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Relatorio Descritivo da Patente de Invengéo para "PROTE-
iNAS DE FUSAO IMUNOMODULADORAS".
REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS

[0001] Este pedido reivindica o beneficio e a prioridade ao pedido

de patente provisério U.S. numero de série 62/564.145, depositado em
27 de setembro de 2017, que € aqui incorporado por referéncia na sua
totalidade.

CAMPO DE INVENCAO

[0002] O campo da invencdo € a biologia molecular, especifica-

mente imunologia e proteinas de fusao, por exemplo, proteinas de fu-
sao do receptor de citocina.
ANTECEDENTES

[0003] As citocinas sdo pequenas proteinas de sinalizagao celular

secretadas que possuem uma ampla faixa de atividades, incluindo a
regulagdo do crescimento celular e a diferenciacdo e modulagéo da
fungdo imune. Citocinas, receptores de citocina e certas outras protei-
nas imunomoduladoras tém sido utilizadas como terapéutica para tra-
tar uma variedade de condicbes médicas. No entanto, a administracao
de tais proteinas, por exemplo, por vias subcutaneas ou vasculares,
pode resultar em localizacdo celular e extracelular inadequada, limi-
tando assim a atividade terapéutica e/ou aumentando o risco de toxici-
dade.

[0004] A IL-10 é uma citocina homodimérica com propriedades
imunorreguladoras produzidas pelas células, incluindo células Th2 ati-
vadas, células B, queratindcitos, mondcitos e macrofagos (Moore et al.
(1993) ANNU. REV. IMMUNOL. 11:165). A IL-10 inibe a ativacao e as fun-
cOes efetoras de uma variedade de células incluindo as células T, mo-
nécitos e macrofagos. Em particular, a IL-10 inibe a sintese da citocina,
incluindo a IL-1, IFN-y e TNF, através das células tais como células Th1,

células exterminadoras naturais, mondcitos e macréfagos (Fiorentino et
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al. (1989) J. Exp. MED. 170:2081-2095; Fiorentino et al. (1991) J. Iu-
MUNOL. 146:3444; Hsu et al. (1992) INT. IMMUNOL. 4:563; Hsu et al.
(1992) INT. IMMUNOL. 4:563; D'Andrea et al. (1993) J. Exp. MED.
178:1041; de Waal Malefyt et al. (1991) J. EXP. MED. 174:915; Fiorenti-
no et al. (1991) J. IMMUNOL. 147:3815). Varios patogenos, incluindo
patdgenos intracelulares, provocam a produgao de IL-10 para retardar
ou paralisar a remocao eficaz do patdogeno pelo sistema imunoldgico
(Moore et al. (1993) supra).

[0005] Apesar dos avancos que foram feitos até o momento no
tratamento de disturbios mediados pela IL-10, existe uma necessidade
com relagao a terapias aprimoradas para o tratamento de tais distur-
bios.

SUMARIO DA INVENCAO

[0006] A invencgao baseia-se, em parte, na descoberta de sequén-

cias ligantes que melhoram a fungdo das proteinas de fusdo, por
exemplo, proteinas de fusdo do receptor de citocina, por exemplo, pro-
teinas de fusao do receptor de IL-10 (IL-10R), por exemplo, proteinas
de fusdo da subunidade alfa do receptor de IL-10 (IL-10RA), por
exemplo, coletores de IL-10. As sequéncias ligantes podem permitir
que uma parte da ligagdo ao ligante de uma proteina de fusao (por
exemplo, um receptor de citocina) se ligue de maneira ideal a um li-
gante (por exemplo, uma citocina), fornecer a colocalizagédo espacial e
temporal de dois ou mais componentes de uma proteina de fusao (por
exemplo, duas subunidades de uma citocina dimérica), otimizar a ex-
pressdo de um vetor de expressao (por exemplo, um vetor viral), redu-
zir a imunogenicidade ou fornecer um sitio de clivagem para levar em
conta a liberagdo de um componente da proteina de fusdo. Por exem-
plo, as sequéncias ligantes podem fornecer flexibilidade suficiente para
permitir que um dominio de ligagédo ao ligante de um receptor de cito-

cina adote uma conformacéo nativa no contexto de uma proteina de
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fusdo e minimizar a imunogenicidade potencial da proteina de fuséo
para uso como agente terapéutico.

[0007] Em um aspecto, a invencao fornece uma proteina de fuséo
isolada que compreende, por exemplo, em uma orientacdo de N- a C-
terminal: uma primeira parte de um dominio extracelular, dominio da
transmembrana ou dominio intracelular de uma citocina, receptor de
citocina ou proteina imunomoduladora; um ligante de aminoacido; e
pelo menos uma de uma segunda parte de um dominio extracelular,
dominio da transmembrana ou dominio intracelular de uma citocina,
receptor de citocina ou proteina imunomoduladora; uma regido de do-
bradica de imunoglobulina (Ig); e um dominio Fc de imunoglobulina
(Ig). Em certas modalidades, o ligante compreende de cerca de 5 a
cerca de 40 residuos de aminoacido. Em certas modalidades, a prote-
ina de fusdo compreende uma parte de um receptor de IL-10, por
exemplo, um receptor de IL-10 humano, por exemplo, IL-10RA.

[0008] Em outro aspecto, a invengao fornece uma proteina de fu-
sdo isolada que compreende, em uma orientagdo N- a C-terminal: uma
parte soluvel de um dominio extracelular de um receptor de citocina;
um ligante de aminoacido; uma regido de dobradi¢ca de imunoglobulina
(Ig); € um dominio Fc de imunoglobulina (Ig); em que o ligante com-
preende de cerca de 5 a cerca de 40 residuos de aminoacidos. Em
certas modalidades, o receptor de citocina € um receptor de IL-10, por
exemplo, um receptor de IL-10 humano, por exemplo, IL-10RA.

[0009] Em certas modalidades de qualquer uma das proteinas de
fusdo precedentes, o ligante de aminoacido pode compreender, por
exemplo, de cerca de 5 a cerca de 15, de cerca de 5 a cerca de 20, de
cerca de 5 a cerca de 20, de cerca de 5 a cerca de 30, de cerca de 10
a cerca de 15, de cerca de 10 a cerca de 20, de cerca de 10 a cerca
de 30, de cerca de 10 a cerca de 40, de cerca de 15 a cerca de 20, de

cerca de 15 a cerca de 30 ou de cerca de 15 a cerca de 40 residuos
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de aminoacidos.

[0010] Em certas modalidades de qualquer uma das proteinas de
fusdo precedentes, a sequéncia do ligante de aminoacido € derivada
de uma proteina humana enddgena, por exemplo, IgG1, 1gG2, IgG3,
lgG4, 1gA1, IgA2, IgD, IgE, IgM, albumina ou caseina. Em certas mo-
dalidades, o ligante de aminoacido compreende uma parte C-terminal
de um dominio CH1 de imunoglobulina (lg), por exemplo, um dominio
CHM de IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgD, IgE ou IgM. Em cer-
tas modalidades, o ligante de aminoacido compreende uma sequéncia
de aminoacido selecionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 53, SEQ ID NO: 54 e SEQ ID NO: 57. Em certas modalidades,
o ligante de aminoacido compreende uma parte C-terminal de um do-
minio CH1 de IgG1, por exemplo, o ligante de aminoacido compreende
uma sequéncia de aminoacido selecionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 53, SEQ ID NO: 54 e SEQ ID NO: 57, por exemplo, a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO: 57.

[0011] Em certas modalidades de qualquer uma das proteinas de
fusdo precedentes, o ligante de aminoacido compreende uma sequén-
cia derivada de uma citocina, molécula de sinalizac&o, proteina ou
peptideo imunomodulador ou um peptideo biologicamente ativo.

[0012] Em certas modalidades de qualquer uma das proteinas de
fusdo precedentes, o ligante de aminoacido compreende um sitio de
clivagem, por exemplo, um sitio de clivagem proteolitica, por exemplo,
um sitio de clivagem proteolitico que é clivado por uma protease pre-
sente no reticulo endoplasmatico ou golgi de uma célula eucaridtica.
Em certas modalidades, o sitio de clivagem proteolitica € um sitio de
clivagem de furina, por exemplo, um sitio de clivagem de furina com-

preendendo a sequéncia RX1X2R (SEQ ID NO: 50), em que X é qual-
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quer aminoacido e Xz é Lys ou Arg, por exemplo, um sitio de clivagem
de furina compreendendo a sequéncia RAKR (SEQ ID NO: 51). Em
certas modalidades de qualquer uma das proteinas de fusao prece-
dentes, o ligante de aminoacido é proteoliticamente estavel em um
mamifero ou planta.

[0013] Em certas modalidades de qualquer uma das proteinas de
fusdo precedentes, a parte soluvel de um dominio extracelular de um
receptor de citocina € uma parte soluvel de um dominio extracelular da
IL-10R humana, por exemplo, IL-10RA. Por exemplo, em certas moda-
lidades, a parte soluvel de um dominio extracelular de um receptor de
citocina compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 12 ou
os residuos de aminoacido 22 a 229 da SEQ ID NO: 12.

[0014] Em certas modalidades de qualquer uma das proteinas de
fusao precedentes, a proteina de fusdo compreende um ou mais de IL-
10, TGF-B, um receptor de TGF[, por exemplo, o receptor de TGFf
tipo Il (TBRII), CD80, CD19, CD20, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-9, IL-12B/p40, IL-23A/p19, IL27A/p28, IL-27B/EBI3, IL-15,
CD154, CD70, TNF-alta, CD86, CD137, CD137L, BORIS/CTCFL,
FGF, ICAM, IL-24, GM-CSF, MAGE, NY-ESO-1, angiostatina, endosta-
tina, acetilcolina, interferon-gama, DKK1/Wnt, p53, Ox40L, GM-CSF,
uma proteina de fusdo do receptor de IL-15, GITRL, CD40L, CD70,
flagelina secretada, IL-12, timidina cinase, uma cadeia pesada ou ca-
deia leve de anticorpo anti-PD-1, uma cadeia pesada ou cadeia leve
de anticorpo anti-PD-L1 e uma cadeia pesada ou cadeia leve de anti-
corpo anti-CTLA-4 ou um fragmento funcional destas.

[0015] Em certas modalidades de qualquer uma das proteinas de
fusdo precedentes, a regido de dobradica de Ig € selecionada de uma
regiao de dobradica de 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, 1gG4, IgA1, IgA2, IgD,
IgE e IgM, e o dominio Fc de Ig é selecionado dos dominios Fc de
IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgD, IgE e IgM. Em certas modali-
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dades, a regido de dobradiga e o dominio Fc de Ig juntos compreen-
dem uma sequéncia de aminoacido selecionada de SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20 e SEQ ID NO: 21.
Em certas modalidades, o dominio Fc de Ig, a regido de dobradica de
Ig e 0 dominio CH1 de Ig s&o derivados de uma unica imunoglobulina.

[0016] Em certas modalidades de qualquer uma das proteinas de
fusdo precedentes, a proteina de fusdo compreende uma sequéncia
de aminoacidos selecionada de SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ
ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID
NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO:
32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 e
SEQ ID NO: 58. Em certas modalidades, a proteina de fusdo compre-
ende uma sequéncia de aminoacido selecionada de SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 e SEQ ID NO: 58. Em certas modali-
dades, a proteina de fusdo compreende a sequéncia de aminoacido da
SEQ ID NO: 58.

[0017] Em certas modalidades de qualquer uma das proteinas de
fusdo precedentes, a proteina de fusdo compreende uma sequéncia
de aminoacido tendo mais do que 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia selecio-
nada de SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO:
25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO : 29,
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 e SEQ ID NO: 58.

[0018] Em outro aspecto, a invengao fornece uma proteina de li-
gagao a citocina dimérica compreendendo duas de qualquer uma das
proteinas de fusdo precedentes covalentemente ligadas entre si, em
que cada proteina de fusdo compreende um dominio extracelular de

um receptor de citocina e em que os dois dominios extracelulares jun-
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tos definem um sitio de ligagao para uma citocina.

[0019] Em outro aspecto, a invencado fornece um acido nucleico
que compreende uma sequéncia nucleotidica que codifica qualquer
uma das proteinas de fusao precedentes.

[0020] Em outro aspecto, a invengao fornece um vetor de expres-
sao que compreende qualquer um dos acidos nucleicos precedentes.
[0021] Em outro aspecto, a invencao fornece uma célula hospedei-
ra que compreende qualquer um dos vetores de expressao preceden-
tes. Em outro aspecto, a invengédo fornece um método para produzir
uma proteina de fusdo que compreende o crescimento de uma célula
hospedeira sob condi¢cdes para expressar a proteina de fusao e purifi-
car a proteina de fusdo. Em outro aspecto, a invencao fornece um me-
todo para expressar uma proteina de fusdo em uma célula alvo, com-
preendendo a exposi¢cao da célula a uma quantidade eficaz de qual-
quer um dos vetores de expressao precedentes. Em certas modalida-
des, a proteina de fusao é clivada pés-translacional em duas cadeias
polipeptidicas.

[0022] Em outro aspecto, qualquer uma das proteinas de fusédo ou
vetores de expressao precedentes pode ser utilizada, por exemplo,
para reduzir a atividade da citocina em um individuo, tratando assim
varias indicagbes médicas que sao mediadas por uma citocina, por
exemplo, IL-10. Em outro aspecto, qualquer uma das proteinas de fu-
sao ou vetores de expressao precedentes pode ser utilizada para inibir
a proliferagao de células tumorais in vitro e/ou in vivo, inibir o cresci-
mento do tumor em um individuo com sua necessidade ou tratar o
cancer em um individuo com sua necessidade. O individuo pode ser,
por exemplo, um animal, por exemplo, um mamifero, por exemplo, um
ser humano, por exemplo, um ser humano pediatrico. Por exemplo,
quando administradas a um individuo humano com cancer, as protei-

nas de fusdo ou os vetores de expressao inibem ou reduzem o cres-
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cimento do tumor, ou reduzem a carga tumoral no individuo.

[0023] Em certas modalidades, o cancer pode ser selecionado de
melanoma, carcinoma de células escamosas da pele, carcinoma ba-
socelular, cancer de cabeca e pescoco, cancer de mama, cancer anal,
cancer cervical, cancer de pulmao de células ndo pequenas, mesoteli-
oma, cancer de pulmio de pequenas células, carcinoma de células
renais, cancer de prostata, cancer gastroesofagico, cancer colorretal,
cancer testicular, cancer de bexiga, cancer de ovario, cancer de figa-
do, carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma, cancer de cérebro e
sistema nervoso central, cancer de tireoide, cancer de paratireoide
(por exemplo, carcinoma da paratireoide), cancer endometrial, cancer
neuroenddcrino, linfoma (por exemplo, Hodgkin e ndo Hodgkin), leu-
cemia, carcinoma de células de Merkel, tumores estromais gastrointes-
tinais, mieloma multiplo, cancer uterino, um sarcoma, cancer renal,
cancer ocular, cancer pancreatico e um cancer de células germinativas
(por exemplo, cancer de células germinativas do ovario). Em certas
modalidades, o cancer pode ser selecionado de leucemia, cancer de
mama, cancer de pulmao, cancer de pancreas, cancer de endomeétrio,
cancer de ovario, cancer de prostata, cancer cervical, cancer de ceére-
bro, cancer de pele, cancer colorretal, cancer de estémago, cancer de
cabeca e pescoco e leucemia.

[0024] Em certas modalidades, a proteina de fusdo ou o vetor de
expressao € administrado em combinagdo com uma ou mais terapias
selecionadas de cirurgia, radiagdo, quimioterapia, imunoterapia, tera-
pia hormonal e viroterapia. Em certas modalidades, a proteina de fu-
sao ou o vetor de expressao € administrado em combinagdo com um
linfocito, por exemplo, uma célula T, por exemplo, uma célula T CAR.
[0025] Qualquer uma das proteinas de fusdo ou vetores de ex-
pressao precedentes também pode ser utilizada para tratar uma con-

dicdo inflamatdria ou infeccado em um individuo com sua necessidade.
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[0026] Estes e outros aspectos e vantagens da invengao sao ilus-
trados pelas seguintes figuras, descricao detalhada e reivindicacdes.
DESCRICAO DOS DESENHOS

[0027] A invencao pode ser mais completamente compreendida

com referéncia aos seguintes desenhos.

[0028] A FIGURA 1A descreve um esquema de um receptor de
citocina dimérico na superficie celular (esquerda), um anticorpo (meio)
e uma fusdo de receptor-Fc que se liga de maneira ideal a uma citoci-
na alvo (direita). A FIGURA 1B representa uma fusdo de receptor-Fc,
por exemplo, um coletor de citocina, que é estericamente for¢cada a
partir da ligacédo ideal a uma citocina alvo (esquerda), ou que adota
uma configuragao de ligacao ideal (direita).

[0029] A FIGURA 2 representa um alinhamento de sequéncia das
sequéncias de aminoacido dos dominios CH1 de IgG1, IgG2, IgG3,
lgG4, IgA1, IgA2, IgD, IgE e IgM humanos (parte superior) e dominios
CH2 (parte inferior).

[0030] A FIGURA 3 representa um Western blot para Stat3 fosfori-
lado apds o tratamento de células reporteres com IL-10 e/ou as protei-
nas de fusdo IL-10RA IL-10R-IgG e IL-10R-Fc, conforme indicado.
Stat3 total foi utilizado como um controle de carga. A atividade da IL-
10 foi marcadamente reduzida por IL-10R-IgG em comparagao com IL-
10R-Fc.

DESCRICAO DETALHADA

[0031] A invencao fornece uma proteina de fusdo recombinante

para uso no tratamento de uma variedade de condi¢gdes médicas, por
exemplo, na inibicdo da proliferacdo de uma célula tumoral, inibi¢do do
crescimento tumoral, tratamento do cancer, tratamento de uma condi-
cao inflamatdria ou tratamento de uma infecgdo, em um individuo. As
proteinas de fusdo exemplares compreendem: uma primeira parte de

um dominio extracelular, dominio da transmembrana ou dominio intra-
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celular de uma citocina, receptor de citocina ou proteina imunomodu-
ladora; um ligante de aminoacido; e pelo menos uma de uma segunda
parte de um dominio extracelular, dominio da transmembrana ou do-
minio intracelular de uma citocina, receptor de citocina ou proteina
imunomoduladora; uma regidao de dobradi¢ca de imunoglobulina (lg); ou
um dominio Fc de imunoglobulina (Ig). Estd contemplado que a primei-
ra e a segunda partes podem ser partes da mesma proteina ou partes
de proteinas diferentes e, mesmo se a mesma proteina, a primeira e a
segunda partes podem ser partes diferentes da mesma proteina. Em
certas modalidades, o ligante compreende de cerca de 5 a cerca de 40
residuos de aminoacido. As proteinas de fusdo exemplares da inven-
cao incluem coletores de citocina.

[0032] Um coletor de citocina, por exemplo, um coletor de IL-10, é
uma molécula contendo uma parte soluvel do dominio extracelular de
um receptor de citocina, por exemplo, um receptor de IL-10 (IL-10R),
por exemplo, uma subunidade alfa do receptor de IL-10 (IL-10RA) pro-
jetada para ligar ou sequestrar uma citocina alvo. Em um coletor de
citocina, o dominio extracelular de um receptor de citocina pode ser
fundido a uma regidao de dobradica de imunoglobulina (Ig) e dominio
Fc de imunoglobulina (Ig) que pode levar em conta, por exemplo, o
aumento da estabilidade, funcdes efetoras de Fc e/ou multimerizagao,
por exemplo, dimerizagdo. A dimerizacdo proporcionada pela fusao a
uma regido de dobradi¢ca de Ig e um dominio Fc de Ig é particularmen-
te vantajosa para receptores de citocina que existem como complexos
de receptor diméricos na superficie celular, tais como, por exemplo,
TBRIL.

[0033] Os coletores de citocina convencionais, por exemplo, os
coletores de IL-10, compreendem duas cadeias polipeptidicas, cada
uma das cadeias polipeptidicas compreendendo uma parte soluvel de

um dominio extracelular de um receptor de citocina fundido a uma re-
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giao de dobradica de Ig e um dominio Fc de Ig. A parte soluvel do do-
minio extracelular do receptor de citocina € tipicamente fundida dire-
tamente com a regido de dobradica de lIg, sem nenhuma sequéncia
interveniente. As duas cadeias polipeptidicas estao ligadas covalente-
mente por ligagdes de dissulfeto entre residuos de cisteina em cada
uma das regides de dobradiga de Ig. Cada cadeia polipeptidica forne-
ce uma parte soluvel de um dominio extracelular de um receptor de
citocina, por exemplo, IL-10R, por exemplo, IL-10RA, e as duas partes
soluveis de um dominio extracelular de um receptor de citocina defi-
nem entre si um sitio de ligagdo para uma citocina. Uma representa-
cdo esquematica de um receptor de citocina dimérico, uma molécula
de imunoglobulina (anticorpo) e uma proteina dimérica compreenden-
do duas proteinas de fusdo ligadas covalentemente, cada uma com-
preendendo uma parte soluvel de um dominio extracelular de um re-
ceptor de citocina fundido a uma regido de dobradica de Ig e um do-
minio Fc de Ig é representado na FIGURA 1A.

[0034] A invengao baseia-se, em parte, na descoberta de que os
coletores de citocina convencionais compreendendo uma proteina de
fusdo de uma parte soluvel de um dominio extracelular de um receptor
de citocina para uma regido de dobradica de Ig e dominio Fc de Ilg, por
exemplo, coletores de IL-10, ndo se ligam de modo ideal a citocina al-
vo. Por exemplo, um coletor de IL-10 convencional nao fornece flexibi-
lidade suficiente entre os dois dominios de ligacédo de ligante de IL-10
para permitir que os dois dominios de ligacdo de ligante de IL-10 se
reunam em uma configuracéo ideal para definir um sitio de ligagcéo a
IL-10.

[0035] Assim, em um aspecto, a invencgao fornece uma proteina de
fusado isolada que compreende, em uma orientagdo N- para C-terminal:
uma parte soluvel de um dominio extracelular de um receptor de cito-

cina; um ligante de aminoacido; uma regido de dobradica de imuno-
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globulina (lg); e um dominio Fc de imunoglobulina (Ig); em que o ligan-
te compreende de cerca de 5 a cerca de 40 residuos de aminoacido. A
sequéncia de ligante permite, por exemplo, que o dominio de ligacao
no dominio extracelular do receptor de citocina se ligue de maneira
ideal a sua citocina alvo. Isto € especialmente importante quando a
proteina de ligagéo a citocina for um dimero que compreende duas
das proteinas de fusdo precedentes que juntas definem um sitio de
ligacédo para ligar a citocina alvo. Sem o ligante, os dois dominios de
ligacdo podem ser estericamente impedidos de formar o sitio de liga-
cao ideal (FIGURA 1B). Varias caracteristicas e aspectos da invencao
sao debatidos com maiores detalhes abaixo.

|. Proteinas de Fuséao

[0036] As proteinas de fusdo exemplares podem compreender:
uma primeira parte de um dominio extracelular, dominio da transmem-
brana ou dominio intracelular de uma citocina, receptor de citocina ou
proteina imunomoduladora; um ligante de aminoacido; e pelo menos
uma de uma segunda parte de um dominio extracelular, dominio da
transmembrana ou dominio intracelular de uma citocina, receptor de
citocina ou proteina imunomoduladora; uma regido de dobradi¢ca de
imunoglobulina (Ig); € um dominio Fc de imunoglobulina (Ig). Por
exemplo, uma proteina de fusdo divulgada pode compreender, em
uma orientacdo N- para C-terminal: uma parte soluvel de um dominio
extracelular de um receptor de citocina; um ligante de aminoacido;
uma regido de dobradiga de imunoglobulina (lg); e um dominio Fc de
imunoglobulina (lg); em que o ligante compreende de cerca de 5 a
cerca de 40 residuos de aminoacidos.

[0037] As citocinas exemplares incluem IL-1a, IL-13, IL-18, IL-2,
IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15, IL-3, IL-5, GM-CSF, IL-6, IL-11, G-CSF, IL-
12, LIF, OSM, IL-10, IL-20, IL-14, IL-16, IL-17, IFN-a, IFN-B, IFN-y,
CD154, LT-B, TNF-a, TNF-B, 4-1BBL APRIL, CD70, CD153, CD178,
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GITRL, LIGHT, OX40L, TALL-1, TRAIL, TWEAK, TRANCE, TGF-p1,
TGF-B2, TGF-B3, Epo, Tpo, Fit-3L, SCF, M-CSF e MSP.

[0038] Como aqui utilizado, uma proteina "imunomoduladora" refe-
re-se a uma proteina que modula a fungao do sistema imunoldgico de
um individuo. As proteinas imunomoduladoras podem, por exemplo,
modular a funcao de, por exemplo, células B, células T e/ou a produ-
cao de anticorpos. As proteinas imunomoduladoras exemplares inclu-
em inibidores do ponto de verificagdo. As proteinas imunomoduladoras
exemplares podem incluir, por exemplo, CTLA-4, CD70, IL-2, CD40L,
OX40L, IL-12, IL-7, PD-1 ou PD-L1, ou qualquer proteina que module
a sua atividade. Outras proteinas imunomoduladoras exemplares po-
dem incluir um anticorpo anti-PD-1 ou um anticorpo anti-PD-L1.

[0039] Como aqui utilizado, uma "parte soluvel de um dominio ex-
tracelular de um receptor de citocina" refere-se a qualquer dominio ex-
tracelular de um receptor de citocina ou fragmento de um dominio ex-
tracelular de um receptor de citocina que é capaz de se ligar a uma
citocina alvo. Entende-se que a parte soluvel de um dominio extracelu-
lar de um receptor de citocina também contempla as partes do dominio
extracelular que compreendem um dominio de ligacdo que, isolada-
mente ou em combinagdo com um segundo dominio de ligagdo (por
exemplo, no caso de proteinas de fusao diméricas), € capaz de se li-
gar a uma citocina alvo.

[0040] Os receptores de citocina exemplares incluem receptores
de citocina do tipo | (por exemplo, receptores de GM-CSF, receptores
de G-CSF, receptores de IL tipo |, receptores de Epo, receptores de LIF,
receptores de CNTF ou receptores de TPO), receptores de citocina do
tipo Il (por exemplo, receptores de IL-10, receptores de IFN-alfa (por
exemplo, IFNAR1 ou IFNAR2), receptores de IFN-beta, receptores de
IFN-gama (por exemplo, IFNGR1 ou IFNGR2), receptores de quimiocina

(por exemplo, receptores de quimiocina CC, receptores de quimiocina
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CXC, receptores de quimiocina CX3C ou receptores de quimiocina
XC), receptores da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNFRs;
por exemplo, TNFRSF5/CD40, TNFRSF8/CD30, TNFRSF7/CD27,
TNFRSF1A/TNFR1/CD120a ou TNFRSF1B/TNFR2/CD120b), recepto-
res da superfamilia de TGFB (por exemplo, receptor do tipo | de TGFf
ou receptor do tipo Il de TGFB) ou receptores da superfamilia de imu-
noglobulina (Ig) (por exemplo, receptores de interleucina-1, CSF-1R,
PDGFR (por exemplo, PDGFRA ou PDGFRB) ou SCFR). Os recepto-
res de citocina preferidos incluem receptores de citocina diméricos, por
exemplo, receptores da superfamilia de TGF@, por exemplo, o receptor
de TGFB do tipo Il humano (TBRII). Em certas modalidades, a parte
soluvel de um dominio extracelular de um receptor de citocina é uma
parte soluvel de um dominio extracelular da IL-10R humana, por
exemplo, IL-10RA humana, por exemplo, compreendendo a sequéncia
de aminoacido da SEQ ID NO: 12 , ou uma sequéncia de aminoacido
tendo mais do que 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identi-
dade de sequéncia com a SEQ ID NO: 12 e/ou seu fragmento que
compreende um dominio de ligagao que se liga a IL-10.

[0041] A parte soluvel do dominio extracelular de um receptor de
citocina mantém sua capacidade de se ligar ao seu ligante nativo. Em
certas modalidades, a parte soluvel do dominio extracelular retém pelo
menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou 95% da atividade de ligagdo ao
seu ligante nativo quando comparado com o receptor de citocina de
comprimento total.

[0042] Em certas modalidades, a proteina de fusdo pode compre-
ender, por exemplo, um ou mais de TBRII, TGF-B, CD80, CD19, CD20,
IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-12B/p40, IL-23A/p19,
IL-27A/p28, 1L-27B/EBI3, IL-15, CD154, CD70, TNF-alfa, CD86,
CD137, CD137L, BORIS/CTCFL, FGF, ICAM, IL-24, GM-CSF, MAGE,

NY-ESO-1, angiostatina, endostatina, acetilcolina, interferon-gama,
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DKK1/Wnt, p53, Ox40L, GM-CSF, uma proteina de fusdo do receptor
de IL-15, GITRL, CD40L, CD70, flagelina secretada, IL-12, timidina
cinase, uma cadeia pesada ou cadeia leve de anticorpo anti-PD-1,
uma cadeia pesada ou cadeia leve de anticorpo anti-PD-L1 e uma ca-
deia pesada ou cadeia leve de anticorpo anti-CTLA-4, ou seu fragmen-
to funcional.

[0043] Como utilizado nesta invencao, o termo "regido de dobradi-
¢a de imunoglobulina (Ig)" refere-se a sequéncia de aminoacidos que
tipicamente conecta os dominios CH1 e CH2 de uma regido constante
de cadeia pesada de imunoglobulina. Uma regido de dobradica de Ig
pode incluir, por exemplo, um ou mais residuos de cisteina capazes de
formar ligagdes de dissulfeto com residuos de cisteina em outra cadeia
de proteina. Como aqui utilizado, o termo "dominio Fc de imunoglobu-
lina (Ig)" refere-se a um fragmento de uma regido constante de cadeia
pesada de imunoglobulina que € capaz de se ligar a um receptor Fc.
Um dominio Fc de Ig pode incluir, por exemplo, um dominio CH2 e
CHS3 de imunoglobulina (Ig). Os limites entre os dominios CH1, CH2 e
CHS3 de Ig sdo bem conhecidos na técnica e podem ser encontrados,
por exemplo, no banco de dados PROSITE (disponivel na Internet em
prosite.expasy.org). Para maior clareza, os alinhamentos das sequéncias
de aminoacido dos dominios CH1 e CH2 de IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4,
IgA1, IgA2, IgD, IgE e IgM humanos sao fornecidos na FIGURA 2.

[0044] Em certas modalidades, a regiao de dobradica de Ig € sele-
cionada de uma regiao de dobradica de IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA1,
IgA2, IgD, IgE e IgM, e o dominio Fc de Ig € selecionado de um domi-
nio Fc de IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA1, IgA2, IgD, IgE e IgM. Em cer-
tas modalidades, a regido de dobradica e o dominio Fc de Ig juntos
compreendem uma sequéncia de aminoacido selecionada das SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO:
17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20 e SEQ ID NO: 21.
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Em certas modalidades, a regido de dobradica e o dominio Fc de Ig
juntos compreendem uma sequéncia de aminoacidos tendo mais do
que 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade com uma
sequéncia selecionada das SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO:
19, SEQ ID NO: 20 e SEQ ID NO: 21.

[0045] O ligante de aminoacido pode permitir que uma parte de
ligac&o ao ligante de uma proteina de fusao (por exemplo, um receptor
de citocina) se ligue de maneira ideal a um ligante (por exemplo, uma
citocina), forneca co-localizacdo temporal e espacial de dois ou mais
componentes de uma proteina de fusdo (por exemplo, duas subunida-
des de uma citocina dimérica), otimize a expressao de um vetor de ex-
pressdo (por exemplo, um vetor viral), reduza a imunogenicidade ou
forneca um sitio de clivagem para levar em conta a liberagdo de um
componente da proteina de fuséo.

[0046] O ligante de aminoacido pode compreender, por exemplo,
de cerca de 5 a cerca de 15, de cerca de 5 a cerca de 20, de cerca de
5 a cerca de 25, de cerca de 5 a cerca de 30, de cerca de 5 a cerca de
35, de cerca de 5 a cerca de 40, de cerca de 10 a cerca de 15, de cer-
ca de 10 a cerca de 20, de cerca de 10 a cerca de 25, de cerca de 10
a cerca de 30, de cerca de 10 a cerca de 35, de cerca de 10 a cerca
de 40, de cerca de 15 a cerca de 20, de cerca de 15 a cerca de 25, de
cerca de 15 a cerca de 30, de cerca de 15 a cerca de 35 ou de cerca
de 15 a cerca de 40 residuos de aminoacidos. Os aminoacidos no li-
gante podem ser aminoacidos de ocorréncia natural ou aminoacidos
modificados.

[0047] Em certas modalidades, a sequéncia de ligante de aminoa-
cidos € derivada de uma proteina humana enddgena, por exemplo,
IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, I1gA1, 1gA2, IgD, IgE, IgM, albumina ou casei-

na. Em certas modalidades, o ligante de aminoacido compreende uma
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parte C-terminal, por exemplo, de cerca de 5 a cerca de 40 aminoaci-
dos, de um dominio CH1 de imunoglobulina (Ig), por exemplo, um do-
minio CH1 de IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgD, IgE ou IgM. Em
certas modalidades, o ligante de aminoacido compreende uma se-
quéncia de aminoacido selecionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9. SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11,
SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59,
SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63 e
SEQ ID NO: 64. Em certas modalidades, o ligante de aminoacido
compreende uma sequéncia tendo mais do que 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
aminoacido selecionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 8, SEQ ID NO: 9. SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:
53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60,
SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63 e SEQ ID NO: 64.

[0048] Uma proteina ou polipeptideo é "derivada de" uma proteina
ou polipeptideo de referéncia se compreender uma sequéncia de ami-
noacido que € substancialmente semelhante a toda ou uma parte cor-
respondente da sequéncia de aminoacidos do tipo selvagem da prote-
ina ou polipeptideo de referéncia. Em certas modalidades, uma protei-
na ou polipeptideo que é derivada de uma proteina ou polipeptideo do
tipo selvagem pode ter uma ou mais substituicbes de aminoacidos em
relagdo a proteina ou polipeptideo do tipo selvagem. Por exemplo,
contempla-se que uma proteina ou polipeptideo que é derivada de
uma proteina ou polipeptideo do tipo selvagem possa ter mais do que
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identi-
dade de sequéncia com a proteina ou polipeptideo de tipo selvagem.

Além disso, € contemplado que uma proteina ou polipeptideo que é
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derivada de uma proteina ou polipeptideo do tipo selvagem pode con-
ter substituicdes mais conservadoras em relagdo a proteina ou poli-
peptideo do tipo selvagem. Como aqui utilizado, o termo "substituicdo
conservadora" refere-se a uma substituicdo com um aminoacido estru-
turalmente semelhante. Por exemplo, substituicbes conservadoras po-
dem incluir aquelas dentro dos seguintes grupos: Ser e Cys; Leu, lle, e
Val; Glu e Asp; Lys e Arg; Phe, Tyr, e Trp; e GIn, Asn, Glu, Asp, e His.
As substituicbes conservadoras também podem ser definidas pelo al-
goritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), a matriz de subs-
tituicao BLOSUM (por exemplo, matriz BLOSUM 62) ou a matriz PAM
de substituicdo:p (por exemplo, a matriz PAM 250).

[0049] Em certas modalidades, a sequéncia de ligante de aminoa-
cido é derivada de uma citocina, molécula de sinalizacao, proteina ou
peptideo imunomodulador ou um peptideo biologicamente ativo.

[0050] Outras sequéncias de ligante contempladas incluem ligan-
tes ricos em glicina e serina, por exemplo, (G4S)s (SEQ ID NO: 49).
Sequéncias de ligante exemplares adicionais sédo divulgadas, por
exemplo, em George et al. (2003) PROTEIN ENGINEERING 15:871-879 e
Patentes U.S. Nos. 5.482.858 e 5.525.491.

[0051] Em certas modalidades, o ligante de aminoacido pode
compreender um sitio de clivagem, por exemplo, um sitio de clivagem
proteolitico ou ndo proteolitico. Em certas modalidades, o sitio de cli-
vagem proteolitica é clivado por uma protease presente em um tecido,
organela ou compartimento intracelular especifico. Em certas modali-
dades, o ligante compreende um sitio de clivagem proteolitica e dois
residuos de cisteina que resultam em uma ligacao de dissulfeto apos a
clivagem proteolitica. Em certas modalidades, o sitio de clivagem pro-
teolitica é clivado por uma protease selecionada de uma metaloprotei-
nase matriz (MMP), furina, PC1, PC2, PC3, catepsina B, proteinase 3

e caspase 3. Em certas modalidades, o sitio de clivagem & um sitio de
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clivagem proteolitica que € clivado por uma protease que esta presen-
te no reticulo endoplasmatico ou golgi de uma célula eucariética. Em
certas modalidades, o sitio de clivagem proteolitica € um sitio de cliva-
gem de furina. A furina € uma protease que esta de modo onipresente
expressa e esta localizada no golgi, onde reconhece a sequéncia de
consenso RX1X2R (SEQ ID NO: 50), em que X € qualquer aminoacido
e X2 € Lys ou Arg, e cliva apés a Arg final. A furina desempenha um
papel biolégico na clivagem de pro-peptideos de proteinas que séo
trafegadas através dos golgi. Em conformidade, em certas modalida-
des o sitio de clivagem proteolitica € um sitio de clivagem de furina
que compreende a sequéncia RX1X2R (SEQ ID NO: 50), em que X1 &
qualquer aminoacido e X2 é Lys ou Arg, por exemplo, um sitio de cli-
vagem de furina compreendendo a sequéncia RAKR (SEQ ID NO: 51).
[0052] Em certas modalidades, o Fc de Ig, a regiao de dobradica
de Ig e o dominio CH1 de Ig sédo derivados de uma unica imunoglobu-
lina.

[0053] Em certas modalidades, a proteina de fusdo compreende
uma sequéncia de aminoacido selecionada de SEQ ID NO: 22, SEQ
ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID
NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO:
31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 e
SEQ ID NO: 58. Em certas modalidades, uma proteina de fusdo divul-
gada compreende uma sequéncia de aminoacido tendo mais do que
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia
com uma sequéncia selecionada de SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27,
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31,
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 e
SEQ ID NO: 58.

[0054] A identidade da sequéncia pode ser determinada de varias
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maneiras que estado dentro da habilidade na técnica, por exemplo, utili-
zando software de computador disponivel ao publico tal como o sof-
tware BLAST, BLAST-2, ALIGN ou Megalign (DNASTAR). A analise
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) utilizando o algoritmo em-
pregado pelos programas blastp, blastn, blastx, tblastn e tblastx (Karlin
et al., (1990) PROC. NATL. ACAD. Scl. USA 87:2264-2268; Altschul,
(1993) J. MoL. EvoL. 36, 290-300; Altschul et al., (1997) NUCLEIC ACIDS
RES. 25:3389-3402, incorporado por referéncia) € adaptada para pes-
quisa de similaridade de sequéncia. Para um exame de questdes basi-
cas na pesquisa de bancos de dados de sequéncia, ver Altschul et al.,
(1994) NATURE GENETICS 6:119-129, que é totalmente incorporado por
referéncia. Aqueles versados na técnica podem determinar os parame-
tros apropriados para medir o alinhamento, incluindo quaisquer algo-
ritmos necessarios para alcangar o alinhamento maximo ao longo de
todo o comprimento das sequéncias sendo comparadas. Os parame-
tros de pesquisa para histograma, descri¢gdes, alinhamentos, expecta-
tiva (isto &, o limite de significancia estatistica para relatérios corres-
pondentes contra as sequéncias de banco de dados), ponto de corte,
matriz e filtro estdo nas configuragdes padrdao. A matriz de pontuacao
padrao utilizada por blastp, blastx, tblastn e tblastx € a matriz BLO-
SUMG62 (Henikoff et al., (1992) PROC. NATL. ACAD. Scl. USA 89:10915-
10919, totalmente incorporado por referéncia). Quatro parametros
blastn podem ser ajustados como se segue: Q = 10 (penalidade de
criacao da abertura); R = 10 (penalidade de extensdo da abertura);
wink = 1 (gera ocorréncias de palavras em todas as posigdes
wink.sup.th da consulta); e gapw = 16 (define a largura da janela na
qual os alinhamentos de abertura sdo gerados). As configuragbes
equivalentes dos parametros Blastp podem ser Q = 9; R = 2; wink = 1;
e gapw = 32. As pesquisas também podem ser conduzidas utilizando o

parametro NCBI (National Center for Biotechnology Information)
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BLAST Advanced Option (por exemplo: -G, Custo para abrir o espago
[Inteiro]: padrdo = 5 para nucleotideos/11 para proteinas; -E, Custo
para estender o espaco [Inteiro]: padrao = 2 para nucleotideos/1 para
proteinas; -q, Penalidade por incompatibilidade de nucleotideo [Intei-
ro]: padrao = -3; -r, recompensa por correspondéncia de nucleotideo
[Inteiro]: padrao = 1; -e, valor esperado [Real]: padrao = 10; -W, tama-
nho das palavras [Inteiro]: padrdo = 11 para nucleotideos / 28 para
megablast / 3 para proteinas; -y, Dropoff (X) para extensdes blast em
bits: padrao = 20 para blastn / 7 para outros; -X, valor de dropoff X pa-
ra alinhamento de abertura (em bits): padrao = 15 para todos os pro-
gramas, ndo aplicavel ao blastn; e —Z, valor final de dropoff X para ali-
nhamento de abertura (em bits): 50 para blastn, 25 para os outros). O
ClustalW para alinhamentos de proteinas aos pares também pode ser
utilizado (os parametros padrdo podem incluir, por exemplo, matriz
Blosum62 e penalidade de extensao de abertura = 10 e penalidade de
extensdo de abertura = 0,1). Uma comparacédo Bestfit entre as se-
quéncias, disponivel no pacote GCG versao 10.0, utiliza os parametros
de DNA GAP = 50 (penalidade de criagdo de abertura) e LEN = 3 (pe-
nalidade de extensao de abertura) e as configuragdes equivalentes
nas comparacoes de proteinas sdo GAP =8 e LEN = 2.

[0055] Em um aspecto, a invencao fornece uma proteina de liga-
cao a citocina compreendendo duas proteinas de fusdo, em que cada
proteina de fusdo compreende em uma orientacdo N- a C-terminal:
uma parte soluvel de um dominio extracelular de um receptor de cito-
cina; um ligante de aminoacido; uma regido de dobradiga de imuno-
globulina (lg); € um dominio Fc de imunoglobulina (Ig); em que o ligan-
te compreende de cerca de 5 a cerca de 40 residuos de aminoacido,
em que as duas proteinas de fusdo sdo covalentemente ligadas entre
si e em que os dois dominios extracelulares juntos definem um sitio de

ligacdo para uma citocina.
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[0056] A proteina de ligagao a citocina pode compreender duas
das proteinas de fusdo precedentes covalentemente ligadas entre si,
em que cada proteina de fusdo compreende um dominio extracelular
de um receptor de citocina e em que os dois dominios extracelulares
juntos definem um sitio de ligagdo para uma citocina. As proteinas de
fusdo podem ser ligadas covalentemente, por exemplo, através de li-
gacoes de dissulfeto entre os residuos de cisteina na regiao de dobra-
dica de Ig de cada proteina de fusdo. Em certas modalidades, as pro-
teinas de fusdo, monomeéricas ou multiméricas (por exemplo, diméri-
cas) retém pelo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou 95% da ativida-
de de ligagao do ligante alvo quando comparadas com o receptor nati-
vo de citocina de comprimento total.

[0057] Em certas modalidades, uma proteina de ligagéo a citocina
da invencgao liga uma citocina com uma Kp de 200 nM, 100 nM, 20 nM,
15 nM, 10 nM, 9 nM, 8 nM, 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM,
50 pM, 25 pM ou mais baixa. Em certas modalidades, uma proteina de
ligacdo a citocina da invencgao liga uma citocina com uma Kp de 200
nM a 100 nM, de 200 nM a 20 nM, de 200 nM a 10 nM, de 200 nM a 5
nM, de 200 nM a 1 nM, de 200 nM a 50 pM, de 200 nM a 25 pM, de
100 nM a 20 nM, de 100 nM a 10 nM, de 100 nM a 5 nM, de 100 nM a
1 nM, de 100 nM a 50 pM, de 100 nM a 25 pM, de 20 nM a 10 nM, de
20 nM a 5 nM, de 20 nM a 1 nM, de 20 nM a 50 pM, de 20 nM a 25
pM, de 10 nM a 5 nM, de 10 nM a 1 nM, de 10 nM a 50 pM, de 10 nM
a 25 pM, de 5nMa 1 nM, de 5 nM a 50 pM, de 5 nM a 25 pM, de 1 nM
a 50 pM, de 1 nM a 25 pM ou de 50 pM a 25 pM. Em certas modalida-
des, uma proteina de ligagcédo a citocina da invencao liga a IL-10 com
uma Kp de 200 nM, 100 nM, 20 nM, 15 nM, 10 nM, 9 nM, 8 nM, 7 nM,
6 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM, 50 pM, 25 pM ou mais baixa. Em
certas modalidades, uma proteina de ligagdo a citocina da invengao
liga a IL-10 com uma Kp de 200 nM a 100 nM, de 200 nM a 20 nM, de
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200 nM a 10 nM, de 200 nM a 5 nM, de 200 nM a 1 nM, de 200 nM a
50 pM, de 200 nM a 25 pM, de 100 nM a 20 nM, de 100 nM a 10 nM,
de 100 nM a 5 nM, de 100 nM a 1 nM, de 100 nM a 50 pM, de 100 nM
a 25 pM, 20 nM a 10 nM, de 20 nM a 5 nM, de 20 nM a 1 nM, de 20
nM a 50 pM, de 20 nM a 25 pM, de 10 nM a 5 nM, de 10 nM a 1 nM,
de 10 nM a 50 pM, de 10 nM a 25 pM, de 5 nM a 1 nM, de 5 nM a 50
pM, de 5 nM a 25 pM, de 1 nM a 50 pM, de 1 nM a 25 pM, ou de 50
pM a 25 pM. Os valores de Kp podem ser determinados por métodos
bem conhecidos na técnica, incluindo ressonancia de plasmon superfi-
cial ou métodos de interferometria de biocamada.

[0058] As proteinas de fusdo exemplares da invengao incluem pro-
teinas que compreendem uma sequéncia de aminoacido selecionada
de SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25,
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29,
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 e SEQ ID NO: 58. Para maior clareza,
as sequéncias dos elementos individuais dessas proteinas e as protei-
nas das quais as sequéncias dos elementos individuais foram deriva-
das, incluindo a parte soluvel de um dominio extracelular de um recep-
tor de citocina, o ligante de aminoacido, a regido de dobradica de Ig e

o dominio Fc de Ig, sado apresentadas na TABELA 1.
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TABELA 1

Fonte do Receptor

Fonte do Ligante

Fonte da Dobradica de Ig / Fonte Fc de Ig

Proteina
SEQ ID do Receptor SEQ ID do Ligante SEQ ID da Dobradica de Ig / Fc de Ig
IL-10RA dominio CH1 de 1gG1 IgG1

SEQ ID NO: 22
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO: 13
IL-10RA dominio CH1 de IgG1 IgG1

SEQ ID NO: 55
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 53 SEQ ID NO: 13
IL-10RA dominio CH1 de IgG1 IgG1

SEQ ID NO: 56
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 54 SEQ ID NO: 13
IL-10RA dominio CH1 de IgG1 IgG1

SEQ ID NO: 58
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 57 SEQ ID NO: 13
IL-10RA dominio CH1 de IgG2 IgG2

SEQ ID NO: 23
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO: 14
IL-10RA dominio CH1 de IgG3 IgG3

SEQ ID NO: 24
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 3 SEQ ID NO: 15
IL-10RA dominio CH1 de IgG4 IgG4

SEQ ID NO: 25
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 4 SEQ ID NO: 16

SEQ ID NO: 26 | IL-10RA dominio CH1 de IgA1 IgA1
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i Fonte do Receptor Fonte do Ligante Fonte da Dobradica de Ig / Fonte Fc de Ig

roteina
SEQ ID do Receptor SEQ ID do Ligante SEQ ID da Dobradica de Ig / Fc de Ig
SEQ ID NO: 12 SEQID NO: 5 SEQ ID NO: 17
IL-10RA dominio CH1 de IgA2 IgA2

SEQ ID NO: 27
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 6 SEQ ID NO: 18
IL-10RA dominio CH1 de IgD IgD

SEQ ID NO: 28
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 19
IL-10RA dominio CH1 de IgE IgE

SEQ ID NO: 29
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 20
IL-10RA dominio CH1 de IgM IgM

SEQ ID NO: 30
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO: 21
IL-10RA Albumina IgG1

SEQ ID NO: 31
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 13
IL-10RA Caseina IgG1

SEQ ID NO: 32
SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 13
mIL-10RA dominio CH1 de migG1 | migG1

SEQ ID NO: 33
SEQ ID NO: 34 SEQ ID NO: 35 SEQ ID NO: 36
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TABELA 2
Sequéncia de Proteina Sequéncia de Acido Nucleico
SEQ ID NO: 22 SEQ ID NO: 37
SEQ ID NO: 23 SEQ ID NO: 38
SEQ ID NO: 24 SEQ ID NO: 39
SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO: 40
SEQ ID NO: 26 SEQ ID NO: 41
SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 42
SEQ ID NO: 28 SEQ ID NO: 43
SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 44
SEQ ID NO: 30 SEQ ID NO: 45
SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO: 46
SEQ ID NO: 32 SEQ ID NO: 47

ll. Producao da proteina de fusdo

[0059] Os métodos para a producao de proteinas de fusdo da in-
vengao sao conhecidos na técnica. Por exemplo, as moléculas de
DNA que codificam uma proteina de fus&o divulgada podem ser quimi-
camente sintetizadas utilizando as informacdes de sequéncia aqui for-
necidas. Moléculas de DNA sintético podem ser ligadas a outras se-
quéncias de nucleotideo apropriadas, incluindo, por exemplo, sequén-
cias de controle de expressao, para produzir constru¢gdes convencio-
nais de expressao génica que codificam a proteina de fusdo desejada.
A producgao de construgdes genéticas definidas esta dentro da rotina
de habilidade na técnica. Sequéncias de acido nucleico exemplares
SEQ ID NOs: 37 a 47, que codificam as proteinas de fusdo das SEQ
ID NOs: 22 a 32, podem ser observadas na TABELA 2.

[0060] Os acidos nucleicos que codificam as proteinas de fusdo
desejadas podem ser incorporados (ligados) a vetores de expressao,
que podem ser introduzidos nas células hospedeiras através de técni-

cas convencionais de transfeccdo ou transformacdo. Células hospe-
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deiras exemplares sao células de E. coli, células de ovario de hamster
chinés (CHO), células Hela, células renais de hamster bebé (BHK),
células renais de macaco (COS), células de carcinoma hepatocelular
humano (por exemplo, Hep G2) e células de mieloma. As células hos-
pedeiras transformadas podem ser cultivadas sob condi¢gdes que per-
mitem que as células hospedeiras expressem o0s genes que codificam
a proteina de fusdo desejada.

[0061] As condicdes especificas de expressao e purificacao varia-
rdao dependendo do sistema de expressao empregado. Por exemplo,
se um gene deve ser expresso em E. coli, ele € em primeiro lugar clo-
nado em um vetor de expressao através do posicionamento do gene
planejado a jusante de um promotor bacteriano adequado, por exem-
plo, Trp ou Tac, e uma sequéncia de sinal procariética. A proteina se-
gregada expressa se acumula nos corpos refratarios ou de inclusao e
pode ser colhida apds a ruptura das células por prensa francesa ou
aplicagao de energia sonora. Os corpos refratarios sdo entdo solubili-
zados, e as proteinas redobradas e clivadas por métodos conhecidos
na técnica.

[0062] Se o gene planejado deve ser expresso em células hospe-
deiras eucarioticas, por exemplo, células de CHO, ele é em primeiro
lugar inserido em um vetor de expressao contendo um promotor euca-
ridtico adequado, um sinal de secrecdo, uma sequéncia poli A e um
cédon de parada, e, opcionalmente, pode conter intensificadores e va-
rios introns. A constru¢édo do gene pode ser introduzida nas células
hospedeiras eucaribticas utilizando técnicas convencionais.

[0063] Um polipeptideo compreendendo uma proteina de fusdo
divulgada pode ser produzido mediante o cultivo (cultura) de uma célu-
la hospedeira transfectada com um vetor de expressao que codifica
essa proteina, sob condi¢cbes que permitem a expressao do polipepti-

deo. Apds a expressao, o polipeptideo pode ser colhido e purificado ou
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isolado utilizando técnicas conhecidas na técnica, por exemplo, mar-
cadores de afinidade tais como Proteina A, Proteina G, glutationa-S-
transferase (GST) e marcadores de histidina.

lll. Vetores de Expressao

[0064] As proteinas de fusdo de interesse podem ser expressas
em uma célula de interesse mediante a incorporagdo de um gene que
codifica uma proteina de fusdo de interesse em um vetor de expressao
apropriado. Como aqui utilizado, "vetor de expressao" refere-se a um
vetor compreendendo um polinucleotideo recombinante compreen-
dendo sequéncias de controle de expressao ligadas de maneira ope-
ravel a uma sequéncia de nucleotideos a ser expressa. Um vetor de
expressdo compreende elementos de acao cis suficientes para ex-
pressao; outros elementos para expressao podem ser fornecidos pela
célula hospedeira ou em um sistema de expresséo in vitro. Os vetores
de expressao incluem todos aqueles conhecidos na técnica, tais como
cosmideos, plasmideos (por exemplo, nus ou contidos em liposso-
mos), retrotranspésons (por exemplo, transportar, adormecida) e virus
(por exemplo, lentivirus, retrovirus, adenovirus e virus adeno-
associados) que incorporam o polinucleotideo recombinante de inte-
resse.

[0065] Em certas modalidades, um vetor de expressao divulgado é
um vetor viral. Os termos "vetor viral" e "virus" s&o utilizados aqui de
modo trocavel para se referir a qualquer um dos parasitas intracelula-
res obrigatérios que ndo possuem mecanismo de sintese de proteina
ou de geracgdo de energia. O genoma viral pode ser RNA ou DNA. Os
virus uteis na pratica da presente invencao incluem virus de DNA e
RNA com envoltérios ou sem envoltérios modificados de forma recom-
binante, preferivelmente selecionados de baculoviridiae, parvoviridiae,
picornoviridiae, herpesviridiae, poxiviridae ou adenoviridiae. Os virus

podem ser modificados por técnicas de DNA recombinante para incluir
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a expressao de transgenes exdégenos e podem ser modificados para
serem deficientes em replicacao, replicantes condicionais ou compe-
tentes em replicacdo. Os vetores virais quiméricos que exploram ele-
mentos vantajosos de cada uma das propriedades do vetor de origem
(Ver, por exemplo, Feng et al. (1997) NATURE BIOTECHNOLOGY 15:866-
870) também podem ser uteis na pratica da presente inven¢do. Embo-
ra seja geralmente favoravel empregar um virus da espécie a ser tra-
tada, em alguns casos pode ser vantajoso utilizar vetores derivados de
diferentes espécies que possuem caracteristicas patogénicas favora-
veis. Por exemplo, os vetores do virus da herpes equina para terapia
genética humana sao descritos na Publicagdo PCT No. WO 98/27216.
Os vetores sao descritos como Uuteis para o tratamento de seres hu-
manos, visto que o virus equino nido € patogénico para os seres hu-
manos. Da mesma forma, os vetores adenovirais de ovinos podem ser
utilizados na terapia génica humana, visto que eles sado reivindicados
para evitar os anticorpos contra os vetores adenovirais humanos. Tais
vetores sao descritos na Publicacdo PCT No. WO 97/06826.

[0066] Em certas modalidades, o vetor viral € um adenovirus. Os
adenovirus sao virus icosaédricos de tamanho médio (90 a 100 nm),
sem envoltérios (nus), compostos de um nucleocapsideo e um geno-
ma de DNA linear de fita dupla. Os adenovirus se replicam no nucleo
das células de mamiferos utilizando o mecanismo de replicacdo do
hospedeiro. O termo "adenovirus" refere-se a qualquer virus do género
Adenoviridiae incluindo, mas n&o limitado a subgéneros de adenovirus
humano, bovino, ovino, equino, canino, suino, murino e simio. Em par-
ticular, os adenovirus humanos incluem os subgéneros de A-F, assim
como os seus sorotipos individuais, os sorotipos individuais e os sub-
géneros de A-F, mas néo limitados a estes, os adenovirus humanos
tipos 1, 2, 3, 4, 4a, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 (Ad11a e Ad11p), 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 19a, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
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32, 33, 34, 34a, 35, 35p, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48 e 91. Preferidos sdo os vetores derivados de adenovirus humano
tipos 2 e 5. Salvo indicagdo em contrario, todos os numeros de nucleo-
tideo do adenovirus tipo 5 sao relativos a sequéncia de referéncia
NCBI AC_000008.1, que € representada aqui na SEQ ID NO: 52.
[0067] O ciclo de replicacdo de adenovirus possui duas fases: uma
fase inicial, durante a qual 4 unidades de transcrigdo (E1, E2, E3 e E4)
sao expressas, € uma fase tardia que ocorre apos o inicio da sintese
de DNA viral e durante a qual as transcrigcdes tardias sdo expressas
principalmente a partir do principal promotor tardio (MLP). As mensa-
gens tardias codificam a maioria das proteinas estruturais do virus. Os
produtos génicos de E1, E2 e E4 sdo responsaveis pela ativacao da
transcricao, transformacéo celular, replicagdao de DNA viral, assim co-
mo outras funcgdes virais, e sdo necessarios para o crescimento viral.
[0068] O termo "ligado de maneira operavel" refere-se a uma liga-
¢ao de elementos de polinucleotideo em uma conexao funcional. Uma
sequéncia de acido nucleico € "ligada de maneira operavel" quando &
colocada em uma conexao funcional com outra sequéncia de acido
nucleico. Por exemplo, um promotor ou intensificador esta de maneira
operavel ligado a um gene se ele afeta a transcricdo do gene. Se-
quéncias de nucleotideo ligadas de maneira operavel sao tipicamente
contiguas. No entanto, visto que os intensificadores geralmente funci-
onam quando separados do promotor por varias quilobases e as se-
quéncias intrbnicas podem ser de comprimentos variaveis, alguns
elementos de polinucleotideo podem estar ligados de maneira opera-
vel, mas nao diretamente flanqueados e podem até funcionar in trans
de um alelo ou cromossomo diferente.

V. Modificacoes da Proteina de Fusao

[0069] Quando utilizada como uma terapéutica, uma proteina de

fusdo pode ser otimizada (por exemplo, maturada por afinidade) para
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melhorar as caracteristicas bioquimicas incluindo afinidade e/ou espe-
cificidade, melhorar propriedades biofisicas incluindo agregacgao, esta-
bilidade, precipitacdo e/ou interacdes nao especificas, e/ou reduzir a
imunogenicidade. Os procedimentos de maturagao por afinidade estao
dentro da habilidade pratica na técnica. Por exemplo, a diversidade
pode ser introduzida em uma proteina de fusao divulgada por rearranjo
de DNA, rearranjo de cadeia, rearranjo de CDR, mutagénese aleatéria
e/ou mutagénese especifica do local.

[0070] Geralmente, uma proteina de fusao otimizada possui pelo
menos a mesma ou substancialmente a mesma (por exemplo, pelo
menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99%) afinidade para um
ligante como a proteina de fusdo néo otimizada (ou de origem) da qual
foi derivada. De preferéncia, uma proteina de fusao otimizada possui
uma maior afinidade com relagdo a um ligante quando comparada com
uma proteina de fusdo de origem.

[0071] As proteinas de fusao (por exemplo, variantes de origem e
otimizadas) podem ser planejadas para conter certas regides constan-
tes (isto é, Fc) com uma funcédo efetiva especificada (por exemplo, ci-
totoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC)). As regides
constantes humanas sao conhecidas na técnica.

[0072] Além disso, se a proteina de fusao for para uso como uma
terapéutica, ela pode ser conjugada com um agente efetor tal como
uma toxina de molécula pequena ou um radionuclideo, utilizando qui-
mica padrao de conjugacao in vitro. Se o agente efetor for um polipep-
tideo, o anticorpo pode ser quimicamente conjugado ao efetor ou uni-
do ao efetor como uma proteina de fusédo. A constru¢cao de proteinas
de fusdo esta dentro da habilidade pratica na técnica.

V. Métodos de Tratamento

[0073] As proteinas de fusao ou vetores de expressao preceden-

tes podem ser utilizados para tratar varias indicacbes médicas. Em
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certas modalidades, as proteinas de fusdo ou vetores de expressao
precedentes podem ser utilizados para tratar indicagdes médicas que
sao mediadas por uma citocina, por exemplo, IL-10. Por exemplo, as
proteinas de fusdo e os vetores de expressdo podem ser utilizados
para tratar varios canceres ou doencas inflamatérias.

[0074] Como utilizado nesta invencao, "tratar", "tratando" e "trata-
mento" significam o tratamento de uma doenga em um individuo, por
exemplo, em um mamifero, por exemplo, em um ser humano. Isso in-
clui: (a) inibir a doencga, isto &, interromper seu desenvolvimento; e (b)
aliviar a doenga, isto &, provocar regressdo do estado doentio. Con-
forme aqui utilizado, os termos "individuo" e "paciente" se referem a
um organismo a ser tratado pelos métodos e composi¢cdes aqui descri-
tos. Tais organismos incluem de preferéncia, mas ndo séo limitados a
estes, mamiferos (por exemplo, murinos, simios, equinos, bovinos, su-
inos, caninos, felinos e similares), e mais preferivelmente incluem se-
res humanos.

[0075] Em certas modalidades, as proteinas de fusdo e os vetores
de expressdo aqui divulgados podem ser utilizados para tratar varios
canceres. As células cancerigenas sdo expostas a uma quantidade
terapeuticamente eficaz da proteina de fusdo ou vetor de expressao,
de modo a inibir ou reduzir a proliferacdo das células cancerigenas.
Em certas modalidades, a administragao de uma quantidade terapeuti-
camente eficaz de uma proteina de fusao ou vetor de expressao a cé-
lulas cancerigenas reduz a atividade da IL-10 nas células em pelo me-
nos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo
menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90% ou pelo menos 95%.
A atividade de IL-10 pode ser testada por Western blot como descrito
no Exemplo 2. Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo ou
vetor de expresséo divulgado pode ser utilizado para inibir o cresci-

mento de tumores em um individuo (por exemplo, um paciente huma-
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no, também referido como um individuo humano), que pode ser execu-
tado mediante a administracdo de uma quantidade eficaz da proteina
de fusdo ou vetor de expresséo ao individuo. Em certas modalidades,
a administracdo de uma quantidade eficaz de uma proteina de fusao
ou vetor de expressédo a um individuo reduz a carga tumoral nesse in-
dividuo em pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo
menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80% ou pelo menos 90%.
[0076] Exemplos de cancer incluem tumores solidos, tumores dos
tecidos macios, tumores hematopoiéticos e lesbes metastaticas.
Exemplos de tumores hematopoiéticos incluem leucemia, leucemia
aguda, leucemia linfoblastica aguda (ALL), ALL de células B, células T
ou FAB, leucemia oidemieloide aguda (AML), leucemia mielocitica
cronica (CML), leucemia linfocitica crénica (CLL), por exemplo, CLL
transformada, linfomas difusos de células B grandes (DLBCL), linfoma
folicular, leucemia de células pilosas, sindrome mielodiplasica (MDS),
um linfoma, doenca de Hodgkin, um linfoma maligno, linfoma nao Ho-
dgkin, linfoma de Burkitt, mieloma multiplo ou Sindrome de Richter
(Transformacao de Richter). Exemplos de tumores sélidos incluem ma-
lignidades, por exemplo, sarcomas, adenocarcinomas e carcinomas,
dos varios sistemas organicos, tais como aqueles que afetam cabeca
e pescoco (incluindo faringe), tireoide, pulmao (carcinoma pulmonar de
pequenas ceélulas ou ndo pequenas células (NSCLC)), mama, linfoide,
gastrointestinal (por exemplo, oral, esofagico, estdbmago, figado, pan-
creas, intestino delgado, célon e reto, canal anal), érgdos genitais e
trato geniturinario (por exemplo, renal, urotelial, bexiga, ovario, uterino,
cervical, endometrial, prostata, testicular), CNS (por exemplo, células
neurais ou gliais, por exemplo, neuroblastoma ou glioma) ou pele (por
exemplo, melanoma).

[0077] Em certas modalidades, o cancer é selecionado de mela-

noma, carcinoma de células escamosas da pele, carcinoma basocelu-
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lar, cancer de cabeca e pescoco, cancer de mama, cancer anal, can-
cer cervical, cancer de pulméao de nao pequenas células, mesotelioma,
cancer de pulmao de pequenas células, carcinoma de células renais,
cancer de prostata, cancer gastroesofagico, cancer colorretal, cancer
testicular, cancer de bexiga, cancer de ovario, cancer de figado, carci-
noma hepatocelular, colangiocarcinoma, cancer de cérebro e sistema
nervoso central, cancer de tireoide, cancer de paratireoide (por exem-
plo, carcinoma de paratireoide), cancer endometrial, cancer neuroen-
décrino, linfoma (por exemplo, Hodgkin e nao Hodgkin), leucemia, car-
cinoma de células de Merkel, tumores estromais gastrointestinais, mi-
eloma multiplo, cancer uterino, um sarcoma, cancer renal, cancer ocu-
lar, cancer pancreatico e um cancer de células germinativas (por
exemplo, cancer de células germinativas do ovario). Em certas moda-
lidades, o cancer pode ser selecionado de leucemia, cancer de mama,
cancer de pulmao, cancer de pancreas, cancer de endométrio, cancer
de ovario, cancer de prostata, cancer cervical, cancer de cérebro, can-
cer de pele, cancer colorretal, cancer de estbmago, cancer de cabecga
e pescoco, e leucemia. Em certas modalidades, o cancer é seleciona-
do de leucemia, cancer de mama, cancer cervical, cancer colorretal,
cancer de pulmao, cancer de pancreas, cancer de prostata, cancer de
estbmago, cancer de cabecga e pescogo, cancer de endométrio e can-
cer de ovario.

[0078] Em certas modalidades, uma proteina de fusao ou vetor de
expressado da divulgacado € administrada para diminuir os niveis de
uma ou mais citocinas em um individuo com sua necessidade (por
exemplo, um individuo com uma condicdo inflamatdria). Em certas
modalidades, uma proteina de fusdo ou vetor de expressao divulgada
pode ser utilizada para tratar uma condicao inflamatéria em um indivi-
duo (por exemplo, um individuo humano), o que pode ser consumado

através da administracdo de uma quantidade eficaz da proteina de fu-
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sao ou vetor de expressao ao individuo.

[0079] Como aqui utilizado, uma condi¢ao inflamatoéria € uma do-
encga ou condicdo caracterizada, no todo ou em parte, pela inflamacgao
ou uma resposta inflamatéria no paciente. As condicdes inflamatérias
trataveis utilizando as proteinas de fusdo ou vetores de expressao da
invencao podem ser caracterizadas, por exemplo, com base no tecido
primario afetado, no mecanismo de ac¢ao subjacente a condicdo ou na
parte do sistema imunoldgico que é regulada ou superativa de maneira
inadequada. Em certas modalidades, exemplos de condi¢des inflama-
térias que podem ser tratadas incluem inflamagao dos pulmdes (por
exemplo, asma, sindrome da angustia respiratoria do adulto, bronqui-
te, inflamacéo pulmonar, fibrose pulmonar e fibrose cistica), articula-
¢cbes (por exemplo, artrite reumatoide, espondilite reumatoide, artrite
reumatoide juvenil, osteoartrite, artrite gotosa e outras condi¢des artri-
ticas), tecido conjuntivo, olhos (por exemplo, uveite (incluindo irite),
conjuntivite, esclerite e ceratoconjuntivite seca), nariz, intestino (por
exemplo, doenga de Crohn, colite ulcerosa, doenca inflamatéria intes-
tinal, sindrome intestinal inflamatoéria e proctite distal), rim (por exem-
plo, glomerulonefrite, nefrite intersticial, nefrite lupica, nefrite secunda-
ria a doenga de Wegener, insuficiéncia renal aguda secundaria a nefri-
te aguda, sindrome de Goodpasture, sindrome pds-obstrutiva e is-
qguemia tubular), figado (por exemplo, hepatite (decorrente de infecgéo
viral, respostas autoimunes, tratamentos medicamentosos, toxinas,
agentes ambientais ou como uma consequéncia secundaria de um dis-
turbio primario), obesidade, atresia biliar, cirrose biliar primaria e co-
langite esclerosante primaria), pele (por exemplo, psoriase, eczema e
dermatite, e. dermatites eczematosas, dermatite topica e seborréica,
dermatite alérgica ou irritante de contato, rachadura de eczema, der-
matite fotoalérgica, dermatite fototdxica, fitofotodermatite, dermatite

por radiacdo e dermatite de estase), sistema nervoso central (por
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exemplo, esclerose multipla e doengas neurodegenerativas tais como
doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson ou deméncia associada a
infecgc&o pelo HIV), sistema vascular (por exemplo, dano ao infarto co-
ronario, doencga vascular periférica, miocardite, vasculite, revasculari-
zacao da estenose, aterosclerose e doenca vascular associada com o
diabetes tipo II), sistema enddcrino (por exemplo, tireoidite autoimune
(doenga de Hashimoto), diabetes tipo I, inflamacao no figado e tecido
adiposo associado ao diabetes tipo Il e inflamagédo aguda e crbnica do
cortex adrenal), coracado ou tecido adiposo. A presente invencao con-
templa que algumas condi¢des inflamatodrias envolvem inflamagéo em
multiplos tecidos. Além do mais, a presente invengao contempla que
algumas condi¢des inflamatérias podem cair em multiplas categorias.
Em certas modalidades, a condi¢céo inflamatéria € uma doenca autoi-
mune. Doencas autoimunes exemplares incluem, mas nao sao limita-
dos a estas, artrite reumatoide, psoriase (incluindo psoriase em pla-
cas), artrite psoriatica, espondilite anquilosante, colite ulcerativa, escle-
rose multipla, lupus, alopecia, pancreatite autoimune, doenga celiaca,
doencga de Behcet, sindrome de Cushing e doenga de Grave. Em cer-
tas modalidades, a condicao inflamatéria € um disturbio reumatoide.
Disturbios reumatoides exemplares incluem, mas nao sao limitados a
estes, artrite reumatoide, artrite juvenil, bursite, espondilite, gota, es-
clerodermia, doencga de Still e vasculite. Note-se que certas categorias
de condicbes se sobrepdem. Por exemplo, a artrite reumatoide € um
disturbio reumatoide inflamatério, um disturbio inflamatério das articu-
lagcdes e um disturbio autoimune.

[0080] O termo "quantidade eficaz", conforme aqui utilizado, refe-
re-se a quantidade de um componente ativo (por exemplo, a quantida-
de de uma proteina de fusdo ou vetor de expressao da presente in-
vengdo) suficiente para efetuar resultados benéficos ou desejados.

Uma quantidade eficaz pode ser administrada em uma ou mais admi-
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nistragdes, aplicagdes ou dosagens e nao se destina a ser limitada a
uma formulag&o ou via de administragao particular.

[0081] Em certas modalidades, uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma proteina de fusdo esta na faixa de 0,1 mg/kg a 100
mg/kg, por exemplo, 1 mg/kg a 100 mg/kg, 1 mg/kg a 10 mg/kg, 1
mg/kg a 5 mg/kg, 10 mg/kg, 7,5 mg/kg, 5 mg/kg ou 2,5 mg/kg. Em cer-
tas modalidades, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um vetor
de expressao, por exemplo, um virus recombinante, esta na faixa de
102 a 10"® unidades formadoras de placas (pfus), por exemplo, 10% a
101°,10%2a 10°, 10°a 10", 10°a 10" ou 10" a 10" unidades formado-
ras de placas. A quantidade administrada dependera de variaveis tais
como o tipo e a extensdo da doenca ou indicagao a ser tratada, a sau-
de geral do paciente, a poténcia in vivo da proteina de fusdo ou vetor
de expressao, a formulagao farmacéutica e a via de administragdo. A
dosagem inicial pode ser aumentada além do nivel superior, a fim de
alcangar rapidamente o nivel sanguineo ou tecidual desejado. Alterna-
tivamente, a dosagem inicial pode ser menor do que a ideal, e a dosa-
gem diaria pode ser aumentada progressivamente durante o curso do
tratamento. A dosagem humana pode ser otimizada, por exemplo, em
um estudo convencional de escalonamento de dose de Fase | projeta-
do para operar de 0,5 mg/kg a 20 mg/kg. A frequéncia de dosagem
pode variar, dependendo de fatores tais como via de administracio,
quantidade de dosagem, meia-vida sérica do anticorpo e a doenca a
ser tratada. As frequéncias de dosagem exemplares sao uma vez por
dia, uma vez por semana e uma vez a cada duas semanas. Uma via
de administragao preferida é a parenteral, por exemplo, infusao intra-
venosa. A formulagdo de drogas a base de proteinas de fusdo ou de
vetores de expressao esta dentro da habilidade pratica na técnica. Em
algumas modalidades, uma proteina de fusé&o ou vetor de expressao é

liofilizada e, em seguida, reconstituida em solugéo salina tamponada,
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no momento da administracao.

[0082] Para uso terapéutico, uma proteina de fusdo ou vetor de
expressao € preferencialmente combinada com um veiculo farmaceu-
ticamente aceitavel. Como aqui utilizado, "veiculo farmaceuticamente
aceitavel" significa tampdes, veiculos e excipientes adequados para
uso em contato com tecidos de seres humanos e animais sem toxici-
dade excessiva, irritacdo, resposta alérgica ou outro problema ou
complicacao, proporcional a uma relacdo de beneficio/risco razoavel.
Os veiculos devem ser "aceitaveis" no sentido de serem compativeis
com os outros ingredientes das formulagcdes e nao prejudiciais para o
destinatario. Os veiculos farmaceuticamente aceitaveis incluem tam-
pdes, solventes, meios de dispersao, revestimentos, agentes isotoni-
cos e retardadores de absorcao e similares, que sdo compativeis com
a administracao farmacéutica. A utilizacao de tais meios e agentes pa-
ra substancias farmaceuticamente ativas é conhecida na técnica.
[0083] As composi¢des farmacéuticas contendo proteinas de fu-
sao ou vetores de expressao aqui divulgados podem ser apresentadas
em uma forma de unidade de dosagem e podem ser preparadas por
qualquer método adequado. Uma composi¢cado farmacéutica deve ser
formulada para ser compativel com a via de administracdo planejada.
Exemplos de vias de administragdo sao administracdes intravenosas
(IV), intradérmicas, inalatérias, intraoculares, intranasais, transdérmi-
cas, topicas, transmucosais e retais.

[0084] Uma via de administracao preferida para proteinas de fuséo
€ a infusdo IV. As formulagdes uteis podem ser preparadas por méto-
dos conhecidos na técnica farmacéutica. Por exemplo, ver Reming-
fon's Pharmaceutical Sciences, 18th ed. (Mack Publishing Company,
1990). Os componentes da formulacdo adequados para administracéao
parenteral incluem um diluente estéril tal como agua para injecéo, so-

lugdo salina, dleos fixos, polietileno glicéis, glicerina, propileno glicol ou
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outros solventes sintéticos; agentes antibacterianos tais como alcool
benzilico ou metil parabenos; antioxidantes tais como acido ascorbico
ou bissulfito de sbédio; agentes quelantes tais como EDTA; tampdes
tais como acetatos, citratos ou fosfatos; e agentes para o ajuste da to-
nicidade tais como cloreto de sodio ou dextrose.

[0085] Para a administracdo intravenosa, veiculos adequados in-
cluem soro fisioldgico, agua bacteriostatica, Cremophor ELTM (BASF,
Parsippany, NJ) ou solugdo salina tamponada com fosfato (PBS). O
veiculo deve ser estavel sob condi¢des de fabricagcdo e armazenamen-
to e deve ser conservado contra microorganismos. O veiculo pode ser
um solvente ou meio de dispersao contendo, por exemplo, agua, eta-
nol, poliol (por exemplo, glicerol, propileno glicol e polietileno glicol li-
quido) e suas misturas adequadas.

[0086] As formulagdes farmacéuticas sao preferivelmente estéreis.
A esterilizagcdo pode ser executada por qualquer método adequado,
por exemplo, filtracdo através de membranas de filtracao estéreis. On-
de a composicao é liofilizada, a esterilizacao por filtro pode ser condu-
zida antes ou apods a liofilizacao e reconstituicdo. Em certas modalida-
des, um veiculo de liberacdo (por exemplo, um virus recombinante)
e/ou um agente terapéutico da invengao € administrado em combina-
¢ao com um inibidor do ponto de verificacdo, por exemplo, um anticor-
po anti-CTLA-4, um anticorpo anti-PD-1, ou um anticorpo anti-PD-L1.
Anticorpos anti-PD-1 exemplares incluem, por exemplo, nivolumab
(Opdivo®, Bristol-Myers Squibb Co.), pembrolizumab (Keytruda®,
Merck Sharp & Dohme Corp.), PDR001 (Novartis Pharmaceuticals) e
pidilizumab (CT-011, Cure Tech). Anticorpos anti-PD-L1 exemplares
incluem, por exemplo, atezolizumab (Tecentriq®, Genentech), duvalu-
mab (AstraZeneca), MEDI4736, avelumab (Bavencio®, EMD Serono),
e BMS 936559 (Bristol Myers Squibb Co.).

[0087] O termo administrado "em combinag¢ao”, como utilizado
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nesta invencgao, entende-se de significar que dois (ou mais) tratamen-
tos diferentes s&o liberados ao individuo durante o curso da aflicao do
individuo com o disturbio, de tal modo que os efeitos dos tratamentos
sobre o individuo se sobrepdem em um momento. Em certas modali-
dades, a liberagdao de um tratamento ainda esta ocorrendo quando a
liberagdo do segundo comecga, para que haja sobreposicdo em termos
de administracdo. As vezes, isso é referido aqui como "liberacdo simul-
tanea" ou "concomitante". Em outras modalidades, a liberacdo de um
tratamento termina antes que a liberagao do outro tratamento se inicie.
Em algumas modalidades de cada caso, o tratamento € mais eficaz
devido a administragdo combinada. Por exemplo, o segundo tratamen-
to € mais eficaz, por exemplo, um efeito equivalente € observado com
menos do segundo tratamento ou o segundo tratamento reduz os sin-
tomas em uma maior extensdo do que seria visto se o segundo trata-
mento fosse administrado na auséncia do primeiro tratamento, ou a
situagao analoga € vista com o primeiro tratamento. Em certas modali-
dades, a liberagao € tal que a redugdo em um sintoma ou outro para-
metro relacionado ao disturbio € maior do que o que seria observado
com um tratamento liberado na auséncia do outro. O efeito dos dois
tratamentos pode ser parcialmente aditivo, totalmente aditivo ou supe-
rior ao aditivo. A liberagcdo pode ser tal que um efeito do primeiro tra-
tamento liberado ainda seja detectavel quando o segundo for liberado.

[0088] Ao longo da descrigao, onde as composigdes, dispositivos e
sistemas sao descritos como tendo, incluindo ou compreendendo
componentes especificos, ou onde processos e métodos sédo descritos
como tendo, incluindo ou compreendendo etapas especificas, contem-
pla-se que, adicionalmente, existem composicoes, dispositivos e sis-
temas da presente invencdo que consistem essencialmente nos, ou
consistem nos, componentes citados, e que existem processos e mé-

todos de acordo com a presente invencdo que consistem essencial-

Peticdo 870200048386, de 17/04/2020, pag. 52/67



41/44

mente nas, ou consistem nas, etapas de processamento citadas.
[0089] No pedido, onde se diz que um elemento ou componente
esta incluido e/ou selecionado de uma lista de elementos ou compo-
nentes recitados, deve ficar entendido que o elemento ou componente
pode ser qualquer um dos elementos ou componentes recitados, ou o
elemento ou componente pode ser selecionado de um grupo que con-
siste em dois ou mais dos elementos ou componentes recitados.

[0090] Além disso, deve ficar entendido que elementos e/ou carac-
teristicas de uma composicdo ou um metodo descrito nesta invengao
podem ser combinados de varias maneiras, sem se afastar do espirito
e do escopo da presente invencgdo, sejam aqui explicitos ou implicitos.
Por exemplo, onde ¢ feita referéncia a um virus particular, esse virus
pode ser utilizado em varias modalidades de composi¢cdes da presente
invencao e/ou em métodos da presente invengdo, a menos que seja
entendido de outra forma a partir do contexto. Em outras palavras,
dentro deste pedido, as modalidades foram descritas e representadas
de uma maneira que permite que uma aplicagao clara e concisa seja
escrita e desenhada, mas é planejado e sera observado que as moda-
lidades podem ser combinadas ou separadas de varias maneiras sem
se separar dos presentes ensinamentos e invengdes. Por exemplo,
sera observado que todas as caracteristicas descritas e representadas
nesta invengao podem ser aplicaveis a todos os aspectos das inven-
¢Oes aqui descritas e representadas.

[0091] Deve ficar entendido que a expressao "pelo menos um de"
inclui individualmente cada um dos objetos recitados apos a expressao
e as varias combinagdes de dois ou mais dos objetos recitados, a me-
nos que seja entendido de outra forma a partir do contexto e uso. A
expressao "e/ou" em conexao com trés ou mais objetos recitados deve
ser compreendida de ter o mesmo significado, a ndo ser que de outra

maneira compreendida a partir do contexto.
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[0092] O uso do termo "incluir", "inclui", "incluindo", "possuir",
"possui”, "tendo", "conter", "contém" ou "contendo", incluindo seus
equivalentes gramaticais, deve ser entendido de uma forma geral co-
mo aberto e nao limitativo, por exemplo, ndo excluindo os elementos
ou etapas adicionais néo recitados, a ndo ser que especificamente
mencionado ou compreendido de outra maneira a partir do contexto.
[0093] Onde o uso do termo "cerca de" esta antes de um valor
quantitativo, a presente invengdo também inclui o proprio valor quanti-
tativo especifico, a menos que seja especificado de outra forma. Con-
forme utilizado nesta invencao, o termo "cerca de" refere-se a uma va-
riacdo de = 10% do valor nominal, a ndo ser que de outra maneira in-
dicada ou inferida.

[0094] Deve ficar entendido que a ordem das etapas ou a ordem
para executar determinadas agdes é imaterial, contanto que a presen-
te invengao permanecga operacional. Além disso, duas ou mais etapas
ou agdes podem ser conduzidas simultaneamente.

[0095] O uso de qualquer um e todos os exemplos ou linguagem
exemplar nesta invencao, por exemplo, "tal como" ou "incluindo”, des-
tina-se apenas para melhor ilustrar a presente invencao e nao repre-
senta uma limitagao no escopo da invengao, a menos que reivindica-
do. Nenhuma linguagem no relatério descritivo deve ser interpretada
como indicativo de qualquer elemento n&o reivindicado como essencial
para a pratica da presente invencgao.

EXEMPLOS

[0096] Os seguintes Exemplos sdo meramente ilustrativos e ndo
se destinam a limitar o escopo ou o conteudo da invengao de modo
algum.

Exemplo 1: Construgao do Plasmideo de Proteina de Fusao IL-10RA
[0097] Este exemplo descreve a produgao de plasmideos e veto-

res de expressao viral que codificam as proteinas de fusao IL-10RA.
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[0098] Sequéncias de nucleotideo que codificam uma série de pro-
teinas de fusao IL-10RA humanas foram geradas. Uma primeira prote-
ina de fusao, hlL-10R-IgG1 (SEQ ID NO: 58), incluiu os residuos 1 a
229 da IL-10RA humana (terminando em SLTRQ), imediatamente se-
guidos pelos residuos 84 a 330 da sequéncia de IgG1 humana (come-
¢ando com NVNHK). Uma segunda proteina de fusdo, hlL-10R-Fc
(SEQ ID NO: 48), incluiu os residuos 1 a 235 da IL-10RA humana
(terminando com FTVTN), imediatamente seguidos pelos residuos 104
a 324 da IgG1 humana (comecando em DKTHT). Os detalhes das pro-
teinas de fus&o sdo mostrados na Tabela 3.

TABELA 3

Proteina | Residuos de | Residuos
de Fusao | hiL-10RA de higG1

Jungao de hiL-10RA-hlgG1

hIL-10R- SLTRQ-NVNHKPSNTKVDKRVEPKSC
1a229 84 a 330
IgG1 DKT
hIL-10R- SLTRQYFTVTN-DKTHT
- 1a235 104 a 324
C

[0099] As sequéncias de nucleotideo que codificam as proteinas
de fusdo foram clonadas em plasmideos para aplicagdes a jusante,
conforme apropriado. Em particular, vetores adenovirais recombinan-
tes foram gerados os quais ndo expressavam transgene, hlL-10R-IgG1
ou hlL-10RA-Fc.

Exemplo 2: Atividade da Proteina de Fusdo IL-10R

[00100] As células A549 (células de cancer de pulmao humano) fo-
ram infectadas com vetores virais que ndo expressam transgene, hiL-
10R-lgG1 ou hIL-10RA-Fc, conforme descrito no Exemplo 1, em 10
MOI, e cultivadas durante quatro dias. O meio condicionado da cultura
celular foi coletado e as células THP-1 (mondécitos leucémicos huma-
nos) foram colocadas em suspensdo no meio condicionado em 5 x 10°
células/ml. As células foram tratadas com IL-10 humana em 50 ng/ml a

37 °C durante 30 minutos ou mantidas como controles. Para testar a
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atividade da IL-10, a proteina celular extraida das células THP-1 foi
sondada por Western blot para Stat3 fosforilado. Stat3 total foi utilizado
como controle de carga.

[00101] A IL-10 induziu a fosforilacdo de Stat3 em células THP-1
cultivadas em meio condicionado a partir de células infectadas com
vetores virais que nao expressam nenhum transgene ou hlL-10RA-Fc.
No entanto, a IL-10 ndo induziu a fosforilacdo de Stat3 nas células
THP-1 cultivadas em meio condicionado a partir de células infectadas
com o virus que expressa hlL10R-1gG. Estes resultados demonstram
que a proteina de fusdo hlL-10R-IgG1 bloqueou a IL-10 de ativar a
cascata de sinalizacao de Stat3.

INCORPORACAO POR REFERENCIA

[00102] Toda a divulgagcédo de cada um dos documentos de patente

e artigos cientificos aqui mencionados é incorporada por referéncia
para todos os propdositos.
EQUIVALENTES

[00103] A invencgao pode ser incorporada em outras formas especi-

ficas sem se afastar do espirito ou das suas caracteristicas essenciais.
As modalidades anteriores devem, portanto, ser consideradas em to-
dos os aspectos ilustrativos, e nao limitativos, na invencéao aqui descri-
ta. O escopo da invengao €, portanto, indicado pelas reivindicagdes
anexas, e nao pela descricao anterior, e todas as alteracbes que se
enquadram no significado e na faixa de equivaléncia das reivindica-

cOes devem ser adotadas nesta invencao.
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REIVINDICAGOES

1. Proteina de fusdo isolada, caracterizada pelo fato de que

compreende:

(i) uma parte de um receptor de IL-10; e

(i) um ligante de aminoacido; e pelo menos um de

(iii) uma parte de um dominio extracelular, dominio da
transmembrana ou dominio intracelular de uma citocina, receptor de
citocina ou proteina imunomoduladora;

(iv) uma regido de dobradica de imunoglobulina (Ig); ou

(v) um dominio Fc de imunoglobulina (Ig).

2. Proteina de fusdo isolada de acordo com a reivindicagao
1, caracterizada pelo fato de que o ligante compreende de cerca de 5
a cerca de 40 residuos de aminoacido.

3. Proteina de fusao isolada, caracterizada pelo fato de que
compreende uma orientagcdo N- a C-terminal:

(i) uma parte soluvel de um dominio extracelular de um
receptor de IL-10;

(i) um ligante de aminoacido;

(iif) uma regido de dobradi¢a de imunoglobulina (Ig); e

(iv) um dominio Fc de imunoglobulina (19);

em que o ligante compreende de cerca de 5 a cerca de
40 residuos de aminoacido.

4. Proteina de fusao isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que o ligante com-
preende de cerca de 5 a cerca de 30 residuos de aminoacido.

5. Proteina de fusao isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que o ligante com-
preende de cerca de 5 a cerca de 20 residuos de aminoacido.

6. Proteina de fusédo isolada de acordo com qualquer uma

das reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que o ligante com-
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preende de cerca de 5 a cerca de 15 residuos de aminoacido.

7. Proteina de fusao isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que o ligante com-
preende de cerca de 10 a cerca de 40 residuos de aminoacido.

8. Proteina de fusao isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que o ligante com-
preende de cerca de 10 a cerca de 30 residuos de aminoacido.

9. Proteina de fusao isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que o ligante com-
preende de cerca de 10 a cerca de 20 residuos de aminoacidos.

10. Proteina de fusdo isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que o ligante com-
preende de cerca de 10 a cerca de 15 residuos de aminoacidos.

11. Proteina de fusao isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 10, caracterizada pelo fato de que o ligante
compreende uma sequéncia derivada de uma proteina humana endo-
gena.

12. Proteina de fusao isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 11, caracterizada pelo fato de que o ligante
compreende uma parte C-terminal de um dominio CH1 de imunoglobu-
lina (Ig).

13. Proteina de fusdo isolada de acordo com a reivindica-
cao 12, caracterizada pelo fato de que o dominio CH1 de Ig é selecio-
nado de um dominio CH1 de 1gG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgD,
IgE e IgM.

14. Proteina de fusdo isolada de acordo com a reivindica-
¢ao 13, caracterizada pelo fato de que o ligante compreende uma se-
guéncia de aminoacido selecionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54
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e SEQ ID NO: 57.

15. Proteina de fusao isolada de acordo com a reivindica-
cao 14, caracterizada pelo fato de que o dominio CH1 de Ig € um do-
minio CH1 de I1gG1.

16. Proteina de fusdo isolada de acordo com a reivindica-
cao 15, caracterizada pelo fato de que o ligante compreende uma se-
quéncia de aminoacido selecionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 53,
SEQ ID NO: 54 e SEQ ID NO: 57.

17. Proteina de fusao isolada de acordo com a reivindica-
¢do 16, caracterizada pelo fato de que o ligante compreende a se-
guéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 57.

18. Proteina de fusdo isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 11, caracterizada pelo fato de que o ligante
compreende uma sequéncia derivada de uma proteina humana seleci-
onada de albumina e caseina.

19. Proteina de fusao isolada de acordo com a reivindica-
cao 18, caracterizada pelo fato de que o ligante compreende uma se-
quéncia de aminodacido selecionada de SEQ ID NO: 10 e SEQ ID NO:
11.

20. Proteina de fusédo isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagcbes 1 a 11, caracterizada pelo fato de que o ligante
compreende uma sequéncia derivada de uma citocina, molécula de
sinalizagao, proteina imunomoduladora ou um peptideo.

21. Proteina de fusédo isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagcbes 1 a 20, caracterizada pelo fato de que o ligante
compreende um sitio de clivagem.

22. Proteina de fusdo isolada de acordo com a reivindica-
cao 21, caracterizada pelo fato de que o sitio de clivagem é um sitio de
clivagem proteolitica.

23. Proteina de fusdo isolada, de acordo com a reivindica-
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cao 22, caracterizada pelo fato de que o sitio de clivagem proteolitica é
clivado por uma protease que esta presente no reticulo endoplasmati-
co ou golgi de uma célula eucarioética.

24. Proteina de fusdo isolada de acordo com a reivindica-
¢cao 22 ou 23, caracterizada pelo fato de que o sitio de clivagem prote-
olitica € um sitio de clivagem de furina.

25. Proteina de fusdo isolada de acordo com a reivindica-
cao 24, caracterizada pelo fato de que o sitio de clivagem de furina
compreende RX1X2R (SEQ ID NO: 50), em que X1 € qualquer aminoa-
cido e X2 é Lys ou Arg.

26. Proteina de fusdo isolada de acordo com a reivindica-
¢cao 22, caracterizada pelo fato de que o sitio de clivagem de furina
compreende RAKR (SEQ ID NO: 51).

27. Proteina de fusao isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 20, caracterizada pelo fato de que o ligante
compreende uma sequéncia de aminoacidos que € proteoliticamente
estavel em um mamifero ou planta.

28. Proteina de fusao isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 27, caracterizada pelo fato de que o receptor de
IL-10 € um receptor de IL-10 humano.

29. Proteina de fuséo isolada de acordo com a reivindica-
cao 28, caracterizada pelo fato de que a porgao soluvel de um dominio
extracelular de um receptor de IL-10 compreende a sequéncia de ami-
noacido da SEQ ID NO: 12.

30. Proteina de fusdo isolada de acordo com a reivindica-
cdo 28, caracterizada pelo fato de que a parte soluvel de um dominio
extracelular de um receptor de IL-10 compreende os residuos de ami-
nodacido 22 a 229 da SEQ ID NO: 12.

31. Proteina de fusado isolada de acordo com qualquer uma

das reivindicacdes 1 a 30, caracterizada pelo fato de que o dominio Fc
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de Ig e a regidao de dobradiga sao selecionados de um dominio e regi-
ao de dobradiga humano de 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1, IgA2, IgD,
IgE e Fc IgM.

32. Proteina de fus&o isolada de acordo com a reivindica-
¢ao 31, caracterizada pelo fato de que o dominio Fc de Ig e a regido
de dobradica compreendem uma sequéncia de aminoacido seleciona-
da de SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:
16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20 e
SEQ ID NO: 21.

33. Proteina de fusédo isolada de acordo com a reivindica-
¢cao 32, caracterizada pelo fato de que o dominio Fc de Ig e a regido
de dobradica sdo um dominio Fc de IgG1 humano e uma regido de
dobradiga.

34. Proteina de fusao isolada de acordo com a reivindica-
¢ao 33, caracterizada pelo fato de que o dominio Fc de Ig e a regido
de dobradiga compreendem a sequéncia de aminoacido da SEQ ID
NO: 13.

35. Proteina de fusao isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 34, caracterizada pelo fato de que o dominio Fc
de lg, a regido de dobradi¢ca de Ig e o dominio CH1 de Ig sédo deriva-
dos de uma unica imunoglobulina.

36. Proteina de fusao isolada de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 35, caracterizada pelo fato de que a proteina de
fusdo compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada de SEQ
ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID
NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO:
30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 55,
SEQ ID NO: 56 e SEQ ID NO: 58.

37. Proteina de fusédo isolada de acordo com a reivindica-

cao 36, caracterizada pelo fato de que a proteina de fusdo compreen-
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de uma sequéncia de aminoacido selecionada de SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 e SEQ ID NO: 58.

38. Proteina de fusédo isolada de acordo com a reivindica-
cao 37, caracterizada pelo fato de que a proteina de fusdo compreen-
de a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 58.

39. Proteina de ligacdo a citocina compreendendo duas
proteinas de fusdo como definidas em qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 38, caracterizada pelo fato de que cada proteina de fusdo
compreende um dominio extracelular de um receptor de citocina, em
que as duas proteinas de fusdo estdo ligadas covalentemente e em
que os dois dominios extracelulares definem entre si um sitio de liga-
¢ao para a ligagao de uma citocina.

40. Acido nucleico isolado, caracterizado pelo fato de que
compreende uma sequéncia de nucleotideo que codifica a proteina de
fusdo como definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 39.

41. Vetor de expressdo, caracterizado pelo fato de que
compreende o acido nucleico como definido na reivindicacéo 40.

42. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que com-
preende o vetor de expressao como definido na reivindicagao 41.

43. Método para a produgao de uma proteina de fusao, ca-
racterizado pelo fato de que compreende:

(a) cultivar a célula hospedeira como definida na reivindicagdo 42 em
condi¢cdes para expressar a proteina de fusao; e
(b) purificar a proteina de fuséo.

44. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende: (i) a proteina de fusdo como definida em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 39 ou o vetor de expressdo como definido
na reivindicacédo 41; e (ii) pelo menos um veiculo ou diluente farma-
ceuticamente aceitavel.

45. Método para a expressao de uma proteina de fusao em
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uma célula alvo, caracterizado pelo fato de que compreende expor a
célula a uma quantidade eficaz do vetor de expressao como definido
na reivindicacao 41 para expressar a proteina de fusao.

46. Método de acordo com a reivindicagao 45, caracteriza-
do pelo fato de que a proteina de fusao é clivada pds-translacao em
duas cadeias de polipeptideo.

47. Método para a inibicdo da proliferacdo de uma célula
tumoral, caracterizado pelo fato de que compreende expor a célula a
uma quantidade eficaz da proteina de fus&o dimérica de acordo com a
reivindicacao 39 para inibir a proliferacdo da célula tumoral.

48. Método para a inibicdo da proliferacdo de uma célula
tumoral, caracterizado pelo fato de que compreende expor a célula a
uma quantidade eficaz da proteina de fusdo como definida em qual-
qguer uma das reivindicacdes 1 a 38, para inibir a proliferacdo da célula
tumoral.

49. Método para inibigdo do crescimento de tumores em um
individuo com sua necessidade, o método caracterizado pelo fato de
que compreende a administracdo ao individuo de uma quantidade efi-
caz da proteina de fusdo dimérica de acordo com a reivindicagédo 39
para inibir o crescimento do tumor.

50. Método para inibicdo do crescimento de tumores em um
sujeito com sua necessidade, o método caracterizado pelo fato de que
compreende a administracdo ao individuo de uma quantidade eficaz
da proteina de fusdo como definida em qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 38 para inibir o crescimento do tumor.

51. Método de tratamento de cancer em um individuo com
sua necessidade, o método caracterizado pelo fato de que compreen-
de a administracao de uma quantidade eficaz da proteina de fusao di-
mérica de acordo com a reivindicagao 39 ao individuo.

52. Método de tratamento de cancer em um individuo com
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sua necessidade, o método caracterizado pelo fato de que compreen-
de a administracdo de uma quantidade eficaz da proteina de fusao
como definida em qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 38 ao indivi-
duo.

53. Método para a reducdo da atividade de IL-10 em uma
célula, caracterizado pelo fato de que compreende expor a célula a
uma quantidade eficaz da proteina de fus&o dimérica de acordo com a
reivindicagao 39 para reduzir a atividade da IL-10.

54. Método para a redugdo da atividade de IL-10 em uma
célula, caracterizado pelo fato de que compreende expor a célula a
uma quantidade eficaz da proteina de fusdo como definida em qual-
quer uma das reivindicacdes 1 a 38 para reduzir a atividade da IL-10.

55. Método de tratamento de uma condicio inflamatéria em
um individuo com sua necessidade, o método caracterizado pelo fato
de que compreende a administracdo de uma quantidade eficaz da pro-
teina de fusao dimérica de acordo com a reivindicagao 39 ao individuo.

56. Método de tratamento de uma condicdo inflamatéria em
um individuo com sua necessidade, o método caracterizado pelo fato
de que compreende a administracdo de uma quantidade eficaz da pro-
teina de fusdo como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a
38 ao individuo.

57. Método para a inibicao da proliferacdo de uma célula
tumoral, caracterizado pelo fato de que compreende expor a célula a
uma quantidade eficaz do vetor de expressdo como definido na reivin-
dicagao 41 para inibir a proliferacéo da célula tumoral.

58. Método para a inibicdo do crescimento de tumores em
um individuo com sua necessidade, o método caracterizado pelo fato
de que compreende a administragdo ao individuo de uma quantidade
eficaz do vetor de expressdo como definido na reivindicacéo 41 para

inibir o crescimento do tumor.
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59. Método de tratamento de cancer em um individuo com
sua necessidade, o método caracterizado pelo fato de que compreen-
de a administracdo de uma quantidade eficaz do vetor de expressao
como definido na reivindicagao 41 ao individuo.

60. Método para a reducdo da atividade de IL-10 em uma
célula, caracterizado pelo fato de que compreende expor a célula a
uma quantidade eficaz do vetor de expressdo como definido na reivin-
dicacao 41 para reduzir a atividade da IL-10.

61. Método de tratamento de uma condi¢io inflamatéria em
um individuo com sua necessidade, o método caracterizado pelo fato
de que compreende a administracdo de uma quantidade eficaz do ve-
tor de expressao como definido na reivindicagéo 41 ao individuo.

62. Método de tratamento de uma infeccdo em um individuo
com sua necessidade, o método caracterizado pelo fato de que com-
preende a administracdo de uma quantidade eficaz do vetor de ex-
pressao como definido na reivindicagao 41 ao individuo.

63. Método de acordo com a reivindicacéo 51, 52 ou 59, ca-
racterizado pelo fato de que o cancer é selecionado de melanoma,
carcinoma de células escamosas da pele, carcinoma basocelular, can-
cer de cabeca e pescocgo, cancer de mama, cancer anal, cancer cervi-
cal, cancer de pulmao de n&do pequenas células, mesotelioma, cancer
de pulméo de pequenas células, carcinoma de células renais, cancer
de préstata, cancer gastroesofagico, cancer colorretal, cancer de testi-
culo, cancer de bexiga, cancer de ovario, cancer de figado, carcinoma
hepatocelular, colangiocarcinoma, cancer de cérebro e sistema nervo-
so central, cancer de tireoide, cancer de paratireoide (por exemplo,
carcinoma de paratireoide), cancer de endométrio, cancer neuroendo-
crino, linfoma (por exemplo, Hodgkin e ndo Hodgkin), leucemia, carci-
noma de células de merkel, tumores estromais gastrointestinais, mi-

eloma multiplo, cancer uterino, um sarcoma, cancer renal, cancer ocu-
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lar, cancer de pancreas e cancer de células germinativas (por exem-
plo, cancer de células germinativas do ovario).

64. Método de acordo com a reivindicacao 51, 52 ou 59, ca-
racterizado pelo fato de que o cancer € selecionado de leucemia, can-
cer de mama, cancer de pulmao, cancer de pancreas, cancer de en-
dométrio, cancer de ovario, cancer de proéstata, cancer cervical, cancer
de cérebro, cancer de pele, cancer colorretal, cancer gastrico, cancer
de cabeca e pescoco e leucemia.

65. Método de acordo com a reivindicagao 64, caracteriza-
do pelo fato de que o cancer é selecionado de cancer de pele, cancer
de cabeca e pescogo e cancer de pulméao.

66. Método de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 49 a 52, 55, 56, 58, 59 ou 61 a 65, caracterizado pelo fato de que
a proteina de fusao ou o vetor de expressao € administrado ao indivi-
duo em combinagdo com uma ou mais terapias selecionadas de cirur-
gia, radiagdo, quimioterapia, imunoterapia, terapia hormonal e virote-
rapia.

67. Método de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 49 a 52, 55, 56, 58, 59 ou 61 a 65, caracterizado pelo fato de que
a proteina de fusdo ou o vetor de expressao € administrado ao indivi-
duo em combinacdo com um linfécito.

68. Método de acordo com a reivindicagao 67, caracteriza-
do pelo fato de que o linfécito € uma célula T.

69. Método de acordo com a reivindicagao 68, caracteriza-
do pelo fato de que a célula T € uma célula T CAR.

70. Método de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 49 a 52, 55, 56, 58, 59 ou 61 a 69, caracterizado pelo fato de que
o individuo € um ser humano ou animal.

71. Método de acordo com a reivindicacédo 70, caracteriza-

do pelo fato de que o individuo € um ser humano pediatrico.
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Virus :  Nenhum Vazio IL10R-Fc IL10R-IgG
IL-10: - + - + - 4+ - 4+

pStat3

Stat3 total.

FIG. 3
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RESUMO

Patente de Invencdo: "PROTEINAS DE FUSAO IMUNOMODULA-
DORAS".

E fornecida uma proteina de fusdo, por exemplo, uma pro-
teina de fusédo do receptor de citocina, por exemplo, um coletor de IL-
10, com uma nova sequéncia de ligante para permitir que a proteina
de fusdo funcione de maneira ideal, por exemplo, para permitir que
uma parte do receptor de citocina de uma proteina de fusao do recep-
tor de citocina se ligue de maneira ideal a sua citocina alvo. A proteina
de fusdo, ou um vetor de expressdo que codifica as proteinas de fu-
sao, pode ser utilizado para tratar doencas e disturbios proliferativos

celulares, incluindo certas formas de cancer e disturbios inflamatorios.
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