal classificado
como um mamifero, incluindo, sem limitacdo, seres humanos, animais
domésticos e de fazenda e animais de zooldgico, de esportes, ou de
estimagao, como carneiros, caes, cavalos, gatos, vacas, ratos, porcos,
simios, como macacos cinomolgos, sendo estes, apenas alguns exem-
plos ilustrativos. Preferencialmente, o "mamifero” no presente docu-
mento é ser humano.

[0033] "Quantidade eficaz" é uma quantidade suficiente para obter
resultados benéficos ou desejados. Pode-se administrar uma quanti-
dade eficaz em uma ou mais administragées.

[0034] "Amostra" €& definida como amostra bioldgica retirada de
qualquer paciente. Amostras biolégicas incluem, mas sem limitagcdes,
sangue, soro, urina, fezes, sémen ou tecidos.

ll. DESCRIGCOES DAS FIGURAS

[0035] Figura 1: representa um alinhamento de sequéncias de ami-
noacidos de muteinas de lipocalina de lagrima humana (hTlc) especifi-
cas de LAG-3 otimizadas, em comparacao com a sequéncia de polipep-
tideo linear de hTlc madura. Em comparagéo com a sequéncia de poli-
peptideo linear de hTlc madura (SEQ ID NQO: 1), os primeiros 4 residuos
de aminoéacido N-terminal (His, His, Leu, Leu; SEQ ID NO: 50) e os ulti-
mos 2 residuos de aminoacido C-terminal (Ser, Asp) sdo deletados nes-
sas muteinas de ligacdo de LAG-3 derivadas de hTlc (listadas como
muteinas de hTlc de SEQ ID NOs: 7 a 28 e 57 a 70) e as muteinas de
controle negativo (SEQ ID NOs: 3 e 4).
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[0036] Figura 2: representa os resultados dos estudos de separa-
cao de células ativadas por fluorescéncia (FACS) executados a fim de
avaliar a ligacao especifica das muteinas de lipocalina a LAG-3 humano
(Figura 2A) e LAG-3 cinomolgo (Figura 2B), respectivamente, expres-
sos em células de mamifero conforme descrito no Exemplo 5. As célu-
las de ovario de hamster chinés (CHO) transfectadas de modo estavel
com LAG-3 humano ou cinomolgo foram incubadas com muteinas de
lipocalina, e as muteinas ligadas foram detectadas com o uso de um
anticorpo anti-hTlc marcado de modo fluorescente. Todas as muteinas
de lipocalina mostram ligacdo a LAG-3 expresso em células de CHO
com ECso comparavel ao anticorpo de bancada testado (SEQ ID NOs:
5 e 6). A muteina de lipocalina negativa SEQ ID NO: 3 e a IgG4 humana
de controle negativo (hlgG4) (SEQ ID NOs: 55 e 56, Sigma n.? 14639)
nao mostraram ligagdo. A média geomeétrica da intensidade de fluores-
céncia foi normalizada para a média maxima e ajustada com um modelo de
ligagdo 1:1. Os valores de ECso resultantes séo fornecidos na Tabela 3.

[0037] Figura 3: mostra que muteinas de lipocalina competem com
moléculas de complexo de histocompatibilidade principal (MHC) da
classe Il (ligantes naturais de LAG-3) para a ligacdo a LAG-3 em um
experimento de FACS competitivo. A linhagem celular humana positiva
de MHC da classe Il A375 foi incubada com muteina de lipocalina e
huLAG-3-Fc (dominio extracelular LAG-3 humano fundido ao fragmento
Fc de IgG1 humana, R&D systems), o huLAG-3-Fc ligado foi detectado
com o uso de um anticorpo de IgG anti-humana de cabra conjugado
com ficoeritrina (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., n.? 109-1
16-098). Uma inibicdo dependente de dose de huLAG-3-Fc que se liga
a moléculas de MHC da classe Il por muteinas de lipocalina especificas
de LAG-3 foi mostrada. As muteinas de lipocalina especificas de LAG-
3 e a molécula de referéncia (SEQ ID NOs: 5 e 6) mostraram efeito ini-

bidor na ligagdao de LAG-3/MHC da classe Il em concentrac¢des iguais.
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A muteina de lipocalina de controle negativo (SEQ ID NO: 3) e o controle
negativo de hlgG4 nao levaram a inibicao mensuravel de ligacao de hu-
LAG-3-Fc a células A375 que expressam moléculas de MHC da classe
Il.

IV. DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENCAO

[0038] Conforme utilizado no presente documento, "lipocalina” € de-
finida como proteina monomérica com peso de cerca de 18-20 kDa, que
possui uma regiao estrutural supersecundaria de folha pregueada 8 ci-
lindrica que compreende uma série de (preferencialmente oito) fitas 8
conectadas em pares por uma série de (preferencialmente quatro) cir-
cuitos em uma extremidade, de forma a definir um bolso de ligacéo. E a
diversidade dos circuitos na estrutura de lipocalina que, de outra forma,
é rigida que gera uma série de modos de ligacao diferentes entre os
membros da familia de lipocalina, cada qual capaz de acomodar alvos
com tamanho, formato e caracteristicas quimicas diferentes (analisa-
dos, por exemplo, em Skerra, Biochim Biophys Acta, 2000, Flower et al.,
Biochim Biophys Acta, 2000, Flower, Biochem J, 1996). De fato, a fami-
lia de lipocalina de proteinas evoluiu naturalmente para ligar um amplo
espectro de ligantes, que compartilham niveis incomumente baixos de
conservacao de sequéncias geral (frequentemente com identidades de
sequéncias de menos de 20%), retendo ainda padrdao de dobra geral
altamente conservado. A correspondéncia entre as posi¢cées em varias
lipocalinas € bem conhecida por um versado na técnica (consultar, por
exemplo, Patente n.? U.S. 7.250.297).

[0039] Conforme indicado acima, uma lipocalina € um polipeptideo
definido pela sua estrutura supersecundaria, nomeadamente uma re-
gido estrutural supersecundaria de folha pregueada B cilindrica que
compreende oito fitas B conectadas em pares por quatro circuitos em
uma extremidade, de forma a definir assim um bolso de ligacao. A pre-

sente descricdo ndo se limita a muteinas de lipocalina especificamente
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descritas no presente. Com relacao a isso, a descricao se refere a mu-
teinas de lipocalina que tém uma regido estrutural supersecundaria de
folha pregueada B cilindrica que compreende oito fitas 8 conectadas em
pares por quatro circuitos em uma extremidade, de forma a definir assim
um bolso de ligagdo, em que pelo menos um aminoacido de cada um
dos pelo menos trés dentre os ditos quatro circuitos sofreu mutacdo em
comparacao com a sequéncia de referéncia, e em que a dita lipocalina
¢é eficaz para se ligar a LAG-3 com afinidade detectavel.

[0040] Em uma modalidade especifica, muteina de lipocalina des-
crita no presente documento € uma muteina de lipocalina de lagrima
humana (hTlc ou hTLPC), também denominada lipocalina 1, pré-albu-
mina de lagrima humana ou proteina glandular de von Ebner. A expres-
sao "lipocalina de lagrima humana, "hTIc" ou "lipocalina 1", da forma
utilizada no presente, designa a lipocalina de lagrima humana madura
com o Numero de Acesso de Banco de Dados SWISS-PROT/UniProt
P31025 (Isoforma 1). A sequéncia de aminoacidos mostrada no Numero
de Acesso de Banco de Dados SWISS-PROT/UniProt P31025 pode ser
usada como uma “sequéncia de referéncia" preferencial, mais preferen-
cialmente a sequéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID NO: 1 é
usada no presente documento como "sequéncia de referéncia”.

[0041] Em algumas modalidades, LAG-3 de ligacdo de muteina de li-
pocalina com afinidade detectavel pode incluir pelo menos uma substitui-
cao de aminoacidos de um residuo de cisteina nativa da sequéncia de re-
feréncia por outro aminoacido, tal como um residuo de serina. Em algumas
outras modalidades, LAG-3 de ligacao de muteina de lipocalina com afini-
dade detectavel pode incluir um ou mais residuos de cisteina nao nativos
gue substituem um ou mais aminoacidos de uma lipocalina do tipo selva-
gem. Em uma modalidade especifica adicional, muteina de lipocalina de
acordo com a descricao inclui pelo menos duas substituicdes de aminoa-

cidos de um aminoacido nativo por um residuo de cisteina, de maneira a
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formar uma ou mais pontes de cisteina. Em algumas modalidades, a men-
cionada ponte de cisteina pode conectar pelo menos duas regides de cir-
cuito. A definicdo dessas regides é utilizada no presente documento de
acordo com Flower (Biochem. J., 1996) (Biochem Biophys Acta, 2000) e
Breustedt et al. (J Biol Chem, 2005). Em uma modalidade relacionada,
a descricdo ensina uma ou mais muteinas de lipocalina que séao capa-
zes de ativar vias de sinalizagao posteriores de LAG-3 por meio de liga-
cao a LAG-3.

[0042] As proteinas da descricdo, que sao dirigidas contra LAG-3
ou sao especificas para ele, incluem qualquer quantidade de muteinas
de proteinas de ligacao especificas que sdo baseadas em uma estrutura
de proteina definida, preferencialmente uma estrutura de lipocalina.
Também preferencialmente, a quantidade de nucleotideos ou aminoa-
cidos, respectivamente, que sdo trocados, deletados ou inseridos é 1,
2,3,4,56,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais,
como 25, 30, 35, 40, 45 0u 50, com 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, ou 11
sendo preferenciais e 9, 10 ou 11 sendo ainda mais preferenciais. Pre-
fere-se, entretanto, que muteinas de proteina da descricao ainda sejam
capazes de ligar LAG-3.

[0043] Em um aspecto, a presente descri¢ao inclui diversas mutei-
nas de lipocalina que ligam LAG-3 com afinidade pelo menos detectavel.
Nesse sentido, LAG-3 pode ser considerado como um ligante n&o natu-
ral de lipocalinas do tipo selvagem, em que o "ligante nao natural" se
refere a um composto que nao se liga a lipocalina do tipo selvagem sob
condices fisioldgicas. Projetando-se lipocalina do tipo selvagem com uma
ou mais muta¢des em certas posicoes de sequéncia, 0s presentes inventores
demonstraram que alta afinidade e alta especificidade para o ligante nao na-
tural, LAG-3, é possivel. Em algumas modalidades, em 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, ou até mais tripletos de nucleotideo que codificam certas posi-

cBes de sequéncia em lipocalinas do tipo selvagem, a mutagénese aleatéria
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pode ser executada através da substituicdo nestas posicdes por um sub-
conjunto de tripletos de nucleotideo.

[0044] Adicionalmente, as muteinas de lipocalina da descricao po-
dem ter um residuo de aminoacido que sofreu mutacao em quaisquer
uma ou mais, incluindo pelo menos em quaisquer 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, ou mais das posi¢cées de sequéncia correspondentes a
certas posicdes de sequéncia da sequéncia de polipeptideo linear da
lipocalina de referéncia.

[0045] Uma proteina da descricao pode incluir a sequéncia de ami-
nodcidos do tipo selvagem (natural) da estrutura de proteina "parental”
(tal como uma estrutura de lipocalina) fora das posicdes de sequéncias
de aminoéacidos que sofreram mutacdo. Em algumas modalidades, mu-
teina de lipocalina de acordo com a descricdo pode também conduzir
uma ou mais mutagdes de aminoacidos em uma ou mais posicoes de
sequéncias, desde que essa mutacao, pelo menos essencialmente, nao
prejudique ou nado interfira com a atividade de ligacao e a dobra da mu-
teina. Tais mutacbes podem ser alcancadas muito facilmente no nivel
de DNA com o uso de métodos padrao estabelecidos (Sambrook e Rus-
sell, 2001, Molecular cloning: a laboratory manual). Exemplos ilustrati-
vos de alteracdes da sequéncia de aminoacidos sao insercdes ou dele-
cbes, bem como substituicbes de aminoacidos. Tais substituicbes po-
dem ser conservativas, isto é, um residuo de aminoacido € substituido
por um residuo de aminoacido de propriedades quimicamente similares,
em particular, em relacao a polaridade, assim como tamanho. Os exem-
plos de substituicbes conservativas sao as substituicoes entre 0s membros
dos grupos a seguir: 1) alanina, serina e treonina; 2) acido aspartico e
acido glutamico; 3) asparagina e glutamina; 4) arginina e lisina; 5) isoleu-
cina, leucina, metionina e valina; e 6) fenilalanina, tirosina e triptofano. Por
outro lado, também é possivel introduzir alteracdes nao conservadoras na

sequéncia de aminoéacidos. Além disso, em vez de substituir residuos de
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aminodcidos isolados, também é possivel inserir ou deletar um ou mais
aminodcidos continuos da estrutura primaria da lipocalina de referéncia,
preferencialmente como hTlc, desde que essas delecdes ou insercdes re-
sultem em uma muteina funcional, dobrada e estavel. Em tal muteina,
por exemplo, um ou mais residuos de aminoacido sao adicionados ou
deletados na terminacdo N ou C do polipeptideo (por exemplo, muteinas
de hTlc com terminacédo N e C). Em geral, tal muteina pode ter cerca de
pelo menos 70%, incluindo pelo menos cerca de 80%, como pelo menos
cerca de 85% de identidade de sequéncia de aminoacidos, com a se-
quéncia de aminodacidos de hTlc (SEQ ID NO: 1). Como exemplo ilus-
trativo, a presente descricdo também abrange muteinas de hTlc, con-
forme definido acima, em que os primeiros quatro residuos de aminoa-
cido N-terminais da sequéncia de lipocalina de lagrima humana madura
(His-His-Leu-Leu; SEQ ID NO: 51; posicbes 1 a 4) e/ou os ultimos dois
residuos de aminoacido C-terminais (Ser-Asp; posicoes 157 a 158) da
sequéncia de polipeptideo linear da lipocalina de lagrima humana ma-
dura foram deletados (consultar, por exemplo, SEQ ID Nos: 7 a 28, 57
a70e 85a95).

[0046] A sequéncia de aminoacidos de uma muteina de lipocalina
divulgada no presente documento possui alta identidade de sequéncia
para a lipocalina de referéncia, preferencialmente hTlc, em comparacao
com identidades de sequéncias com outras lipocalinas. Neste contexto
geral, a sequéncia de aminoacidos de uma muteina de lipocalina da
descricao € ao menos substancialmente similar a sequéncia de amino-
acidos da lipocalina de referéncia, com a ressalva de que possivelmente
haja intervalos (conforme definido abaixo) em um alinhamento, que séao
o resultado de adi¢cbes ou delecbes de aminoacidos. Uma sequéncia
correspondente de uma muteina de lipocalina da descricao, que € subs-
tancialmente similar as sequéncias da lipocalina de referéncia, possui,

em algumas modalidades, pelo menos 70% de identidade ou homologia
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de sequéncias, pelo menos 75% de identidade ou homologia de sequén-
cias, pelo menos 80% de identidade ou homologia de sequéncias, pelo
menos 82% de identidade ou homologia de sequéncias, pelo menos
85% de identidade ou homologia de sequéncias, pelo menos 87% de
identidade ou homologia de sequéncias ou pelo menos 90% de identi-
dade ou homologia de sequéncias, incluindo pelo menos 95% de iden-
tidade ou homologia de sequéncias, para a sequéncia da lipocalina de
referéncia, com a ressalva de que a sequéncia ou posicao alterada é
retida e sdo possiveis um ou mais intervalos.

[0047] Conforme utilizado no presente documento, muteina de lipo-
calina da descricao "liga especificamente"” um alvo (por exemplo, LAG-
3) se for capaz de discriminar entre aquele alvo e um ou mais alvos de
referéncia, pois a especificidade de ligacao nao é propriedade absoluta,
mas sim relativa. "Ligacao especifica" pode ser determinada, por exem-
plo, de acordo com western blots, ELISA, FACS, RIA (radioimunoen-
saio), ECL (eletroquimioluminescéncia), IRMA (ensaio imunorradiomeé-
trico), IHC (imuno-histoquimica) e varreduras de peptideo.

[0048] Em uma modalidade, as muteinas de lipocalina da descricao
sao fundidas no seu terminal N e/ou no seu terminal C a um parceiro de
fusdo, que € um dominio de proteina que prolonga a meia vida em soro
da muteina. Em modalidades especificas adicionais, 0 dominio de pro-
teina € uma parte Fc de imunoglobulina, um dominio Cx3 de imunoglo-
bulina, um dominio Cx4 de imunoglobulina, um peptideo de ligacao de
albumina ou uma proteina de ligacao de albumina.

[0049] Em outra modalidade, as muteinas de lipocalina da descri-
¢ao sao conjugadas a um composto que prolonga a meia vida em soro
da muteina. Mais preferencialmente, as muteinas s&o conjugadas com
um composto selecionado dentre 0 grupo que consiste em uma molé-
cula de polialquileno glicol, um hidroxietilamido, uma parte Fc de uma

imunoglobulina, um dominio Cx3 de uma imunoglobulina, um dominio

Peticdo 870190086950, de 04/09/2019, pag. 35/131



21/94

Cr4 de uma imunoglobulina, um peptideo de ligacao a albumina e uma
proteina de ligacédo a albumina.

[0050] Em ainda outra modalidade, a presente descricao refere-se
a moléculas de acidos nucleicos que compreendem sequéncias de nu-
cleotideos que codificam muteinas de lipocalina divulgadas no presente
documento. A descricao engloba uma célula hospedeira que contém a
mencionada molécula de acido nucleico.

A. Muteinas de lipocalina especificas para LAG-3

[0051] Em um aspecto, a presente descricdo fornece muteinas de
lipocalina humana que se ligam a LAG-3 humano com alta afinidade e
aplicacoes uteis de tais muteinas. A descricao também fornece métodos
para produzir proteinas de ligacao de LAG-3 descritas no presente do-
cumento, assim como composicdes que compreendem tais proteinas.
As proteinas de ligacdo de LAG-3 da descricdo, assim como composi-
cbes da mesma, podem ser usadas em métodos para detectar proteina
de LAG-3 em uma amostra ou em métodos de ligacao de LAG-3 em um
sujeito para estimular ou inibir respostas imunes. As proteinas de liga-
cao de LAG-3 reveladas tém bioestabilidade intensificada e tém um pa-
drdo de ligacdo similar ou comparavel tanto a LAG-3 humano quanto
cinomolgo. Por fim, a descricao fornece métodos de uso das muteinas
de lipocalina contra LAG-3 para inibir a ligagcao de LAG-3 a moléculas
de complexo de histocompatibilidade principal (MHC) da classe Il. Ne-
nhuma muteina de lipocalina humana que possui essas caracteristicas
correspondentes aos usos fornecidos pela presente invencao foi des-
crita anteriormente.

1. Exemplo de muteinas de lipocalina especificas para LAG-3
[0052] Algumas modalidades da presente descricao se referem a
uma muteina de lipocalina que tem capacidade para ligar LAG-3, prefe-
rencialmente LAG-3 humano (huLAG-3), com uma afinidade medida por
um Kq de cerca de 80 nM, 60 nM, 40 nM, 20 nM, 15 nM, 10 nM, 8 nM, 6
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nM, 4 nM, 2 nM, 1,5 nM, 1 nM, 0,2 nM, 0,1 nM, 0,05 nM, ou mais baixo.
Essa afinidade pode ser determinada, por exemplo, por analise de res-
sonancia de plasmon de superficie (SPR) essencialmente descrita no
Exemplo 4.

[0053] Em outras modalidades, a muteina de ligacdo de LAG-3 de
lipocalina pode ser reativa de modo cruzado com LAG-3 cinomolgo
(cyLAG-3) e, em algumas modalidades adicionais, ter capacidade para
ligar cyLAG-3 com uma afinidade medida por um Kq de cerca de 80 nM,
70 nM, 60 nM, 50 nM, 40 nM, 30 nM, 20 nM, 10 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM,
2nM, 1 nM, 0,5 nM, ou até mesmo menor, como cerca de 0,46 nM. Essa
afinidade pode ser determinada, por exemplo, por meio de analise de
SPR essencialmente descrita no Exemplo 4.

[0054] Em outras modalidades, a muteina de lipocalina tem capaci-
dade para ligar LAG-3 em células de ovario de hamster chinés (CHO)
transfectadas com huLAG-3 com um valor de ECso de cerca de 5 nM, 4
nM, 3 nM, 2,5 nM, 2 nM, 1,5 nM, 1 nM, 0,5 nM ou mais baixo, como
cerca de 0,22 nM ou 0,02 nM. Em outras modalidades, a muteina de
lipocalina tem capacidade para ligar LAG-3 em células de CHO trans-
fectadas com cyLAG-3 com uma ECsg de cerca de 350 nM, 300 nM, 250
nM, 200 nM, 150 nM, 100 nM, 50 nM, 20 nM, 10 nM, ou até mesmo mais
baixa, como cerca de 9,3 nM. O valor de ECso pode, por exemplo, ser
determinado por uma separacao de células ativadas por fluorescéncia
(FACS) conforme essencialmente descrito no Exemplo 5.

[0055] Em algumas modalidades, a muteina de lipocalina é capaz
de inibir a ligacdo de LAG-3 a MHC da classe Il, como as expressas
sobre células que apresentam antigeno (APCs) ou células de tumores.
O modo de acao inibidor pode, por exemplo, ser determinado por meio
de analise FACS conforme descrito essencialmente no Exemplo 6.
[0056] Em um aspecto, a presente descricdo fornece muteinas hTlc
de ligacao de LAG-3.
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[0057] Em relacéo a isso, a descricdo fornece uma ou mais mutei-
nas de hTlc que tém capacidade para ligar LAG-3 com uma afinidade
medida por um Ky de cerca de 10 nM ou menos, 5 nM ou menos, 4 nM
ou menos, 3 nM ou menos, 2 nM ou menos, 1,5 nM ou menos, 1 nM ou
menos, 0.75 nM ou menos, 0,5 nM ou menos, 0,25 nM ou menos, ,1 nM
ou menos, ou até mesmo cerca de 0,05 nM ou menos.

[0058] Em algumas modalidades, tal muteina de hTlc compreende
residuo de aminoacido que sofreu mutacao (ou residuos de aminoacido
que sofreram mutacdo)em 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15,
16,17,18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou mais posi¢oes
correspondentes a posicoes 5, 7-8, 10, 14, 16, 25-34, 44, 46, 52-53,
55-56, 58, 60-61, 63, 65-66, 69-70, 73, 79-80, 84—-86, 89—90, 93, 96—
98, 101, 105-106, 108, 110-114, 121, 124, 148-150, e 152-154 da se-
quéncia de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID NO: 1).

[0059] Em algumas modalidades particulares, tais muteinas de hTlc
podem conter o residuo de aminoacido que sofreu mutacao (ou residuos
de aminoacido que sofreram mutacdo)em 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,
12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30
ou mais posi¢des correspondentes a posi¢oes 5, 7-8, 10, 16, 26-34, 44,
46, 53, 56, 58, 60—61, 63, 65, 69-70, 73, 79-80, 85, 89-90, 93, 96-98,
101, 105106, 108, 111, 114, 124, 148-150, e 152—-154 da sequéncia
de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID NO: 1).

[0060] Em algumas modalidades particulares, tais muteinas de hTlc
podem conter o residuo de aminoacido que sofreu mutacao (ou residuos
de aminoacido que sofreram mutacdo)em 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,
12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, ou 22 posi¢cbdes correspondente a
posicoes 14, 25-26, 28, 31-32, 52, 55, 58, 66, 79, 84, 86, 101, 105—
106, 108, 110, 112-114, e 121 da sequéncia de polipeptideo linear de
hTlc madura (SEQ ID NO: 1).

[0061] Em algumas modalidades particulares, tais muteinas de hTlc
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podem incluir o residuo de aminoacido que sofreu mutacao (ou residuos
de aminoacido que sofreram mutacdo)em 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, ou 26 posicoes
correspondentes a posicoes 5, 8, 26—34, 56, 58, 60-61, 65, 69, 85, 101,
105-106, 108, 111, 114, e 153—-154 da sequéncia de polipeptideo linear
de hTlc madura (SEQ ID NO: 1).

[0062] Em algumas modalidades particulares, tais muteinas de hTlc
podem incluir o residuo de aminoacido que sofreu mutacao (ou residuos
de aminoacido que sofreram mutacao) 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15,16, 17, 18, 19, ou 20 posi¢cdes correspondentes a posi¢des
14, 25-26, 28, 32, 52, 55, 58, 66, 79, 84, 86, 101, 105, 106, 108, 110,
112, 114, e 121 da sequéncia de polipeptideo linear de hTlc madura
(SEQ ID NO: 1).

[0063] Em algumas modalidades particulares, tais muteinas de hTlc
podem incluir o residuo de aminoacido que sofreu mutacao (ou residuos
de aminoacido que sofreram mutacao) 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, ou 22 posicOes correspondentes a
posicoes 26-34, 56, 58, 60-61, 65, 70, 101, 105-106, 108, 111, 114, e
153 da sequéncia de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID NO:
1).

[0064] Em algumas modalidades particulares, tais muteinas de hTlc
podem incluir o residuo de aminoacido que sofreu mutacao (ou residuos
de aminoacido que sofreram mutacao) 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15,16, 17, 18, 19, ou 20 posi¢cdes correspondentes a posi¢des
26-34, 56, 58, 60-61, 63, 65, 101, 105-106, 108, 111, 114, 149, e 153
da sequéncia de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID NO: 1).
[0065] Em algumas modalidades particulares, tais muteinas de hTlc
podem incluir o residuo de aminoacido que sofreu mutacao (ou residuos
de aminoacido que sofreram mutacdo)em 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,
12,13, 14,15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, ou 27 posicdes
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correspondentes a posigdes 5, 7-8, 10, 16, 44, 46, 63, 65, 69-70, 73, 80,
84, 89-90, 93, 96-98, 113, 124, 148-150, 152, ou 154 da sequéncia de
polipeptideo linear de hTic madura (SEQ ID NO: 1).

[0066] Em algumas modalidades adicionais, as muteinas de hTlc
podem compreender pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 residuos de amino-
acido que sofreram mutacdo em uma ou mais posicdes de sequéncia
correspondentes as posicdes de sequéncia 5, 8, 65, 69, 85 e 154 da
sequéncia de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID NO: 1), e em
que o dito polipeptideo se liga a LAG-3, em particular, huLAG-3.

[0067] Em algumas modalidades adicionais, as muteinas de hTlc
podem compreender pelo menos 1, 2 ou 3 residuos de aminoacido que
sofreram mutacdo em uma ou mais posi¢cées de sequéncia correspon-
dentes as posicdes de sequéncia 63, 65 e 149 da sequéncia de polipep-
tideo linear de hTlc madura (SEQ ID NO: 1), e em que o dito polipepti-
deo se liga a LAG-3, incluindo huLAG-3.

[0068] Em algumas modalidades adicionais, as muteinas de hTlc
podem compreender pelo menos 1, 2, 3 ou 4 residuos de aminoacido
que sofreram mutacdo em uma ou mais posi¢coées de sequéncia corres-
pondentes as posicdes de sequéncia 26, 84, 106 e 112 da sequéncia
de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID NO: 1), e em que o dito
polipeptideo se liga a LAG-3, incluindo huLAG-3.

[0069] Em algumas modalidades ainda adicionais, a descricao se
refere a um polipeptideo, em que o dito polipeptideo € uma muteina de
hTlc, em comparacdo com a sequéncia de polipeptideo linear de hTlc
(SEQ ID NO: 1), que compreende pelo menos 1 residuo de aminoacido
que sofreu mutacao (ou residuos de aminoacido que sofreram mutacao)
na posicao de sequéncia 84, e em que o dito polipeptideo se liga a LAG-
3, em patrticular, huLAG-3.

[0070] Em algumas modalidades, uma muteina de lipocalina de

acordo com a descrigao pode incluir pelo menos uma substituicao de
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aminoacido de um residuo de cisteina nativo por, por exemplo, um resi-
duo de serina. Em algumas modalidades, uma muteina de hTIc de
acordo com a descri¢ao inclui uma substituicdo de aminoacidos de um
residuo de cisteina nativa nas posi¢cées 61 e/ou 153 por outro aminoa-
cido tal como um residuo de serina. Neste contexto, é observado que
foi constatado que a remoc¢ao da ligacao de dissulfeto estrutural (no ni-
vel de uma respectiva biblioteca de acido nucleico ndo exposta) de lipo-
calina de lagrima do tipo selvagem que é formada pelos residuos de
cisteina 61 e 153 (cf. Breustedt et al., J Biol Chem, 2005) pode fornecer
muteinas de hTlc que nao sé sao dobradas de modo estavel, como tam-
bém podem ligar um dado ligante nao natural com alta afinidade. Em
algumas modalidades particulares, a muteina de hTlc de acordo com a
descricao inclui as substituicdes de aminoacido Cys 61 — Ala, Phe, Lys,
Arg, Thr, Asn, Gly, GIn, Asp, Asn, Leu, Tyr, Met, Ser, Pro ou Trp, e/ou
Cys 153 — Ser ou Ala. Tais substituicbes se demonstraram uteis para
impedir a formacao da ponte de dissulfeto de ocorréncia natural que liga
Cys 61 e Cys 153 e, desse modo, para facilitar a manipulacdo da mute-
ina. Muteinas hTlc que ligam LAG-3 e possuem a ponte de dissulfeto
formada entre Cys 61 e Cys 153, entretanto, também sao partes da pre-
sente descricao.

[0071] Em algumas modalidades, a eliminagao da ligacao de dissul-
feto estrutural pode fornecer a vantagem adicional de permitir a geracao
(espontanea) ou a introducéao deliberada de ligagdes de dissulfeto artifi-
ciais ndo naturais em muteinas da descricdo, de forma a aumentar a
estabilidade das muteinas. Em algumas modalidades, dois ou todos os
trés codons de cisteina na posicdo 61, 101 e 153, por exemplo, sao
substituidos por um cdédon de outro aminoacido. Além disso, em algu-
mas modalidades, muteina hTlc de acordo com a descrigao inclui uma
substituicdo de aminoacido de um residuo de cisteina nativa na posicao

101 por um residuo de serina ou residuo de histidina.
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[0072] Muteinas hTlc que ligam LAG-3 e possuem a ponte de dis-
sulfeto formada entre Cys 61 e Cys 153, entretanto, também sdo partes
da presente descricao. Em algumas modalidades particulares, as mute-
inas de hTlc que nao incluem aminoacidos que sofreram mutacdes nas
posicdes 61 e 153 e tém a ligacao de dissulfeto formada entre Cys 61 e
Cys 153. Em algumas modalidades particulares, as muteinas de hTlc
com aminoacido que sofreu mutacao (ou aminodacidos que sofreram mu-
tacdo) na posicao (ou posicdes) 61 e/ou 153 sdo submetidas a mutagé-
nese adicional para restaurar a ligacdo de dissulfeto natural por posi-
cbes de retromutacéo 61 e/ou 153 para a cisteina nativa.

[0073] Em algumas modalidades, uma muteina de acordo com a
descricao inclui uma substituicdo de aminoacido de um aminoacido na-
tivo por um residuo de cisteina nas posi¢cdes 28 ou 105 em relacdo a
sequéncia de aminodacido de hTlc (SEQ ID NO: 1).

[0074] Adicionalmente, em algumas modalidades, a muteina de
acordo com a descricao inclui uma substituicdo de aminoacido de um
residuo de arginina nativo nas posicdes 111 por um residuo de prolina
em relacao a sequéncia de aminoacidos de hTlc (SEQ ID NO: 1). Adici-
onalmente, em algumas modalidades, a muteina de acordo com a des-
crigao inclui uma substituicdo de aminoacido de um residuo de lisina
nativo nas posicées 114 por um residuo de triptofano ou um acido glu-
tamico em relacdo a sequéncia de aminoéacidos de hTlc (SEQ ID NO:
1).

[0075] Em algumas modalidades, uma muteina de lipocalina de
acordo com a descricdo pode incluir um ou mais aminoacidos que so-
freram mutacado para um residuo de asparagina para introduzir um ou
mais sitios de glicosilacao. Em algumas modalidades preferenciais, uma
muteina de acordo com a descricado inclui uma mutacao de aminoacido
na posicao 12 da sequéncia de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ

ID NO: 1). Por exemplo, uma muteina de acordo com a descricao pode
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ter o seguinte residuo de aminoacido que sofreu mutacdo em relacao a
sequéncia de aminoacidos de hTlc (SEQ ID NO: 1): Asp 12 — Asn.
[0076] Em algumas modalidades, uma muteina de acordo com a
descricao inclui uma substituicdo de aminodacido na posicédo 5 da se-
quéncia de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID NO: 1). Por
exemplo, uma muteina de acordo com a descricao pode ter o seguinte
residuo de aminoacido que sofreu mutacao em relagdo a sequéncia de
aminoacidos de hTlc (SEQ ID NO: 1): Ala 5 — Thr.

[0077] Adicionalmente, em algumas modalidades, uma muteina de
acordo com a descrigao pode incluir pelo menos uma substituicao de
aminoacido de um residuo negativamente carregado nativo por residuo
neutro, em que o residuo negativamente carregado nativo nao esta en-
volvido na ligacédo a LAG-3, e em que a substituicao resulta em um ponto
isoelétrico aumentado (pl) da muteina. Em algumas modalidades parti-
culares, tais residuos negativamente carregados nativos e posic¢des in-
cluem Asp 7, Glu 9, Asp 12, Glu 45, Asp 72, Glu 73, Asp 80, e Asp 95
em relacdo a sequéncia de aminoacidos de hTlc (SEQ ID NO: 1). Em
algumas modalidades particulares, tais residuos de aminoacido neutros
incluem Asn, Arg e Lys. Em algumas modalidades particulares adicio-
nais, uma muteina de acordo com a descricdo inclui um ou mais dos
seguintes residuos de aminoacido que sofreram mutacao nas posicées
7,9,12, 45,72, 73, 80 e 95 da sequéncia de polipeptideo linear de hTlc
madura (SEQ ID NO: 1): Asp 7 — Asn, Arg, ou Lys; Glu 9 — GIn, Arg,
ou Lys; Asp 12 — Asn ou Arg; Glu 45 — Arg; Asp 72 — Asn, Arg, ou
Lys; Glu 73 — Arg; Asp 80 — Gly; e Asp 95 — Asn, Arg, ou Lys. As
muteinas exemplificativas incluem SEQ ID NOs: 57 a 60, 63, 66.

[0078] Em algumas modalidades, uma muteina de hTlc de ligacao
de LAG-3 de acordo com a descri¢cdo inclui, em uma ou mais posicdes
correspondentes as posicdes 5, 7-8, 10, 14, 16, 25-34, 44, 46, 52-53,
55-56, 58, 60-61, 63, 65-66, 69-70, 73, 79-80, 84—-86, 89—90, 93, 96—
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98, 101, 105-106, 108, 110-114, 121, 124, 148-150, e 152—-154 da se-
quéncia de polipeptideo linear de hTic madura (SEQ ID NO: 1), um ou
mais dos seguintes residuos de aminoacido que sofreram mutacdo: Ala
5 — Thr; Asp 7 — Gly; Glu 8 — Gin; lle 10 — Phe; Ser 14 — Pro; Thr
16 — Met; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Ser, Asp, Glu, Ala, ou Gly; Glu 27
— Asp; Phe 28 — Cys ou Asp; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 —
lle ou Leu; Asn 32 — Asp, Met, ou Thr; Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val;
Leu 44 — His; Gly 46 — Asp; Lys 52 — Arg; Val 53 — Ala; Met 55 —
Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe ou Asp; Arg 60 — Phe; Cys 61 —
Trp; Glu 63 — Asp; Lys 65 — Glu; Ala 66 — Asn; Glu 69 — Gly; Lys 70
— Arg; Glu 73 — Ala; Ala 79 — Thr ou Glu; Asp 80 — Gly; His 84 — Tyr
ou Leu; Val 85 — Ala ou Asp; Ala 86 — Asp; lle 89 — Ser ou Asn; Arg
90 — Ser; Val 93 — Glu; His 96 — Asn; Tyr 97 — His; lle 98 — Val; Cys
101 — Ser ou Phe; Leu 105 — Cys ou Gly; His 106 — Ala, GIn, Glu,
Lys, ou Pro; Lys 108 — Tyr ou Thr; Val 110 — Gly ou Asn; Arg 111 —
Pro; Gly 112 — Met, Val, ou Leu; Val 113 — Alaou Leu; Lys 114 — Trp
ou Ala; Lys 121 — Thr; Leu 124 — GIn; Arg 148 — Trp; GIn 149 — Leu;
Ser 150 — Gly; Thr 152 — Pro; Cys 153 — Ser; e Ser 154 — Ala. Em
algumas modalidades, uma muteina de hTlc de acordo com a descrigao
inclui dois ou mais, como 3, 4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, ou até mesmo
mais, como 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ou
até mesmo mais residuos de aminoacido que sofreram mutacao nessas
posicdes de sequéncia de hTlc madura (SEQ ID NO: 1).

[0079] Em algumas modalidades, a muteina de hTlIc de ligacao de
LAG-3 de acordo com a descricao inclui, em uma ou mais posi¢oes cor-
respondentes as posicbes 14, 25-26, 28, 31-32, 52, 55, 58, 66, 79, 84,
86, 101, 105-106, 108, 110, 112-114, e 121 da sequéncia de polipepti-
deo linear de hTlc madura (SEQ ID NO: 1), um ou mais dos seguintes
residuos de aminoacido que sofreram mutacao: Ser 14 — Pro; Asp 25
— Ser; Arg 26 — Ser, Asp, Glu, Ala, ou Gly; Phe 28 — Asp; Met 31 —
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Leu; Asn 32 — Met ou Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp;
Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr ou Leu; Ala 86 — Asp; Cys
101 — Phe; Leu 105 — Gly; His 106 — Gin, Glu, Lys, ou Pro; Lys 108
— Thr; Val 110 — Gly ou Asn; Gly 112 — Met, Val, ou Leu; Val 113 —
Alaou Leu; Lys 114 — Ala; Lys 121 — Thr. Em algumas modalidades,
uma muteina de hTlc de acordo com a descrigcao inclui dois ou mais,
como 3, 4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, ou até mesmo mais, como 13, 14,
15,16, 17, 18, 19, 20, 21, ou 22 residuos de aminoacido que sofreram
mutacao nessas posi¢cdes de sequéncia de hTlc madura (SEQ ID NO:
1).

[0080] Em algumas modalidades, uma muteina de hTlc de ligacao
de LAG-3 de acordo com a descri¢cdo inclui, em uma ou mais posicdes
correspondentes as posicdes 5, 7-8, 10, 16, 26-34, 44, 46, 53, 56, 58,
60-61, 63, 65-66, 69-70, 73, 79-80, 85, 89-90, 93, 96-98, 101, 105—
106, 108, 110-111, 114, 121, 124, 148-150, ¢ 152-154 da sequéncia
de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID NO: 1), um ou mais dos
seguintes residuos de aminoacido que sofreram mutacao: Ala 5 — Thr;
Asp 7 — Gly; Glu 8 — GIn; lle 10 — Phe; Thr 16 — Met; Arg 26 — Ser;
Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 —
lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 44 — His; Gly 46
— Asp; Val 53 — Ala; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys
61 — Trp; Glu 63 — Asp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Lys 70 — Arg;
Glu 73 — Ala; Ala 79 — Thr; Asp 80 — Gly; Val 85 — Ala ou Asp; lle 89
— Ser ou Asn; Arg 90 — Ser; Val 93 — Glu; His 96 — Asn; Tyr 97 —
His; lle 98 — Val; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys
108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; Leu 124 — Gin; Arg 148 —
Trp; GIn 149 — Leu; Ser 150 — Gly; Thr 152 — Pro; Cys 153 — Ser; e
Ser 154 — Ala. Em algumas modalidades, uma muteina de hTic de
acordo com a descricao inclui dois ou mais, como 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, ou até mesmo mais, como 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
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23, 24, 25, 26, 27 ou até mesmo mais residuos de aminoacido que so-
freram mutacdo nessas posi¢cdes de sequéncia de hTlc madura (SEQ
ID NO: 1).

[0081] Em algumas modalidades, uma muteina de hTlc de ligacao
de LAG-3 de acordo com a descri¢cdo inclui, em uma ou mais posicdes
correspondentes as posicdes 5, 7-8, 10, 16, 26-34, 44, 46, 53, 56, 58,
60-61, 63, 65, 69-70, 73, 79-80, 85, 89-90, 93, 96-98, 101, 105-106,
108, 111, 114, 124, 148-150, e 152—-154 da sequéncia de polipeptideo
linear de hTlc madura (SEQ ID NO: 1), um ou mais dos seguintes resi-
duos de aminoacido que sofreram mutacéo: Ala 5 — Thr; Asp 7 — Gly;
Glu 8 — Gin; lle 10 — Phe; Thr 16 — Met; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp;
Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 —
Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 44 — His; Gly 46 — Asp; Val 53
— Ala; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Glu
63 — Asp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Lys 70 — Arg; Glu 73 — Ala;
Ala 79 — Thr; Asp 80 — Gly; Val 85 — Ala ou Asp; lle 89 — Ser ou Asn;
Arg 90 — Ser; Val 93 — Glu; His 96 — Asn; Tyr 97 — His; lle 98 — Val;
Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111
— Pro; Lys 114 — Trp; Leu 124 — GIn; Arg 148 — Trp; GIn 149 — Leu;
Ser 150 — Gly; Thr 152 — Pro; Cys 153 — Ser; e Ser 154 — Ala. Em
algumas modalidades, uma muteina de hTlc de acordo com a descrigao
inclui dois ou mais, como 3, 4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, ou até mesmo
mais, como 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ou
até mesmo mais residuos de aminoacido que sofreram mutacao nessas
posicdes de sequéncia de hTlc madura (SEQ ID NO: 1).

[0082] Em algumas modalidades, as muteinas de hTIc de ligacao
de LAG-3 incluem as seguintes mutacdes de aminoacido em compara-
cao com a sequéncia de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID
NO: 1): Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe;
Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 —
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Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Cys
101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 —
Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser: Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe
28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp;
Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 —
Phe; Cys 61 — Trp; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala;
Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser; e adi-
cionalmente uma ou mais, incluindo 2, 3, 4, 5, 6, ou 7, ou até mesmo
mais, dentre as seguintes mutacdes de aminoacido: Ala5 — Thr; Asp 7
— Gly; Glu 8 — Gin; lle 10 — Phe; Thr 16 — Met; Leu 44 — His; Gly 46
— Asp; Val 53 — Ala; Glu 63 — Asp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Lys
70 — Arg; Glu 73 — Ala; Ala 79 — Thr; Asp 80 — Gly; Val 85 — Ala ou
Asp; lle 89 — Ser ou Asn; Arg 90 — Ser; Val 93 — Glu; His 96 — Asn;
Tyr 97 — His; lle 98 — Val; Leu 124 — GIn; Arg 148 — Trp; Gin 149 —
Leu; Ser 150 — Gly; Thr 152 — Pro; e Ser 154 — Ala.

[0083] Em algumas modalidades, as muteinas de hTIc de ligacao
de LAG-3 incluem as seguintes mutacdes de aminoacido em compara-
cao com a sequéncia de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID
NO: 1): Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Phe 28 — Asp; Lys 52 — Arg; Met
55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; Ala 86 — Asp;
Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly; Lys 108 — Thr; Lys 114 — Ala; Lys
121 — Thr; e um ou mais, incluindo 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou até mais, dentre
as seguintes mutacdes de aminoacido: Arg 26 — Ser, Asp, Glu, Ala, ou
Gly; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; Leu 56 — Asp; His 84 — Tyr ou Leu;
His 106 — GIn, Glu, Lys, ou Pro; Val 110 — Gly ou Asn; Gly 112 — Met,
Val ou Leu; Val 113 — Ala ou Leu.

[0084] Em algumas modalidades, as muteinas de hTIc de ligacao
de LAG-3 incluem as seguintes mutacdes de aminoacido em compara-
cao com a sequéncia de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID
NO: 1): Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Phe 28 — Asp; Lys 52 — Arg; Met
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55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; Ala 86 — Asp;
Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly; Lys 108 — Thr; Lys 114 — Ala; Lys
121 — Thr; e um ou mais, incluindo 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou até mais, dentre
as seguintes mutacdes de aminoacido: Arg 26 — Ser, Asp, Glu, Ala, ou
Gly; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr ou Leu; His 106 — Gin,
Glu, Lys, ou Pro; Val 110 — Gly ou Asn; Gly 112 — Met, Val ou Leu; Val
113 — Alaou Leu.
[0085] Em algumas modalidades, as muteinas de hTlc de ligacao
de LAG-3 incluem as seguintes mutacdes de aminoacido em compara-
cao com a sequéncia de polipeptideo linear de hTlc madura (SEQ ID
NO: 1): Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Phe 28 — Asp; Lys 52 — Arg; Met
55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; Ala 86 — Asp;
Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly; Lys 108 — Thr; Lys 114 — Ala; Lys
121 — Thr; e um ou mais, incluindo 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou até mais, dentre
as seguintes mutacdes de aminoacido: Arg 26 — Ser, Asp, Glu, ou Ala;
Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; Leu 56 — Asp; His 84 — Tyr ou Leu; His
106 — Glu, Lys, ou Pro; Val 110 — Asn; Gly 112 — Val ou Leu; Val 113
— Ala ou Leu.
[0086] Em algumas modalidades adicionais, as muteinas de hTlc de
ligacdo de LAG-3 incluem um dos conjuntos seguintes de mutacdes de
aminoacido em comparacao com a sequéncia de polipeptideo linear de
hTlc madura (SEQ ID NO: 1):

(a) Ala5 — Thr; Glu 8 — GIn; Arg 26 — Ser; Glu 27 —
Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32
— Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg
60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Val 85 — Ala;
Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111
— Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser; e Ser 154 — Ala;

(b) Ala5 — Thr; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 —
Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33
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— Asp; Glu 34 — Val; Gly 46 — Asp; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg
60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Val 85 — Ala; Cys 101 — Ser;
Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114
— Trp; Ser 150 — Gly; e Cys 153 — Ser;

(c) Asp 7 — Gly; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28
— Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu
33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe;
Cys 61 — Trp; Val 85 — Asp; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106
— Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; Arg 148 — Trp;
Thr 152 — Pro; e Cys 153 — Ser;

(d) Ala5 — Thr; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 —
Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33
— Asp; Glu 34 — Val; Val 53 — Ala; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg
60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Ala 79 — Thr; Tyr 97 — His;
Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111
— Pro; Lys 114 — Trp; e Cys 153 — Ser;

(e) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29
— Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu
34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp;
Glu 63 — Asp; Val 85 — Asp; Arg 90 — Ser; His 96 — Asn; Cys 101 —
Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro;
Lys 114 — Trp; Leu 124 — GIn; e Cys 153 — Ser;

(fy  Thr 16 — Met; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28
— Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu
33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 44 — His; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe;
Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; lle 89 — Ser; Cys 101 —
Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro;
Lys 114 — Trp; e Cys 153 — Ser;

(g) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29
— Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu
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34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp;
Glu 63 — Asp; Lys 65 — Glu; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106
— Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; GIn 149 — Leu;
e Cys 153 — Ser;

(h)  Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29
— Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu
34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp;
Lys 65 — Glu; Lys 70 — Arg; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106
— Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; e Cys 153 —
Ser;

(i) Ala 5 — Thr; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 —
Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33
— Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe;
Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Asp 80 — Gly; lle 89 — Asn; lle 98 — Val;
Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111
— Pro; Lys 114 — Trp; e Cys 153 — Ser;

() lle 10 — Phe; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28
— Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu
33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe;
Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Glu 73 — Ala; lle 89 — Asn; Val 93 — Glu;
Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111
— Pro; Lys 114 — Trp; e Cys 153 — Ser;

(k) Ala5 — Thr; Glu 8 — GIn; Arg 26 — Ser; Glu 27 —
Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32
— Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg
60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Val 85 — Ala;
Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111
— Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser; e Ser 154 — Ala;

(1) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29
— Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu
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34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp;
Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111
— Pro; Lys 114 — Trp; e Cys 153 — Ser;

(m) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Asp; Phe 28
— Asp; Asnh 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala
66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112 — Met; Lys 114
— Ala; e Lys 121 — Thr,

(n) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Glu; Phe 28
— Asp; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser
58 — Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp;
Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly; His 106 — Gin; Lys 108 — Thr; Val
110 — Gly; Gly 112 — Met; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr;

(0) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Glu; Phe 28
— Asp; Asnh 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala
66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; His 106 — Glu; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112
— Val; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr,

(p) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Asp; Phe 28
— Asp; Asnh 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala
66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; His 106 — GIn; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112
— Leu; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr,

(q) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Ser; Phe 28
— Asp; Asnh 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala
66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; His 106 — GIn; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112
— Met; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr;

(ry  Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Ala; Phe 28
— Asp; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala
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66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; His 106 — Lys; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112
— Met; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr;

(s) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Phe 28 — Asp; Asn 32
— Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 — Asn; Ala
79 — Glu; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly; His 106 —
GIn; Lys 108 — Thr; Val 110 — Asn; Gly 112 — Met; Val 113 — Ala; Lys
114 — Ala; e Lys 121 — Thr;

(1) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Gly; Phe 28
— Asp; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser
58 — Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp;
Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly; His 106 — Pro; Lys 108 — Thr; Val
110 — Gly; Gly 112 — Met; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr;

(uy Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Asp; Phe 28
— Asp; Asnh 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala
66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Leu; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; His 106 — GIn; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112
— Met; Val 113 — Leu; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr,

(v) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Gly; Phe 28
— Asp; Asn 32 — Met; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala
66 — Asn; Ala 79 — Glu; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu 105 —
Gly; His 106 — Gin; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112 — Met; Lys
114 — Ala; e Lys 121 — Thr; ou

(w) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29
— Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu
34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Glu 63 — Asp;
Lys 65 — Glu; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108
— Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; e GIn 149 — Leu.
[0087] Em algumas modalidades adicionais, as muteinas de hTlc de

ligacdo de LAG-3 incluem um dos conjuntos seguintes de mutacdes de
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aminoacido em comparacao com a sequéncia de polipeptideo linear de
hTlc madura (SEQ ID NO: 1):

(a) Ala5 — Thr; Glu 8 — GIn; Lys 65 — Glu; Glu 69 —
Gly; Val 85 — Ala; e Ser 154 — Ala;

(b) Ala5 — Thr; Gly 46 — Asp; Lys 65 — Glu; Val 85 —
Ala; e Ser 150 — Gly

(c) Asp 7 — Gly; Val 85 — Asp; Arg 148 — Trp; e Thr
152 — Pro;

(d) Ala5 — Thr; Val 53 — Ala; Lys 65 — Glu; Ala 79 —
Thr; e Tyr 97 — His;

(e) Glu 63 — Asp; Val 85 — Asp; Arg 90 — Ser; His 96
— Asn; e Leu 124 — Gin;

(fy  Thr 16 — Met; Leu 44 — His; Lys 65 — Glu; e lle 89
— Ser;

(g) Glu63 — Asp; Lys 65 — Glu; e GIn 149 — Leu;

(hy Lys65— GlueLys 70 — Arg;

(i)  Ala5 — Thr; Lys 65 — Glu; Asp 80 — Gly; lle 89 —
Asn; e lle 98 — Val

(j) lle 10 — Phe; Lys 65 — Glu; Glu 73 — Ala; lle 89 —
Asn; e Val 93 — Glu;

(k)  Arg 26 — Asp; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; Val 110
— Gly; e Gly 112 — Met;

()  Arg 26 — Glu; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; His 84
— Tyr; His 106 — GIn; Val 110 — Gly; e Gly 112 — Met;

(m) Arg 26 — Glu; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106
— Glu; e Gly 112 — Val;

(n) Arg 26 — Asp; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106
— GIn; Val 110 — Gly; e Gly 112 — Leu;

(0) Arg 26 — Ser; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106
— GiIn; Val 110 — Gly; e Gly 112 — Met;
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(p) Arg 26 — Ala; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106
— Lys; Val 110 — Gly; e Gly 112 — Met;

(@@ Asn 32 — Thr; His 106 — GIn; Val 110 — Asn; Gly
112 — Met; e Val 113 — Ala;

(r) Arg 26 — Gly; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; His 84
— Tyr; His 106 — Pro; Val 110 — Gly; e Gly 112 — Met; ou

(s) Arg 26 — Asp; Asn 32 — Thr; His 84 — Leu; His 106
— GIn; Val 110 — Gly; Gly 112 — Met; e Val 113 — Leu.
[0088] Em algumas modalidades adicionais, a muteina de hTlc de
ligacdo de LAG-3 inclui a seguinte mutacao de aminoacido em compa-
racdo com a sequéncia de polipeptideo linear da hTlc (SEQ ID NO: 1):
insercao de Pro entre as posi¢cdes 156 e 157.
[0089] Na regido residual, isto &, a regido que difere de posicbes de
sequéncia 5, 7-8, 10, 14, 16, 25-34, 44, 46, 52-53, 55-56, 58, 60-61,
63, 6566, 69—70, 73, 79-80, 84—-86, 89-90, 93, 96-98, 101, 105-106,
108, 110-114, 121, 124, 148-150, 152-154, e 157, uma muteina de
hTlc da descricdo pode incluir a sequéncia de aminoacidos (natural) do
tipo selvagem de hTlc madura (SEQ ID NO: 1) fora das posigbes de
sequéncia de aminoacidos que sofreram mutacao ou residuos de ami-
noacido que sofreram mutacao em tais posicoes.
[0090] A menos que indicado de outro modo, a posicao de um resi-
duo de uma muteina de hTlc descrita no presente documento € nume-
rada em comparacdao com a sequéncia de polipeptideo linear da hTlc
(SEQ ID NO: 1).
[0091] Em modalidades ainda adicionais, uma muteina de hTlc de
acordo com a descricao atual tem pelo menos 70% de identidade de
sequéncia ou pelo menos 70% de homologia de sequéncia com a se-
quéncia de hTlc madura (SEQ ID NO: 1). Como exemplo ilustrativo, a
muteina da SEQ ID NO: 8 tem uma identidade de sequéncia de amino-

acidos ou uma homologia de sequéncia de aproximadamente 81,8%
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com a sequéncia de aminoacidos de hTlc madura (SEQ ID NO: 1).
[0092] Em modalidades particulares adicionais, uma muteina de
hTlc da descricdo compreende uma sequéncia de aminoacidos con-
forme apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 7 a 28, 57 a 70
e 85 a 95 ou um de fragmento ou variante das mesmas.

[0093] Em modalidades particulares adicionais, uma muteina de
hTlc da descricao tem pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos
85% ou mais, pelo menos 90% ou mais, pelo menos 95% ou mais, pelo
menos 97,5% ou mais, pelo menos 98% ou mais ou pelo menos 99%
ou mais identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos
selecionada dentre o grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 8 a 18,20 a
28,57 a70 e 85a95.

[0094] A descricdo também inclui homélogos estruturais de uma
muteina de hTlc que tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada
dentre o grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 7 a 28,57 a 70 e 85 a 95,
cujos homdélogos estruturais tém uma homologia de sequéncia de ami-
noacidos ou identidade de sequéncia de mais do que cerca de 60%,
preferencialmente mais do que 65%, mais do que 70%, mais do que
75%, mais do que 80%, mais do que 85%, mais do que 90%, mais do
que 92% e com maxima preferéncia mais do que 95% em relacao a dita
muteina de hTlc.

[0095] Uma muteina de hTlc de acordo com a presente descricao
pode ser obtida por meio de mutagénese de uma forma de ocorréncia
natural de hTlc madura (SEQ ID NO: 1). Em algumas modalidades da
mutagénese, uma substituicdo € uma substituicdo conservadora. Inde-
pendentemente, qualquer substituicao—incluindo substituicao nao con-
servativa ou uma ou mais das substituicbes exemplificativas abaixo—é
prevista enquanto a muteina de lipocalina retiver sua capacidade para
se ligar a LAG-3, e/ou tiver uma identidade de sequéncia com a sequén-

cia entdo substituida em que tem pelo menos 60%, como pelo menos
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65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos
85% ou mais identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacidos
de hTlc madura (SEQ ID NO: 1).

[0096] Em algumas modalidades particulares, a presente descricao
fornece uma muteina de lipocalina que se liga a LAG-3 humano com
uma afinidade medida por um Ky de cerca de 10 nM ou menos, 5 nM ou
menos, 4 nM ou menos, 3 nM ou menos, 2 nM ou menos, 1 nM ou me-
nos, 0,5 nM ou menos, 0,1 nM ou menos ou 0,05 nM ou menos. Em
algumas modalidades, a muteina de lipocalina tem pelo menos 90% ou
mais, como 95% ou mais, 97,5% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacidos de qual-
quer uma das SEQ ID NOs: 7 e 19.

2. Aplicacoes de muteinas de lipocalina especificas para LAG-3.
[0097] Varias aplicacdes possiveis para as muteinas de lipocalina
de ligacao de LAG-3 da descricao existem na medicina.

[0098] Em um aspecto adicional, a descricao refere-se ao uso de
muteina de lipocalina de ligacdo de LAG-3 divulgada no presente docu-
mento para detectar LAG-3 em amostras, bem como um método de di-
agnostico correspondente.

[0099] A presente descricao também envolve o uso de uma ou mais
muteinas de lipocalina de ligacdo de LAG-3 conforme descrito para for-
macao de complexos com LAG-3.

[00100] Em outro aspecto da descricao, portanto, as muteinas de li-
pocalina descritas sdo utilizadas para deteccdo de LAG-3. Tal uso pode
incluir as etapas de colocar uma ou mais ditas muteinas, sob condi¢bes
adequadas, em contato com uma amostra suspeita de conter LAG-3, assim
permitindo a formacao de um complexo entre as muteinas e LAG-3 e de-
tectando o complexo por um sinal adequado. O sinal detectavel pode ser
causado por uma marca, conforme explicado acima, ou por uma mudanca

de propriedades fisicas devido a ligacao, isto €, a formacéao de complexo,
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em si. Um exemplo é ressonancia de plasmon de superficie, cujo valor
€ mudado durante a ligagao de parceiros de ligacao a partir do qual um
€ imobilizado em uma superficie, como uma folha de ouro.

[00101] As muteinas de lipocalina de ligacao de LAG-3 reveladas no
presente documento também podem ser usadas para a separacao de
LAG-3. Tal uso pode incluir as etapas de colocar uma ou mais ditas
muteinas, sob condicbes adequadas, em contato com uma amostra que
€ prevista conter LAG-3, assim permitindo a formagao de um complexo
entre as muteinas e LAG-3 e separando o complexo da amostra.
[00102] Durante o uso das muteinas divulgadas para a deteccao de
LAG-3, bem como a separacao de LAG-3, as muteinas e/ou LAG-3 ou
um de seus dominios ou fragmentos podem ser imobilizados sobre uma
fase sélida apropriada.

[00103] Em ainda outro aspecto, a presente descricao apresenta um
kit de diagndéstico ou analitico que compreende uma muteina de lipoca-
lina de ligagao de LAG-3 de acordo com a presente invengao.

[00104] Além do seu uso em diagnédstico, em ainda outro aspecto, a
descricao contempla uma composicao farmacéutica que compreende
uma muteina da descricdo e um excipiente farmaceuticamente aceita-
vel.

[00105] Além disso, a presente descricdo fornece muteinas de lipo-
calina humana que ligam LAG-3 para uso como agentes anticancer e/ou
moduladores da imunidade. Como tais, as muteinas de lipocalina da
presente descricdo que se ligam a LAG-3 sdo previstas como sendo
usadas em um método de tratamento ou prevencao de doencas huma-
nas, como cancer, doencas infecciosas e doencas autoimunes. Conse-
quentemente, também sao fornecidos métodos para tratamento ou pre-
vencao de doencas humanas, como cancer, doencas infecciosas e do-
encas autoimunes em um sujeito que necessita dos mesmos, que com-

preende administrar ao dito sujeito uma quantidade terapeuticamente
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eficaz de uma muteina de lipocalina da presente invencao que liga LAG-
3.

B. Muteinas de lipocalina de acordo com a presente invencao
[00106] Lipocalinas sdo moléculas de ligacao proteinaceas que evo-
luiram naturalmente para ligar ligantes. Lipocalinas ocorrem em muitos
organismos, incluindo vertebrados, insetos, plantas e bactérias. Os
membros da familia de proteina de lipocalina (Pervaiz e Brew, FASEB
J, 1987) sdo proteinas secretadas tipicamente pequenas e tém uma ca-
deia de polipeptideo unica. Os mesmos sdo caracterizados por uma
faixa de propriedades de reconhecimento molecular diferentes: sua li-
gacao a varias moléculas pequenas, principalmente hidrofébicas (como
retinoides, acidos graxos, colesterdis, prostaglandinas, biliverdinas, fe-
romonios, flavorizantes e odorantes), e para receptores de superficie de
célula especificos e sua formacdo de complexos macromoleculares.
Embora elas tenham sido classificadas no passado como proteinas de
transporte, agora € claro que as lipocalinas atendem a uma série de
funcdes fisioldgicas. As mesmas incluem funcbes no transporte de reti-
nol, olfato, sinalizacédo de feroménio e sintese de prostaglandinas. Lipo-
calinas também foram relacionadas a regulagem da reacdo imunologica
e a mediacao da homeostase celular (analisada, por exemplo, em Flo-
wer et al., Biochim Biophys Acta, 2000, Flower, Biochem J, 1996).
[00107] Lipocalinas compartilham niveis incomumente baixos de
conservagao geral de sequéncias, frequentemente com identidades de
sequéncias de menos de 20%. Em forte contraste, o seu padréao de do-
bra geral é altamente conservado. A parte central da estrutura de lipo-
calina consiste de uma unica folha B antiparalela com oito fitas, fechada
sobre si propria para formar um cilindro B continuamente ligado por hi-
drogénio. Esse cilindro g forma uma cavidade central. Uma extremidade
do cilindro é bloqueada estericamente pelo segmento de peptideos N-

terminal que corre ao longo do seu fundo, bem como trés circuitos de
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peptideos que conectam as fitas 3. A outra extremidade do cilindro 8 &
aberta para o solvente e engloba um local de ligacao de alvo, formado
por quatro circuitos de peptideos flexiveis. A diversidade dos circuitos
na estrutura de lipocalina que, de outra forma, € rigida gera uma série
de modos de ligacao diferentes, cada qual capaz de acomodar alvos
com diferente tamanho, formato e caracteristicas quimicas (analisado,
por exemplo, em Skerra, Biochim Biophys Acta, 2000, Flower et al., Bi-
ochim Biophys Acta, 2000, Flower, Biochem J, 1996).

[00108] Quando utilizada no presente documento no contexto das
muteinas de lipocalina da presente descricao que se ligam a LAG-3, a
expressao "especifico para" inclui que a muteina de lipocalina é dirigida
contra, liga-se a ou reage com LAG-3. Desta forma, ser dirigido a, ligar-
se a ou reagir com inclui que a muteina de lipocalina liga-se especifica-
mente a LAG-3. O termo "especificamente" neste contexto significa que
a muteina de lipocalina reage com uma proteina LAG-3, conforme des-
crito no presente documento, mas essencialmente nao com outra pro-
teina. O termo "outra proteina” inclui qualquer proteina ndo LAG-3, in-
cluindo proteinas proximamente relacionadas a ou homologas a LAG-3
ao qual as lipocalinas reveladas no presente documento s&o direciona-
das. Entretanto, as proteinas de LAG-3, fragmentos e/ou variantes de
espécies diferentes das humanas, como aquelas descritas no contexto
da definicdo "sujeito"” nao sao excluidas pelo termo "outra proteina”. O
termo "ndo se liga essencialmente” significa que a muteina de lipocalina
da presente descricdo ndo se liga a outra proteina, isto €, mostra uma re-
atividade cruzada de menos do que 30%, preferencialmente 20%, mais
preferencialmente 10%, de modo particularmente preferencial menos do
que 9, 8, 7, 6 ou 5%. A possibilidade de a lipocalina reagir especificamente
conforme definido no presente documento acima pode ser facilmente tes-
tada, inter alia, comparando-se a reacao de uma muteina de lipocalina da

presente descricdo com LAG-3 e a reacdo da dita lipocalina com (uma)
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outra proteina (ou proteinas). "Ligacao especifica” também pode ser de-
terminada, por exemplo, de acordo com Western blot, ELISA, RIA, ECL,
IRMA, FACS, IHC, e varreduras de peptideo.

[00109] A sequéncia de aminoacidos de uma muteina de lipocalina
de acordo com a descricdo possui alta identidade de sequéncias para a
lipocalina de referéncia, tal como hTlc, em comparacdo com essa iden-
tidade de sequéncias de muteina com outra lipocalina. Neste contexto
geral, a sequéncia de aminoacidos de uma muteina de lipocalina da
combinacao de acordo com a descricao € pelo menos substancialmente
similar a sequéncia de aminoacidos da lipocalina do tipo selvagem cor-
respondente ou referéncia. Uma sequéncia correspondente de muteina
de lipocalina da combinacao de acordo com a descri¢cdo, que € substan-
cialmente similar as sequéncias da lipocalina de referéncia correspon-
dente, possui pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo
menos 80%, pelo menos 82%, pelo menos 85%, pelo menos 87%, pelo
menos 90% de identidade, incluindo pelo menos 95% de identidade com
a sequéncia da lipocalina correspondente. Neste sentido, muteina de
lipocalina da descricao pode naturalmente conter, comparativamente,
substituicées conforme descrito no presente documento que tornam a
muteina de lipocalina capaz de ligar-se a LAG-3. Tipicamente, uma mu-
teina de uma lipocalina inclui uma ou mais mutagées—em relagao a se-
quéncia da lipocalina de referéncia—de aminoacidos nos quatro circui-
tos na extremidade aberta do local de ligagao de ligante de lipocalinas
(consultar acima). Conforme explicado acima, essas regiées sdo essen-
ciais para determinar a especificidade de ligacdo de muteina de lipoca-
lina para um alvo desejado.

[00110] Muteina da presente descricdo pode também conter muta-
cbes em regides fora dos quatro circuitos de peptideos flexiveis que for-
mam o local de ligagao alvo da lipocalina. Muteina de acordo com a

presente invengao pode conter, por exemplo, uma ou mais mutagdes
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em um ou mais dos trés circuitos de peptideos (denominados BC, DE e
FG) que conectam as fitas p na extremidade fechada da lipocalina.
Como exemplo ilustrativo, uma muteina derivada de um polipeptideo de
lipocalina de lagrima ou um homdlogo da mesma, pode ter 1, 2, 3, 4 ou
mais residuos de aminoacido que sofreram mutacdo em qualquer posi-
cao de sequéncia na regido N-terminal e/ou nos trés circuitos de pepti-
deo BC, DE e FG dispostos na extremidade da estrutura de cilindro B
que esta localizada oposta ao bolso de ligacdo de lipocalina natural.
Como exemplo ilustrativo adicional, muteina derivada de um polipepti-
deo de lipocalina de lagrima ou um de seus homologos pode nao conter
residuos de aminoacidos que sofreram mutagdo no circuito de pepti-
deos DE disposto no final da estrutura de cilindro B, em comparacéao
com sequéncia do tipo selvagem de lipocalina de lagrima.

[00111]  Uma muteina de lipocalina, de acordo com a descri¢ado, inclui
uma ou mais, como 2, 3, 4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, ou até mesmo 20 substituicbes em comparagao com a lipocalina
nativa correspondente, visto que tal muteina de lipocalina deve ter ca-
pacidade para se ligar a LAG-3. Por exemplo, uma muteina de lipocalina
pode ter uma substituicao em uma posi¢cao correspondente a uma posi-
cao distinta (isto €, a uma posicao correspondente) da lipocalina do tipo
selvagem que tem a sequéncia do tipo selvagem de, por exemplo, hTlc.
Em algumas modalidades, uma muteina de lipocalina da combinacao
de acordo com a descricao inclui pelo menos duas substituicbes de ami-
noacido, incluindo 2, 3, 4, 5, ou até mais, substituices de aminoacido de
um aminoacido nativo por um residuo de arginina. Consequentemente, o
acido nucleico de uma estrutura de "proteina de referéncia”, conforme des-
crito no presente documento, € submetido a mutagénese com o proposito
de gerar uma muteina de lipocalina que seja capaz de ligar-se a LAG-3.
[00112] Adicionalmente, uma muteina de lipocalina da presente descri-

cao pode compreender uma sequéncia de aminoacidos heterdloga, como
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uma sequéncia de etiqueta Strep Il, em sua Terminacdo N ou C, preferen-
cialmente terminacao C, como na SEQ ID NO: 53 e na SEQ ID NO: 54,
sem afetar a atividade biol6gica (que se liga ao seu alvo, por exemplo,
LAG-3) da muteina de lipocalina.

[00113] De modo semelhante, uma muteina de lipocalina da pre-
sente descricao pode nao ter 1, 2, 3, 4, ou mais aminoacidos em sua
extremidade N-terminal e/ou 1, 2, ou mais aminoacidos em sua extremi-
dade C-terminal, em comparag¢ao com a respectiva lipocalina de lagrima
do tipo selvagem; por exemplo, as SEQ ID NOs: 7a 28,57 a70e 85 a
95.

[00114] Em algumas modalidades, a substituicdo (ou reposicao) é
uma substituicdo conservativa. Independentemente, qualquer substitui-
cao—incluindo substituicao nao conservativa ou uma ou mais das subs-
tituicbes exemplificativas listadas abaixo—é prevista enquanto a mute-
ina de lipocalina retiver sua capacidade para se ligar a LAG-3, e/ou tiver
uma identidade com a sequéncia entdo substituida em que é pelo me-
nos 60%, como pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%,
pelo menos 80%, pelo menos 85 % ou mais idéntica a “sequéncia de
referéncia”.

[00115]  As substituicdes conservativas sao geralmente as substitui-
cbes a seguir, listadas de acordo com o aminoacido a sofrer mutacao,
cada um seguido por uma ou mais substituicdes que podem ser consi-
deradas conservativas: Ala — Gly, Ser, Val; Arg — Lys; Asn — Gin, His;
Asp — Gilu; Cys — Ser; GIn — Asn; Glu — Asp; Gly — Ala; His — Arg,
Asn, GIn; lle - Leu, Val; Leu — lle, Val; Lys — Arg, Gin, Glu; Met —»
Leu, Tyr, lle; Phe — Met, Leu, Tyr; Ser — Thr; Thr — Ser; Trp — Tyr;
Tyr — Trp, Phe; Val — lle, Leu. Outras substituicbes também sao per-
missiveis e podem ser determinadas empiricamente ou de acordo com
outras substituicoes conservadoras ou nao conservadoras conhecidas.

Como orientagdo adicional, os oito grupos a seguir contém, cada um,
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aminoacidos que podem ser tipicamente considerados para definir
substituices conservativas entre si:

a. Alanina (Ala), Glicina (Gly);

b.  Acido aspartico (Asp), Acido glutamico (Glu);

C Asparagina (Asn), Glutamina (GIn);

d. Arginina (Arg), Lisina (Lys);

e Isoleucina (lle), Leucina (Leu), Metionina (Met), Va-
lina (Val);

f. Fenilalanina (Phe), Tirosina (Tyr), Triptofano (Trp);

g. Serina (Ser), Treonina (Thr); e

h. Cisteina (Cys), Metionina (Met)
[00116] Caso essas substituicées resultem em alteracao da atividade
bioldgica, alteracbes mais substanciais, tais como as seguintes, ou con-
forme descrito mais abaixo com referéncia a classes de aminoacidos,
podem ser introduzidas e os produtos selecionados para uma caracte-
ristica desejada. Os exemplos de mudancas mais substanciais sdo: Ala
— Leu, lle; Arg —» GIn; Asn — Asp, Lys, Arg, His; Asp — Asn; Cys —
Ala; GIn — Gilu; Glu — GIn; His — Lys; lle - Met, Ala, Phe; Leu — Ala,
Met, Norleucina; Lys — Asn; Met — Phe; Phe — Val, lle, Ala; Trp —»
Phe; Tyr —» Thr, Ser; Val - Met, Phe, Ala.
[00117] Modificacbes substanciais das propriedades biolégicas da li-
pocalina sdo realizadas por meio da selecao de substituintes cujo efeito
difere significativamente sobre a manutencao (a) da estrutura da cadeia
principal de polipeptideo na regido da substituicdo, por exemplo, como
conformacao helicoidal ou de folha; (b) da carga ou hidrofobicidade da
molécula no local-alvo; ou (c) do volume da cadeia lateral. Os residuos
de ocorréncia natural sao divididos em grupos com base em proprieda-
des de cadeia lateral comuns: (1) hidrofobicos: norleucina, metionina,
alanina, valina, leucina, iso-leucina; (2) hidrofilicos neutros: cisteina, se-

rina, treonina; (3) acidos: acido aspartico, acido glutamico; (4) basicos:
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asparagina, glutamina, histidina, lisina, arginina; (5) residuos que influ-
enciam orientacdo de cadeia: glicina, prolina; e (6) aromaticos: tripto-
fano, tirosina, fenilalanina.

[00118] Substituicbes ndo conservadoras causarao a substituicao de
um membro de uma dessas classes por outra classe. Qualquer residuo
de cisteina nao envolvido na manutencao da conformacao adequada da
lipocalina correspondente pode também ser substituido, geralmente por
serina, para aumentar a estabilidade oxidativa da molécula e evitar reti-
culacdo aberrante. De modo contrario, a ligacao de cisteina (ou ligacbes
de cisteina) pode ser adicionada a lipocalina para melhorar sua estabi-
lidade.

[00119]  Qualquer mutagao, incluindo uma insercao, conforme discu-
tido acima, pode ser alcancada muito facilmente no acido nucleico, por
exemplo, nivel de DNA com o uso de métodos padrdo estabelecidos.
Exemplos ilustrativos de alteracbes da sequéncia de aminoacidos sao
insercbes ou delecdes, bem como substituicées de aminoacidos. Tais
substituicbes podem ser conservativas, isto €, um residuo de aminoa-
cido é substituido por um residuo de aminoacido de propriedades qui-
micamente similares, em particular, em relagdo a polaridade, assim
como tamanho. Os exemplos de substituicbes conservativas sdo as
substituicdes entre os membros dos grupos a seguir: 1) alanina, serina
e treonina; 2) acido aspartico e acido glutamico; 3) asparagina e glutamina;
4) arginina e lisina; 5) isoleucina, leucina, metionina e valina; e 6) fenilalanina,
tirosina e triptofano. Por outro lado, também € possivel introduzir altera¢bes
nao conservadoras na sequéncia de aminoacidos. Além disso, em vez de
substituir residuos de aminoacidos isolados, também é possivel inserir ou de-
letar um ou mais aminoacidos continuos da estrutura primaria de lipocalina
de lagrima, desde que essas delecdes ou insergdes resultem em muteina
dobrada/funcional estavel.

[00120] Modificagbes da sequéncia de aminoacidos incluem mutagénese
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dirigida de posi¢des de aminoacidos isolados, a fim de simplificar a subclona-
gem do gene de lipocalina que sofreu mutacdo ou suas partes, por meio da
incorporacao de locais de clivagem para certas enzimas de restricdo. Além
disso, essas mutagbes podem também ser incorporadas para melhorar
ainda mais a afinidade de muteina de lipocalina para um dado alvo, tal
como LAG-3. Adicionalmente, podem ser introduzidas mutagdes, a fim
de modular certas caracteristicas da muteina, tal como para aumentar
a estabilidade da dobra, estabilidade em soro, resisténcia da proteina
ou solubilidade em agua, ou para reduzir a tendéncia a agregacao, se
necessario. Por exemplo, os residuos de cisteina de ocorréncia natural
podem sofrer mutacao para outros aminoacidos para impedir a forma-
cao de ponte de dissulfeto. Também & possivel realizar mutagao delibe-
rada de outras posi¢cdes de sequéncias de aminoacidos em cisteina, a
fim de introduzir novos grupos reativos, por exemplo, para conjugacao
a outros compostos, tais como polietileno glicol (PEG), hidroxietil amido
(HES), biotina, peptideos ou proteinas, ou para a formacao de ligacoes
de dissulfeto ndo de ocorréncia natural. A porcao de tiol gerada pode
ser utilizada para PEGilar ou HESilar a muteina, por exemplo, a fim de
aumentar a meia vida em soro de uma muteina de lipocalina correspon-
dente. As possibilidades exemplificativas de tal mutacao para introduzir
um residuo de cisteina na sequéncia de aminoacidos de uma muteina
de hTlc incluem as substituicées Thr 40— Cys, Glu 73— Cys, Arg 90—
Cys, Asp 95— Cys, e Glu 131— Cys. A porcéo tiol gerada ao lado de
qualquer uma das posicbes de aminoacidos 40, 73, 90, 95 e/ou 131
pode ser utilizada para PEGilar ou HESilar a muteina, por exemplo, a
fim de aumentar a meia vida em soro de uma muteina hTlc correspon-
dente.

[00121] Em algumas modalidades, se uma das por¢des quimicas
acima € conjugada com uma muteina de lipocalina da descricdo, a conju-

gacao a uma cadeia lateral de aminoacido pode ser vantajosa. As cadeias
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laterais de aminoacido podem ocorrer naturalmente na sequéncia de ami-
noacidos de uma lipocalina humana ou podem ser introduzidas por muta-
génese. No caso de um local de ligacdo adequado ser introduzido por
meio de mutagénese, uma possibilidade é a substituicdo de um amino-
acido na posicao apropriada por um residuo de cisteina. Por exemplo,
tal mutacao inclui pelo menos uma dentre a substituicdo de Thr 40—
Cys, Glu 73— Cys, Arg 90— Cys, Asp 95— Cys ou Glu 131— Cys na
sequéncia do tipo selvagem de lipocalina de lagrima humana. O residuo
de cisteina recém-criado em qualquer uma destas posi¢cdes pode ser,
entdo, utilizado para conjugar a muteina com a por¢ao quimica que pro-
longa a meia-vida de soro da muteina, como PEG ou um derivado ati-
vado do mesmo.

[00122] Em outra modalidade, a fim de fornecer cadeias laterais de
aminodacido adequadas para conjugar um dos compostos acima com
uma muteina de lipocalina de acordo com a presente descricdo, os ami-
noacidos artificiais podem ser introduzidos por mutagénese. Em geral,
tais aminoacidos artificiais sdo projetados para serem mais reativos e,
desse modo, para facilitar a conjugacao com o composto desejavel. Um
exemplo desse aminoacido artificial que pode ser introduzido por meio
de tRNA artificial é para-acetilfenilalanina.

[00123] Para diversas aplicacbes das muteinas descritas no pre-
sente documento, pode ser conveniente utiliza-las na forma de protei-
nas de fusdo. Em algumas modalidades, muteina de lipocalina da des-
cricao é fundida no seu terminal N ou terminal C em uma proteina, do-
minio de proteina ou peptideo, tal como uma sequéncia de sinal e/ou
marca de afinidade.

[00124] As etiquetas de afinidade, como a etiqueta Strep ou etiqueta
Strep Il (Schmidt et al., J Mol Biol, 1996), a etiqueta c-myc, a etiqueta
FLAG, a etiqueta His ou a etiqueta HA ou proteinas, como glutationa-S-

transferase, que permitem a deteccao e/ou purificacao facil de proteinas
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recombinantes, sdo exemplos adicionais de parceiros de fusédo estaveis.
Por fim, proteinas com propriedades cromogénicas ou fluorescentes,
tais como a proteina fluorescente verde (GFP) ou a proteina fluores-
cente amarela (YFP) também s&o parceiros de fusdo apropriados para
muteinas de lipocalina da descri¢ao.

[00125] Geralmente, é possivel marcar as muteinas de lipocalina da
descricdo com qualquer substancia quimica ou enzima apropriada, que
gera, direta ou indiretamente, um sinal ou composto detectavel em uma
reacao quimica, fisica, éptica ou enzimatica. Um exemplo de uma rea-
cao fisica e, ao mesmo tempo, marcador/reacao Optica € a emissao de
fluorescéncia mediante irradiacao ou emissao de raios X ao utilizar-se
uma marca radioativa. Fosfatase alcalina, peroxidase de rabanete sil-
vesire e B-galactosidase sao exemplos de marcas de enzimas (e, ao
mesmo tempo, marcas épticas) que catalisam a formacao de produtos
de reacao cromogénicos. Geralmente, todas as marcas comumente uti-
lizadas para anticorpos (exceto aquelas exclusivamente utilizadas com
a porcao de agucar na parte Fc de imunoglobulinas) podem também ser
utilizadas para conjugacao as muteinas de lipocalina da descricdo. As
muteinas de lipocalina da descricdo também podem ser conjugadas
com qualquer agente terapeuticamente ativo adequado, por exemplo,
para a entrega alvejada de tais agentes a uma dada célula, tecido ou
6rgao, ou para o alvejamento seletivo de células (por exemplo, células
de tumor) sem afetar as células normais circundantes. Exemplos desses
agentes terapeuticamente ativos incluem radionucletos, toxinas, molécu-
las organicas pequenas e peptideos terapéuticos (tais como peptideos que
agem como agonistas/antagonistas de um receptor da superficie celular
ou peptideos que concorrem por um local de ligacdo de proteinas sobre
um dado alvo celular). As muteinas de lipocalina da descrigao podem, en-
tretanto, também ser conjugadas a acidos nucleicos terapeuticamente ati-

vos, tais como moléculas de acidos nucleicos antissenso, RNA pequenos
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de interferéncia, micro RNA ou ribozimas. Esses conjugados podem ser
produzidos por meio de métodos bem conhecidos na técnica.

[00126] Conforme indicado acima, muteina de lipocalina da descri-
¢ao pode, em algumas modalidades, ser conjugada a uma porg¢ao que
prolonga a meia vida em soro da muteina (neste sentido, vide também
a Publicacao de Patente Internacional n.2 WO 2006/056464, na qual es-
sas estratégias de conjugacéao sao descritas com referéncia a muteinas
de lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos humanos (hNGAL)
com afinidade de ligacdo para CTLA-4). A porcao quimica que prolonga
a meia-vida de soro pode ser uma molécula de polialquilieno glicol,
amido de hidroxietila, moléculas de acido graxo, como acido palmitico
(Vajo e Duckworth, Pharmacol Rev, 2000), uma parte Fc de uma imu-
noglobulina, um dominio Cx3 de uma imunoglobulina, um dominio Cr4
de uma imunoglobulina, um peptideo de ligacado de albumina, ou uma
proteina de ligacdo de albumina, transferrina, entre outros. A proteina
de ligacao de albumina pode ser uma proteina de ligacdo de albumina
bacteriana, um anticorpo, um fragmento de anticorpo incluindo anticor-
pos de dominio (por exemplo, Patente dos E.U.A. n.? 6.696.245), ou
uma muteina de lipocalina com atividade de ligacao para albumina. Con-
sequentemente, 0s parceiros de conjugacao adequados para prolongar
a meia-vida de uma muteina de lipocalina da descricdo incluem uma
proteina de ligacdo de albumina, por exemplo, um dominio de ligacao
de albumina bacteriana, como uma proteina de estreptococos G (Konig
e Skerra, J Immunol Methods, 1998). Outros exemplos de peptideos de
ligacao de albumina que podem ser usados como parceiro de conjuga-
cao sao, por exemplo, aqueles que tém uma sequéncia de consenso
Cys-Xaai-Xaaz-Xaas-Xaas-Cys, em que Xaair € Asp, Asn, Ser, Thr, ou
Trp; Xaaz € Asn, GIn, His, lle, Leu, ou Lys; Xaas € Ala, Asp, Phe, Trp, ou
Tyr; e Xaas é Asp, Gly, Leu, Phe, Ser, ou Thr conforme descrito na Pu-
blicacdo de Patente dos E.U.A. n.2 20030069395 ou Dennis et al. (J Biol
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Chem, 2002).

[00127] Em outras modalidades, a propria albumina (Osborn et al., J
Pharmacol Exp Ther, 2002) ou um fragmento biologicamente ativo de
albumina pode ser utilizado como parceiro de conjugacao de uma mu-
teina de lipocalina da descricdo. O termo "albumina” inclui todas as al-
buminas de mamiferos, tais como aloumina de soro humano, albumina
de soro bovino ou albumina de rato. A albumina ou seu fragmento pode
ser produzido de forma recombinante conforme descrito na Patente dos
E.U.A. n.?2 5.728.553 ou nas Publicacées de Patentes Europeias n.°®
EP0330451 e EP0361991. A albumina humana recombinante (por
exemplo, Recombumin® de Novozymes Delta Ltd., Nottingham, UK)
pode ser conjugada ou fundida com uma muteina de lipocalina da des-
cricao a fim de prolongar a meia-vida da muteina.

[00128] Caso a proteina de ligacado de albumina seja um fragmento
de anticorpo, ele pode ser um anticorpo de dominio. Anticorpos de do-
minio (dAbs) sdo elaborados para permitir controle preciso sobre as pro-
priedades biofisicas e meia vida in vivo para criar o perfil de produto de
eficacia e seguranca ideal. Anticorpos de dominio sdo, por exemplo, dis-
poniveis comercialmente por meio da Domantis Ltd. (Cambridge, Reino
Unido e MA, Estados Unidos).

[00129] Caso se utilize transferrina como porcao para prolongar a
meia vida em soro das muteinas de lipocalina da descricdo, as muteinas
podem ser geneticamente fundidas ao terminal N ou C, ou ambos, de
transferrina ndo glicosilada. Transferrina nao glicosilada possui meia
vida de 14-17 dias e proteina de fusdo de transferrina possuira meia
vida prolongada, de forma similar. A portadora de transferrina também
fornece alta biodisponibilidade, biodistribuicdo e estabilidade de circula-
cao. Esta tecnologia € disponivel comercialmente por meio da BioRexis
(BioRexis Pharmaceutical Corporation, PA, Estados Unidos). Transfer-

rina humana recombinante (DeltaFerrin™) para uso como estabilizante
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de proteinas/parceiro de prolongamento da meia vida também esta dis-
ponivel comercialmente por meio da Novozymes Delta Ltd. (Nottin-
gham, Reino Unido).

[00130] Caso uma parte Fc de imunoglobulina seja utilizada para fins
de prolongar a meia vida em soro das muteinas de lipocalina da descri-
cao, pode-se utilizar a tecnologia SynFusion™, disponivel comercial-
mente por meio da Syntonix Pharmaceuticals, Inc. (MA, Estados Uni-
dos). O uso dessa tecnologia de fusdo de Fc permite a criacao de pro-
dutos biofarmacéuticos com acao mais longa e pode, por exemplo, con-
sistir de duas copias da muteina ligada a regido Fc de um anticorpo para
aprimorar a farmacocinética, a solubilidade e a eficiéncia de producao.

[00131]  Ainda outra alternativa para prolongar a meia-vida das mute-
inas de lipocalina da descricdo é a fuséo, ao terminal N ou C de uma
muteina, de sequéncias ricas em glicina longas, n&do estruturadas e fle-
xiveis (por exemplo, poliglicina com cerca de 20 a 80 residuos de glicina
consecutivos). Esta abordagem divulgada na Publicacao de Patente In-
ternacional n.2 WO 2007/038619, por exemplo, também foi denominada
"rPEG" (PEG recombinante).

[00132] Caso se utilize PEG como parceiro de conjugagéao, o polial-
quileno glicol pode ser substituido, ndo substituido, linear ou ramificado.
Ele pode também ser um derivado de polialquileno ativado. Os exem-
plos de compostos adequados sao moléculas de PEG conforme descrito
na Publicacdo de Patente Internacional n.? WO 99/64016, na Patente
dos E.U.A. n.2 6.177.074, ou na Patente dos E.U.A. n.2 6.403.564 em
relacao ao interferon, ou conforme descrito para outras proteinas, como
asparaginase modificada por PEG, PEG-adenosina deaminase (PEG-
ADA) ou PEG-superoxido dismutase (Fuertges e Abuchowski, Journal
of Controlled Release, 1990). O peso molecular desse polimero, tal
como PEG, pode variar de cerca de 300 a cerca de 70.000 DAltons,

incluindo, por exemplo, polietileno glicol com peso molecular de cerca
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de 10.000, cerca de 20.000, cerca de 30.000 ou cerca de 40.000 Dal-
tons. Além disso como, por exemplo, descrito nas Patentes dos E.U.A.
n.%¢ 6.500.930 ou 6.620.413, os oligbmeros de carboidrato e o0s polime-
ros, como HES podem ser conjugados com uma muteina da descricao
com o propdsito de prolongamento de meia-vida de soro.

[00133] Além disso, muteina de lipocalina divulgada no presente do-
cumento pode ser fundida a uma porcéao pode fornecer novas caracte-
risticas as muteinas de lipocalina da descricdo, tais como atividade en-
zimatica ou afinidade de ligacao para outros alvos. Exemplos de parcei-
ros de fusao apropriados sao fosfatase alcalina, peroxidase de rabanete
silvestre, glutationa S-transferase, dominio de ligacdo de albumina de
proteina G, proteina A, anticorpos ou fragmentos de anticorpos, domi-
nios de oligomerizac¢ao ou toxinas.

[00134] Particularmente, pode ser possivel fundir uma muteina de li-
pocalina divulgada no presente documento a um local ativo de enzima
separado, de tal forma que os dois "componentes” da proteina de fusao
resultante ajam juntos sobre um dado alvo terapéutico. O dominio de
ligacdo da muteina de lipocalina liga-se ao alvo causador de doencas,
permitindo que o dominio de enzima elimine a fung&o bioldgica do alvo.
[00135] A presente descricdo também se refere a moléculas de aci-
dos nucleicos (DNA e RNA) que incluem sequéncias de nucleotideos
que codificam as muteinas de lipocalina da descricdo. Como a degene-
racao do codigo genético permite substituicbes de certos cédons por ou-
tros codons que especificam o mesmo aminodacido, a descricdo nao se
limita a uma molécula de acido nucleico especifica que codifica uma mu-
teina de lipocalina conforme descrito no presente documento, mas en-
globa todas as moléculas de acidos nucleicos que incluem sequéncias de
nucleotideos que codificam uma muteina funcional. Em relac¢édo a isso, a
presente descricdo fornece sequéncias de nucleotideo que codificam al-

gumas muteinas de lipocalina da descricdo conforme mostrado nas SEQ
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ID NOs: 29 a 50, 71 a 84 e 96 a 106.

[00136] Em outra modalidade do método de acordo com a descricao,
uma molécula de acido nucleico que codifica uma hTlc & submetida pri-
meiro a mutagénese em uma ou mais das posicdes de sequéncia de
aminodcidos 5, 7-8, 10, 14, 16, 25-34, 44, 46, 52-53, 55-56, 58, 60—
61, 63, 65-66, 69-70, 73, 79-80, 84-86, 89-90, 93, 96-98, 101, 105—
106, 108, 110-114, 121, 124, 148-150, 152-154, e 157 da sequéncia
de polipeptideo linear da hTlc madura (SEQ ID NO: 1). Segundo, a mo-
lécula de &cido nucleico que codifica uma lipocalina de lagrima humana
também é submetida a mutagénese em uma ou mais das posicoes de
sequéncia de aminoacidos 101, 111, 114 e 153 da sequéncia de poli-
peptideo linear da hTlc madura (SEQ ID NO:1).

[00137] A descricdo também inclui moléculas de acidos nucleicos
que codificam as muteinas de lipocalina da descri¢ao, que incluem mu-
tacGes adicionais fora das posi¢cdes de sequéncia indicadas de mutagé-
nese experimental. Essas mutacbes séo frequentemente toleradas ou
podem até ser vantajosas, por exemplo, se contribuirem para aprimora-
mento da eficiéncia de dobra, estabilidade em soro, estabilidade tér-
mica, estabilidade da formulacao ou afinidade de ligacao de ligantes das
muteinas.

[00138] Uma molécula de acido nucleico divulgada no presente pe-
dido pode ser "ligada operativamente” a uma ou mais sequéncias regu-
ladoras para permitir a expressao dessa molécula de acido nucleico.
[00139] Uma molécula de acido nucleico, tal como DNA, é denomi-
nada "capaz de expressar uma molécula de acido nucleico" ou "capaz
de permitir a expressao de uma sequéncia de nucleotideos” se incluir ele-
mentos de sequéncias que contenham informacdes relativas a regulagem
da transcricao e/ou da traducdo e essas sequéncias sao "operativamente
ligadas" a sequéncia de nucleotideos que codifica o polipeptideo. Ligacao

operativa é uma ligacdo na qual os elementos de sequéncias reguladoras
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e a sequéncia a ser expressa sao conectados de forma que permita a ex-
pressao genética. A natureza precisa das regides reguladoras necessa-
rias para expressao de gene pode variar entre espécies, mas, em geral,
estas regides incluem um promotor, que, em procariotas, contém tanto
o promotor per se, isto é, elementos de DNA que direcionam a iniciacao
de transcrigao, assim como elementos de DNA que, quando transcritos
em RNA, sinalizar&o a iniciagao de traducao. Essas regides promotoras
normalmente incluem sequéncias nao codificadoras 5' envolvidas no ini-
cio de transcricao e tradugao, tais como as caixas -35/-10 e 0 elemento
de Shine-Dalgarno em procariotas ou a caixa TATA, sequéncias CAAT
e elementos de cobertura 5' em eucariotas. Estas regides podem tam-
bém incluir elementos aprimoradores ou repressores, bem como se-
quéncias lideres e de sinal traduzidas para dirigir 0 polipeptideo nativo
a um compartimento especifico de uma célula hospedeira.

[00140] Além disso, as sequéncias nao codificadoras 3' podem con-
ter elementos reguladores envolvidos no término de transcricdo, polia-
denilagao ou similares. Se, entretanto, essas sequéncias de término nao
forem satisfatoriamente funcionais em células hospedeiras especificas,
elas podem entédo ser substituidas por sinais funcionais naquela célula.
[00141] Moléculas de acidos nucleicos da descricdo podem, por-
tanto, incluir uma sequéncia reguladora, tal como uma sequéncia pro-
motora. Em algumas modalidades, uma molécula de acido nucleico da
descricao inclui uma sequéncia promotora e uma sequéncia de termina-
cao de transcricdo. Promotores procariéticos apropriados sao, por
exemplo, o promotor tet, o promotor /lacUV5 ou o promotor T7. Exemplos
de promotores Uteis para expressao em células eucaribticas sao o pro-
motor SV40 ou o promotor CMV.

[00142] As moléculas de acidos nucleicos da descricdo podem tam-
bém ser parte de um vetor ou qualquer outro tipo de veiculo de clona-

gem, tal como plasmideo, fagomideo, fago, bacilovirus, cosmideo ou

Peticdo 870190086950, de 04/09/2019, pag. 73/131



59/94

cromossomo artificial.

[00143] Em uma modalidade, a molécula de acido nucleico € incluida
em um fasmideo. Vetor de fasmideo indica um vetor que codifica a re-
gido intergénica de um fago de témpera, tal como M13 ou f1, ou uma de
suas partes funcionais, fundido ao cDNA de interesse. ApGs a superin-
feccao das células hospedeiras bacterianas com esse vetor de fagomi-
deo e um fago auxiliar apropriado (por exemplo, M13K07, VCS-M13 ou
R408), sao produzidas particulas de fagos intactas, de forma a permitir
o acoplamento fisico do cDNA heterdlogo codificado ao seu polipepti-
deo correspondente exibido sobre a superficie do fago (Lowman, Annu
Rev Biophys Biomol Struct, 1997, Rodi e Makowski, Curr Opin Bio-
technol, 1999).

[00144] Esses veiculos de clonagem podem incluir, além das se-
quéncias reguladoras descritas acima e uma sequéncia de acidos nu-
cleicos que codifica uma muteina de lipocalina conforme descrito no pre-
sente, sequéncias de controle e reproducao derivadas de uma espécie
compativel com a célula hospedeira que € utilizada para expressao,
bem como marcadores de selecao que fornecem um fendtipo selecio-
navel sobre células transformadas ou transfectadas. Grandes quantida-
des de vetores de clonagem apropriados sdo conhecidas na técnica e
disponiveis comercialmente.

[00145] A molécula de DNA que codifica uma muteina de lipocalina
conforme descrito no presente e, particularmente, um vetor de clonagem
que contém a sequéncia de codificacao dessa muteina podem ser trans-
formados em uma célula hospedeira capaz de expressar o gene. Pode-
se realizar transformacéo utilizando métodos padréo. A presente inven-
cao também se refere, portanto, a uma célula hospedeira que contém
uma molécula de acido nucleico conforme descrito no presente.
[00146] As células hospedeiras transformadas sao cultivadas sob

condi¢ces apropriadas para expressao da sequéncia de nucleotideos
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que codifica uma proteina de fusdo da descricdo. Células hospedeiras
apropriadas podem ser procarioticas, tais como Escherichia coli (E. coli)
ou Bacillus subtilis, ou eucaribticas, tais como Saccharomyces cerevi-
siae, Pichia pastoris, células de insetos SF9 ou High5, linhagens de cé-
lulas de mamiferos imortalizadas (por exemplo, células HelLa ou células
de CHO) ou células de mamiferos primarias.

[00147] A descricao também se refere a um método para a producao
de uma muteina de lipocalina conforme descrito no presente docu-
mento, em que a muteina, um fragmento da muteina ou uma proteina
de fusdo da muteina e outro polipeptideo (por exemplo, outra muteina
de lipocalina ou anticorpo ou fragmento de anticorpo) é produzida a par-
tir do acido nucleico que codifica a muteina por meio de métodos de
manipulacao genética. O método pode ser conduzido in vivo, a muteina
de lipocalina pode ser produzida, por exemplo, por um organismo hos-
pedeiro bacteriano ou eucaridtico e isolada em seguida desse orga-
nismo hospedeiro ou seu cultivo. Também & possivel produzir proteinas
in vitro, utilizando, por exemplo, um sistema de traducao in vitro.
[00148] Ao produzir a muteina de lipocalina in vivo, um acido nucleico
que codifica essa muteina € introduzido em um organismo hospedeiro
eucaridtico ou bacteriano apropriado por meio de tecnologia de DNA
recombinante (conforme ja descrito acima). Com este propdésito, a célula
hospedeira € transformada, em primeiro lugar, com um vetor de clona-
gem que inclui uma molécula de acido nucleico que codifica uma mute-
ina de lipocalina conforme descrito no presente documento, utilizando
métodos padrdo estabelecidos. A célula hospedeira é entdo cultivada
sob condigbes que permitem a expressdo do DNA heterélogo e, por-
tanto, a sintese do polipeptideo correspondente. Em seguida, o polipep-
tideo € recuperado da célula ou do meio de cultivo.

[00149] Em algumas modalidades, uma molécula de acido nucleico,

tal como DNA, descrita no presente pedido pode ser "operativamente
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ligada" a outra molécula de acido nucleico da descricao para permitir a
expressao de uma proteina de fusdo da descricdo. Neste sentido, liga-
cao operativa é uma ligacao na qual os elementos de sequéncia da pri-
meira molécula de acido nucleico e os elementos de sequéncia da se-
gunda molécula de acido nucleico sdo conectados de forma que permita
a expressao da proteina de fusao como um polipeptideo isolado.
[00150] Além disso, em algumas modalidadesde muteinas hTlc da
descricao, a ligacao de dissulfeto de ocorréncia natural entre Cys 61 e
Cys 153 pode ser removida. Consequentemente, essas muteinas po-
dem ser produzidas em um compartimento celular que possui meio re-
dox redutor, por exemplo, no citoplasma de bactérias Gram-negativas.
[00151] Caso uma muteina de lipocalina da descricao inclua ligacbes
de dissulfeto intramoleculares, pode-se preferir dirigir o polipeptideo
nascente a um compartimento celular que possui meio redox oxidante,
utilizando uma sequéncia de sinais apropriada. Esse ambiente oxidante
pode ser fornecido pelo periplasma de bactérias Gram-negativas tais
como E. coli, no meio extracelular de bactérias Gram-positivas ou no
limen do reticulo endoplasmatico de células eucariéticas e normal-
mente favorece a formacao de ligacbes de dissulfeto estruturais.
[00152] Também é possivel, entretanto, produzir uma muteina da
descricao no citosol de células hospedeiras, preferencialmente E. coli.
Neste caso, o polipeptideo pode ser obtido diretamente em estado so-
livel e dobrado ou recuperado na forma de corpos de inclusdo, seguido
por renaturacao in vitro. Uma op¢ao adicional € o uso de linhagens hos-
pedeiras especificas que possuem um meio intracelular oxidante, que
pode, portanto, permitir a formacao de ligagdes de dissulfeto no citosol
(Venturi et al., J Mol Biol, 2002).

[00153] Muteina de lipocalina conforme descrito no presente docu-
mento n&o pode, entretanto, ser necessariamente gerada ou produzida

apenas utilizando engenharia genética. Ao contrario, essa muteina pode
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também ser obtida por meio de sintese quimica, tal como sintese de
polipeptideos de fase soélida Merrifield ou por meio de transcrigéo e tra-
ducao in vitro. E possivel, por exemplo, a identificacdo de mutacdes pro-
missoras utilizando modelagem molecular, polipeptideos que continuam
essas mutacoes sintetizadas in vitro e a investigagao para determinar a
atividade de ligagdo com relacdao a LAG-3 e outras propriedades dese-
javeis (tais como estabilidade). Métodos de sintese de fase sdlida e/ou
fase de solucao de polipeptideos/proteinas sdo bem conhecidos na téc-
nica (vide, por exemplo, Bruckdorfer et al., Curr Pharm Biotechnol,
2004).

[00154] Em outra modalidade, as muteinas de lipocalina da descri-
¢ao podem ser produzidas por meio de transcricao/traducao in vitro em-
pregando métodos bem estabelecidos e conhecidos pelos técnicos no
assunto.

[00155] Os técnicos na area apreciarao métodos Uteis de preparacao
de muteinas de lipocalina contemplados na presente descricao, mas cu-
jas sequéncias de proteinas ou de acidos nucleicos nao sao explicita-
mente divulgadas no presente documento. De forma geral, essas modi-
ficacbes da sequéncia de aminoacidos incluem, por exemplo, mutagé-
nese dirigida de posi¢cdes de aminoacidos isoladas, a fim de simplificar
a subclonagem de um gene de lipocalina que sofreu mutagao ou suas
partes, incorporando locais de clivagem para certas enzimas de restri-
cao. Além disso, essas mutacdes podem também ser incorporadas para
aumentar ainda mais a afinidade de muteina de lipocalina para seu alvo
(por exemplo, LAG-3). Adicionalmente, podem ser introduzidas muta-
cbes para modular certas caracteristicas da muteina, de forma a apri-
morar a estabilidade de dobra, estabilidade em soro, resisténcia a pro-
teinas ou solubilidade em agua, ou para reduzir a tendéncia a agrega-
cao, se necessario. Por exemplo, os residuos de cisteina de ocorréncia

natural podem sofrer mutacao para outros aminoacidos para impedir a
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formagéo de ponte de dissulfeto.
[00156] As muteinas de lipocalina divulgadas no presente docu-
mento e seus derivados podem ser utilizados em muitos campos simi-
lares a anticorpos ou seus fragmentos. Por exemplo, as muteinas de
lipocalina podem ser utilizadas para marcagao com uma enzima, anti-
corpo, substancia radioativa ou qualquer outro grupo que possui ativi-
dade bioquimica ou caracteristicas de ligacao definidas. Ao fazé-lo,
seus alvos correspondentes ou suas proteinas de fusdo ou conjugados
podem ser detectados ou colocados em contato com eles. Além disso,
muteinas de lipocalina da descricao podem servir para detectar estrutu-
ras quimicas por meio de métodos analiticos estabelecidos (por exem-
plo, ELISA ou Western Blot) ou por meio de microscopia ou imunossen-
soricos. Neste sentido, o sinal de deteccao pode ser gerado diretamente
pelo uso de um conjugado de muteina apropriado ou proteina de fusao,
ou indiretamente por meio de detec¢cao imunoquimica da muteina ligada
por meio de anticorpo.
[00157] Objetos, vantagens e caracteristicas adicionais desta descri-
cao tornar-se-ao evidentes para os técnicos na area mediante exame
dos Exemplos a sequir e das Figuras anexas, que nao se destinam a
ser limitadores. Dever-se-a compreender, portanto, que, embora a pre-
sente descricao seja especificamente divulgada por exemplos de moda-
lidadese caracteristicas opcionais, 0s técnicos na area podem recorrer
a modificacdes e variagdes das revelacdes ali descritas e divulgadas no
presente documento essas modificacées e variacdes sao consideradas
dentro do escopo desta descrigao.
[00158] A presente invengao pode ser adicionalmente caracterizada
pelos itens a sequir:

ltem 1. Muteina de lipocalina que tem capacidade para
ligar LAG-3 com uma afinidade medida por Ky de cerca de 250 nM ou

menos.
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ltem 2. Muteina de lipocalina, de acordo com o item 1,
em que a muteina tem capacidade para ligar LAG-3 com uma afinidade
medida por Ky de cerca de 50 nM ou menos.

ltem 3. Muteina de lipocalina, de acordo com o item 1,
em que a muteina tem capacidade para ligar LAG-3 com uma afinidade
medida por Ky de cerca de 3 nM ou menos.

ltem 4. Muteina de lipocalina, de acordo com o item 1,
em que a muteina tem capacidade para ligar LAG-3 com uma afinidade
medida por Ky de cerca de 0,1 nM ou menos.

ltem 5. Muteina de lipocalina, de acordo com o item 1,
em que a muteina tem capacidade para ligar LAG-3 com uma afinidade
medida por Ky de cerca de 0,05 nM ou menos.

ltem 6. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 5, em que os valores de Ky sdo determinados por ana-
lise por ressonancia de plasmon de superficie conforme essencialmente
descrito no Exemplo 4.

ltem 7. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 7, em que a muteina compreende pelo menos dois ou
mais residuos de aminoacido que sofreram mutacédo nas posicoes de
sequéncia 5, 7-8, 10, 14, 16, 25-34, 44, 46, 52-53, 55-56, 58, 60-61,
63, 6566, 69-70, 73, 79-80, 84-86, 89-90, 93, 96-98, 101, 105-106,
108, 110-114, 121, 124, 148-150, 152-154 ¢ 156 e 157 da sequéncia
de polipeptideos linear de lipocalina lacrimal humana (SEQ ID NO: 1).

ltem 8. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 6, em que a muteina compreende pelo menos um re-
siduo de aminoacido que sofreu mutacao nas posicdes de sequéncia
14,25-26, 28, 31-32, 52, 55, 58, 66, 79, 84, 86, 101, 105-106, 108, 110,
112-114, e 121 da sequéncia de polipeptideos linear de lipocalina lacri-
mal humana (SEQ ID NO: 1).

ltem 9. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
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um dos itens 1 a 7, em que a muteina compreende adicionalmente pelo
menos um ou mais residuos de aminoacido que sofreram mutacao nas
posicdes de sequéncia 5, 7-8, 10, 16, 26-34, 44, 46, 53, 56, 58, 60-61,
63, 65-66, 69-70, 73, 79-80, 85, 89-90, 93, 96-98, 101, 105-106, 108,
110-111, 114, 121, 124, 148-150, 152-154, ¢ 156-157 da sequéncia
de polipeptideos linear de lipocalina lacrimal humana (SEQ ID NO: 1).

ltem 10. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 9, em que a muteina compreende pelo menos um ou
mais residuos de aminoacido que sofreram mutacédo nas posicoes de
sequéncia 5, 7-8, 10, 16, 44, 46, 63, 65, 69-70, 73, 80, 84, 89-90, 93,
96-98, 113, 124, 148-150, 152, 154, e 156-157 da sequéncia de poli-
peptideos linear de hTlc (SEQ ID NO: 1).

ltem 11. A muteina de lipocalina do item 7, em que a
sequéncia de aminoacidos da muteina compreende dois ou mais dos
residuos de aminoacido que sofreram mutacdo em comparacdo com a
sequéncia de polipeptideo linear de lipocalina de lagrima humana (SEQ
ID NO: 1): Ala 5 — Thr; Asp 7 — Gly; Glu 8 — GIn; lle 10 — Phe; Ser
14 — Pro; Thr 16 — Met; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Ser, Asp, Glu, Ala,
ou Gly; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys ou Asp; Pro 29 — Phe; Glu 30 —
Trp; Met 31 — lle ou Leu; Asn 32 — Asp, Met ou Thr; Leu 33 — Asp;
Glu 34 — Val; Leu 44 — His; Gly 46 — Asp; Lys 52 — Arg; Val 53 —
Ala; Met 55 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe ou Asp; Arg 60 — Phe;
Cys 61 — Trp; Glu 63 — Asp; Lys 65 — Glu; Ala 66 — Asn; Glu 69 —
Gly; Lys 70 — Arg; Glu 73 — Ala; Ala 79 — Thr ou Glu; Asp 80 — Gly;
His 84 — Tyr ou Leu; Val 85 — Ala ou Asp; Ala 86 — Asp; lle 89 — Ser
ou Asn; Arg 90 — Ser; Val 93 — Glu; His 96 — Asn; Tyr 97 — His; lle
98 — Val; Cys 101 — Ser ou Phe; Leu 105 — Cys ou Gly; His 106 —
Ala, GIn, Glu, Lys, ou Pro; Lys 108 — Tyr ou Thr; Val 110 — Gly ou Asn;
Arg 111 — Pro; Gly 112 — Met, Val, ou Leu; Val 113 — Ala ou Leu; Lys
114 — Trp ou Ala; Lys 121 — Thr; Leu 124 — GIn; Arg 148 — Trp; GIn
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149 — Leu; Ser 150 — Gly; Thr 152 — Pro; Cys 153 — Ser; Ser 154 —
Ala; insercao de Pro entre as posi¢coes 156 e 157.

ltem 12. Muteina de lipocalina, de acordo com o item 7,
em que a sequéncia de aminoacidos da muteina compreende pelo me-
nos um dos seguintes residuos de aminoacidos que sofreram mutacao
em comparacdo com a sequéncia de polipeptidios linear de lipocalina
lacrimal humana (SEQ ID NO: 1): Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26
— Ser, Asp, Glu, Ala, ou Gly; Phe 28 — Asp; Met 31 — Leu; Asn 32 —
Met ou Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 — Asn;
Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr ou Leu; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu
105 — Gly; His 106 — GIn, Glu, Lys, ou Pro; Lys 108 — Thr; Val 110 —
Gly ou Asn; Gly 112 — Met, Val, ou Leu; Val 113 — Ala ou Leu; Lys 114
— Ala; Lys 121 — Thr.

ltem 13. Muteina de lipocalina, de acordo com o item 7,
em que a sequéncia de aminoacidos da muteina compreende pelo me-
nos um dos seguintes residuos de aminoacidos que sofreram mutacao
em comparacdo com a sequéncia de polipeptidios linear de lipocalina
lacrimal humana (SEQ ID NO: 1): Ala5 — Thr; Asp 7 — Gly; Glu 8 —
GIn; lle 10 — Phe; Thr 16 — Met; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28
— Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu
33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 44 — His; Gly 46 — Asp; Val 53 — Ala;
Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Glu 63 —
Asp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Lys 70 — Arg; Glu 73 — Ala; Ala 79
— Thr; Asp 80 — Gly; Val 85 — Ala ou Asp; lle 89 — Ser ou Asn; Arg
90 — Ser; Val 93 — Glu; His 96 — Asn; Tyr 97 — His; lle 98 — Val; Cys
101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 —
Pro; Lys 114 — Trp; Leu 124 — Gin; Arg 148 — Trp; GIn 149 — Leu;
Ser 150 — Gly; Thr 152 — Pro; Cys 153 — Ser; Ser 154 — Ala; insercéao
de Pro entre as posi¢cbes 156 e 157.

ltem 14. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
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um dos itens 1 a 13, em que a muteina de lipocalina se liga a LAG-3
com um valor de ECso de cerca de 320 nM ou menos.

Item 15. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 14, em que a muteina de lipocalina se liga a LAG-3 com
um valor de ECsp de cerca de 10 nM ou menos.

ltem 16. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 14, em que a muteina de lipocalina se liga a LAG-3 com
um valor de ECsp de cerca de 0,2 nM ou menos.

ltem 17. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 14 a 16, em que os ditos valores de ECsp sdo medidos por
separacao de células ativadas por fluorescéncia, conforme essencial-
mente descrito no Exemplo 5.

ltem 18. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 17, em que a muteina sofre reagao cruzada tanto com
LAG-3 humano quanto LAG-3 cinomolgo (SEQ ID NO: 1).

ltem 19. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 18, em que a muteina tem capacidade para interferir
na ligacao de LAG-3 humano a complexo de histocompatibilidade prin-
cipal (MHC) classe II.

ltem 20.  Muteina de lipocalina, de acordo com o item 19,
em que a capacidade para interferir na ligacao de LAG-3 humano a com-
plexo de histocompatibilidade principal (MHC) classe Il é analisada por
separacao de células ativadas por fluorescéncia, conforme essencial-
mente descrito no Exemplo 6.

ltem 21. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 20, em que a sequéncia de aminoacidos da muteina
compreende as seguintes mutacdes de aminoacido: Arg 26 — Ser; Glu
27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle;
Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 —
Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His
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106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 —
Ser; e uma ou mais dentre as seguintes mutacdes de aminoacido: Ala 5
— Thr; Asp 7 — Gly; Glu 8 — GIn; lle 10 — Phe; Thr 16 — Met; Leu 44
— His; Gly 46 — Asp; Val 53 — Ala; Glu 63 — Asp; Lys 65 — Glu; Glu
69 — Gly; Lys 70 — Arg; Glu 73 — Ala; Ala 79 — Thr; Asp 80 — Gly;
Val 85 — Ala ou Asp; lle 89 — Ser ou Asn; Arg 90 — Ser; Val 93 — Glu;
His 96 — Asn; Tyr 97 — His; lle 98 — Val; Leu 124 — GIn; Arg 148 —
Trp; GlIn 149 — Leu; Ser 150 — Gly; Thr 152 — Pro; Ser 154 — Ala;
insercao de Pro entre as posi¢cdoes 156 e 157.

ltem 22. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 20, em que a sequéncia de aminoacidos da muteina
compreende as seguintes mutacdes de aminodacido: Ser 14 — Pro; Asp
25 — Ser; Phe 28 — Asp; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp;
Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu 105
— Gly; Lys 108 — Thr; Lys 114 — Ala; Lys 121 — Thr; € uma ou mais
dentre as seguintes mutacées de aminoacido: Arg 26 — Ser, Asp, Glu,
ou Ala; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; Leu 56 — Asp; His 84 — Tyr ou
Leu; His 106 — Glu, Lys, ou Pro; Val 110 — Asn; Gly 112 — Val ou Leu;
Val 113 — Ala ou Leu.

ltem 23. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 22, em que a sequéncia de aminoacidos da muteina
compreende um dos seguintes conjuntos de mutagdes de aminoacido:
(a) Ala5 — Thr; Glu 8 — GIn; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe
28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp;
Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 —
Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Val 85 — Ala; Cys 101
— Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro;
Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser; Ser 154 — Ala; insercao de Pro entre
as posicoes 156 e 157,
(b) Ala 5 — Thr; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys;
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Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 —
Asp; Glu 34 — Val; Gly 46 — Asp; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg
60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Val 85 — Ala; Cys 101 — Ser;
Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114
— Trp; Ser 150 — Gly; Cys 153 — Ser; insercao de Pro entre as posi-
cbes 156 e 157;

(c) Asp 7 — Gly; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys;
Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 —
Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys
61 — Trp; Val 85 — Asp; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 —
Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; Arg 148 — Trp; Thr
152 — Pro; Cys 153 — Ser; insercao de Pro entre as posi¢cdes 156 e
157;

(d) Ala 5 — Thr; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys;
Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 —
Asp; Glu 34 — Val; Val 53 — Ala; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60
— Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Ala 79 — Thr; Tyr 97 — His; Cys
101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 —
Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser; inserc&o de Pro entre as posi¢cdes
156 e 157;

(e) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe;
Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 —
Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Glu
63 — Asp; Val 85 — Asp; Arg 90 — Ser; His 96 — Asn; Cys 101 — Ser;
Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114
— Trp; Leu 124 — Gin; Cys 153 — Ser;

(f) Thr 16 — Met; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys;
Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 —
Asp; Glu 34 — Val; Leu 44 — His; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60
— Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; lle 89 — Ser; Cys 101 — Ser; Leu
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105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 —
Trp; Cys 153 — Ser;

(9) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe;
Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 —
Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Glu
63 — Asp; Lys 65 — Glu; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 —
Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; GIn 149 — Leu;
Cys 153 — Ser; insercao de Pro entre as posicdes 156 e 157;

(h) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe;
Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 —
Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys
65 — Glu; Lys 70 — Arg; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 —
Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser;

(i) Ala 5 — Thr; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys;
Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 —
Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys
61 — Trp; Lys 65 — Glu; Asp 80 — Gly; lle 89 — Asn; lle 98 — Val; Cys
101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 —
Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser; inserc&o de Pro entre as posi¢cdes
156 e 157;

() lle 10 — Phe; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys;
Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 —
Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys
61 — Trp; Lys 65 — Glu; Glu 73 — Ala; lle 89 — Asn; Val 93 — Glu;
Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111
— Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser;

(k) Ala5 — Thr; Glu 8 — GIn; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe
28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp;
Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 —
Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Val 85 — Ala; Cys 101
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— Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro;
Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser; Ser 154 — Ala; insercao de Pro entre
as posicoes 156 e 157,

(1) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe;
Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 —
Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Cys
101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 —
Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser;

(m) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Asp; Phe 28 — Asp;
Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 —
Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu
105 — Gly; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112 — Met; Lys 114 —
Ala; Lys 121 — Thr;

(n) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Glu; Phe 28 — Asp;
Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 —
Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101
— Phe; Leu 105 — Gly; His 106 — GIn; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly;
Gly 112 — Met; Lys 114 — Ala; Lys 121 — Thr;

(0) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Glu; Phe 28 — Asp;
Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 —
Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu
105 — Gly; His 106 — Glu; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112 —
Val; Lys 114 — Ala; Lys 121 — Thr;

(p) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Asp; Phe 28 — Asp;
Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 —
Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu
105 — Gly; His 106 — Gin; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112 —
Leu; Lys 114 — Ala; Lys 121 — Thr;

Q) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Ser; Phe 28 — Asp;
Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 —
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Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu
105 — Gly; His 106 — Gin; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112 —
Met; Lys 114 — Ala; Lys 121 — Thr;
(r) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Ala; Phe 28 — Asp;
Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 —
Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu
105 — Gly; His 106 — Lys; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112 —
Met; Lys 114 — Ala; Lys 121 — Thr;
(s) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Phe 28 — Asp; Asn 32 — Thr;
Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 —
Glu; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly; His 106 — GIn; Lys
108 — Thr; Val 110 — Asn; Gly 112 — Met; Val 113 — Ala; Lys 114 —
Ala; Lys 121 — Thr;
(1) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Gly; Phe 28 — Asp;
Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 —
Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101
— Phe; Leu 105 — Gly; His 106 — Pro; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly;
Gly 112 — Met; Lys 114 — Ala; Lys 121 — Thr;
(u) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Asp; Phe 28 — Asp;
Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 —
Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Leu; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu
105 — Gly; His 106 — Gin; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112 —
Met; Val 113 — Leu; Lys 114 — Ala; Lys 121 — Thr; ou
(V) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Gly; Phe 28 — Asp;
Asn 32 — Met; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 —
Asn; Ala 79 — Glu; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly; His
106 — Gin; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112 — Met; Lys 114 —
Ala; Lys 121 — Thr.

ltem 24. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer

um dos itens 1 a 22, em que a sequéncia de aminoacidos da muteina
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compreende um dos seguintes conjuntos de muta¢des de aminoacido:

(a) Ala5 — Thr; Glu 8 — Gin; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Val
85 — Ala; Ser 154 — Ala; insercédo de Pro entre as posicdes 156 e 157,
(b) Ala5 — Thr; Gly 46 — Asp; Lys 65 — Glu; Val 85 — Ala; Ser
150 — Gly; insercao de Pro entre as posicdes 156 e 157,

(c) Asp 7 — Gly; Val 85 — Asp; Arg 148 — Trp; Thr 152 — Pro;
insercao de Pro entre as posi¢des 156 e 157,

(d) Ala 5 — Thr; Val 53 — Ala; Lys 65 — Glu; Ala 79 — Thr; Tyr
97 — His; insercéo de Pro entre as posi¢des 156 e 157,

(e) Glu 63 — Asp; Val 85 — Asp; Arg 90 — Ser; His 96 — Asn;
Leu 124 — Gin;

(f) Thr 16 — Met; Leu 44 — His; Lys 65 — Glu; lle 89 — Ser;
(9) Glu 63 — Asp; Lys 65 — Glu; GIn 149 — Leu; insercdo de
Pro entre as posi¢coes 156 e 157,

(h) Lys 65 — Glu; Lys 70 — Arg;

(i) Ala 5 — Thr; Lys 65 — Glu; Asp 80 — Gly; lle 89 — Asn; lle
98 — Val; insercéo de Pro entre as posi¢des 156 e 157;

(j) lle 10 — Phe; Lys 65 — Glu; Glu 73 — Ala; lle 89 — Asn; Val
93 — Glu;

(k) Arg 26 — Asp; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; Val 110 — Gly;
Gly 112 — Met;

(1) Arg 26 — Glu; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr;
His 106 — GIn; Val 110 — Gly; Gly 112 — Met;

(m) Arg 26 — Glu; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106 — Glu;
Gly 112 — Val;

(n) Arg 26 — Asp; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106 — Gin;
Val 110 — Gly; Gly 112 — Leu;

(0) Arg 26 — Ser; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106 — GlIn;
Val 110 — Gly; Gly 112 — Met;

(p) Arg 26 — Ala; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106 — Lys;
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Val 110 — Gly; Gly 112 — Met;

(Q) Asn 32 — Thr; His 106 — Gin; Val 110 — Asn; Gly 112 —
Met; Val 113 — Ala;

(r) Arg 26 — Gly; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr;
His 106 — Pro; Val 110 — Gly; Gly 112 — Met; ou

(s) Arg 26 — Asp; Asn 32 — Thr; His 84 — Leu; His 106 — Gin;
Val 110 — Gly; Gly 112 — Met; Val 113 — Leu.

ltem 25. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 24, em que a muteina compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada dentre o grupo que consiste nas SEQ ID NOs:
8 a 18 e 20 a 28 ou de um fragmento ou variante da mesma.

ltem 26. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 25, em que a muteina tem pelo menos 85%, pelo me-
nos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 97,5% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos selecio-
nada dentre o grupo que consiste nas SEQ ID NOs: SEQ ID NOs: 8 a
18 e 20 a 28.

ltem 27. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 26, em que a muteina é conjugada a um composto
selecionado dentre o grupo que consiste em uma molécula organica,
uma marcagao de enzima, uma marcagao radioativa, uma marcagao co-
lorida, uma marcacao fluorescente, uma marcacdao cromogénica, uma
marcacao luminescente, um hapteno, digoxigenina, biotina, um agente
citostatico, uma toxina, um complexo metéalico, um metal e ouro coloidal.

ltem 28. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 27, em que a muteina é fundida em sua terminagao N
e/ou sua terminacao C a um parceiro de fusdo que € uma proteina, um
dominio de proteina ou um peptideo.

ltem 29. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
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um dos itens 1 a 28, em que a muteina é fundida em sua terminagao N
e/ou sua terminacdo C a um parceiro de fusdo que € um anticorpo ou
um fragmento de anticorpo.

Item 30. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 29, em que a muteina é conjugada a um composto que
prolonga a meia-vida sérica da muteina.

ltem 31.  Muteina de lipocalina, de acordo com o item 30,
em que o composto que prolonga a meia-vida sérica é selecionado den-
tre 0 grupo que consiste em uma molécula de polialquileno glicol, hidro-
etilamido, uma parte Fc de uma imunoglobulina, um dominio Cx3 de
uma imunoglobulina, um dominio Cx4 de uma imunoglobulina, um pep-
tideo de ligacao a albumina e uma proteina de ligacdo a albumina.

ltem 32.  Muteina de lipocalina, de acordo com o item 31,
em que a molécula de polialquileno glicol é polietileno (PEG) ou um de-
rivado ativado do mesmo.

Item 33. Molécula de acido nucleico que compreende
uma sequéncia de nucleotideos que codifica uma muteina de lipocalina,
de acordo com qualquer um dos itens 1 a 32.

ltem 34. Vetor de expressdo que compreende a molé-
cula de acido nucleico, de acordo com o item 33.

Item 35. Célula hospedeira que contém uma molécula
de acido nucleico, de acordo com o item 34.

Item 36. Método para produzir uma muteina de lipoca-
lina, de acordo com qualgquer um dos itens 1 a 32, em que a muteina é
produzida a partir do acido nucleico que codifica a muteina ou fragmento
da mesma por meio de métodos de engenharia genética.

Item 37. Método para ligar LAG-3 em um individuo que
compreende aplicar uma ou mais muteinas de lipocalina, de acordo com
qualquer um dos itens 1 a 32, ou uma ou mais composi¢cdes que com-

preendem tais muteinas.
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ltem 38. Método para estimular a resposta imunolégica
em um individuo que compreende aplicar uma ou mais muteinas de li-
pocalina, de acordo com qualquer um dos itens 1 a 32, ou uma ou mais
composicdes que compreendem tais muteinas.

Item 39. Método para induzir proliferacéo de linfocitos T
em um individuo que compreende aplicar uma ou mais muteinas de li-
pocalina, de acordo com qualquer um dos itens 1 a 32, ou uma ou mais
composicdes que compreendem tais muteinas.

Item 40. Método para interferir na ligacdo de LAG-3 hu-
mana a complexo de histocompatibilidade principal (MHC) classe Il em
um individuo que compreende aplicar uma ou mais muteinas de lipoca-
lina, de acordo com qualquer um dos itens 1 a 32, ou uma ou mais com-
posicdes que compreendem tais muteinas.

ltem 41. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 32, em que a muteina compete com a ligacao de LAG-
3 humana a células que expressam complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) classe Il.

ltem 42. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 32, em que a muteina compete com a ligacao de LAG-
3 humano a células que expressam complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) classe Il, quando medida em uma analise de separacao
de células ativadas por fluorescéncia, conforme essencialmente des-
crito no Exemplo 6.

ltem 43. Composicao farmacéutica que compreende
uma muteina de lipocalina, de acordo com qualquer um dos itens 1 a 32,
e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

ltem 44. Imunoconjugado ou proteina de fusdo que
compreende as muteinas de lipocalina, ou fragmento das mesmas, de
acordo com qualquer um dos itens 1 a 32, ligados a um agente terapéu-

tico.
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ltem 45. Uso de uma muteina, de acordo com qualquer
um dos itens 1 a 32, para a ligacao/deteccao de LAG-3 que compreende:
(a) colocar a muteina em contato com uma amostra de teste
suspeita de conter LAG-3, permitindo, assim, a formacédo de um com-
plexo entre a muteina e LAG-3; e
(b) detectar o complexo entre a muteina e LAG-3 por um sinal
adequado.

ltem 46. Kit diagndstico ou analitico que compreende
uma muteina, de acordo com qualquer um dos itens 1 a 32.

ltem 47. Método para detectar a presenca de LAG-3em
uma amostra biolégica, em que o método compreende colocar a amos-
tra em contato com uma muteina, de acordo com qualquer um dos itens
1 a 32, sob condi¢cbes que permitem a formacdo de um complexo de
muteina e LAG-3.

ltem 48. Método, de acordo com o item 47, que compre-
ende, ainda, detectar o complexo da muteina e LAG-3.

ltem 49. Método, de acordo com o item 47 ou 48, a
amostra biolégica é isolada de um ser humano.

Item 50. Método, de acordo com qualquer um dos itens
47 a 49, em que a amostra compreende fluido corporal.
V. EXEMPLOS
Exemplo 1: Geracao de bibliotecas de maturacao e selecao de mu-
teinas otimizadas que se ligam especificamente a LAG-3
[00159] Para a otimizacdo de muteinas especificas de LAG-3, as bibli-
otecas foram geradas com base nas SEQ ID NOs de muteina: 7 ou 19
com o uso de uma aleatorizacdo desviada de posi¢cOes selecionadas ou
métodos com base em reacdao em cadeia da polimerase (PCR) propensa
ao erro. O projeto desviado foi feito de modo que para cada uma das po-
sicbes selecionadas o aminoacido codificado corresponda ao aminoacido

encontrado no respectivo clone mae com uma probabilidade de 50 a 70%,
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enquanto o mesmo pode ser um aminoacido diferente com uma probabi-
lidade de 50 a 30%. Com N como o numero de posicdes alvejadas e B
como desvio, 0 numero mais provavel de trocas por clone € N x (1-B).
[00160] As muteinas de lipocalina geradas foram clonadas com alta
eficacia em vetor de fagomideo essencialmente conforme descrito (Kim
et al., J Am Chem Soc, 2009). A exibicao de fago foi empregue para
selecionar para muteinas otimizadas com estabilidade térmica melho-
rada e afinidade de ligacdo. A selecao de fagomideo foi conduzida com
estringéncia aumentada em comparagcao com as sele¢des de muteina
iniciais e etapas de pré-incubagao envolvidas em temperatura elevada
e concentragao alvo limitante entre outras coisas.

Exemplo 2: Identificacao de muteinas que se ligam especifica-
mente a LAG-3 com o uso de triagem de ELISA de alta produtivi-
dade

[00161] As colbnias individuais foram usadas para inocular 2x de
meio de Trypton de Extrato de Levedura (2XYT)/Amp e cultivadas de
um dia para o outro (14 a 18 h) para fase estacionaria. Em seguida, 50
ul de 2xYT/Amp foram inoculados a partir dos cultivos em fase estacio-
naria, incubados por trés horas a 37°C e alterados em seguida para
22°C até atingir-se ODsgs de 0,6-0,8. A producao de muteinas foi indu-
zida pela adicao de 10 ul de 2xYT/Amp suplementado com 1,2 ug/ml de
anidrotetraciclina. Os cultivos foram incubados a 22°C até o dia se-
guinte. Apos adigdo de 40 pl de 5% (p/v) BSA em PBS/T e incubacao
por uma hora a 25°C, os cultivos estavam prontos para uso em testes
de selecao.

[00162] Os formatos de triagem reversa foram aplicados, em que as
muteinas foram capturadas por meio da etiqueta Strep em placas de
microtitulo revestidas com anticorpo de etiqueta anti-Strep e LAG-3-Fc
biotinilado foi adicionado e detectado por meio de Extravidina-peroxi-

dase de rabano silvestre (HRP) (Sigma).
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[00163] Para selecionar muteinas com afinidade e estabilidade au-
mentadas, a triagem foi realizada com i) concentracdo de antigeno re-
duzida, ii) com o uso de formatos de triagem reversa em que as mutei-
nas foram capturadas por meio da etiqueta Strep em placas de microti-
tulo revestidas com anticorpo de etiqueta anti-Strep e concentracdes di-
ferentes do alvo foram adicionadas e detectadas por meio de Extravi-
dina-HRP (Sigma) e parcialmente iii) incubacao do sobrenadante de tri-
agem a 75°C antes da adicao a placa-alvo.

[00164] Os clones foram, entdo, sequenciados com base nos resul-
tados de triagem, e as muteinas foram selecionadas para caracteriza-
cao adicional.

Exemplo 3: Expressao de muteinas

[00165] As muteinas selecionadas com sequéncia C-terminal SAW-
SHPQFEK de ligante SA e o peptideo de etiqueta Strep Il ( WSHPQFEK)
foram expressas em E. coliem meio 2XYT/Amp para purificar as mute-
inas apo6s a expressao com o uso de cromatografia de afinidade Strep-
Tactina e cromatografia de exclusdo de tamanho preparativa (SEC).
Apds a purificacdo de SEC, as fracbes que contém proteina monomé-
rica sdo agrupadas e analisadas novamente com o uso de SEC anali-
tica. O rendimento das muteinas de lipocalina apds a cromatografia de
afinidade de Strep-Tactina e cromatografia de exclusdo de tamanho pre-
parativa (SEC) € mostrado na Tabela 1 assim como o teor de monémero
das muteinas de lipocalina ap6s a purificacao de Strep-Tactina:
Tabela 1: Expressao de muteinas

Rendimento | Teor de monoémero (avaliado por
SEQ ID NO: )
[mg/L] SEC analitica) [%]
85 4,03 100
86 8,33 100
87 10,79 100
88 10,63 94
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89 9,56 89,6
90 10,40 89,9
91 9,96 95
92 8,75 98,9
93 10,26 92,6
94 10,15 91,3
20 7,53 95
21 8,40 96
22 7,86 95
23 7,28 89
24 7,14 92
25 7,38 92
26 8,74 93
27 8,84 97
28 8,04 97
57 0,38 100
61 0,96 100
63 2,26 100
64 0,64 100
65 5,85 100
66 2,20 100
67 0,69 100
68 8,29 100

Exemplo 4: Afinidade de ligacao de muteinas com LAG-3 humano
e cinomolgo determinada pela ressonéancia de plasmon de superfi-
cie (SPR)

[00166]  Ultilizou-se ressonancia de plasmon de superficie (SPR) para
medir a cinética de ligacao e a afinidade das muteinas de lipocalina re-

presentativas divulgadas no presente documento.
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[00167] A ligacdo de muteinas de lipocalina exemplificativas a hu-
LAG-3-Fc (R&D Systems) e cyLAG-3-Fc foi determinada por Ressonan-
cia de Plasmon de Superficie (SPR) com o uso de um instrumento Bia-
core T200 (GE Healthcare). LAG-3 recombinante de macacos cinomol-
gos (cyLAG-3-Fc) foi produzido fundindo-se o dominio extracelular de
LAG-3 cinomolgo (cyLAG-3) ao fragmento Fc de IgG1 humana por meio
de um sitio de clivagem de Fator Xa € um ligante (G4S)s.

[00168] O anticorpo Fc anti-lgG humano (GE Healthcare) foi imobili-
zado sobre um chip sensor CM5 utilizando quimica de amina padrao: os
grupos carboxila sobre o chip foram ativados utilizando 1-etil-3-(3-dime-
tilaminopropil)-carbodi-imida (EDC) e N-hidroxissuccinimida (NHS).
Subsequentemente, a solucdo de anticorpo Fc de IgG anti-humana (GE
Healthcare) a uma concentracao de 25 ug/ml em acetato de sodio 10
mM (pH) 5 foi aplicada a uma taxa de fluxo de 5 pl/min até um nivel de
imobilizacao de 9.000 a 14.000 unidades de ressonancia (RU) ter sido
alcancado. Esteres de NHS néo reagidos residuais foram bloqueados
por meio de passagem de uma solucao de 1 M de etanolamina ao longo
da superficie. O canal de referéncia foi tratado de forma analoga. Sub-
sequentemente, huLAG-3-Fc a 0,25 pug/ml ou cyLAG-3-Fc a 1,5 pug/ml
em tampao HBS-EP+ foi capturado pelo anticorpo de IgG-Fc anti-hu-
mano na superficie de chip por 180 s a uma taxa de fluxo de 10 pl/min.
[00169] Para a determinacao de afinidade, as diluicbes de cada mu-
teina foram preparadas em tampao HBS-EP+ e aplicadas a superficie
de chip preparada. Para as SEQ ID NOs: 19 a 28 as concentracdes de
100nM a 4nM e em alguns casos até 0,8nM foram aplicadas e para as
SEQ ID NOs: 7 e 85 a 94 as concentracdes de 6 nM até 0,5 nM foram
aplicadas para medigao de afinidade para LAG-3 humano e 8 nM a 0,5
nM para medig&o de afinidade com LAG-3 cinomolgo. O ensaio de liga-
cao foi executado com um tempo de contato de 180 s, um tempo de

dissociacao de 1500 ou 600 s e uma taxa de fluxo de 30 pl/min. Todas
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as medi¢cdes foram realizadas a 25°C. A regeneracao da superficie de
chip foi alcangada com inje¢cdes de MgClz 3 M por 60 s e glicina-HCI 10
mM (pH 1,7) por 180 s a uma taxa de fluxo de 10 pl/min seguida por
uma lavagem extra com tampéao de teste (HBS-EP+ tamp&o) e um peri-
odo de estabilizacdo de 120 s. A muteina de lipocalina de SEQ ID NO:
3 também foi testada como controle negativo. Antes das medi¢des de
proteina, trés ciclos de partida foram realizados com propdésitos de con-
dicionamento. Os dados foram avaliados com software de Avaliacao Bi-
acore T200 (v2.0). Utilizou-se referéncia dupla e o modelo de ligacao
1:1 foi utilizado para enquadrar os dados brutos.

[00170] Os valores determinados para kon, kot € a constante de dis-
sociacao de equilibrio resultante (Kq) para as SEQ ID NOs: 7 e 19, e as
muteinas de lipocalina otimizadas das SEQ ID NOs: 85 a 94, 20 a 28,
57, 61 e 63 a 68 sao resumidas na Tabela 2. Todas as muteinas de
lipocalina especificas de LAG-3 otimizadas se ligam a LAG-3 humano e
também cinomolgo com afinidade picomolar para baixa afinidade nano-
molar e afinidades até 60 vezes melhoradas ap6s a otimizacao.
[00171] Tabela 2: As constantes cinéticas e as afinidades de mutei-
nas especificas de LAG-3 determinadas por ressonancia de plasmon de

superficie (SPR).

LAG-3 humano LAG-3 cinomolgo
SEQID NO: Kon [M-571] kot [87'] Ky [nM] kon [M-57] kot [87] Ky [nM]
7 5,86E+06 1,89E-03 0,32 2,29E+06 1,81E-01 78,99
85 5,30E+06 2,80E-04 0,053 4,62E+06 6,21E-03 1,35
86 4,78E+06 3,70E-04 0,077 4,44E+06 1,11E-02 2,51
87 5,85E+06 5,08E-04 0,087 4.27E+06 1,77E-02 4,15
88 5,81E+06 2,88E-04 0,05 4,83E+06 5,55E-03 1,15
89 4,93E+06 4,67E-04 0,095 4,39E+06 1,88E-02 4,281
90 4,75E+06 6,18E-04 0,13 7,74E+06 5,82E-02 7,517
9N 5,56E+06 6,62E-04 0,119 7,78E+06 5,33E-02 6,856
92 5,54E+06 8,09E-04 0,146 4,63E+07 4,94E-01 10,681
93 4, 41E+06 4,63E-04 0,105 5,22E+06 1,98E-02 3,789
94 4 87E+06 7,00E-04 0,144 2,47E+07 2,12E-01 8,605
19 2,62E+05 7,18E-04 2,741 2,24E+05 6,74E-04 3,012
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20 1,88E+05 1,35E-04 0,722 1,63E+05 7,51E-05 0,461
21 1,57E+05 1,13E-04 0,718 1,42E+05 6,62E-05 0,467
22 2,34E+05 1,45E-04 0,619 1,80E+05 9,14E-05 0,507
23 1,58E+05 1,05E-04 0,668 1,22E+05 7,16E-05 0,589
24 2,07E+05 1,40E-04 0,676 1,42E+05 1,17E-04 0,826
25 1,10E+05 1,42E-04 1,29 1,03E+05 1,19E-04 1,161
26 1,01E+05 1,38E-04 1,366 9,41E+04 1,36E-04 1,45
27 1,21E+05 1,74E-04 1,439 1,22E+05 2,41E-04 1,97
28 4,63E+05 4,09E-04 0,883 2,36E+05 4,01E-04 1,7
57 2,21E+06 5,81E-05 0,026 1,98E+06 1,89E-03 0,954
61 1,61E+07 1,90E-03 0,118 6,25E+06 1,28E-02 2,04
63 6,59E+07 7,22E-03 0,11 1,38E+07 2,56E-02 1,85
64 3,34E+07 7,85E-03 0,235 1,13E+07 8,16E-02 7,24
65 2,58E+07 5,01E-03 0,195 1,46E+07 6,41E-02 4,39
66 7,05E+07 5,59E-03 0,0793 2,01E+07 2,42E-02 1,2
67 2,43E+07 5,16E-03 0,213 1,08E+07 5,53E-02 5,13
68 3,25E+07 5,15E-03 0,158 2,01E+07 4,33E-02 2,15

Exemplo 5: Analise de separacao de célula ativada por fluorescén-
cia (FACS) de muteinas de lipocalina que se ligam a células que
expressam LAG-3 humano e cinomolgo

[00172] Foram empregues estudos de separacao de células ativadas
por fluorescéncia (FACS) a fim de avaliar a ligacao especifica de mute-
inas de lipocalina SEQ ID NOs: 7, 19 a 28 e 85 a 94 para células de
ovéario de hamster chinés (CHO) transfectadas de modo estavel com
huLAG-3 (CHO-huLAG-3) ou cyLAG-3 (CHO-cyLAG-3). SEQ ID NO: 3
foi testada em paralelo como controle negativo. As linhagens celulares
foram geradas com o uso do sistema Flp-In (Invitrogen) de acordo com
as instrucdes do fabricante. Células de CHO FlIp-In com transfeccao
falsa serviram de controle negativo.

[00173] Células CHO transfectadas foram mantidas em meio F12 de
Ham (Invitrogen) suplementado com soro de feto de bezerro a 10%
(FCS, Biochrom) e 500 ug/ml de Higromicina B (Roth). As células foram
cultivadas em frascos de cultivo celular sob condicbes padrao de acordo
com as instrucdes do fabricante (37 °C, atmosfera de CO2 a 5%). A fim

de dissociar as células aderentes para subcultivo ou experimentos de
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FACS, empregou-se Accutase (PAA) de acordo com as instrucdes do
fabricante.

[00174] Pararealizar o experimento, as células de CHO Flp-In nega-
tivas e LAG-3 positivas foram incubadas com muteinas de lipocalina, e
a muteina ligada foi marcada com o uso de anticorpos anti-hTlc marca-
dos de modo fluorescente, e, entdo, o sinal foi detectado com o uso de
analise de FACS conforme descrito neste exemplo.

[00175] 5 x 10 células por cavidade foram previamente incubadas
por uma hora em PBS resfriado com gelo contendo soro de feto de be-
zerro a 5% (PBS-FCS). Subsequentemente, uma série de diluicdo de
muteinas de lipocalina, a muteina de lipocalina de controle negativo
(SEQ ID NO: 3) e um anticorpo anti-LAG-3 de bancada (SEQ ID NOs: 5
e 6) tipicamente na faixa de 1 uM a 0,01 nM, foi adicionada as células e
incubada em gelo por 1 h. As células foram lavadas duas vezes em PBS
gelado com o uso de centrifugacéo a 500 xg e, entédo, incubada com um
anticorpo anti-lipocalina de coelho marcado com o corante fluorescente
Alexa 488 (Pieris) ou um anticorpo de IgG anti-humana de cabra mar-
cado com Alexa 488 (Invitrogen) por 30 min em gelo. As células foram
subsequentemente lavadas e analisadas com o uso de um citotémetro
de Fluxo intellicyt IQue (Intellicyt). Os dados fluorescentes gerados por
ligacdo de muteina de lipocalina a células que expressam LAG-3 foram
analisados por injecao para células de CHO que expressam LAG-3 e
com o uso de software Forecyt® e a média fluorescente geométrica re-
sultante foram plotados e ajustados com o uso de software Graphpad.
Os dados gerados para as SEQ ID NOs: 7, 19 a 28 e 85 a 94 sdo mos-
trados na Figura 2 e na Tabela 3. Todas as muteinas especificas de
LAG-3 otimizadas (SEQ ID NOs: 85 a 94 e 20 a 28) mostram ligacao
clara a células de CHO que expressam huLAG-3 ou cyLAG-3, com ECsg
comparavel ao anticorpo de bancada. A maior parte das muteinas oti-

mizadas exibe valores de ECso mais baixos em comparacdao com as
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SEQ ID NOs: 7 e 19, que indicam ligagao melhorada em comparacao
com as muteinas de lipocalina parentais. As diferencas entre as afinida-
des de ligagdo e LAG-3 humano e cinomolgo, foram significativamente
reduzidas para a maioria das muteinas otimizadas, o que representa um
recurso preferencial para eventuais estudos farmacocinéticos ou de se-
guranca de farmaco. A muteina de lipocalina de controle negativo (SEQ
ID NO: 3), que nao se liga a LAG-3, ndo mostrou qualquer ligacao (nao
mostrado). Nenhuma ligagao das muteinas de lipocalina foi detectada
sobre células de CHO FlIp-In com transfeccgao falsa (n&o exibidas).

[00176] Tabela 3. Ligacdo de muteinas de lipocalina especificas de
LAG-3 e a molécula de referéncia (anticorpo anti-LAG-3 de bancada,
SEQ ID NOs: 5 € 6) a células de CHO transfectadas com huLAG-3 ou

LAG cinomolgo.

SEQ ID NO: ECs0 [nM] ECso [nM]
CHO::LAG-3 humano CHO::LAG-3 cinomolgo

7 1,33 319,3

85 0,22 9,8

86 1,52 21,16

87 0,95 21,05

88 0,18 9,3

89 0,85 41,73

90 0,02 103,4

91 0,61 74,27

92 0,76 111,3

93 0,69 42,68

94 0,53 117,4

19 4,09 26,2

20 1,97 29,84

21 2,52 31,59
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22 2,23 33,06
23 3,04 33,61
24 2,35 34,93
25 2,55 38,93
26 2,23 44,97
27 2,15 31,37
28 2,19 21,04
5e6 0,5 46,8

Exemplo 6: Analise de FACS de ligacao competitiva de muteinas
de lipocalina para LAG-3 humana com células que expressam MHC
da classe Il.

[00177] Paradeterminar se uma dada muteina de lipocalina interfere
com a ligacao de LAG-3 a MHC da classe Il sobre células positivas para
MHC da classe ll, utilizou-se um experimento de FACS de competicao.
Neste experimento, uma concentragdo constante de fusao de LAG-3-Fc
humano (huLAG-3-Fc, R&D system) e uma série de diluicdo de cada
muteina de lipocalina foi incubada com a linhagem celular humana po-
sitiva A375 de MHC da classe Il, e huLAG-3-Fc ligado a célula foi de-
tectado com o uso de um anticorpo de Fc anti-lgG marcado de modo
fluorescente. Nesse ensaio, as muteinas de lipocalina competitivas in-
terferentes com a ligacdo de huLAG-3 com seu MHC da classe Il de
ligante levam a uma reducéo de ligacao de huLAG-3-Fc a linhagem ce-
lular positiva A375 de MHC da classe Il.

[00178] A linhagem de células de melanoma A375 foi mantida em
meio DMEM (Invitrogen) suplementado com soro de feto de bezerro a
10% (FCS, Biochrom). As células foram cultivadas em frascos de cultivo
celular sob condi¢des padrao de acordo com as instru¢des do fabricante
(37°C, atmosfera de CO2 a 5%). A fim de dissociar as células aderentes
para subcultivo ou experimentos de FACS, empregou-se Accutase

(PAA Laboratories GmbH) de acordo com as instrucdes do fabricante.
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[00179] Para o ensaio de FACS, 5 x 10 células de A375 por poco
foram incubadas por 1 h em PBS-FCS, seguidas pela adicao de huLAG-
3-Fc 3 nM e concentracdes variaveis das muteinas de lipocalina espe-
cificas de LAG-3, na faixa de 1 uM a 0,01 nM. As células foram lavadas
duas vezes em PBS gelado, ressuspensas em PBS-FCS e incubadas
30 min em gelo com anticorpo Fc de IgG anti-humano marcado com
ficoeritrina (Jackson ImmunoResearch). As células foram subsequente-
mente lavadas e analisadas com o uso de um citotbmetro de Fluxo In-
tellicyt IQue (Intellicyt). Os dados fluorescentes gerados por ligacao de
huLAG-3-Fc a células de A375 foram analisados com o uso de software
Forecyt, e os meios fluorescentes geométricos resultantes foram nor-
malizados a ligacdo maxima de huLAG-3-Fc. O percentual de ligacao
de huLAG-3-Fc foi plotado e enquadrado utilizando software Graphpad.
Os valores de ICsp das SEQ ID NOs: 7, 19 a 28 e 85 a 94 sdo resumidos
na Tabela 4 e as curvas de ligacao de competicao selecionadas sao
fornecidas na Figura 3. Os dados mostram que todas as muteinas de
lipocalina otimizadas competem com a ligagao de huLAG-3 ao seu MHC
da classe Il de ligante em células que expressam MHC da classe Il hu-
manas. O limite de deteccéao para tal experimento foi alcancado e a me-
lhora, desse modo, de ICso de muteinas de lipocalina otimizadas em
comparacao com muteinas parentais, se houver, nao foi observada. A
muteina de lipocalina de controle negativo (SEQ ID NO: 3), que nao se
liga a LAG-3, ndo mostrou qualquer competicao.

[00180] Tabela 4: Muteinas de lipocalina competem com a ligacao
de huLAG-3 ao seu MHC da classe Il de ligante em células que expres-

sam MHC da classe |I.

SEQ ID NO: ICs0 [NM]

7 0,22
85 0,38
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86 0,78
87 0,32
88 1,4

89 0,58
90 0,25
91 0,39
92 0,23
93 0,29
94 0,41
19 1,2

20 1,7

21 0,68
22 1,11
23 0,63
24 1,01
25 0,3

26 0,54
27 0,39
28 0,55
5e6 0,28

[00181] Exemplo 7: Avaliacao de estabilidade térmica de mutei-
nas de lipocalina

[00182] Para determinar as temperaturas de fusédo (Tms) das mutei-
nas de lipocalina, que sdo um indicador geral da estabilidade final, as
muteinas especificas de LAG-3, em concentracdo de proteina de 1
mg/ml em PBS (Gibco), foram varridas (25-100 °C) a 1 °C/min, utilizando
um instrumento nanoDSC capilar (CSC 6300, TA Instruments). As Tms
foram calculadas a partir do termograma exibido, utilizando o software
Nano Analyze integrado.

[00183] As temperaturas de fusdo maximas resultantes assim como
o inicio de fusdo para muteinas de lipocalina exemplificativas (SEQ ID
NOs: 7,19 a 28, 85 a 94 e 67) sdo listadas na Tabela 5 abaixo. Quase
todas as muteinas de lipocalina possuem Tms na faixa de 60 a 80 °C, o
que indica boa estabilidade geral com relagao a cada uma dessas mu-

teinas.
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[00184] Tabela 5: Tm € temperatura de fusao de inicio conforme de-

terminado por nanoDSC de muteinas de lipocalina especificas de LAG-

3
SEQ ID NO: Tm [°C] Fusao de inicio [°C]
7 73 e 81 58
85 72 60
86 74 60
87 72 61
88 68 55
89 65 54
90 66e 72 59
91 80 66
92 80 69
93 69e73 58
94 67 55
19 58 e 67 42
20 64 e 69 49
21 58 e 69 50
22 64 56
23 55 e 67 47
24 59 e 68 51
25 60 e 68 50
26 59e 70 50
27 60e 70 49
28 63e70 51
67 88 74

[00185] As modalidades descritas ilustrativamente no presente docu-

mento podem ser adequadamente praticadas na auséncia de qualquer
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elemento ou quaisquer elementos, limitagao ou limitagbes, nao especi-
ficamente revelados no presente documento. Desta forma, por exemplo,
as expressodes "que compreende”, "que inclui", "que contém" etc. deve-
rao ser lidas de forma expansiva e sem limitagdo. Além disso, os termos
e expressdes empregues no presente documento foram utilizados como
termos descritivos e nao limitativos € ndo ha intencdo, no uso desses
termos e expressdes, de excluir nenhum equivalente das caracteristicas
exibidas e descritas ou suas partes, mas se reconhece que diversas
modificacées sdo possiveis dentro do escopo da invencgao reivindicada.
Dever-se-a compreender, portanto, que, embora as presentes modali-
dades tenham sido especificamente divulgadas por modalidades prefe-
ridas e caracteristicas opcionais, 0s técnicos na area podem recorrer as
suas modificacbes e variacdes e essas modificacdes e variacbes sao
consideradas como estando dentro do escopo desta invencao. Todas
as patentes, pedidos de patente, livros-texto e publicagbes analisadas
por profissionais da area descritas no presente documento sao integral-
mente incorporadas ao presente como referéncia. Além disso, quando
uma definicdo ou uso de um termo em uma referéncia, que é incorpo-
rada ao presente documento como referéncia, for inconsistente ou con-
traria a definicdo daquele termo fornecida no presente, aplica-se a defi-
nicao daquele termo fornecida no presente documento e a definicdo da-
quele termo na referéncia nao se aplica. Cada uma das espécies mais
estreitas e agrupamentos subgenéricos que se encontram dentro da
descricao genérica também faz parte da invencdo. Isso inclui a descri-
cao genérica da invencdo com ressalva ou limitagdo negativa que re-
move qualquer objeto do género, independentemente se o material re-
tirado € ou n&o especificamente indicado no presente documento. Além
disso, quando caracteristicas forem descritas em termos de grupos

Markush, os técnicos na area reconhecerao que a descricdo também é
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descrita, portanto, em termos de qualquer membro individual ou sub-
grupo de membros do grupo Markush. Modalidades adicionais tornar-
se-a0 evidentes a partir das reivindicagcbes a seguir.

[00186] Equivalentes: Aqueles versados natécnica reconhecerao, ou
poderao reafirmar com o uso de no maximo experimentacao de rotina,
muitos equivalentes as modalidades especificas da invencao descrita
no presente documento. Esses equivalentes destinam-se a ser englo-
bados pelas reivindicagOes a seguir. Todas as publicagcbes, patentes e
pedidos de patente mencionados no presente relatério descritivo sdo
incorporados ao presente documento como referéncia ao relatério des-
critivo, da mesma forma como se cada publicacao, patente ou pedido
de patente individual fosse especifica e individualmente indicado como
sendo incorporado ao presente documento como referéncia.
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REIVINDICACOES

1. Muteina de lipocalina, caracterizada pelo fato de que tem
capacidade para ligar LAG-3 com uma afinidade medida por Ky de cerca
de 250 nM ou menos.

2. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizada pelo fato de que a muteina tem capacidade para ligar
LAG-3 com uma afinidade medida por Kq de cerca de 50 nM ou menos.

3. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizada pelo fato de que a muteina tem capacidade para ligar
LAG-3 com uma afinidade medida por Ky de cerca de 3 nM ou menos.

4. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizada pelo fato de que a muteina tem capacidade para ligar
LAG-3 com uma afinidade medida por Ky de cerca de 0,1 nM ou menos.

5. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizada pelo fato de que a muteina tem capacidade para ligar
LAG-3 com uma afinidade medida por Kq de cerca de 0,05 nM ou menos.

6. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que os valores de Kq sdo
determinados por anadlise por ressonancia de plasmon de superficie
conforme essencialmente descrito no Exemplo 4.

7. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que a muteina compre-
ende pelo menos dois ou mais residuos de aminoacidos com mutagéo
nas posicdes de sequéncia 5,7 a 8, 10, 14, 16, 25 a 34, 44, 46, 52 a 53,
55 a 56, 58, 60 a 61, 63, 65a 66, 69 a 70, 73, 79 a 80, 84 a 86, 89 a 90,
93,96 a98, 101, 105a 106, 108, 110 a 114, 121, 124, 148 a 150 e 152
a 154 da sequéncia de polipeptideos linear de lipocalina lacrimal hu-
mana madura (SEQ ID NO: 1).

8. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das rei-

vindicacdes 1 a 6, caracterizada pelo fato de que a muteina compreende
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pelo menos um residuo de aminoacido com mutacao nas posicoes de se-
guéncia 14,25 a 26, 28, 31 a 32, 52, 55, 58, 66, 79, 84, 86, 101, 105 a 106,
108, 110, 112 a 114 e 121 da sequéncia de polipeptideos linear de lipo-
calina lacrimal humana madura (SEQ ID NO: 1).

9. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que a muteina compre-
ende, ainda, pelo menos um ou mais residuos de aminoacidos com mu-
tacdo nas posicdes de sequéncia 5, 7 a 8, 10, 16, 26 a 34, 44, 46, 53,
56, 58, 60 a 61, 63, 65 a 66, 69 a 70, 73, 79 a 80, 85, 89 a 90, 93, 96 a
98,101,105a 106,108, 110a 111,114,121, 124, 148 a 150, 152 a 154
e 156 a 157 da sequéncia de polipeptideos linear de lipocalina lacrimal
humana madura (SEQ ID NO: 1).

10. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que a muteina compre-
ende, ainda, pelo menos um ou mais residuos de aminoacidos com mu-
tacdo nas posicdes de sequéncia 5, 7 a 8, 10, 16, 26 a 34, 44, 46, 53,
56, 58, 60 a 61, 63, 65, 69 a 70, 73, 79 a 80, 85, 89 a 90, 93, 96 a 98,
101, 1052 106, 108, 111, 114, 124, 148 a 150, 152 a 154 e 156 a 157
da sequéncia de polipeptideos linear de lipocalina lacrimal humana ma-
dura (SEQ ID NO: 1).

11. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 10, caracterizada pelo fato de que a muteina compre-
ende, ainda, pelo menos um ou mais residuos de aminoacidos com mu-
tacdo nas posicdes de sequéncia 5, 7 a 8, 10, 16, 44, 46, 63, 65, 69 a
70,73, 80, 84,89 a90,93,96 a98, 113, 124, 148 a 150, 152 e 154 da
sequéncia de polipeptideos linear de lipocalina lacrimal humana madura
(SEQ ID NO: 1).

12. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizada pelo fato de que a sequéncia de aminoacidos da muteina

compreende dois ou mais dos seguintes residuos de aminoacidos com
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mutacdo em comparacdo com a sequéncia de polipeptidios linear de
lipocalina lacrimal humana madura (SEQ ID NO: 1): Ala5 — Thr; Asp 7
— Gly; Glu 8 — GiIn; lle 10 — Phe; Ser 14 — Pro; Thr 16 — Met; Asp
25 — Ser; Arg 26 — Ser, Asp, Glu, Ala, ou Gly; Glu 27 — Asp; Phe 28
— Cys ou Asp; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle ou Leu; Asn
32 — Asp, Met ou Thr; Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 44 — His; Gly
46 — Asp; Lys 52 — Arg; Val 53 — Ala; Met 55 — Val; Leu 56 — Asp;
Ser 58 — Phe ou Asp; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Glu 63 — Asp; Lys
65 — Glu; Ala 66 — Asn; Glu 69 — Gly; Lys 70 — Arg; Glu 73 — Ala;
Ala 79 — Thr ou Glu; Asp 80 — Gly; His 84 — Tyr ou Leu; Val 85 — Ala
ou Asp; Ala 86 — Asp; lle 89 — Ser ou Asn; Arg 90 — Ser; Val 93 —
Glu; His 96 — Asn; Tyr 97 — His; lle 98 — Val; Cys 101 — Ser ou Phe;
Leu 105 — Cys ou Gly; His 106 — Ala, GIn, Glu, Lys ou Pro; Lys 108 —
Tyr ou Thr; Val 110 — Gly ou Asn; Arg 111 — Pro; Gly 112 — Met, Val,
ou Leu; Val 113 — Ala ou Leu; Lys 114 — Trp ou Ala; Lys 121 — Thr;
Leu 124 — Gin; Arg 148 — Trp; GIn 149 — Leu; Ser 150 — Gly; Thr 152
— Pro; Cys 153 — Ser; e Ser 154 — Ala.

13. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicagao 7,
caracterizada pelo fato de que a sequéncia de aminoacidos da muteina
compreende pelo menos um dos seguintes residuos de aminoacidos
com mutacdo em comparacdo com a sequéncia de polipeptidios linear
de lipocalina lacrimal humana madura (SEQ ID NO: 1): Ser 14 — Pro;
Asp 25 — Ser; Arg 26 — Ser, Asp, Glu, Ala ou Gly; Phe 28 — Asp; Met
31 — Leu; Asn 32 — Met ou Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58
— Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr ou Leu; Ala 86 —
Asp; Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly; His 106 — Gin, Glu, Lys ou Pro;
Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly ou Asn; Gly 112 — Met, Val ou Leu; Val
113 — Alaou Leu; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr.

14. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicagdo 7,

caracterizada pelo fato de que a sequéncia de aminoacidos da muteina
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compreende pelo menos um dos seguintes residuos de aminoacidos
com mutacdo em comparacdo com a sequéncia de polipeptidios linear
de lipocalina lacrimal humana madura (SEQ ID NO: 1): Ala5 — Thr; Asp
7 — Gly; Glu 8 — GiIn; lle 10 — Phe; Thr 16 — Met; Arg 26 — Ser; Glu
27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle;
Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 44 — His; Gly 46 —
Asp; Val 53 — Ala; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys
61 — Trp; Glu 63 — Asp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Lys 70 — Arg;
Glu 73 — Ala; Ala 79 — Thr; Asp 80 — Gly; Val 85 — Ala ou Asp; lle 89
— Ser ou Asn; Arg 90 — Ser; Val 93 — Glu; His 96 — Asn; Tyr 97 —
His; lle 98 — Val; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys
108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; Leu 124 — Gin; Arg 148 —
Trp; GIn 149 — Leu; Ser 150 — Gly; Thr 152 — Pro; Cys 153 — Ser; e
Ser 154 — Ala.

15. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 14, caracterizada pelo fato de que a muteina de lipo-
calina se liga a LAG-3 com um valor de ECso de cerca de 320 nM ou
menos.

16. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicacao 15,
caracterizada pelo fato de que a muteina de lipocalina se liga a LAG-3
com um valor de ECso de cerca de 10 nM ou menos.

17. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicacao 15,
caracterizada pelo fato de que a muteina de lipocalina se liga a LAG-3
com um valor de ECso de cerca de 0,2 nM ou menos.

18. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 15 a 17, caracterizada pelo fato de que os ditos valores
de ECso sdo medidos por separacao de células ativadas por fluorescén-
cia, conforme essencialmente descrito no Exemplo 5.

19. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 1 a 18, caracterizada pelo fato de que a muteina sofre
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reacao cruzada tanto com LAG-3 humano quanto LAG-3 cinomolgo.

20. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 19, caracterizada pelo fato de que a muteina tem ca-
pacidade para interferir na ligacdo de LAG-3 humano a complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) classe Il.

21. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicagao 20,
caracterizada pelo fato de que a capacidade para interferir na ligacao
de LAG-3 humano complexo de histocompatibilidade principal (MHC)
classe Il € analisada por separacao de células ativadas por fluorescén-
cia, conforme essencialmente descrito no Exemplo 6.

22. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 21, caracterizada pelo fato de que a sequéncia de
aminoacidos da muteina compreende as seguintes mutacdes de amino-
acido: Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu
30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val;
Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Cys 101
— Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro;
Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser; e uma ou mais dentre as seguintes
mutacdes de aminoacido: Ala 5 — Thr; Asp 7 — Gly; Glu 8 — Gin; lle
10 — Phe; Thr 16 — Met; Leu 44 — His; Gly 46 — Asp; Val 53 — Ala;
Glu 63 — Asp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Lys 70 — Arg; Glu 73 —
Ala; Ala 79 — Thr; Asp 80 — Gly; Val 85 — Ala ou Asp; lle 89 — Ser ou
Asn; Arg 90 — Ser; Val 93 — Glu; His 96 — Asn; Tyr 97 — His; lle 98
— Val; Leu 124 — Gin; Arg 148 — Trp; GIn 149 — Leu; Ser 150 — Gly;
Thr 152 — Pro; e Ser 154 — Ala.

23. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 21, caracterizada pelo fato de que a sequéncia de
aminoacidos da muteina compreende as seguintes mutacdes de amino-
acido: Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Phe 28 — Asp; Lys 52 — Arg; Met
55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; Ala 86 — Asp;
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Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly; Lys 108 — Thr; Lys 114 — Ala; Lys
121 — Thr; € uma ou mais dentre as seguintes mutagdes de aminoacido:
Arg 26 — Ser, Asp, Glu, Gly, ou Ala; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; Leu
56 — Asp; His 84 — Tyr ou Leu; His 106 — Gin, Glu, Lys, ou Pro; Val
110 — Gly ou Asn; Gly 112 — Met, Val ou Leu; Val 113 — Ala ou Leu.

24. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 23, caracterizada pelo fato de que a sequéncia de
aminoacidos da muteina compreende um dos seguintes conjuntos de
mutac¢des de aminoacido:

(a) Ala5 — Thr; Glu 8 — GIn; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp;
Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 —
Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg
60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Val 85 — Ala;
Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111
— Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser; e Ser 154 — Ala;

(b) Ala5 — Thr; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys;
Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 —
Asp; Glu 34 — Val; Gly 46 — Asp; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg
60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Val 85 — Ala; Cys 101 — Ser;
Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114
— Trp; Ser 150 — Gly; e Cys 153 — Ser;

(c) Asp 7 — Gly; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 —
Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33
— Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe;
Cys 61 — Trp; Val 85 — Asp; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106
— Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; Arg 148 — Trp;
Thr 152 — Pro; e Cys 153 — Ser;

(d) Ala5 — Thr; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys;
Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 —
Asp; Glu 34 — Val; Val 53 — Ala; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60
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— Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Ala 79 — Thr; Tyr 97 — His; Cys
101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 —
Pro; Lys 114 — Trp; e Cys 153 — Ser;

(e) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 —
Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34
— Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Glu
63 — Asp; Val 85 — Asp; Arg 90 — Ser; His 96 — Asn; Cys 101 — Ser;
Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114
— Trp; Leu 124 — GIn; e Cys 153 — Ser;

(f) Thr 16 — Met; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 —
Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33
— Asp; Glu 34 — Val; Leu 44 — His; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg
60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; lle 89 — Ser; Cys 101 — Ser;
Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114
— Trp; e Cys 153 — Ser;

(g) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 —
Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34
— Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Glu
63 — Asp; Lys 65 — Glu; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 —
Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; GIn 149 — Leu; e
Cys 153 — Ser;

(h) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 —
Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34
— Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys
65 — Glu; Lys 70 — Arg; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 —
Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; e Cys 153 — Ser;

(i) Ala5 — Thr; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys;
Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 —
Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys
61 — Trp; Lys 65 — Glu; Asp 80 — Gly; lle 89 — Asn; lle 98 — Val; Cys
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101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 —
Pro; Lys 114 — Trp; e Cys 153 — Ser;

(j) lle 10 — Phe; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys;
Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 —
Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys
61 — Trp; Lys 65 — Glu; Glu 73 — Ala; lle 89 — Asn; Val 93 — Glu;
Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111
— Pro; Lys 114 — Trp; e Cys 153 — Ser;

(k) Ala 5 — Thr; Glu 8 — GIn; Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp;
Phe 28 — Cys; Pro 29 — Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 —
Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34 — Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg
60 — Phe; Cys 61 — Trp; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly; Val 85 — Ala;
Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111
— Pro; Lys 114 — Trp; Cys 153 — Ser; e Ser 154 — Ala;

() Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 —
Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34
— Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Cys 61 — Trp; Cys
101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 — Tyr; Arg 111 —
Pro; Lys 114 — Trp; e Cys 153 — Ser;

(m) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Asp; Phe 28 —
Asp; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66
— Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112 — Met; Lys 114
— Ala; e Lys 121 — Thr,

(n) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Glu; Phe 28 —
Asp; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58
— Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys
101 — Phe; Leu 105 — Gly; His 106 — GIn; Lys 108 — Thr; Val 110 —
Gly; Gly 112 — Met; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr;

(0) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Glu; Phe 28 —
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Asp; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66
— Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; His 106 — Glu; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112
— Val; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr,

(p) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Asp; Phe 28 —
Asp; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66
— Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; His 106 — GIn; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112
— Leu; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr,

(q) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Ser; Phe 28 —
Asp; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66
— Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; His 106 — GIn; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112
— Met; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr;

(r) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Ala; Phe 28 —
Asp; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66
— Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; His 106 — Lys; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112
— Met; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr,

(s) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Phe 28 — Asp; Asn 32 —
Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79
— Glu; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly; His 106 — Gin;
Lys 108 — Thr; Val 110 — Asn; Gly 112 — Met; Val 113 — Ala; Lys 114
— Ala; e Lys 121 — Thr,

(t) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Gly; Phe 28 —
Asp; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58
— Asp; Ala 66 — Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Tyr; Ala 86 — Asp; Cys
101 — Phe; Leu 105 — Gly; His 106 — Pro; Lys 108 — Thr; Val 110 —
Gly; Gly 112 — Met; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr;

(u) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Asp; Phe 28 —
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Asp; Asn 32 — Thr; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66
— Asn; Ala 79 — Glu; His 84 — Leu; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe;
Leu 105 — Gly; His 106 — GIn; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112
— Met; Val 113 — Leu; Lys 114 — Ala; e Lys 121 — Thr,

(v) Ser 14 — Pro; Asp 25 — Ser; Arg 26 — Gly; Phe 28 —
Asp; Asn 32 — Met; Lys 52 — Arg; Met 55 — Val; Ser 58 — Asp; Ala 66
— Asn; Ala 79 — Glu; Ala 86 — Asp; Cys 101 — Phe; Leu 105 — Gly;
His 106 — Gin; Lys 108 — Thr; Val 110 — Gly; Gly 112 — Met; Lys 114
— Ala; e Lys 121 — Thr; ou

(w) Arg 26 — Ser; Glu 27 — Asp; Phe 28 — Cys; Pro 29 —
Phe; Glu 30 — Trp; Met 31 — lle; Asn 32 — Asp; Leu 33 — Asp; Glu 34
— Val; Leu 56 — Asp; Ser 58 — Phe; Arg 60 — Phe; Glu 63 — Asp; Lys
65 — Glu; Cys 101 — Ser; Leu 105 — Cys; His 106 — Ala; Lys 108 —
Tyr; Arg 111 — Pro; Lys 114 — Trp; e GIn 149 — Leu.

25. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 23, caracterizada pelo fato de que a sequéncia de
aminoacidos da muteina compreende um dos seguintes conjuntos de
mutac¢des de aminoacido:

(a) Ala5 — Thr; Glu 8 — GIn; Lys 65 — Glu; Glu 69 — Gly;
Val 85 — Ala; e Ser 154 — Ala;

(b) Ala5 — Thr; Gly 46 — Asp; Lys 65 — Glu; Val 85 — Ala;
e Ser 150 — Gly;

(c) Asp 7 — Gly; Val 85 — Asp; Arg 148 — Trp; e Thr 152 —
Pro;

(d) Ala 5 — Thr; Val 53 — Ala; Lys 65 — Glu; Ala 79 — Thr;
e Tyr 97 — His;

(e) Glu 63 — Asp; Val 85 — Asp; Arg 90 — Ser; His 96 —
Asn; e Leu 124 — GlIn;

(f) Thr 16 — Met; Leu 44 — His; Lys 65 — Glu; e lle 89 —
Ser;
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g) Glu 63 — Asp; Lys 65 — Glu; e GIn 149 — Leu; e
h) Lys 65 — Glu e Lys 70 — Arg;

(i) Ala 5 — Thr; Lys 65 — Glu; Asp 80 — Gly; lle 89 — Asn;
e lle 98 — Val;

(j) lle 10 — Phe; Lys 65 — Glu; Glu 73 — Ala; lle 89 — Asn;
e Val 93 — Glu;

(k) Arg 26 — Asp; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; Val 110 —
Gly; e Gly 112 — Met;

() Arg 26 — Glu; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr;
His 106 — GIn; Val 110 — Gly; e Gly 112 — Met;

(m) Arg 26 — Glu; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106 —
Glu; e Gly 112 — Val;

(n) Arg 26 — Asp; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106 —
GIn; Val 110 — Gly; e Gly 112 — Leu;

(0) Arg 26 — Ser; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106 —
GIn; Val 110 — Gly; e Gly 112 — Met;

(p) Arg 26 — Ala; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr; His 106 —
Lys; Val 110 — Gly; e Gly 112 — Met;

(q) Asn 32 — Thr; His 106 — GIn; Val 110 — Asn; Gly 112
— Met; e Val 113 — Ala;

(r) Arg 26 — Gly; Met 31 — Leu; Asn 32 — Thr; His 84 — Tyr;
His 106 — Pro; Val 110 — Gly; e Gly 112 — Met; ou

(s) Arg 26 — Asp; Asn 32 — Thr; His 84 — Leu; His 106 —
GIn; Val 110 — Gly; Gly 112 — Met; e Val 113 — Leu.

26. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das

(
(

reivindicacbes 1 a 25, caracterizada pelo fato de que a sequéncia de
aminoacidos da muteina compreende residuos de cisteina nas posicoes
de sequéncia 61 e 153 da sequéncia de polipeptideos linear de lipoca-
lina lacrimal humana madura (SEQ ID NO: 1).

27. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
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reivindicacbes 1 a 25, caracterizada pelo fato de que a sequéncia de
aminoacidos da muteina compreende, ainda, um ou dois dos seguintes
residuos de aminoacidos com mutacdo em comparacao com sequéncia
de polipeptideos linear de lipocalina lacrimal humana madura (SEQ 1D
NO: 1): Ala5 — Thre Asp 12 — Asn.

28. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 25, caracterizada pelo fato de que a sequéncia de
aminoacidos da muteina compreende, ainda, pelo menos um dos se-
guintes residuos de aminoacidos com mutacdo em comparacao com
sequéncia de polipeptideos linear de lipocalina lacrimal humana madura
(SEQ ID NO: 1): Asp 7 — Asn, Arg, ou Lys; Glu 9 — GIn, Arg, ou Lys;
Asp 12 — Asn ou Arg; Glu 45 — Arg; Asp 72 — Asn, Arg, ou Lys; Glu
73 — Arg; Asp 80 — Gly; e Asp 95 — Asn, Arg, ou Lys.

29. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 28, caracterizada pelo fato de que a muteina compre-
ende uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre o0 grupo que
consiste nas SEQ ID NOs: 8 a 18, 20 a 28,57 a 70 € 85 a 95 ou de um
fragmento ou variante das mesmas.

30. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 28, caracterizada pelo fato de que a muteina tem pelo
menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 97,5% ou
pelo menos 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
aminoacidos selecionada dentre o grupo que consiste nas SEQ ID NOs:
SEQID NOs:8a 18,20a 28,57 a70 e 85 a 95.

31. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 30, caracterizada pelo fato de que a muteina é con-
jugada a um composto selecionado dentre o0 grupo que consiste em uma
molécula organica, uma marcacao de enzima, uma marcacao radioativa,
uma marcacao colorida, uma marcacao fluorescente, uma marcacao

cromogénica, uma marcacao luminescente, um hapteno, digoxigenina,
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biotina, um agente citostatico, uma toxina, um complexo metéalico, um
metal e ouro coloidal.

32. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 31, caracterizada pelo fato de que a muteina é fun-
dida em sua terminacédo N e/ou sua terminacédo C a um parceiro de fu-
sao que é uma proteina, um dominio de proteina ou um peptideo.

33. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 32, caracterizada pelo fato de que a muteina é fun-
dida em sua terminacédo N e/ou sua terminacédo C a um parceiro de fu-
sao que é um anticorpo ou um fragmento de anticorpo.

34. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 33, caracterizada pelo fato de que a muteina é con-
jugada a um composto que estende a meia-vida sérica da muteina.

35. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicacao 34,
caracterizada pelo fato de que o composto que estende a meia-vida sé-
rica € selecionado dentre 0 grupo que consiste em uma molécula de
polialquileno glicol, hidroetilamido, uma parte Fc de uma imunoglobulina,
um dominio Cx3 de uma imunoglobulina, um dominio Cn4 de uma imu-
noglobulina, um peptideo de ligacdo a albumina e uma proteina de liga-
¢ao a albumina.

36. Muteina de lipocalina, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizada pelo fato de que a molécula de polialquileno glicol € poli-
etileno (PEG) ou um derivado ativado do mesmo.

37. Molécula de acido nucleico, caracterizada pelo fato de
que compreende uma sequéncia de nucleotideos que codifica uma mu-
teina de lipocalina, como definida em qualquer uma das reivindicacbes
1 a 36.

38. Vetor de expressao, caracterizado pelo fato de que com-
preende a molécula de acido nucleico, como definida na reivindicagcao
37.

Peticdo 870190086950, de 04/09/2019, pag. 122/131



14/16

39. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que con-
tém uma molécula de acido nucleico, de acordo com a reivindicagao 38.

40. Método para produzir uma muteina de lipocalina, como
definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 36, caracterizado pelo
fato de que a muteina é produzida a partir do acido nucleico que codifica
a muteina ou fragmento da mesma por meio de métodos de engenharia
genética.

41. Método para ligar LAG-3 em um individuo, caracterizado
pelo fato de que compreende aplicar uma ou mais muteinas de lipoca-
lina, como definidas em qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 36, ou uma
ou mais composicdes que compreendem tais muteinas.

42. Método para estimular a resposta imunolégica em um in-
dividuo, caracterizado pelo fato de que compreende aplicar uma ou mais
muteinas de lipocalina, como definidas em qualquer uma das reivindi-
cacOes 1 a 36, ou uma ou mais composi¢coes que compreendem tais
muteinas.

43. Método para induzir proliferacao de linfécitos T em um
individuo, caracterizado pelo fato de que compreende aplicar uma ou
mais muteinas de lipocalina, como definidas em qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 36, ou uma ou mais composi¢cdes que compreendem
tais muteinas.

44. Método para interferir na ligacdo de LAG-3 humana a
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) classe Il em um indi-
viduo, caracterizado pelo fato de que compreende aplicar uma ou mais
muteinas de lipocalina, como definidas em qualquer uma das reivindi-
cacOes 1 a 36, ou uma ou mais composi¢des que compreendem tais
muteinas.

45. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 36, caracterizada pelo fato de que a muteina compete

com a ligacao de LAG-3 humana a células que expressam complexo de
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histocompatibilidade principal (MHC) classe Il.

46. Muteina de lipocalina, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 36, caracterizada pelo fato de que a muteina compete
com a ligacao de LAG-3 humano a células que expressam complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) classe Il, quando medida em um
ensaio de separacao de células ativadas por fluorescéncia, conforme
essencialmente descrito no Exemplo 6.

47. Composigao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende uma muteina de lipocalina, como definida em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 36, e um excipiente farmaceuticamente acei-
tavel.

48. Imunoconjugado ou proteina de fusdo, caracterizado
pelo fato de que compreende as muteinas de lipocalina, ou fragmento
das mesmas, como definidas em qualquer uma das reivindicacdes 1 a
36, ligadas a um agente terapéutico.

49. Uso de uma muteina, como definida em qualquer uma
das reivindicacbes 1 a 36, para a ligacao/deteccao de LAG-3, caracteri-
zado pelo fato de que compreende:

(a) colocar a muteina em contato com uma amostra de teste
suspeita de conter LAG-3, permitindo, assim, a formac&do de um com-
plexo entre a muteina e LAG-3; e

(b) detectar o complexo entre a muteina e LAG-3 por um si-
nal adequado.

50. Kit diagnéstico ou analitico, caracterizado pelo fato de
que compreende uma muteina, como definida em qualquer uma das rei-
vindicagOes 1 a 36.

51. Método para detectar a presenca de LAG-3 em uma
amostra biol6gica, caracterizado pelo fato de que o método compreende
colocar a amostra em contato com uma muteina, como definida em

qualquer uma das reivindicagbes 1 a 36, sob condicbes que permitem a
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formacao de um complexo de muteina e LAG-3.

52. Método, de acordo com a reivindicacao 51, caracterizado
pelo fato de que compreende, ainda, detectar o complexo da muteina e
LAG-3.

53. Método, de acordo com a reivindicacao 51 ou 52, carac-
terizado pelo fato de que a amostra bioldgica € isolada de um ser hu-
mano.

54. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes
51 a 53, caracterizado pelo fato de que a amostra compreende fluido

corporal.
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Figura 2

Figura 28
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Figura 28 {vontinuagis)
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Figurs 28
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Figura 2B {continuacao}
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Figura 3
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RESUMO
Patente de Invencdo: “MUTEINAS DE LIPOCALINA COM AFINIDADE
DE LIGACAO PARA LAG-3".

A presente invencao refere-se a muteinas de lipocalina lacri-
mal humana que se ligam especificamente a LAG-3, que pode ser usado
em aplicacbes farmacéuticas, por exemplo, como agentes anticancer
e/ou moduladores imunes para o tratamento ou prevencao de doencgas
humanas, tal como cancer, doencas infecciosas e doencas autoimunes.
A presente descricdo mostra, ainda, as muteinas de lipocalina humanas
podem inibir a ligacdo de LAG-3 a MHC classe Il em células que supe-
rexpressam MHC classe Il. A presente descricdo também se refere a
métodos para produzir muteinas de lipocalina de ligacdo a LAG-3 des-
critas no presente documento assim como composi¢cdes que compreen-
dem tais muteinas de lipocalina. A presente descricao refere-se, ainda,
a moléculas de acido nucleico que codificam tais muteinas de lipocalina
e a métodos para geracao de tais muteinas de lipocalina e moléculas
de &cido nucleico. Adicionalmente, o pedido descreve usos terapéuticos
e/ou diagnédsticos dessas muteinas de lipocalina assim como composi-

cbes que compreendem uma ou mais de tais muteinas de lipocalina.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

AD7 1TC5DF301TA985E

Campo 2

8 6 195 4 7E9 9B4 68 6B

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: LISTAGEM DE SEQUENCIA DE TRADUC,AO 30 OU 60
- Data de Geracao do Cdédigo: 04/09/2019
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 18:12:41
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. AD71C5DF301A985E
- Campo 2: 8619547E99B4686B
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