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(57) Resumo: PROTEINA VISTA IMUNOSSUPRESSORA E ANTICORPO, BEM COMO SEUS USOS COMO MODULADORES
TERAPEUTICOS. A presente invencéo refere-se a uma nova proteina de célula T reguladora. Esta proteina, designada PD-L3 ou
VISTA, rearranja membros da familia PD-L1, identificada uma nova e estruturalmente distinta, ligante inibidor da superfamilia Ig,
que o dominio celular apresente homologia ao ligante PD-L1 da familia B7. Esta molécula é designada como PD-L3 ou VISTA ou
dominio V supressor de imunoglobulina da ativacéo de célula T. Expressédo de VISTA é primariamente dentro do compartimento
hematopoético a é altamente regulado em células T e APCs mieloide. Intervencao terapéutica da vis inibitéria VISTA representa
uma nova abordagem para modular imunidade mediada por célula T para o tratamento de uma ampla variedade de canceres, por
exemplo, ovario, mama e melanomas. Também, proteinas VISTA, especialmente proteinas VISTA multimérica e anticorpos
podem ser usados para suprimir imunidade de célula T em doenca autoimune, alergia, infecgdo e condi¢des inflamatérias por
exemplo esclerose multipla e condi¢des de artrose tal como RA.
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Relatério Descritivo da Patente de Invegao para "PROTEI-
NA DE FUSAO VISTA IMUNOSSUPRESSORA MULTIMERICA ISO-
LADA OU RECOMBINANTE E COMPOSIGAO".
Introducao
[001] Este pedido reivindica prioridade de US 12/732.371 deposi-
tado em 26 de Marco de 2010, US provisério 61/390.434 depositado
em 6 de outubro de 2010; US provisério 61/436.379 depositado em 26
de janeiro de 2011 e US provisério 61/449.882 depositado em 7 de
marco de 2011. Todos estes pedidos estdo aqui incorporados como
referéncia em suas totalidades.
[002] Este pedido se refere a esta constatacao, caracterizada e
funcionalmente definida como um novo ligante inibitério da superfami-
lia Ilg hematopoieticamente restrita, estruturalmente distinta designa-
da como Supressor de Ativagdo da célula T contendo Imunoglobulina
de regido V (VISTA) ou PD-L3. O dominio extracelular tem homologia
com o ligante PD-L1 da familia B7, e como PD-L1, VISTA tem um
profundo impacto sobre a imunidade. No entanto, ao contrario de PD-
L1, a expressao de VISTA é exclusivamente dentro do compartimento
hematopoiético. A expressdo € mais proeminente em células mieloi-
des apresentadoras de antigeno (APCs), embora a expressdo em
células T CD4+CD4+ e em um subconjunto de células T reguladoras
Foxp3 + (Treg) também é de grande interesse. Uma proteina de fu-
sdo soluvel VISTA-Ig ou expressao de VISTA em APC inibe potente-
mente a proliferacdo de células T in vitro, a produgao de citocinas e
induz a expressédo de Foxp3 em células T. Por outro lado, um anti-
corpo monoclonal anti-VISTA recém-desenvolvido interferiu com a
imunossupressao induzida por VISTA de respostas de células T por
VISTA+ APCs in vitro. Além disso, anti-VISTA in vivo intensificou o
desenvolvimento da doenga encefalomielite alérgica experimental au-

toimune (EAE) mediada por células T, e facilitou o desenvolvimento
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de uma resposta imune protetora especifica do tumor com a remissao
do tumor subsequente. Os estudos iniciais da camundongos VISTA-/-
estdo revelando os primeiros indicios de doenca inflamatéria espon-
tdnea, e seu destino final sera determinado patologicamente. Ao con-
trario de todas as outras moléculas relacionadas aos ligantes PD (por
exemplo, B7-H3, H4, HG), a restricdo hematopoiética de VISTA jun-
tamente com suas profundas atividades supressoras e caracteristicas
estruturais unicas, ilustra que VISTA € um novo, funcionalmente nao
redundante, regulador central negativo da imunidade, cuja expressao
€ principalmente restrita a mieloide.

Antecedentes da invengao

[003] A inducdo de uma resposta imune requer expansao de cé-
lulas T, diferenciacdo, contragcdo e estabelecimento de células T de
memoria. As células T devem encontrar células apresentadoras de an-
tigenos (APC) e se comunicar via interagdes com receptor de células T
(TCR)/complexo principal de histocompatibilidade (MHC) em APC.
Uma vez que a interagdo de TCR-MHC é estabelecida, outros conjun-
tos de contatos ligante-receptor entre a célula T e a APC s&o necessa-
rios, ou seja, a coestimulagcédo via CD154/CD40 e CD28/B7.1-B7.2. A
sinergia entre estes contatos sugere-se que resulta, in vivo, em uma
resposta imune produtiva capaz de compensar patdégenos e tumores e
em alguns casos capazes de induzir a autoimunidade.

[004] Outro nivel de controle foi identificado, chamado de células
T reguladoras (Treg). Este subconjunto especifico das células T é ge-
rado no timo, distribuido para a periferia e é capaz de controlar respos-
tas de células T constantes e induziveis in vitro e in vivo ((Sakaguchi
(2000) Cell 101 (5):455-8; Shevach (2000) Annu. Rev. Immunol.
18:423-49; Bluestone and Abbas (2003) Nat. Rev. Immunol. 3(3):253-
7). Treg sao representadas por um fenétipo CD4+CD4+ CD25+ e tam-

bém expressam altos niveis de linfocitos T citotdxicos associados a
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antigeno-4 (CTLA-4), OX-40, 4-IBB e o glicocorticoide induzivel pela
proteina associada ao receptor TNF (GITR) (McHugh, et al. (2002)
Immunity 16(2):311-23; Shimizu, et al. (2002) Nat. Immun. 3(2): 135-
42). A eliminagdo de células Treg por timectomia neonatal no dia 5 ou
deplecao de anticorpos usando anti-CD25, resulta na inducado de pato-
logia autoimune e exacerbagéo de respostas de células T para antige-
nos préprios e ndo proprios, incluindo respostas anti-tumorais aumen-
tadas (Sakaguchi, et al. (1985) J. Exp. Med161 (I) :72-87; Sakaguchi et
al. (1995) J. Immunol. 155 (3): 1151 -64; Jones, et al. (2002) Immun
Cancer. 2: 1). Além disso, Treg também foram envolvidas na indugéo e
manutenc¢do da toleréncia ao transplante (Hara, et al (2001) J. Immu-
nol 166 (6) :3789-3796, Wood e Sakaguchi (2003) Nat Rev. Immunol.
3: 199-210), uma vez que a deplecdo de Treg com anticorpos mono-
clonais anti-CD25 resulta na ablagao da tolerancia de transplante e a
rejeicao rapida do enxerto (Jarvinen, et al (2003.) Transplantation 76:
1375-9). Entre os receptores expressos por Treg, GITR parece ser um
componente importante, uma vez que a ligagao de GITR na superficie
de Treg in vitro ou in vivo com um anticorpo monoclonal agonistico re-
sulta na terminacao rapida da atividade de Treg (McHugh, et ai. (2002)
supra,. Shimizu, et al (2002) supra), resultando ainda em patologia au-
toimune (Shimizu, et al. (2002.) supra) e na ablagédo da tolerancia ao
transplante.

[005] Ligantes e receptores coestimulatorios e de coinibitérios
nao s6 fornecem um "2° sinal" para ativagao das células T, mas tam-
bém uma rede equilibrada de sinal positivo e negativo para maximizar
a resposta imune contra infecgao, enquanto limita a autoimunidade. Os
melhores ligantes coestimulatérios caracterizados séo B7.1 e B7.2 que
sdo expressos por APCs profissionais, e cujos receptores sao CD28 e
CTLA-4 (Greenwald, R.J., Freeman, G.J., e Sharpe, A.H. (2005). Annu
Rev Immunol 23, 515-548; Sharpe, A.H., e Freeman, G.J. (2002) Nat
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Rev Immunol 2, 1 16 - 126). CD28 é expressa por células T naive e
ativadas e é critico para a ativacao ideal das células T. Em contraste, o
CTLA-4 ¢ induzido apds ativacédo de células T e inibe a ativacao das
células T através da ligagdo a B7.1/B7.2, prejudicando assim a coes-
timulacdo mediada por CD28. CTLA-4 também transduz sinalizagéo
negativa através do seu motivo citoplasmatico ITIM (Teft, W.A., Kirch-
hof, M.G., e Madrenas, J. (2006) Annu Rev Immunol 24, 65-97; Teft,
W.A., Kirchhof, M.G., e Madrenas, J. (2006). Annu Rev Immunol 24,
65-97. KO mice B7.1/B7.2 are impaired in adaptative immune respon-
se Borriello, F., Sethna, M.P., Boyd, S.D., Schweitzer, A.N., Tivol, E.A.,
Jacoby, D., Strom, T.B., Simpson, E. M., Freeman, G.J., e Sharpe,
A.H. (1997)) Immunity 6, 303-313; Freeman, G.J., Borriello, F., Hodes,
R.J., Reiser, H., Hathcock, K.S., Laszlo, G., McKnight, A.J., Kim, J.,
Du, L., Lombard, D.B., e et al. (1993). Science 262, 907-909), enquan-
to camundongos CTLA-4 KO ndo podem controlar adequadamente a
inflamagao e desenvolver doencgas sistémicas autoimunes (Chambers,
C.A., Sullivan, T.J., e Allison, J.P. (1997) Immunity 7, 885-895; Tivol,
E.A., Borriello, F., Schweitzer, A.N., Lynch, W.P., Bluestone, J.A., e
Sharpe, A.H. Immunity (1995) 3, 541 -547; Waterhouse, P., Penninger,
J.M., Timms, E., Wakeham, A., Shahinian, A., Lee, K.P., Thompson,
C.B., Griesser, H., and Mak, T.W. (1995). Science 270, 985-988.

[006] A familia de ligantes B7 se exandiu de modo a incluir os
coestimulatérios B7-H2 (ligante ICOS) e B7-H3, bem como os coinibi-
térios B7-H1 (PD-L1), B7-DC (PD-L2), B7-H4 (B7S 1 ou B7x), e B7-
H6. Brandt, C.S., Baratin, M., Yi, E. C, Kennedy, J., Gao, Z., Fox, B.,
Haldeman, B., Ostrander, C.D., Kaifu, T., Chabannon, C., et al. (2009)
J. Exp. Med. 206, 1495-1503; Greenwald, R.J., Freeman, G.J., e
Sharpe, A.H. (2005) Annu Rev Immunol 23, 515-548.

[007] A molécula coestimulatéria induzivel (ICOS) é expressa em

células T ativadas e se liga a B7-H2 Yoshinaga, S. K "Whoriskey, J.S.,
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Khare, S.D., Sarmiento, U. Guo, J., Horan, T., Shih, G., Zhang, M.,
Coccia, M.A., Kohno, Tet al. (1999). Nature 402, 827-832. ICOS é im-
portante para a ativagao, diferenciacdo e funcado de célula T, bem co-
mo essencial para a ativacdo de células T helper induzida pela ativa-
¢ao de células B. Troca de classe de Ig e formagao do centro germina-
tivo (GC) Dong, C, Juedes, A.E., Temann, U.A., Shresta, S., Allison,
J.P., Ruddle, N.H., e Flavell, R.A. (2001) Nature 409, 97-101; Tafuri,
A., Shahinian, A., Bladt, F., Yoshinaga, S.K., Jordana, M., Wakeham,
A., Boucher, L.M.,-Bouchard, D., Chan, V.S., Duncan, G., et al. (2001)
Nature 409, 105-109; Yoshinaga, S.K., Whoriskey, J.S., Khare, S.D.,
Sarmiento, U., Guo, J., Horan, T., Shih, G., Zhang, M., Coccia, M.A.,
Kohno, T., et al. (1999) Nature 402, 827-832. . A morte programada 1
(PD-1), por outro lado, regula negativamente as respostas das células
T. Camundongos KO para PD-1 desenvolvem uma doenga autoimune
tipo lupus, ou cardiomiopatia dilatada autoimune, dependendo do pa-
trimonio genético Nishimura, H., Nose, M., Hiai, H., Minato, N., e Hon-
jo, T. (1999) 11, 141-151. Nishimura, H., Okazaki, T., Tanaka, Y., Na-
katani, K., Hara, M., Matsumori, A., Sasayama, S., Mizoguchi, A., Hiai,
H., Minato, N., e Honjo, T. (2001) Science 291, 319-322. A autoimuni-
dade resulta mais provavelmente da perda de sinalizacdo por ambos
os ligantes PD-L1 e PD-L2. Recentemente, CD80 foi identificado como
sendo um segundo receptor de PD-L1 que transduz sinais inibidores
nas células T Butte, M.J., Keir, M.E., Phamduy, T.B., Sharpe, AH., e
Freeman, G.J. (2007) Immunity 27, 1 1 1 - 122. O receptor para B7-H3
e B7-H4 ainda permanece desconhecido.

[008] Os ligantes coestimulatérios mais bem caracterizados séo
B7.1 e B7.2 e pertencem a superfamilia de Ig, que é constituida por
muitos reguladores imunolégicos criticos, como os ligantes da familia
B7 e receptores. Os membros da superfamilia de Ig sdo expressos em

células apresentadoras de antigenos profissionais (APCs), e os seus
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receptores sdo CD28 e CTLA-4. CD28 é expresso por células T naive
e ativadas e é essencial para a ativacao ideal das células T. Em con-
traste, o CTLA-4 é induzido apds ativacéo de células T e inibe a ativa-
¢ao das células T através da ligagédo a B7.1/B7.2, prejudicando a coes-
timulagcdo mediada por CD28. Camundongos knockout B7.1 e B7.2
(KO) séao prejudicados na resposta imune adaptativa, enquanto que
camundongos KO CTLA-4 ndo podem controlar adequadamente in-
flamagao e desenvolvem doengas sistémicas autoimunes. Ao longo do
tempo os ligantes da familia B7 se expandiram para incluir ligantes co-
estimulatérios como B7-H2 (Ligantes ICOS) e B7-H3, e ligantes coini-
bitérios como B7-H1 (PD-L1), B7-DC (PD-L2), B7-H4 (B7S1 ou B7x), e
B7-H6. Por conseguinte, receptores adicionais da familia CD28 foram
identificados. ICOS é expresso em células T ativadas e se liga a B7-
H2. ICOS é um co-regulador positivo, importante para a ativagao, dife-
renciagao e funcéo de células T. Por outro lado, a morte programada 1
(PD-1) regula negativamente as respostas das células T. Camundon-
gos KO PD-1 desenvolveram doenga autoimune tipo lupus, ou cardio-
miopatia dilatada. Em contraste com VISTA (a molécula imunossu-
pressora que € o foco da presente invengao), os dois ligantes inibité-
rios da familia B7, PD-L1 e PD L2, tém padrdes de expressao diferen-
tes. PD-L2 é expresso de forma induzivel em DCs e macréfagos, en-
quanto PD-L1 é amplamente expresso em ambos os tipos de células
hematopoiéticas ou ndo hematopoiéticas. Consistente com um papel
imunossupressor do receptor PD-1, estudos utilizando camundongos
PD-L1 -/- e PD-L2 -/- demonstraram que ambos os ligantes tém sobre-
posicdode papéis na inibicdo de proliferagao de células T e producéao
de citocinas. A deficiéncia de PD-L1 aumenta a progressado da doenca
tanto em modelo de diabéticos ndo obesos (NOD) de diabetes autoi-
mune quanto no modelo murino de Esclerose Multipla (encefalomielite

autoimune experimental; EAE). As células T PD-L1-/ - produzem niveis

Petica0 870210101557, de 04/11/2021, pég. 9/229



7/212

elevados de citocinas préinflamatérias em ambos os modelos de do-
engas. Além disso, estudos em camundongos NOD demonstraram que
a expresséao tecidual de PD-L1 (ou seja, dentro de péancreas) singu-
larmente contribui para a sua capacidade de controlar a inflamacéao
regionalmente. PD-L1 também é altamente expressa em sinciciotrofo-
blastos placentarios, que criticamente controlam as respostas imunes
maternas para o feto alogénico.

[009] Levando-se em conta o forte impacto desta familia de mo-
léculas na regulacdo de imunidade, os esforgos substanciais em mo-
delos murinos de cancer tém mostrado que a imunidade protetora anti-
tumoral pode ser induzida focando esta familia de moléculas. Estudos
envolvendo anti-CTLA-4 documentaram o beneficio terapéutico melho-
rado em modelos murinos e estudos clinicos de melanoma. Camun-
dongos vacinados com B 16-GM-CSF (Gvax) promovem a rejeicao
dos melanomas B16, quando combinados com o bloqueio de anticor-
pos anti CTLA-4. Anticorpos anti PD-1, bem como PD-L1 também do-
cumentaram a imunidade antitumoral melhorada e a sobrevivéncia do
hospedeiro em uma grande variedade de modelos murinos de tumo-
res. Finalmente, apesar de CTLA-4 e DP-1 pertencerem a mesma fa-
milia de moléculas coinibitérias, a evidéncia sugere que eles usam
mecanismos distintos ndo redundantes para inibir a ativacdo de célu-
las T, e ha sinergia na capacidade do anti-CTLA-4 e anti-PD-1/L1 em
aumentar a sobrevivéncia do hospedeiro com melanoma murino,
gquando usados em combinacao.

[0010] Com base no exposto, a elucidacdo de mais um novo
membro da familia tipo B7 e ligantes e moduladores do mesmo seria
util dado o importante papel destes membros da familia na regulagao
da imunidade, especialmente da imunidade de células T.

Sumario da Invengao

[0011] A presente invencao se refere a métodos terapéuticos que

Peticaio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 10/229
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modulam a atividade e/ou, que se ligam especificamente ou bloqueiam
a ligagdo de uma proteina regulatoria de célula T especifica ao seu
contrarreceptor. Esta proteina, denominada PD-L3 OR VISTA, é um
novo e estruturalmente distinto, ligante inibitério da superfamilia lg, cu-
jo dominio extracelular tem homologia com o ligante PD-L1 da familia
B7. Esta molécula é referida alternadamente aqui como PD-L3 ou
VISTA ou como dominio V de imunoglobulina supressora de ativagao
de células T (VISTA). VISTA é expressa principalmente no interior do
compartimento hematopoiético e € altamente regulada em APC miel-
oides e células T. A intervencgao terapéutica da via inibitéria de VISTA
representa uma nova abordagem para modular a imunidade mediada
por células T para o tratamento de uma grande variedade de canceres.
[0012] A presente invencao se refere em particular a utilizagao de
anticorpos especificos anti-VISTA ou PD-L3 para o tratamento de
canceres especificos incluindocancer de bexiga, cancer ovariano, e
melanoma.

[0013] Além disso, a presente invencao se refere em particular a
utilizagado de proteinas PD-L3 ou VISTA, especialmente as proteinas
multiméricas VISTA e vetores virais (por exemplo, adenoviral) que ex-
pressam 0 mesmo para tratar condicbes onde a imunossupressao €
terapeuticamente desejada como condi¢des alérgicas, autoimunidade,
e inflamatorias.

[0014] Conforme como revelado abaixo, a expressao de VISTA
parece ser exclusiva para o compartimento hematopoiético e esta pro-
teina é altamente expressa em células mieloides maduras
(CD11bP"e") " com niveis mais baixos de expressdo em células T
CD4+, Tregs e CD8+. As proteinas soluveis VISTA, por exemplo, pro-
teina de fusao soluvel VISTA-Ig, ou expressao de VISTA nas APCs,
suprimem a proliferagao de células T CD4+CD4+ e CD8+CD8+ in vitro

e producgao de citocinas. Observa-se também que os anticorpos anti-
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VISTA, por exemplo, um anticorpo monoclonal (mAb) anti-VISTA
(13F3) bloqueou a supressao de respostas de células T induzida por
VISTA por VISTA" APCs in vitro. Além disso, verificou-se que um mAb
anti-VISTA exacerbava EAE e aumentava a frequéncia de Th17s en-
cefalitogénicas in vivo. Ainda adicionalmente, como revelado em deta-
Ihes abaixo, verificou-se que um mab anti-VISTA induz remissédo do
tumor em varios (4) modelos de tumores murinos. A expressao de
VISTA em células supressoras mieloides derivadas (MDSC) nesses
modelos € extremamente elevada, sugerindo que VISTA* MDSC su-
prime a imunidade especifica do tumor. Como mostrado aqui, VISTA
exerce atividades imunossupressoras em células T tanto in vitro quan-
to in vivo, em camundongo e em humanos (apenas in vitro) e € um im-
portante mediador no controle do desenvolvimento de autoimunidade e
as respostas imunes ao cancer. Especificamente, os dados mostram
que:

(1) VISTA é um novo membro da superfamilia Ig e contém
um dominio V de Ig com homologia distante para PD-L1. Revelamos
aqui que, quando produzido como uma proteina Ig de fusdo, ou quan-
do super expressa em APCs artificiais VISTA inibe a proliferacao de
células T CD4+ e CD8+ tanto murinas quanto humanas e producgao de
citocinas.

(2) A expressao de VISTA nas APCs mieloides € inibitéria
para respostas de células T in vitro.

[0015] A expressao de VISTA em MDSC no microambiente tumo-
ral € extremamente elevada. A analise fenotipica e funcional de muitas
moléculas de superficie das células previamente sugeridas como en-
volvidas na supressao de células T mediadas por MDSC: CD115,
CD124, CD80, PD-L1, e PD-L2 foram expressas por MDSC, mas nao
ha diferengas nos niveis de sua expressdo ou propor¢cao de células

positivas foram encontradas entre MDSC e as células de camundon-
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gos livres de tumor que nao possuem atividade de supressao imune.
Portanto, podemos prever que VISTA sera o regulador B7 primario ne-
gativo sobre MDSCs.

(4) O bloqueio de VISTA mediado por anticorpos induz uma
imunidade protetora a um tumor autélogo.
[0016] Com base no mesmo, VISTA parece ser uma molécula
imunorreguladora negativa dominante, sobre MDSCs que interfere
com o desenvolvimento da imunidade antitumoral protetora. Assim,
bloqueando a atividade dessa molécula com anticorpos anti-VISTA
permitirdA o desenvolvimento da imunidade antitumoral protetora no
homem e em outros mamiferos.
[0017] Portanto, a invencao se refere a métodos de utilizacdo de
proteinas soluveis VISTA, por exemplo, proteinas de fusdo e de prote-
inas multiméricas VISTA compreendendo varias copias do dominio
extracelular VISTA ou um fragmento do mesmo, e agentes de ligagao
VISTA, por exemplo, pequenas moléculas e anticorpos ou fragmentos
dos mesmos, que se ligam ou modulam (agonizam ou antagonizam) a
atividade de VISTA como moduladores imunes e para o tratamento de
diferentes canceres, por exemplo, ovario, bexiga e linfoma, doenca
autoimune, alergia, infeccdo e condigbes inflamatdrias, por exemplo,
esclerose multipla e artrite.
[0018] Como descrito em detalhes abaixo, esta proteina € um no-
vo ligante de inibicdo, o qual o dominio Ig-V extracelular tem homolo-
gia com os dois ligantes conhecidos da familia de ligante B7 de morte
programada 1 e 2 (PD-L1 e PD-L2) e apresenta caracteristicas e pa-
drées de expressao de sequéncias distintas, in vitro e in vivo sobre os
subconjuntos de células T e APC, (que distingue PD-L3 ou VISTA dos
ligantes da familia B7). Esta proteina tem demonstrado ter um efeito
funcional em proliferagcdo de células T e diferenciacdo de células T

CD4+ eCD8+ (suprime a proliferagcao de células T CD4+ e CD8+, bem
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como a produgdo de citocinas). Com base em seu padrao de expres-
sdo e impacto inibitério sobre as células T, PD-L3 ou VISTA aparen-
temente funcionam como um ligante regulador que regula negativa-
mente respostas de células T durante as interagdes cognatas entre as
células T e APC derivadas de mieloides.

[0019] Embora PD-L3 ou VISTA parecam ser um membro da fami-
lia de ligantes B7, ao contrario de outros ligantes da familia B7, esta
molécula contém um unico dominio Ig-V sem um dominio Ig-C, e é
mais préxima filogeneticamente ao receptor de morte programada -1
((PD-1) da familia B7. Baseado nisto, PD-L3 ou VISTA, e agonistas ou
antagonistas especificos dos mesmos podem ser usados para regular
a ativacao e diferenciacdo das células T, e, mais amplamente para
modular a rede reguladora que controla as respostas imunes. Em par-
ticular proteinas PD-L3 ou VISTA e agonistas ou antagonistas PD-L3
ou VISTA, de preferéncia anticorpos especificos anti-PD-L3 ou VISTA
sao uteis na modulacdo das respostas imunes, em autoimunidade,
respostas e doencas inflamatérias, alergia, cancer, doengas infeccio-
sas e transplantes.

[0020] Por conseguinte, a presente invencgao se refere, em parte, a
composicdes, por exemplo, para o uso terapéutico de diagnostico ou
de imunomodulatdria contendo uma proteina soluvel isolada PD-L3 ou
VISTA ou proteina de fusao, por exemplo, uma proteina soluvel de fu-
sdo VISTA-Ig ou uma proteina VISTA multimérica, que compreende
uma sequéncia de aminodacidos que &, preferencialmente, pelo menos,
70-90% idéntica ao polipeptideo PD-L3 ou VISTA humano ou murino
estabelecido em SEQ ED NO: 2, 4 ou 5 ou um ortélogo, ou fragmento
do mesmo codificado por um gene que hibridiza especificamente com
a SEQ ID NO: | ou 3, que modula VISTA in vivo e um veiculo farma-
ceuticamente aceitavel. Em algumas modalidades, a proteina soluvel

ou multimérica VISTA pode ser direta ou indiretamente ligada a uma
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proteina heteréloga (ndo VISTA) ou pode ser expressa por um vetor
viral ou uma célula que contenha, por exemplo, uma célula imune
transfectada como uma célula T.

[0021] A presente invencao fornece também vetores de expressao
compreendendo um acido nucleico isolado que codifica uma proteina
VISTA que é, pelo menos, 70-90% idéntica a sequéncia de aminoaci-
dos VISTA humana ou murina estabelecida na SEQ ID NO: 2,4 ou 5
ou um fragmento ou ortélogo do mesmo, que € opcionalmente fundido
a uma sequéncia que codifica para uma outra proteina Como um poli-
peptideo de Ig, por exemplo, uma regido Fc ou uma molécula reporter,
e células hospedeiras contendo os ditos vetores.

[0022] A presente invencdo também se refere especificamente a
um agente de ligagao isolado, preferencialmente, um anticorpo ou fra-
gmento de anticorpo que se liga especificamente a uma proteina de
PD-L3 ou VISTA que compreende a sequéncia de aminoacidos esta-
belecida em SEQ ID NO: 2, 4 ou 5 ou uma variante, fragmento ou orto-
logo do mesmo. Em uma modalidade preferencial, o agente de ligagéo
modula (agoniza ou antagoniza) atividade in vitro ou in vivo de VISTA.
Na maioria das modalidades preferenciais, o0 agente de ligacdo € um
anticorpo agonista ou antagonista.

[0023] A presente invengcao também fornece métodos para modu-
lar a resposta imunecelular por contato de uma célula imune in vitro ou
in vivo com uma proteina VISTA, ou respectivo agente de ligacao es-
pecifico, na presenga de um sinal primario, de modo que a resposta
imune da célula € modulada. (Interacao de VISTA ou um modulador do
mesmo transmite um sinal para as células do sistema imune, regulan-
do as respostas imunes. A proteina PD-L3 ou VISTA é expressa em
niveis elevados em ceélulas mieloides apresentadoras de antigeno, in-
cluindo células mieloides dendriticas (DCs) e macréfagos, e com me-

nores densidades em células T CD4+ e CD8+. Mediante a ativagao
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imune, a expressao PD-L3 ou VISTA é aumentada em APCs mieloi-
des, mas diminuida em células T CD4+). Portanto, os acidos nucleicos
e polipeptideos de PD-L3 ou VISTA da presente invengdo, e os ago-
nistas ou antagonistas do mesmo s&o uteis, por exemplo, na modula-
cao da resposta imune.

[0024] Em outro aspecto, esta invencao fornece moléculas de aci-
dos nucleicos isoladas que codificam polipeptideos VISTA, preferenci-
almente que codificam as proteinas de fusio solluveis e proteinas mul-
timéricas VISTA, bem como fragmentos de acidos nucleicos adequa-
dos como iniciadores ou sondas de hibridizacdo para a deteccado de
acidos nucleicos codificadores de PD-L3 ou VISTA. Em uma modali-
dade, uma molécula de acido nucleico de PD-L3 ou VISTA da presen-
te invengao é pelo menos cerca de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica a se-
quéncia de nucleotideos (por exemplo, para todo o comprimento da
sequéncia de nucleotideos) de codificagdo de PD-L3 ou VISTA em
SEQ ID NO: 1 ou 3 aqui mostrado ou um complemento do mesmo.
[0025] Em outra modalidade, uma molécula de acido nucleico PD-
L3 ou VISTA compreende uma sequéncia de nucleotideos que codifi-
cam um polipeptideo contendo uma sequéncia de aminoacidos com
um percentual de identidade com a sequéncia especifica de aminoaci-
dos da SEQ ED NO: 2, 4 ou 5. Em uma modalidade preferencial, uma
molécula de acido nucleico de PD-L3 ou VISTA compreende uma se-
guéncia de nucleotideos que codifica um polipeptideo contendo uma
sequéncia de aminoacidos pelo menos cerca de 71%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica a totalidade
do comprimento da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4 ou
5, ou ao dominio do extracelular do mesmo.

[0026] Em outra modalidade preferencial, uma molécula de acido

nucleico isolada que codifica a sequéncia de aminoacidos de VISTA
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humana ou murina ou uma regido conservada ou dominio funcional.
Em ainda outra modalidade preferencial, a molécula de acido nucleico
inclui uma sequéncia de nucleotideos que codifica um polipeptideo
contendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4 ou 5. Em
ainda outra modalidade preferencial, a molécula de acido nucleico é de
pelo menos cerca de 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500,
550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150
ou mais nucleotideos de comprimento. Em ainda outra modalidade
preferencial, a molécula de acido nucleico é de pelo menos cerca de
50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700,
750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150 ou mais nucleotideos
de comprimento e codifica um polipeptideo contendo uma atividade
PD-L3 ou VISTA ou modulando a fungdo PD-L3 ou VISTA (como aqui
descrito).

[0027] Outra modalidade da invencao é caracterizada por molécu-
las de acidos nucleicos, preferencialmente moléculas de acidos nuclei-
cos PD-L3 ou VISTA que detectam especificamente moléculas de aci-
dos nucleicos PD-L3 ou VISTA relativas a moléculas de acido nucleico
que codificam polipeptideos ndo-PD-L3 ou VISTA. Por exemplo, em
uma modalidade, dita molécula de acido nucleico é de pelo menos
cerca de 880, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150 ou mais nucleotideos
de comprimento e hibridiza sob condi¢des rigorosas com uma molécu-
la de acido nucleico que codifica o polipeptideo mostrado em SEQ ID
NO: 2, 4 ou 5, ou um complemento do mesmo. Em outra modalidade,
dita molécula de acido nucleico € de pelo menos 20, 30, 40, 50, 100,
150, 200, 250, 300 ou mais nucleotideos de comprimento e hibridiza
sob condig¢des rigorosas com uma molécula de acido nucleico que co-
difica um fragmento de PD-L3 ou VISTA, por exemplo, compreenden-
do n de pelo menos, 20, 30, 40, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950 ou mais nucleo-
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tideos de comprimento, inclui, pelo menos, 15 (ou seja, 15 contiguos)
nucleotideos da sequéncia de acido nucleico revelada na SEQ ID NO:
1 e 3, que codifica os polipeptideos de PD-L3 ou VISTA em SEQ ID
NO: 2, 4 ou 5, ou complemento do mesmo, e hibridiza sob condi¢des
rigorosas com uma molécula de acido nucleico compreendendo a se-
guéncia de nucleotideos apresentada em SEQ ID NO: 1 ou 3 ou um
complemento do mesmao.

[0028] Ainda em outras modalidades preferenciais, a molécula de
acido nucleico que codifica uma variante alélica de ocorréncia natural
de um polipeptideo compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO: 2 ou 4 ou 5, onde a molécula de acido nucleico que hibri-
diza com o complemento de uma molécula de acido nucleico que
compreende a SEQ ID NO: 1 ou 3, ou um complemento do mesmo,
sob condigdes rigorosas.

[0029] Outra modalidade da invencédo fornece uma molécula de
acido nucleico isolado, que é antissenso a uma molécula de acido nu-
cleico PD-L3 ou VISTA, por exemplo, € antissenso para a cadeia codi-
ficante de uma molécula de acido nucleico PD-L3 ou VISTA como
mostrada na SEQ ID NO: 1 ou 3.

[0030] Outro aspecto da presente invencio fornece um vetor com-
preendendo uma molécula de acido nucleico PD-L3 ou VISTA. Em cer-
tas modalidades, o vetor € um vetor de expressao recombinante.
[0031] Em outra modalidade, a invengao fornece uma célula hos-
pedeira contendo um vetor da presente invengao. Ainda em outra mo-
dalidade, a invengao fornece uma célula hospedeira contendo uma
molécula de acido nucleico da presente invencao. A invengao tambéem
fornece um método para a produgcdo de um polipeptideo, preferencial-
mente um polipeptideo PD-L3 ou VISTA, fazendo o cultivo em um
meio apropriado, uma célula hospedeira, por exemplo, uma célula

hospedeira de mamifero como uma célula de mamifero ndo humano,
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da presente invencéo, contendo um vetor de expressao recombinante,
de modo que o polipeptideo seja produzido.

[0032] Outro aspecto desta invencao apresenta polipeptideos iso-
lados ou recombinantes PD-L3 ou VISTA (por exemplo, proteinas, po-
lipeptideos, peptideos, ou fragmentos ou porgdes dos mesmos). Em
uma modalidade, um polipeptideo isolado PD-L3 ou VISTA ou proteina
de fusdo PD-L3 ou VISTA incluem pelo menos um ou mais dos seguin-
tes dominios: um dominio de peptideo sinal, um dominio IgV, um do-
minio extracelular, um dominio transmembrana, e um dominio cito-
plasmatico.

[0033] Em uma modalidade preferencial, um polipeptideo PD-L3
ou VISTA inclui pelo menos um ou mais dos seguintes dominios: um
dominio de peptideo sinal, um dominio IgV, um dominio extracelular,
um dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico, e uma se-
quéncia de aminoacidos pelo menos cerca de 71%, 75%, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais idén-
tica a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 2 ou 4 ou 5. Em outra
modalidade preferencial, um polipeptideo PD-L3 ou VISTA inclui pelo
menos um ou mais dos seguintes dominios: um dominio de peptideo
sinal, um dominio IgV, um dominio extracelular, um dominio trans-
membrana e um dominio citoplasmatico, e tem uma atividade de VIS-
TA ou PD-L3 (como aqui descrito).

[0034] Ainda em outra modalidade preferencial, um polipeptideo
PD-L3 compreende pelo menos um ou mais dos seguintes dominios:
um dominio de peptideo sinal, um dominio IgV, um dominio extracelu-
lar, um dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico, e é codi-
ficado por uma molécula de acido nucleico com uma sequéncia nucle-
otidica que hibridiza sob condi¢cbes rigorosas de hibridizagdo com o
complemento de uma molécula de acido nucleico compreendendo a

sequéncia nucleotidica de SEQ ID NO: 1 ou 3.
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[0035] Em outra modalidade, a invencéo apresenta fragmentos ou
porcdes do polipeptideo contendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 2 ou 4 ou 5, em que o fragmento compreende pelo menos
15 aminoacidos (ou seja, aminoacidos contiguos) da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 ou 4. Em outra modalidade, um poli-
peptideo PD-L3 ou VISTA compreende ou consiste da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4 ou 5. Em outra modalidade, a pre-
sente invencao apresenta um polipeptideo PD-L3 ou VISTA que é co-
dificada por uma molécula de acido nucleico que consiste em uma se-
quéncia de nucleotideos pelo menos cerca de 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais idén-
ticos a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1 ou 3, ou um com-
plemento do mesmo. Esta invencdo também inclui um polipeptideo
PD-L3 ou VISTA que é codificado por uma molécula de acido nucleico
que consiste em uma sequéncia nucleotidica que hibridiza sob condi-
¢Oes rigorosas de hibridizagdo com o complemento de uma molécula
de acido nucleico compreendendo a sequéncia nucleotidica de SEQ ID
NO:10u3.

[0036] Os polipeptideos da presente invengao, ou porcdes dos
mesmos, por exemplo, por¢cdes biologicamente ativas dos mesmos,
podem ser ligados operacionalmente a um polipeptideo ndo-PD-L3 ou
VISTA (por exemplo, sequéncias de aminoacidos heterélogas) para
formar polipeptideos de fusdo. A invengao ainda inclui anticorpos, co-
mo anticorpos monoclonais ou policlonais, que se ligam especifica-
mente a polipeptideos da invengao, preferencialmente polipeptideos
humanos PD-L3 ou VISTA.

[0037] A invencao também se refere a métodos de selecao de an-
ticorpos anti-PD-L3 ou VISTA contendo propriedades funcionais dese-
jadas a partir de painéis de anticorpos monoclonais produzidos contra

esta proteina ou uma proteina de fus&o Ig PD-L3 ou VISTA com base
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em propriedades funcionais desejadas, por exemplo, modulando os
efeitos especificos de PD-L3 ou VISTA na imunidade como o efeito
supressivo da proteina sobre a ativacdo de TCR, o efeito supressivo
da proteina sobre as respostas proliferativas dos células T CD4de ao
anti-CD3, supressao de respostas proliferativas especificas ao antige-
no de cognatas células T CD4, os efeitos supressivos de PD-L3 ou
VISTA sobre a expressao de citocinas especificas como IL-2 e interfe-
ron gama, et al. Em uma modalidade particularmente preferencial, ou
anticorpos anti-PD-L3 ou VISTA para utilizagdo como agentes terapéu-
ticos serdo selecionados in vitro, na presenca de proteinas soluveis
PD- L3 ou VISTA, por exemplo, proteina de fusdo Ig PD-L3 ou VISTA
aumentam os efeitos de supressao de Ig PD-L3 ou VISTA em fungdes
imunes PD-L3 ou VISTA relacionadas. Isto é preferencial como ines-
peradamente (mostrado abaixo) estes anticorpos in vivo comportam-se
ao contrario do que seria esperado a partir de seu efeito in vitro sobre
a imunidade, ou seja, estes anticorpos monoclonais anti-VISTA séao
imunossupressores.

[0038] Além disso, os polipeptideos PD-L3 ou VISTA (ou partes
biologicamente ativas dos mesmos) ou moduladores das moléculas
PD-L3 ou VISTA, ou seja, anticorpos como selecionados utilizando os
métodos anteriores podem ser incorporados em composi¢cdes farma-
céuticas, as quais, opcionalmente, incluem veiculos farmaceuticamen-
te aceitaveis.

[0039] Em outra modalidade, a proteina PD-L3 ou VISTA é utiliza-
da como um sinal inibitério para inibir ou reduzir a ativagao das células
imunes. Nesta modalidade, o sinal inibitério se liga a um receptor inibi-
tério (por exemplo, CTLA-4 ou PD-1) em uma célula imune, assim, an-
tagonizando o sinal primario que se liga a um receptor de ativagao (por
exemplo, via um TCR, CD3, BCR, ou polipeptideo Fc). A inibi¢ao in-

clui, por exemplo, a inibicdo da geracdo do segundo mensageiro, uma
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inibicdo da proliferagcdo; uma inibicdo da fungéo efetora da célula imu-
ne, por exemplo, a fagocitose reduzida, a producédo de anticorpos re-
duzida, citotoxicidade celular reduzida, falha da célula imune em pro-
duzir mediadores, (como citocinas (por exemplo, IL-2) e/ou mediado-
res de respostas alérgicas), ou o desenvolvimento de anergia.

[0040] Em modalidades particulares, o sinal primario € um ligante
(por exemplo, CD3 ou anti-CD3), que se liga a TCR e inicia um sinal de
estimulagado primaria. Ditos ligantes de TCR estdo prontamente disponi-
veis de fontes comerciais e exemplos especificos incluem anticorpo an-
ti-CD3 OKT3, preparado a partir de células de hibridoma obtidas a partir
da American Type Culture Collection, e anticorpo monoclonal anti-CD3
G19-4. Em uma modalidade alternativa, um sinal primario € liberado a
uma célula T através de outros mecanismos incluindo um ativador de
proteina C quinase, como um éster de forbol (por exemplo, acetato de
miristato de forbol), e de um iondéforo de calcio (por exemplo, ionomici-
na, o que aumenta as concentragbes de calcio citoplasmatico), ou se-
melhantes. O uso de ditos agentes desvia do complexo TCR/CD3, mas
fornece um sinal estimulatério as células T. Outros agentes que atuam
como sinais primarios podem incluir ligantes naturais e sintéticos. Um
ligante natural pode incluir MHC com ou sem um peptideo apresentado.
Outros ligantes podem incluir, entre outros, um peptideo, polipeptideo,
fator de crescimento, citocinas, quimiocinas, glicopeptideo, receptor so-
luvel, esteroide, hormdnio, mitdgeno, como PHA, ou outros superanti-
genos, peptideos tetrameros MHC (Altman, et al . (1996) Science 274
(5284) :94-6) e soluveis em dimeros de MHC (Dal Porto, et al (1993)
Proc Natl Acad Sci EUA 90:6671-5).

[0041] As células imunes ativadas de acordo com o método da
presente invencao podem ser subsequentemente expandidas ex vivo e
utilizado no tratamento e prevencdo de uma variedade de doencgas,

por exemplo, células T humanas, que foram clonadas e expandidas in
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vitro mantém a sua atividade reguladora (Groux, et al. (1997) Nature
389 (6652) :737-42). Antes da expanséo, uma fonte de células T é ob-
tida de um sujeito (por exemplo, um mamifero como um humano, céo,
gato, camundongo, rato, ou espécies transgénicas dos mesmos); Cé-
lulas T podem ser obtidas a partir de um numero de fontes, incluindo
células mononucleares de sangue periférico, medula 6ssea, tecido de
nédulo linfatico, sangue de cordéo, tecido do timo, tecido a partir de
um local da infeccédo, tecido do bago, tumores ou linhagens de células
T. As células T podem ser obtidas a partir de uma unidade de sangue
coletada de um sujeito utilizando qualquer numero de técnicas conhe-
cidas, para o especialista na técnica, como separacéao por ficol™.
[0042] Em outro aspecto, a presente invencio fornece um método
para detectar a presenca de uma molécula de acido nucleico, proteina,
ou um polipeptideo PD-L3 ou VISTA em uma amostra biolégica atra-
vés de contato da amostra biolégica com um agente capaz de detectar
uma molécula de acido nucleico, proteina, ou um polipeptideo, PD-L3
ou VISTA de modo que a presenga de molécula de acido nucleico,
proteina, ou um polipeptideo, de PD-L3 ou VISTA é detectada na
amostra biolégica. Esta expressédo de PD-L3 ou VISTA pode ser usada
para detectar sitios patolégicos como sitios inflamatérios.

[0043] Em outro aspecto, a presente invencao fornece um método
para detectar a presenca de atividade de PD-L3 ou VISTA em uma
amostra biologica através de contato da amostra biolégica com um
agente capaz de detectar um indicador de atividade de PD-L3 ou VIS-
TA que a presenca de atividade de PD-L3 ou VISTA é detectada na
amostra bioldgica.

[0044] Em outro aspecto, a invencdo fornece um método para
modular a atividade de PD-L3 ou VISTA, compreendendo o contato
de uma célula capaz de expressar PD-L3 ou VISTA com um agente

que modula a atividade PD-L3 ou VISTA, preferencialmente um anti-
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corpo anti-PD-L3 ou VISTA, de modo que a atividade PD-L3 ou VIS-
TA na célula € modulada. Em uma modalidade, o agente inibe a ativi-
dade PD-L3 ou VISTA. Em outra modalidade, o agente estimula a
atividade PD-L3 ou VISTA. Ainda em outra modalidade, o agente in-
terfere com o aumenta a interacdo entre um polipeptideo PD-L3 ou
VISTA e seu parceiro de ligagdo natural. Em uma modalidade, o
agente é um anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo
PD-L3 ou VISTA. Em outra modalidade, o agente € um peptideo,
peptideomimético, ou outra pequena molécula que se liga a um poli-
peptideo PD-L3 ou VISTA.

[0045] Ainda em outra modalidade, o agente modula a expressao
de PD-L3 ou VISTA modulando a transcricado de um gene de PD-L3 ou
VISTA, traducdo de PD-L3 ou VISTA, ou modificacdo pés-traducional
de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA. Em outra modalidade, o agente €
uma molécula de acido nucleico com uma sequéncia nucleotidica que
€ antissenso para a cadeia codificante de um mRNA de PD-L3 ou
VISTA ou um gene PD-L3 ou VISTA.

[0046] Em uma modalidade, os métodos da presente invencio sao
utilizados para tratar um sujeito com um disturbio ou condi¢c&o caracte-
rizada por atividade ou expressdo anormal, insuficiente, ou indesejada
do polipeptideo ou acido nucleico PD-L3 ou VISTA através da adminis-
tracdo de um agente que € um modulador de PD-L3 ou VISTA ao su-
jeito. Em uma modalidade preferencial, o modulador de PD-L3 ou VIS-
TA é um polipeptideo PD-L3 ou VISTA, preferencialmente uma protei-
na de fusao soluvel ou proteina multimérica VISTA ou anticorpo anti-
VISTA como descrito abaixo. Em outra modalidade, o modulador de
PD-L3 ou VISTA é uma molécula de acido nucleico PD-L3 ou VISTA,
por exemplo, em um vetor adenoviral. Em outra modalidade, a inven-
cao fornece ainda o tratamento do sujeito com um agente adicional,

gue modula uma resposta imune.
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[0047] Ainda em outra modalidade, a invengao fornece uma vacina
compreendendo um antigeno e um agente que modula (inibe ou au-
menta) a atividade de PD-L3 ou VISTA. Em uma modalidade preferen-
cial, a vacina inibe a interagao entre PD-L3 ou VISTA e seu parceiro
de ligagao natural.

[0048] A presente invencdo também fornece ensaios diagnosticos
para identificacdo da presencga ou auséncia de uma alteragdo genética
caracterizada por pelo menos um de (i) modificagdo ou mutagéo
anormal de um gene que codifica um polipeptideo PD-L3 ou VISTA, (ii)
desregulacdo do gene, e (iii) modificagdo pos-traducional anormal de
um polipeptideo PD-L3 ou VISTA, onde uma forma tipo selvagem do
gene codifica um polipeptideo com atividade de PD-L3 ou VISTA.
[0049] Em outro aspecto, a invencgao fornece métodos para a iden-
tificacdo de um composto que se liga a ou modula a atividade de um
polipeptideo de PD-L3 ou VISTA, fornecendo uma composi¢ao de in-
dicador que compreende um polipeptideo PD-L3 ou VISTA com ativi-
dade de PD-L3 ou VISTA, o contato da composi¢cao de indicador com
um composto teste, e determinando o efeito do composto teste na ati-
vidade PD-L3 ou VISTA na composi¢cao de indicador para identificar
um composto que modula a atividade de um polipeptideo PD-L3 ou
VISTA.

[0050] Em um aspecto, a invencao fornece um método para modu-
lar a interacdo de PD-L3 ou VISTA com o seu parceiro de ligagao natu-
ral em uma célula imune compreendendo o contato de uma célula
apresentadora de antigeno que expressa PD-L3 ou VISTA com um
agente selecionado a partir do grupo consistindo de: uma forma de
PD-L3 ou VISTA, ou um agente que modula a interagdo de PD-L3 ou
VISTA e seu parceiro de ligacdo natural de modo que a interagao entre
PD-L3 ou VISTA com seu parceiro de ligagdo natural em uma célula

imune é modulada. Em uma modalidade preferencial, um agente que
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modula a interacdo de PD-L3 ou VISTA e seu parceiro de ligagao natu-
ral € um anticorpo que se liga especificamente a PD-L3 ou VISTA. Em
uma modalidade, a interacdo de PD-L3 ou VISTA com o seu parceiro
de ligagao natural é regulada geneticamente. Em outra modalidade, a
interagdo de PD-L3 ou VISTA com seus parceiros de ligagao natural é
regulada negativamente. Em uma modalidade, o método compreende
ainda o contato da célula imune ou a célula apresentadora de antigeno
com um agente adicional, que modula uma resposta imune.

[0051] Em uma modalidade, a etapa de contato é realizada in vitro.
Em outra modalidade, a etapa de contato é realizada in vivo. Em uma
modalidade, a célula imune é selecionada a partir do grupo que con-
siste em: uma célula T, um mondcito, um macrofago, uma célula den-
dritica, uma célula B, e uma célula mieloide.

[0052] Em outro aspecto, a invencao se refere a um método para a
inibicdo ou aumento da ativacdo em uma célula imune compreenden-
do aumento ou inibicdo da atividade ou da expressdao de PD-L3 ou
VISTA em uma célula de modo que a ativacao da célula imune é inibi-
da ou aumentada.

[0053] Ainda em outro aspecto, a invengao se refere a uma vacina
compreendendo um antigeno e um agente que promove a interagao
entre PD-L3 ou VISTA e seu parceiro de ligacédo natural.

[0054] Ainda em outro aspecto, a invencao se refere a uma vacina
compreendendo um antigeno e um agente que promove a interagao
entre PD-L3 ou VISTA e seu parceiro de ligacédo natural.

[0055] Em outro aspecto, a invengao se refere a um método para
tratamento de um sujeito que tem uma condicdo que possa se bene-
ficiar da regulacao genética de uma resposta imune compreendendo
a administragcdo de um agente que inibe a interagéo entre PD-L3 ou
VISTA e seu parceiro de ligacdo natural em células do sistema imune

do sujeito de modo que uma condi¢cdo que possa se beneficiar da re-
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gulacdo genética de uma resposta imune é tratada. Em uma modali-
dade preferencial, o agente compreende um anticorpo de bloqueio ou
uma pequena molécula que se liga a PD-L3 ou VISTA e inibe a inte-
racao entre PD-L3 ou VISTA e seu parceiro de ligagdo natural. Em
outra modalidade, o método compreende ainda a administracdo de
um segundo agente que regula geneticamente uma resposta imune
em um sujeito. Em outro aspecto, a invencgao se refere a um método
para o tratamento de um sujeito que tem uma condigao que se bene-
ficiaria de regulagdo de uma resposta imune compreendendo a admi-
nistracao de um agente que estimula a interacdo entre PD-L3 ou
VISTA e seu parceiro de ligagdo natural nas células do sujeito de
modo que uma condigdo que se beneficiaria de regulagcdo de uma
resposta imune é tratada.

[0056] Por exemplo, a doenga tratada com a proteina ou agentes
de ligacdo PD-L3 ou VISTA é selecionado a partir do grupo consistindo
em: um tumor, uma infecgdo patogénica, uma resposta inflamatéria
imune ou condicao, preferencialmente condi¢des inflamatérias menos
pronunciadas, ou uma doenga imunossupressora. Exemplos especifi-
cos incluem esclerose multipla, tiroidite, artrite reumatoide, diabetes
tipo Il e tipo | e canceres, ambas formas avancadas e precoces, inclu-
indo canceres metastatico como cancer de bexiga, cancer ovariano,
melanoma, cancer de pulmao e outros canceres onde VISTA suprime
uma resposta antitumoral efetiva. Em alguns casos, o individuo pode
ser administrado com células ou um vetor viral que expressa um acido
nucleico que codifica um anticorpo anti-VISTA ou proteina de fuséo
VISTA.

[0057] Em uma modalidade o agente compreende um anticorpo
ou uma pequena molécula que estimula a interagéo entre PD-L3 ou
VISTA e do seu parceiro de ligagao natural. Em outra modalidade, o

método compreende ainda a administragdo de um segundo agente
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gue regula negativamente uma resposta imune para o sujeito como
proteinas de fusdo PD-L1, PD-L2 ou CTLA-4 ou anticorpo especifico
respectivo.

[0058] Exemplos de condi¢cbes que podem ser tratadas utilizando
proteinas, agentes de ligagdo PD-L3 ou VISTA ou antagonistas ou
agonistas PD-L3 ou VISTA de acordo com a invengédo incluem, a titulo
de exemplo, transplante, alergia, doencgas infecciosas, cancer, doen-
cas inflamatérias ou autoimunes, por exemplo, uma doencga inflamato-
ria imune. Exemplos especificos de precedentes incluem diabetes tipo
1, esclerose multipla, artrite reumatoide, artrite psoriatica, lUpus erite-
matoso sistémico, doengas reumaticas, disturbios alérgicos, asma, rini-
te alérgica, disturbios de pele, doengas gastrointestinais como Doencga
de Crohn e colite ulcerativa, rejeicao de transplante, insuficiéncia renal
autoimmune e pdés-estreptocdcica, choque séptico, sindrome de res-
posta inflamatdria sistémica (SIRS), sindrome de distresse respiratério
do adulto (ARDS) e envenenamento; doengas autoinflamatérias como
doengas Osseas degenerativa e doencgas articulares incluindo osteoar-
trite, artrite cristal e capsulite e outras artropatias. Além disso, os mé-
todos e as composicdes podem ser utilizados para o tratamento da
tendinite, ligamentite e lesao traumatica de articulagao.

[0059] Em outro aspecto, a invencgao se refere a um ensaio de ba-
se celular para a triagem de compostos que modulam a atividade da
PD-L3 ou VISTA compreendendo contato de uma célula que expressa
uma molécula alvo PD-L3 ou VISTA com um composto do teste e de-
terminar a capacidade do composto teste para modular a atividade da
molécula alvo PD-L3 ou VISTA.

[0060] Ainda em outro aspecto, a invencao se refere a um ensaio
sem células para a triagem de compostos que modulam a ligacao de
PD-L3 ou VISTA a uma molécula alvo compreendendo o contato de

um polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou por¢ao biologicamente ativa do
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mesmo com um composto do teste e determinar a capacidade do
composto teste para se ligar ao polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou por-
¢ao biologicamente ativa do mesmo.

[0061] Em outra modalidade, a invengao se refere a um método de
identificagdo de um composto, por exemplo, um anticorpo anti-PD-L3
ou VISTA que modula o efeito de PD-L3 ou VISTA na ativagao das cé-
lulas T ou na produgdo de citocinas, a uma primeira e segunda con-
centragdes de antigeno compreendendo o contato de uma célula T
que expressa uma molécula alvo PD-L3 ou VISTA com um composto
do teste a uma primeira concentracdo de antigeno, determinando a
capacidade do composto do teste em modular a proliferagao de célu-
las T ou a produgao de citocinas, na primeira concentracdo de antige-
no, contatar uma célula T que expressa uma molécula alvo PD-L3 ou
VISTA com o composto do teste a uma segunda concentragédo de an-
tigeno, e determinar a capacidade do composto do teste em modular a
proliferacao de células T ou a produgao de citocinas, na segunda con-
centragdo de antigeno, identificando assim um composto que modula
a ativacao das células T ou a producao de citocinas, a uma primeira e
segunda concentragdes de antigeno.

[0062] Em outras modalidades especificas painéis de anticorpos
anti-PD-L3 ou VISTA e proteinas PD-L3 ou VISTA séao triados para
selecionar aqueles que inibem ou promovem os efeitos de PD-L3 ou
VISTA na diferenciagao, proliferacdo de células T CD4+ e CD8+ e
produgao de citocinas in vitro ou in vivo.

[0063] Em modalidades preferenciais, as proteinas, acidos nu-
cleicos PD-L3 ou VISTA, e ligantes especificos a PD-L3 ou VISTA,
preferencialmente, anticorpos que tém efeitos desejados sobre as
fungcdes de PD-L3 ou VISTA séo utilizados para tratar doengcas como
0 cancer, doengas autoimunes, alergia, doencas inflamatérias ou in-

feccado e disturbios do sistema imune, mais especificamente como
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imunodeficiéncia combinada severa, esclerose multipla, lupus erite-
matoso sistémico, diabetes mellitus tipo I, sindrome linfoproliferativa,
doenca inflamatéria do intestino, alergias, asma, doenga enxerto ver-
sus hospedeiro, rejeicdo de transplante; respostas imunes a patdge-
nos infecciosos como bactérias e virus, e canceres do sistema imune
como linfomas e leucemias.

Descrigcao Detalhada dos Desenhos

[0064] Figura 1. Analise da sequéncia. A. Sequéncia murina de
aminoacidos de comprimento total PD-L3 ou VISTA. B. Alinhamento
da sequéncia de aminoacidos dos dominios extracelulares de Ig muri-
na entre PD-L3 ou VISTA e ligantes selecionados da familia B7, inclu-
indo B7-H1 (PD-L1), B7-DC (PD-L2), B7-H3, e B7- H4. C Alinhamento
do dominio Ig de PD-L3 ou VISTA com os receptores da familia B7,
incluindo PD-1, CTLA-4, CD28, BTLA, e ICOS. Dominio Ig-v; dominio
Ig-c. O alinhamento foi realizado utilizando o algoritmo de MUSCLE
(Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation). D. A identidade
de sequéncia (%) dos dominios de Ig-V entre PD-L3 ou VISTA e ou-
tros ligantes da familia B7 e receptores € calculada usando o progra-
ma Clustal W2. E. Homologia de sequéncia entre PD-L3 ou VISTA
humana e murina. Residuos idénticos sdo sombreados em preto. Re-
siduos altamente conservados e semiconservados sdo sombreados
em tom cinza escuro e claro, respectivamente.

[0065] Figura 2. Analise filogenética de PD-L3 ou VISTA murina
com outros membros de superfamilia de imunoglobulinas (Ig). Se-
guéncia de comprimento total de PD-L3 ou VISTA de camundongo e
outros membros da superfamilia Ig, incluindo CD28 CTLA-4, ICOS,
BTLA, PD-1. B7-H1 (PD-L1), B7-DC (PD-L2), B7-H2, B7-H3, B7-H4,
B7-1, B7-2, BTNL2, BTN3A3, BTN2A2 e BTN1AI, foram analisados
usando L algoritmo PhyML (Phylogenetic Maximum Likelihood). Dis-

tancias filiais foram mostradas nos nés dos galhos da arvore.
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[0066] Figura 3. Expressao tecidual e os padrées de expressao de
células hematopoiéticas de PD-L3 ou VISTA A. RT-PCR de compri-
mento completo de PD-L3 ou VISTA a partir de tecidos de camundon-
go. Lanes: (I) musculo (2) coragéo (3) olho (4) timo (5) baco (6) intesti-
no delgado, (7) rim (8) figado (9) cérebro (10) glandula mamaria (11)
pulméo (12) ovario (13) medula 6ssea. B. RT-PCR de comprimento
completo de PD-L3 ou VISTA a partir de tipos de células hematopoiéti-
cas purificadas. Lanes (1) macréfagos peritoneais (2) CD11b + moné-
citos esplénicos (3) CD11c + DCs esplénicos (4) células T CD4+CD4+
esplénicas (5) células T CD8+CD8+ esplénicas (6) células B do baco.
C-E. A analise de citometria de fluxo da expressao de PD-L3 ou VISTA
em células esplénicas CD4+CD4+ e CD8+CD8+ do timo e do bago
(C), em CD11b + mondcitos (D), e em CD11c + DC subconjuntos do
baco e cavidade peritoneal (E). F. Células B de bacgo, células NK e
granulécitos sdo também analisados. G. A expressao diferencial de
PD-L3 ou VISTA em células hematopoiéticas de locais de tecidos dife-
rentes, incluindo LN mesentérico, LN periférico, bago, sangue e cavi-
dade peritoneal. Os dados representativos de pelo menos trés experi-
mentos independentes sao apresentados.

[0067] Figura 4. Dados de arranjo génico de PD-L3 ou VISTA a
partir do banco de dados matriz GNF (Genomics Institute of Novartis
Research Foundation), bem como do banco de dados GEO NCBI.
[0068] Figura 5. Especificidade de anticorpos monoclonais de
hamster anti PD-L3 ou VISTA. Linhagens de células de camundongo
EL4 super expressando ou PD-L1 ou PD-L3 ou VISTA fundido a RFP
foram corados utilizando-se os sobrenadantes de culturas de hibrido-
mas e analisados por citometria de fluxo. Dois clones positivos repre-
sentativos s&o mostrados.

[0069] Figura 6. Comparagao da expressdo de PD-L3 ou VISTA

com outros ligantes da familia B7 em células esplénicas cultivadas in
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vitro. Expressdo de PD-L3 ou VISTA e outros ligantes da familia B7
(ou seja, PD-L1, PD-L2, B7-H3, e B7-H4) em tipos de células hemato-
poiéticas, incluindo células T CD4+, mondcitos CD11bhi e CD11c +
DC foram comparados. As células foram recém-isoladas ou cultivadas
durante 24 horas in vitro, com e sem ativacdo. Células T CD4+ foram
ativadas com YCD3 ligado a placa (5ug/mL), monécitos CD11bhi e
CD11c+ DCs foram ativadas com IFN alfa (20 ng/mL) e LPS (200
ng/mL). Os resultados representativos de trés experimentos indepen-
dentes sao apresentados.

[0070] Figura 7. Comparacéo de padrdes de expresséao in vivo de
PD-L3 ou VISTA e outros ligantes da familia B7 durante a imunizagao.
Camundongos transgénicos DO11,10 TCR foram imunizados com
ovalbumina de galinha (OVA), emulsificada em adjuvante completo de
Freund (CFA) no flanco. Células de linfonodos de drenagem e néo
drenagem foram coletadas 24 horas apds a imunizagao, e analisadas
por citometria de fluxo para a expressao de PD-L3 ou VISTA, PD-L1 e
PD-L2. Sdo mostrados resultados representativos de, pelo menos,
quatro experimentos independentes. A. Uma populacdo de células
CD11b + que expressam um alto nivel de PD-L3 ou VISTA foi induzida
24hs pos-imunizacdo com CFA/ OVA, mas ndo com CFA sozinho den-
tro do linfonodo de drenagem. Estas células sdo de fendtipo misto de
macrofagos F4/80+ e células dendriticas CD11C+. B. A expresséao de
PD-L3 ou VISTA, PD-L1 e PD-L2 em mondcitos CD11bhi, células T
CD11c+ DCs e CD4+ foram analisadas 24h pds- imunizagéo.

[0071] Figura 8. Perda de expressado de PD-L3 ou VISTA em célu-
las T CD4+CD4+ ativadas em resposta a imunizagdo. Camundongos
DO11.10 foram imunizados com ovalbumina de galinha (OVA), emulsi-
ficada em adjuvante completo de Freund (CFA) no flanco. Células de
linfonodos de drenagem e nao drenagem foram coletadas 48hs apés a

imunizagcdo, e analisadas para a expressao de PD-L3 ou VISTA por
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citometria de fluxo. Sdo mostrados os resultados representativos de
dois experimentos independentes.

[0072] Figura 9. Proteina de fusdo imobilizada PD-L3 ou VISTA-Ig
inibiu a proliferagdo de células T CD4+ e CD8+. A. Células T CD4+ e
CD8+ marcadas com CFSE foram estimuladas por oCD3 ligado a pla-
ca com ou sem PD-L3 ou VISTA-Ig coabsorvidas. O percentual de cé-
lulas com pouco CFSE foi quantificado e mostrado em B. C. Células T
CD4+ de camundongos PD-1 ko foram suprimidas por PD-L3 ou VIS-
TA-lg. D. Supressado mediada por PD-L3 ou VISTA-Ig € persistente e
pode atuar tardiamente. Células T CD4+CD4+ foram ativadas na pre-
senga de PD-L3 ou VISTA-Ig ou de Ig controle por 72h (i), ou por 24
muladas novamente, em condicdes especificadas por outras 48hs. A
proliferacao celular foi analisada no final de 72hs de cultura, (ii) Pré-
ativacao com PD-L3 ou VISTA-Ig e nova estimulagdo com antiCD3, (iii)
Pré-ativacdo com antiCD3 e nova estimulagdo com PD-L3 ou VISTA-
Ig. (Iv) Pré-ativagdo com PD-L3 ou VISTA-Ig e nova estimulagdo com
PD-L3 ou VISTA-Ig. Pogos duplicados foram analisados para todas as
condicbes. Sao mostrados resultados representativos de, pelo menos,
quatro experimentos.

[0073] Figura 10. Efeito inibitério semelhante de PD-L1-Ig e protei-
nas de fusdo PD-L3 ou VISTA-Ig em proliferacao celular de células T
CD4+. Bulk de células T CD4+ purificadas foram marcadas com CFSE
e estimuladas com YCD3 ligado a placa juntamente com uma quanti-
dade titulada de PD-L1-lg ou PD-L3 ou proteinas de fusdo de Ig-
VISTA. A diluicdo de CFSE foi analisada em 72 horas e o percentual
de células com pouco CFSE foi quantificada. Pogos duplicados foram
analisados para todas as condi¢gdes. Sdo mostrados os resultados re-
presentativos de dois experimentos independentes.

[0074] Figura 11. Impacto supressor de PD-L3-Ig ou VISTA sobre
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a proliferacao de células T CD4+CD4+ naive e de memdria. A. Sub-
conjuntos de células T CD4+CD4+ naive (CD25-CD441owCDG62Lhi) e
de memdria (CD25-CD44hiCD62Llow) foram classificados, marcados
com CFSE, e estimulados com anti-CD3 ligado a placa (2,5 ug/mL),
juntamente com PD-L3 ou VISTA-Ig ou Ig controle em propor¢des indi-
cadas. A proliferacdo celular foi analisada em 72 horas avaliando o
perfil de divisdo de CFSE. O percentual de células que proliferaram,
como determinado pelo percentual de células baixas em CFSE, é cal-
culado e mostrado em B. Pocos duplicados foram analisados para to-
das as condi¢cdes. Sdo mostrados resultados representativos de dois
experimentos independentes.

[0075] Figura 12. Proteina de fusdo PD-L3 ou VISTA-Ig suprimiu a
ativacdo precoce de TCR e a proliferagao celular, mas n&o induziu di-
retamente a apoptose. Bulk de células T CD4+ purificadas foram esti-
muladas com anti-CD3 ligado a placa, juntamente com PD-L3 ou VIS-
TA-Ig ou Ig controle na proporgao 1: 2 (2,5 ug/mL e 5 ug/mL, respecti-
vamente). As células foram analisadas em 24 horas e 48 horas para a
expressao de CD69, CD62L, e CD44 por citometria de fluxo. As célu-
las foram também coradas para o marcador de apoptose precoce ane-
xina-V, e um marcador da morte celular 7-Aminoactinomicina D (7-
AAD). Sdo mostrados resultados representativos de dois experimentos
independentes.

[0076] Figura 13. PD-L3 ou VISTA-Ig inibiram a producéo de cito-
cinas pelas células T CD4+ e CD8+. A-B. Bulk purificado de células T
CD4+ foram estimuladas com anti-CD3 ligado a placa, e PD-L3 ou
VISTA-Ig ou Ig controle nas proporgdes indicadas. Sobrenadantes de
cultura foram coletados apés 24 horas e 48 horas. Os niveis de IL-2 e
IFNLI foram analisados por ELISA. C-D. Células T CD4+ foram sepa-
radas em populagdes de células naive (CD25-CD441owCD62Lhi) e de

memoria (CD25-CD44hiCD62LIow). As células foram estimuladas com
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oCD3 ligado a placa e PD-L3 ou VISTA-Ig ou Ig controle, na proporgéo
de 1:2. Sobrenadantes de cultura foram coletados as 48 horas e anali-
sados para o nivel de IL-2 e IFNo por ELISA. E. Bulk purificado de cé-
lulas T CD8+ foram estimuladas com oCD3 ligado a placa, e PD-L3 ou
VISTA-Ig ou Ig controle em proporgdes indicadas. IFNo no sobrena-
dante da cultura foi analisado por ELISA. Para todas as condicoes, o
sobrenadante de seis pogos duplicados foram agrupados para analise
por ELISA. Sdo mostrados resultados representativos de pelo menos
trés experimentos.

[0077] Figura 14. Supressdo mediada por PD-L3 ou VISTA Ig po-
deria superar um nivel moderado de coestimulagao fornecida pelo
CD28, mas foi completamente revertido por um nivel elevado de coes-
timulagcdo, assim como parcialmente resgatados por IL-2 exdgena. A-
B. Células T CD4+ foram ativadas por oCD3 ligado a placa juntamente
com PD-L3 ou VISTA-Ig ou Ig controle nas proporcdes 1:1 e um 1:2.
Para o resgate de citocinas, mIL-2 soluvel, mEL7, mIL15 e mIL-23 (to-
dos a 40ng/mL) foram adicionados a cultura de células (A). Para avali-
ar os efeitos da coestimulacdo, oCD28 (1ug/mL) foi imobilizada em
conjunto com as proteinas Ig e CD3 em proporg¢des indicadas (B). A
proliferacao celular foi analisada em 72hs avaliando perfis de divisdo
de FSE. C-D. Para avaliar a atividade supressora de PD-L3 ou VISTA
na presenca de niveis baixos de coestimulagido, as quantidades titula-
das de CD28 foram revestidas com anti-CD3 (2,5ug/mL) e proteinas
de fusdao PD-L3 ou VISTA Ig ou controle Ig (10 ug/mL) para estimular a
proliferacao de células T CD4+. A proliferagcao celular foi analisada em
72hs. O percentual de células proliferadas baixas em CFSE foi quanti-
ficado e mostrado em D. Pogos duplicados foram analisados para to-
das as condi¢des. Perfis de CFSE representativos de trés experimen-
tos independentes s&o apresentados.

[0078] Figura 15. PD-L3 ou VISTA expresso em células apresen-
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tadoras de antigenos suprimiu a proliferagao de células T CD4. A-C A
linhagem de células CHO que expressa de forma estavel molécula
MHCII I-Ad e molécula de coestimulagcdo B7-2 foi utilizada como linha-
gem de células-mae. As células foram transduzidas com retrovirus que
expressou tanto o PD-L3 ou VISTA-RFP ou moléculas de controle
RFP. Células transduzidas foram ordenadas para atingir o nivel homo-
géneo de expressao. Para testar a sua capacidade como células apre-
sentadoras de antigeno, células CHO-PD-L3 ou VISTA ou CHO-RFP
foram tratadas com mitomicina C e misturadas com células T CD4+
transgénicas OVA-especificas DO11.10, na presenga de uma quanti-
dade titulada de peptideo OVA. Proliferacao de células de DO11 foi
analisada em 72 horas, ou por perfis de divisdo de CFSE (AB), ou por
incorporacgao de tritio (C). D. Células dendriticas derivadas de medula
ossea foram transduzidas com retrovirus RFP ou B7B-H5-RFP durante
periodo de 10 dias de cultura. CD11c + RFP+ DCs e CD11c+ RFP-
DCs nao transduzidas foram ordenadas e utilizadas para estimular cé-
lulas T CD4+ transgénicas OVA-especificas OT1l na presenga de uma
quantidade titulada de peptideo OVA. A proliferagao celular foi anali-
sada no dia 3 examinando a divisdo CFSE. Para todos os experimen-
tos, os pocos duplicados foram analisados para todas as condicoes, e
os resultados representativos de trés experimentos independentes sao
apresentados.

[0079] Figura 16. Nivel da expressao de superficie de PD-L3 ou
VISTA em DCs derivadas de medula 6ssea retroviralmente transduzi-
das. DCs derivadas de medula 6ssea (BMDC), foram cultivadas na
presenca de GM-CSF (20ng mmL) e transduzidas com um RFP ou
PD-L3 ou VISTA-RFP retrovirus, como descrito em Métodos. No dia
10, o nivel de expressao de superficie de PD-L3 ou VISTA foi analisa-
do em BMDCs cultivadas, e comparadas com macrofagos peritoneais

recém-isoladas.
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[0080] A Figura 17 mostra que o mAb anti-PDL3 demonstrou efi-
cacia em um modelo passivo de transferéncia de EAE. Neste modelo
de transferéncia adotiva de EAE, os camundongos da linhagem doa-
dora SJL foram imunizados com CFA e peptideo PLP. No dia 10, a
partir de linfocitos totais de nddulos linfaticos foram isolados e culti-
vados in vitro com peptideo PLP, IL-23 (20 ng/mL) e anti-DFNg (10
g/mL) por 4 dias. Células T CD4 expandidas foram entdo purificadas
e transferidas adotivamente para camundongos recipientes naive. A
progressado da doencga foi monitorada e pontuada com: 0, nenhuma
doencga, 0,5 perda de tbnus da cauda; 1: cauda flacida, 2: cauda fla-
cida + paresia dos membros posteriores; 2,5: paralisia de 1 membro
posterior; 3: paralisia de ambos os membros posteriores; 3,5: fraque-
za de membros anteriores; 4: paralisia dos membros posteriores +
paralisia de membros anteriores unilateral. Os camundongos foram
sacrificados quando a pontuagdo da doenca atingiu 4.*, camundon-
gos foram sacrificados.

[0081] A Figura 18 mostra que anticorpos anti-PD-L3 ou VISTA
apresentam eficacia (reduzem os sintomas de artrite), em um modelo
animal com artrite induzida pelo colageno.

[0082] A Figura 19 mostra que VISTA expressa em células apre-
sentadoras de antigenos suprimiu a proliferacdo de células T CD4+.
[0083] A Figura 20 mostra que um anticorpo anti-VISTA inibiu o
crescimento de tumor em camundongos transplantados com células
tumorais MB49.

[0084] A Figura 21 mostra o efeito antitumoral de mab anti-VISTA
em quatro modelos antitumorais diferentes de camundongos.

[0085] A Figura 22 mostra o efeito potencializador de um anticorpo
monoclonal anti-VISTA na eficacia de uma vacina agonista CD40/TLR.
[0086] A Figura 23 mostra expressdo de VISTA em células do
SNC.
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[0087] A Figura 24 mostra o impacto de VISTA sobre o destino e
funcao de células T em um modelo de EAE.

Descrigao Detalhada da Invengao

Definigoes

[0088] Antes de se descrever a invencdo em mais detalhes as se-
guintes definicbes sdo fornecidas.

[0089] Conforme usado aqui, "célula imune" compreende células
que sao de origem hematopoiética e que desempenham um papel na
resposta imune. Células imunes incluem linfécitos, como as células B
e as células T, células natural killers, e células mieloides, como mono-
citos, macréfagos, eosindfilos, mastécitos, basofilos, e granuldcitos.
[0090] Conforme usado aqui, o termo "célula T" inclui células T
CD4+ e T CD8+. O termo célula T também inclui ambas as células T
auxiliares do tipo 1 e auxiliares do tipo 2.

[0091] O termo "célula apresentadora de antigenos" inclui as célu-
las apresentadoras de antigenos profissionais (por exemplo, linfocitos
B, mondcitos, células dendriticas e células de Langerhans) assim co-
mo células apresentadoras de outros antigenos (por exemplo, querati-
nécitos, células endoteliais, astrécitos, fibroblastos e oligodendrdcitos).
[0092] O termo “antigeno" aqui se refere ao antigeno, onde a mo-
dulacdo da resposta imune aos mesmos pode ser terapeuticamente
desejada. No caso de uma resposta imune intensificada desejada para
antigenos especificos de interesse, ditos antigenos incluem, entre ou-
tros, antigenos de doencas infecciosas para o qual uma resposta imu-
ne protetora pode ser induzida sédo exemplares. Por exemplo, os anti-
genos de HIV considerados sao a proteinas gag, env, pol, tat, rev, nef,
transcriptase reversa, e outros componentes do HIV. As proteinas E6
e E7 do virus papiloma humano também sao consideradas. Além dis-
so, o antigeno de EBNA1 do virus herpes simplex é também conside-

rado. Outros antigenos virais considerados sao os antigenos virais de
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hepatite como o0 S, M, L e as proteinas do virus da hepatite B, o pré-
antigeno S do virus da hepatite B, e outras hepatites, por exemplo,
hepatite A, B, e C, componentes virais como RNA viral de hepatite C;
antigenos virais de influenza como hemaglutinina, neuraminidase, nu-
cleoproteina, M2 e outros componentes virais de influenza, antigenos
virais de sarampo como proteinas de fusdo de sarampo e outros com-
ponentes virais do sarampo, antigenos virais de rubéola como protei-
nas El e E2 e outros componentes virais da rubéola; antigenos rotavi-
rais como VF7sc e outros componentes de rotavirus; antigenos de ci-
tomegalovirus como glicoproteina B do envelope e outros componen-
tes dos antigenos virais do citomegalovirus; antigenos do virus sincici-
al respiratorio como a proteina de fusao RSV, a proteina M2 e compo-
nentes de antigenos virais de virus sinciciais respiratérios; antigenos
virais de herpes simplex como proteinas precoces imediatas, glicopro-
teina D, e outros componentes dos antigenos do virus herpes simplex;
antigenos virais de varicela zoster como gpl, gpll, e outros componen-
tes dos antigenos virais de varicela zoster; antigenos virais de encefa-
lite japonesa como as proteinas E, ME, ME-NS1, NS 1, NS 1-NS2A,
80% E, e outros componentes de antigenos virais da encefalite japo-
nesa; antigenos virais da raiva como glicoproteina rabica, nucleoprote-
ina rabica e outros componentes de antigenos virais da raiva; virus do
Nilo Ocidental, prM e proteinas E; proteina do envelope de Ebola. Vide
Fundamental Virology, Second Edition, eds. Knipe, D. M. and, Howley
P. M. (Lippincott Williams & Wilkins, New & Wilkins, New York, 2001)
para exemplos adicionais de antigenos virais. Além disso, antigenos
bacterianos sdo também revelados. Antigenos bacterianos que podem
ser utilizados nas composi¢cdes e métodos da presente invengao inclu-
em, entre outros, antigenos da bactéria pertussis como, toxina pertus-
sis, hemaglutinina filamentosa, pertactina, Fl 2, FIM3, adenilato ciclase

e outros componentes de antigenos bacterianos da pertussis; antige-
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nos bacterianos da difteria como toxina da difteria ou toxoide difteria e
outros componentes de antigenos bacterianos da difteria ; antigenos
bacterianos do tétano como toxina teténica ou toxoide e outros com-
ponentes de antigenos bacterianos do tétano; antigenos bacterianos
estreptococicos como as proteinas M e outros componentes de anti-
genos bacterianos de estreptocdcos ; antigenos bacterianos estafilo-
cécicos como IsdA, IsdDB SdrD, e SdrE; antigenos bacterianos de ba-
cilos gram-negativos como lipopolissacarideos, flagelina, e outros
componentes de antigenos de bactérias gram-negativas; antigenos
bacterianos de Mycobacterium tuberculosis como acido micdlico, pro-
teina de choque térmico 65 (HSP65 ), a proteina secretada principal
de 30 kDa; antigeno 85A, ESAT-6, e outros componentes do antigeno
micobacteriano; componentes do antigeno bacteriano de Helicobacter
pylori; antigenos bacterianos pneumococicos como pneumolisina, po-
lissacarideo capsular de pneumococos e outros componentes do anti-
geno bacteriano pneumocadcico; antigenos bacterianos de haemophi-
lus influenza como polissacarideos capsulares e outras componentes
de antigenos bacterianos de Haemophilus influenza; antigenos bacte-
rianos de antraz como antigeno protetor de antraz, fator letal antraz, e
outros componentes de antigenos bacterianos de antraz, as proteinas
FI e V de Yersinia pestis; antigenos bacterianos de riquétsias como
romps e outros componentes de antigenos bacterianos de riquétsias.
Também incluidos com os antigenos bacterianos descritos aqui estao
quaisquer outros antigenos bacterianos, micobacterianos, de mico-
plasmas, de riquétsias, ou de clamidia. Exemplos de protozoarios e
outros antigenos parasitarios incluem, entre outros, antigenos de
Plasmodium falciparum como antigenos de superficie, antigenos de
superficie merozoitos, antigenos de superficie esporozoitos, antigenos
de superficie circunsporozoito, antigenos de superficie gameta/ game-

tocito, antigeno da superficie de eritrocitos de 155 RESA e outros
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componentes de antigeno plasmodiais; antigenos de toxoplasma como
SAG-1, p30 e outros componentes de antigenos de toxoplasma; anti-
genos esquistossomoticos como glutationa-S-transferase, paramiosi-
na, e outros componentes de antigeno esquistossomatico; antigenos
principais de Leishmania, e outros antigenos como gp63, lipofosfogli-
cano e sua proteina associada e outros componentes do antigeno de
Leishmania, e antigenos de Trypanosoma cruzi como o antigeno de
75-77 kDa, o antigeno de 56 kDa e outros componentes do antigeno
tripanossdmico. Exemplos de antigenos fungicos incluem entre outros
antigenos de espécies de Candida, da espécie Aspergillus, da espécie
Blastomyces, da espécie Histoplasma, da espécie Coccidiodomycosis,
Malassezia furfur e outras espécies, Exophiala werneckii e outras es-
pécies, Piedraia hortai e outras espécies, Trichosporum beigelii e ou-
tras espécies, espécies de Microsporum, espécies de Trichophyton,
espécies Epidermophyton, Sporothrix schenckii e outras espécies,
Fonsecaea pedrosoi e outras espécies, Wangiella dermatitidis e outras
especies, Pseudallescheria boydii e outras espécies, Madurella grisea
e outras espécies, as espécies de Rhizopus, espécies Absidia, e es-
pécies Mucor. Exemplos de antigenos de doengas por prions incluem
PrP, beta-amiloide, e outras proteinas associadas a prions.

[0093] Além dos agentes infecciosos e parasitarios mencionados
acima, outra area para a imunogenicidade melhorada desejavel para
um agente anti-infeccioso é na area das doencas disproliferativas, in-
cluindo entre outras: cancer, em que as células que expressam os an-
tigenos de céancer sao desejavelmente eliminadas pelo corpo. Antige-
nos tumorais que podem ser utilizados nas composi¢cdes e métodos da
presente invencao incluem, mas entre outros, antigeno especifico da
préstata (PSA), mama, bexiga, ovario, testiculo, melanoma, telomera-
se; proteinas de multirresisténcia a drogas como glicoproteina P;

MAGE-1, alfa fetoproteina, antigeno carcinoembrionario, mutante p53,
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antigenos de papilomavirus, gangliosideos ou outros carboiidratos
contendo os componentes do melanoma ou outras células tumorais. E
contemplado pela invengdo que antigenos de qualquer tipo de célula
tumoral podem ser utilizados nas composicdes e métodos aqui descri-
tos. O antigeno pode ser uma célula cancerigena, ou materiais imuno-
génicos isolados a partir de uma célula cancerigena, como as protei-
nas da membrana. Estdo incluidos antigenos survivina e telomerase
universal e da familia MAGE de antigenos de cancer de testiculo. An-
tigenos que foram demonstrados estarem envolvidos na autoimunida-
de e podem ser utilizados nos métodos da presente invencéo para in-
duzir tolerancia incluem, entre outros, proteina basica de mielina, gli-
coproteina oligodendrécitica da mielina e proteina proteolipidica da
esclerose multipla e proteina de colageno Cl1 da artrite reumatoide.
[0094] O antigeno pode ser uma porgdo de um agente infeccioso
como HZV-1, EBV, HBV, virus influenza, virus da SARS, poxvirus, ma-
laria, ou HSV, a titulo de exemplos nao limitantes, para os quais as
vacinas que mobilizam forte imunidade mediada por células T (através
de células dendriticas) sao necessarias.

[0095] O termo "tumor" denota, pelo menos, uma célula ou um
grupo de células na forma de uma neoformacéo de tecidos, em parti-
cular sob a forma de um crescimento espontaneo, autbnomo e irrever-
sivel em excesso, que € mais ou menos desinibido, de tecido enddge-
no, cujo crescimento € em regra associado com a perda mais ou me-
nos pronunciada das fungdes especificas das células e dos tecidos.
Este grupo de células ou célula ndo é efetivamente inibida, no que se
refere ao seu crescimento, por si s6 ou por mecanismos de regulacao
do organismo hospedeiro, por exemplo, melanoma ou carcinoma. An-
tigenos tumorais nao so6 incluem antigenos presentes no interior ou
sobre as células malignas em si, mas também incluem antigenos pre-

sentes no tecido do estroma de suporte de células de tumores incluin-
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do células endoteliais e outros componentes dos vasos sanguineos.
[0096] Conforme usado aqui, o termo "resposta imune" inclue res-
postas imunes mediadas por células T e/ou B, que sdo influenciadas
pela modulacido de coestimulacao de células T. Exemplos de respos-
tas imunes incluem respostas de células B (por exemplo, a produgao
de anticorpos) as respostas de células T (por exemplo, producdo de
citocinas e citotoxicidade celular) e ativacado de células que respondem
a citocinas, por exemplo, macréfagos. Conforme usado aqui o termo
"modulagédo para baixo" com referéncia a resposta imune inclui uma
diminuicdo em qualquer uma ou mais respostas imunes, ao passo que
o termo "modulacdo para cima” com referéncia a resposta imune inclui
um aumento em uma ou mais respostas imunologicas. Deve entender-
se que modulagao para cima de um tipo de resposta imune pode levar
a uma modulacao para baixo correspondente em outro tipo de respos-
ta imune. Por exemplo, modulacdo para cima da produgdo de certas
citocinas (por exemplo, IL-10) pode conduzir a modulagédo para baixo
de respostas imunes celulares.

[0097] Conforme usado aqui, o "receptor coestimulatério” inclui
receptores que transmitem um sinal coestimulatério a uma célula imu-
ne, por exemplo, CD28 ou ICOS. Conforme usado aqui, o termo "re-
ceptores inibitotérios" inclui receptores que transmitem um sinal nega-
tivo a uma célula imune.

[0098] Conforme usado aqui, o termo "coestimular", com referén-
cia as células imunes ativadas, inclui a capacidade de uma molécula
coestimulatéria para fornecer um segundo sinal mediado por receptor
nao ativador (um "sinal coestimulatério"), que induz a proliferagcao ou
fungao efetora. Por exemplo, um sinal coestimulatério pode resultar na
secrecgao de citocina, por exemplo, em uma célula T que tenha recebi-
do um sinal mediado pelo receptor de célula T. Células do sistema

imune que tenham recebido um sinal celular mediado por receptor, por
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exemplo, através de um receptor de ativacdo, sdo aqui referenciadas
como "células imunes ativadas".

[0099] Um sinal inibitério como transduzido por um receptor inibito-
rio pode ocorrer mesmo se o receptor coestimulatério (como CD28 ou
ICOS) ndo estiver presente na célula imune e, assim, ndo € uma sim-
ples fungcdo de competicdo entre receptores inibitérios e receptores
para ligacdo de moléculas coestimulatorias (Fallarino et al. (1998) J.
Exp. Med. 188:205). A transmiss&o de um sinal inibitério a uma célula
imune pode resultar em falta de resposta, anergia ou morte celular
programada em células imunes. Preferencialmente, a transmissao de
um sinal inibitério opera através de um mecanismo que nao envolve a
apoptose.

[00100] Conforme usado aqui, o termo "apoptose" inclui morte celu-
lar programada, que pode ser caracterizada utilizando técnicas conhe-
cidas. Morte celular apoptdtica pode ser caracterizada, por exemplo,
por encolhimento da célula, prolongamentos da membrana, e a con-
densagéo da cromatina culminando na fragmentagao celular. As célu-
las em apoptose também apresentam um padrao caracteristico de cli-
vagem internucleossémica de DNA.

[00101] O termo "autoimunidade" ou "doenca ou condicdo autoimu-
ne" aqui. Uma "doenca autoimune" aqui € uma doenca ou disturbio
decorrente de e direcionado contra os proprios tecidos do individuo ou
uma co-segregacao ou manifestagdo dos mesmos ou condi¢cdo desta
resultante. Exemplos de doengas ou disturbios autoimunes incluem,
entre outros a artrite (artrite reumatoide como artrite aguda, artrite
reumatoide crbnica, artrite gotosa, artrite gotosa aguda, artrite inflama-
téria cronica, artrite degenerativa, artrite infecciosa, Artrite de Lyme,
artrite proliferativa, artrite psoriatica, artrite vertebral, e artrite reuma-
toide juvenil, osteoartrite, artrite progressiva cronica, artrite deforman-

te, poliartrite primaria cronica, artrite reativa e espondilite anquilo-
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sante), doengas inflamatdérias hiperproliferativas da pele, psoriase co-
mo psoriase de placa, psoriase gutata, psoriase pustular, e psoriase
das unhas, dermatite incluindo dermatite de contato, dermatite de con-
tato cronica, dermatite alérgica, dermatite alérgica de contato, dermati-
te herpetiforme, dermatite atdpica e, sindrome de hiper IgM ligado ao
X, urticaria como urticaria alérgica e urticaria idiopatica crénica, inclu-
indo urticaria autoimune crbnica, polimiosite/dermatomiosite, derma-
tomiosite juvenil, necrélise epidérmica toxica, escleroderma (incluindo
escleroderma sistémico), esclerose como esclerose sistémica, escle-
rose multipla (MS) como MS espinho ética, MS progressiva primaria
(PPMS), e MS recorrente remitente (RRMS), esclerose sistémica pro-
gressiva, aterosclerose, arterioesclerose, esclerose disseminata, e es-
clerose ataxica, doencga inflamatoria intestinal (IBD) (por exemplo, Do-
enca de Crohn, autoimune mediadas por doengas gastrointestinais,
colite como colite ulcerativa, colite ulcerosa, colite microscépica, colite
colagenosa, colite poliposa, enterocolite necrosante, e colite transmu-
ral e doenga intestinal inflamatéria autoimune), pioderma gangrenosa,
eritema nodoso, colangite esclerosante primaria, episclerite), sindrome
de distresse respiratorio, incluindo sindrome de distresse respiratério
aguda ou do adulto (ARDS), meningite, inflamacao de todas ou parte
da uvea, irite, coroidite, uma disturbio autoimune hematologica, es-
pondilite reumatoide, perda de pelos subita, Doencas mediadas por
IgE como anafilaxia e rinite alérgica e atdpica, encefalite como Encefa-
lite de Rasmussen e encefalite limbica e ou de tronco cerebral, uveite,
como uveite anterior, uveite anterior aguda, uveite granulomatosa,
uveite ndo granulomatosa, uveite facoantigénica, uveite posterior, ou
uveite autoimune, glomerulonefrite (GN) com e sem sindrome nefrética
como glomerulonefrite aguda ou crénica como GN primaria, GN imu-
no-mediada, GN membranosa (nefropatia membranosa), GN idiopatica

membranosa ou nefropatia idiopatica membranosa, GN membrano ou
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membranosa proliferativa (MPGN), incluindo Tipo | e Tipo Il, e GN ra-
pidamente progressiva, condigdes alérgicas, reagédo alérgica, eczema
incluindo eczema alérgico ou atopico, asma como asma asma bron-
quica, e asma autoimune, condi¢cdes envolvendo infiltragcdo de células
T e respostas inflamatérias crbnicas, doenca pulmonar inflamatéria
cronica, miocardite autoimune, deficiéncia de adesao de leucodcito, lU-
pus eritematoso sistémico (SLE) ou lupus eritematoso sistémico como
SLE cutaneo, lupus eritematoso cutaneo subagudo, Sindrome de lu-
pus neonatal (NLE), lupus eritematoso disseminado, lupus (incluindo
nefrite, cerebrite, pediatrico, ndo renal, extra-renal, discoide, alopecia),
diabetes mellitus juvenil (tipo | ), incluindo diabetes mellitus pediatrico
dependente de Insulina (IDDM), diabetes mellitus de inicio tardio (dia-
betes tipo Il), diabetes autoimune, diabetes insipidus idiopatica, res-
postas imunes associadas com hiperssensibilidade aguda e retardada
mediada por citocinas e linfécitos T, tuberculose, sarcoidose, granulo-
matose incluindo granulomatose linfomatoide, granulomatose de We-
gener, agranulocitose, vasculitides, incluindo vasculite (incluindo vas-
culite de grandes vasos (incluindo polimialgia reumatica e arterite de
célula gigante (de Takayasu)), vasculite de médios vasos (incluindo
Doenca de Kawasaki e poliarterite nodosa , poliarterite microscépica,
vasculite do SNC, necrosante, cutaneo, ou vasculite de hipersensibili-
dade, vasculite necrosante sistémica, e Vasculite Associada a ANCA,
como vasculite de Churg-Strauss ou sindrome (CSS)), arterite tempo-
ral, anemia aplastica, anemia aplastica autoimune, Anemia positiva de
Coombs, Anemia de Diamond Blackfan, anemia hemolitica ou anemia
hemolitica imune incluindo anemia hemolitica autoimune (AIHA), ane-
mia perniciosa (anemia perniciosa), Doenca de Addison, anemia pura
de célula vermelha ou aplasia (PRCA), Deficiéncia de Fator VIII, hemo-
filia A, neutropenia autoimune, pancitopenia, leucopenia, doencgas en-

volvendo diapedese de leucdcito, Disturbios inflamatorios de SNC,
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sindrome de lesdo de multiplos 6rgdos Como aqueles secundarias a
uma septicemia, trauma ou hemorragia, doengas mediadas por com-
plexo antigeno-anticorpo, doengca de membrana de base anti-
glomerular, Sindrome de anticorpo anti-fosfolipideo, neurite alérgica,
Doenca de Bechet ou Behget, Sindrome de Castleman, Sindrome de
Goodpasture, Sindrome de Reynaud, Sindrome de Sjogren, Sindrome
de Stevens Johnson, penfogoide como pénfigo bolhoso e pele penfi-
goide, pénfigo (incluindo pénfigo vulgar, pénfigo folhaceo, pénfigo pen-
figoide muco-membrana, e pénfigo eritematoso), poliendocrinopatias
autoimunes, Doenca ou Sindrome de Reiter, nefrite de complexo imu-
ne, nefrite mediada por anticorpo, neuromielite éptica, polineuropatias,
neuropatia crénica como IgM polineuropatias ou neuropatia mediada
por IgM, trombocitopenia (desenvolvida por pacientes com enfarte do
miocardio, por exemplo), incluindo purpura trombocitopénica trombati-
ca (TTP) e trombocitopenia autoimune ou imuno-mediadas, como pur-
pura trombocitopénica idiopatica (ITP), incluindo ITP crénica ou aguda,
doenca autoimune do testiculo e ovario incluindo orquite autoimune e
ooforite, hipotireoidismo primario, hipoparatiroidismo, doengcas endo-
crinas autoimunes incluindo tiroidite como tiroidite autoimune, Doenca
de Hashimoto, tiroidite cronica (Tiroidite de Hashimoto), ou tiroidite su-
baguda, Doenga autoimune da tiroide, hipotiroidismo idiopatico, Doen-
ca de Grave, sindrome poliglandular como sindrome poliglandular au-
toimune (ou sindrome endocrinopatia poliglandular), sindromes para-
neoplasticas, incluindo sindromes neuroldgicas paraneoplasticas como
Sindrome miasténica de Lambert-Eaton ou Sindrome de Eaton-
Lambert, rigidez muscular espasmaodica, encefalomielite como encefa-
lomielite alérgica ou encefalomielite alérgica e encefalomielite alérgica
experimental (EAE), miastenia gravis como miastenia gravis associada
com timoma, degeneragao cerebelar, neuromiotonia, sindrome de op-

soclonia ou opsoclonia-mioclonia (OMS), e neuropatia sensorial, neu-
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ropatia multifocal motora, Sindrome de Sheehan, hepatite autoimune,
hepatite crbnica, hepatite lupoide, hepatite de célula gigante, hepatite
ativa cronica ou hepatite ativa cronica autoimune, pneumonite intersti-
cial linfoide, bronquiolite obliterante (ndo transplante) vs NSIP, Sin-
drome de Guillain-Barré, doenca de Berger (Nefropatia de IgA), Nefro-
patia de IgA idiopatica, dermatose linear por IgA, cirrose biliar primaria,
pneumonocirrose, sindrome enteropatia autoimune, Doenca celiaca,
Doencga celiaca (enteropatia de gluten), psilose refrataria, psilose idio-
patica, crioglobulinemia, esclerose lateral amiotréfica (ALS; Doenga de
Lou Gehrig), doencga arterial coronariana, doenga auricular autoimune
como doenga auricular interna autoimune (AGED), perda de audicéo
autoimune, Sindrome de opsoclonia mioclonia (OMS), policondrite co-
mo policondrite refrataria ou recaida, proteinose alveolar pulmonar,
amiloidose, esclerite, uma linfocitose ndo cancerigena, uma linfocitose
primaria, que inclui linfocitose monoclonal de célula B (por exemplo,
gamopatia monoclonal benigna e gamopatia monoclonal de significan-
cia ndo determinada, MGUS), neuropatia periférica, sindrome parane-
oplasica, canaleopatias como epilepsia, enxaqueca, arritmia, disturbios
musculares, surdez, cegueira, paralisia periddica, e canaleopatias do
SNC, autismo, miopatia inflamatéria, glomeruloesclerose segmentar e
focal (FSGS), ofalmopatia enddcrina, uveoretinite, corioretinite, distur-
bio hepatico autoimune, fibromialgia, falha endécrina multipla, Sindro-
me de Schmidt, adrenalite, atrofia gastrica, deméncia pré-senil, doen-
cas desmielinizantes como doencgas desmielinizantes autoimunes, ne-
fropatia diabética, sindrome de Dressler, alopecia greata, Sindrome
CREST (calcinose, fenbmeno de Raynaud, desmotilidade esofagica,
esclerodactil), e telangiectasia), Infertilidade autoimune masculina ou
feminina, doenca de tecido conectivo misto, Doenca de Chagas, febre
reumatica, aborto recorrente, pulmao do fazendeiro, eritema multifor-

me, sindrome pos-cardiotomia, Sindrome de Cushing de, pulmao de
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criadores de aves, angiite granulomatosa alérgica, angiite linfocitica
benigna, Sindrome de Alport, alveolite como alveolite alérgica e alveo-
lite fibrosante, doenca pulmonar intersticial, reacdo de transfusao, le-
prosia, malaria, leishmaniose, cipanosomiase, esquistosomiase, asca-
riase, aspergilose, sindrome Sampter, a Sindrome de Caplan, dengue,
endocardite, fibrose endomiocardiaca, fibrose pulmonar intersticial di-
fusa, fibrose pulmonar intersticial, fibrose pulmonar idiopatica, fibrose
cistica, endoftalmite, eritema elevatum et diutinum, eritroblastose fetal,
faciite eosinofilica, Sindrome de Shulman, sindrome de Felty, flariase,
ciclite como ciclite cronica, heterociclite cronica, iridociclite, ou Ciclite
de Fuch, Purpura de Henoch-Schdnlein, virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), Infecgdo por ecovirus, cardiomiopatia, Doenga de Al-
zheimer, Infeccdo por parvovirus, infeccao por Virus da rubéola, sin-
dromes pos vacinacgao, infecgdo de rubéola congénita, Infecgdo por
virus de Epstein-Barr, caxumba, Sindrome de Evan, faléncia gonadal
autoimune, Coreia de Sydenham, nefrite pds-estreptococdcica, trom-
boangite ubiterans, tirotoxicose, tabes dorsal, corioidite, polimialgia de
célula gigante, oftalmopatia enddcrina, pneumonite de hipersensibili-
dade crbnica, ceratoconjuntivite seca, ceratoconjuntivite epidémica,
sindrome nefritica idiopatica, nefropatia de troca minima, lesdo de re-
perfusdo isquémica e benigna familiar, autoimunidade de retina, infla-
macgao de articulagdo, bronquite, doenga das vias aéreas obstrutivas
cronicas, silicose, afta, estomatite aftosa, disturbios aterioesclerdticos,
aspermiogenese, hemdlise autoimune, Doencga de Boeck, crioglobuli-
nemia, contratura de Dupuytren, endoftalmia facoanafilatica, enterite
alérgica, eritema nodoso leprosante, paralisia facial idiopatica, sindro-
me de fadiga crbnica, febre reumatica, Doenca de Hamman-Rich, per-
da auditiva sensoneural, hemoglobinuria paroxismatica, hipogonadis-
mo, ileite regional, leucopenia, mononucleose infecciosa, mielite trans-

versa, mixedema idiopatica primaria, nefrose, oftalmia simpatica, orqui-
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te granulomatosa, pancreatite, poliradiculite aguda, pioderma gangre-
nosa, Tireoidite de Quervain, atrofia esplénica adquirida, Infertilidade
devido a anticorpos antiespermatozoarios, timoma ndo maligno, vitili-
go, doengas associadas a virus SC1D e Epstein-Barr, Sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (ADDS), Doencgas parasiticas como Lesih-
mania, sindrome de choque toxico, intoxicacdo Alimentar, condi¢cdes
envolvendo infiltracdo de células T, deficiéncia de adesdo de leucdci-
tos, respostas imunes associadas com hipersensibilidade aguda e re-
tardada mediadas por citocinas e linfécitos T, doencas envolvendo di-
apedese de leucdcito, sindrome de lesdo de multiplos 6rgaos, doengas
mediadas por complexo antigeno-anticorpo, doenga de membrana de
Base antiglomerular, neurite alérgica, poliendocrinopatias autoimunes,
ooforite, mixedema primario, gastrite atroéfica autoimune, oftalmia sim-
patética, doencas reumaticas, doenca de tecido conectivo misto, Sin-
drome nefrética, insulite, faléncia polienddcrina, neuropatia periférica,
sindrome poliglandular autoimune Tipo |, hipoparatiroidismo idiopatico
adulto (AOIH), alopecia totalis, cardiomiopatia dilatada, epidermolise
bolhosa adquirida (EBA), hemocromatose, miocardite, Sindrome nefro-
tica, colangite esclerosante primaria, sinutese purulenta ou nao puru-
lenta, sinutese aguda ou crdnica, sinusite etmoide, frontal, maxilar, ou
esfenoide, um disturbio relacionado a eosinoéfilo como eosinofilia, eosi-
nofilia de infiltracdo pulmonar, sindrome de eosinofilia-mialgia, sindro-
me de Loffler, pneumonia eosinofilica crénica, eosinofilia pulmonar tro-
pical, aspergilose broncopneumobnica, aspergiloma, ou granulomas
contendo eosindfilos, anafilaxia, espondiloartrite soronegativa, doencga
autoimune polienddcrina, colangite esclerosante, esclera, epiesclera,
candidiase mucocutanea crénica, Sindrome de Bruton, hipogamaglo-
bulinemia transitoria de infancia, Sindrome de Wiskott-Aldrich, ataxia
telangiectasia, disturbios associados com doenca de colageno, reuma-

tismo, doencga neuroldgica, disturbio de reperfusao isquémica, redugao
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na resposta de pressao arterial, disfuncdo vascular, angiectasia, leséo
de tecido, isquemia cardiovascular, hiperalgesia, isquemia cerebral, e
doenca que acompanha vascularizagao, disturbios de hiperssensibili-
dade alérgica, glomerulonefritides, leséo de reperfuséo, lesdo de re-
perfusdo de tecido miocardico e outros, dermatoses com componentes
inflamatodrios agudos, meningite purulenta aguda ou outros disturbios
inflamatodrios do sistema nervoso central, disturbios inflamatérios ocu-
lares e orbitais, sindromes associadas a transfusdo de granulécito, to-
xicidade induzida por citocinas, inflamagdo séria aguda, inflamagao
intratavel cronica, pielite, pneumonocirrose, retinopatia diabética, dis-
turbio diabetico de grandes artérias, hiperplasia endarterial, Ulcera
péptica, valvulite e endometriose.

[00102] Os termos "cancer" e "cancerigeno" referem-se ou descre-
vem a condigao fisiolégica em mamiferos que € tipicamente caracteri-
zada por crescimento celular desregulado. Exemplos de céancer inclu-
em, entre outros, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma e leucemia.
Exemplos mais particulares de ditos cancers incluem cancer de células
escamosas, cancer do pulméo (incluindo o cancer do pulmao de pe-
quenas células, ndo pequenas do cancer do pulméao de células, ade-
nocarcinoma do pulmao e carcinoma escamoso do pulmao), cancers
do cancer hepatocelular peritoneu, gastrico ou do estdmago (incluindo
cancer gastrointestinal), o cancer de pancreas, glioblastoma, cancer
de colo uterino, cancer ovariano, cancer de figado, cancer de bexiga,
hepatoma, cancer de mama, cancer de célon, cancer colorretal, carci-
noma endometrial ou uterino, carcinoma de glandula salivar, cancer
renal, cancer do figado, cancer da prostata, cancer vulvar, cancer da
tiroide, carcinoma hepatico e varios tipos de cancer da cabecga e pes-
cogco, bem como de células B linfoma (incluindo baixo grau/folicular
nao Hodgkin linfoma (NHL); linfocitico pequeno (SL) NHL, intermedia-

rio grau/folicular NHL, intermediario grau difusa NHL; alto grau imuno-

Peticaio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 51/229



49/212

blastico NHL; alto grau linfoblastica NHL; alto grau NHL de células pe-
guenas nao clivadas; NHL doenca volumosa; células do manto linfo-
ma; relacionada com a SIDA linfoma, e Macroglobulinemia Waldens-
trom), leucemia linfocitica crénica (CLL); leucemia linfoblastica aguda
(ALL); leucemia de células pilosas, leucemia mieloblastica crénica, mi-
eloma multiplo e pés-transplante doenga linfoproliferativa (PTLD).
[00103] A frase "doencga alérgica", se refere a uma doenga envol-
vendo reagdes alérgicas. Mais especificamente, uma "doencga alérgica"
é definida como uma doenga para a qual um alergenoalergeno € iden-
tificado, em que existe uma forte correlagcdo entre a exposicao a esse
alergenoalergeno e o aparecimento de alteragbes patoldgicas e onde
essa alteragao patoldgica demonstrou ter um mecanismo imunoldgico.
Um mecanismo imunoldgico significa que os leucocitos mostram uma
resposta imune para estimulagao do alergeno. Exemplos de alergenos
incluem antigenos de acaros e de antigenos de podlen. Doengas alérgi-
cas representativas incluem asma brénquica, rinite alérgica, dermatite
atopica e alergias ao polen e insetos. Diatese alérgica é um fator gené-
tico que pode ser herdado pelos filhos de pais alérgicos. Doengas
alérgicas familiares sdo também chamadas de doencas atépicas, e o
fator, causador transmitido geneticamente € diatese atépica. "Dermati-
te atopica" € um termo geral para uma doenga atopica, em particular
doencgas acompanhadas por sintomas de dermatite. Os exemplos pre-
ferenciais incluem condicao alérgica é selecionado a partir do grupo
gue consiste de eczema, rinite alérgica, febre dos fenos, urticaria, e
alergias alimentares. Condi¢des alérgicas incluem eczema, rinite alér-
gica ou coriza, febre do feno, asma brénquica, urticaria e alergias ali-
mentares, e outras condigdes atopicas.

[00104] "Asma" - se refere a uma doenga do sistema respiratorio
caracterizada por inflamacao, estreitamento das vias respiratérias e

aumento da reatividade das vias aéreas a agentes inalatérios. Asma é
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frequentemente, embora ndo exclusivamente, associada com sintomas
atopicos ou alérgica.

[00105] A frase "condigdes inflamatdrias ou doencas inflamatorias”
aqui inclui crénicas ou agudas de doencgas inflamatdrias, incluindo uma
doencga ou condigéo seleccionada a partir do grupo que compreende:
Doengas reumaticas (incluindo entre outras, artrite reumatoide, osteo-
artrite, artrite psoriatica) spondyloartropatias (incluindo mas nao se li-
mitando a espondilite anquilosante, artrite reativa, sindrome de Reiter),
artropatias cristal (incluindo, entre outras, pseudogota, doenca de de-
posicado de pirofosfato de calcio), doengca de Lyme, polimialgia reuma-
tica, doengas do tecido conjuntivo (incluindo mas nao se limitando a
lUpus eritematoso sistémico, Esclerose Sistémica, polimiosite, derma-
tomiosite, Sindrome de Sjogren); vasculitides (incluindo, entre outras
a, poliarterite nodosa, Granulomatose de Wegener, sindrome de
Churg-Strauss); condi¢des inflamatérias incluindo consequéncias de
trauma ou isquemia, sarcoidose; doencgas vasculares incluindo doenca
vascular aterosclerdtica, aterosclerose, e doenga oclusiva vascular (in-
cluindo, entre outras, a aterosclerose, doencga cardiaca isquémica, in-
fatro do miocardio, infarto, doenga vascular periférica), e restenose de
stent vascular; doencas oculares incluindo uveite, doenca da cornea,
irite, iridociclite, e cataratas;

[00106] O termo céancer passivel de tratamento pela presente in-
vencao inclui, entre outros, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma e
leucemia ou malignidades linfoides. Exemplos mais particulares de tais
canceers incluem bexiga, ovario, melanoma, cancer de células esca-
mosas, cancer do pulmao (incluindo o cancer do pulmao de pequenas
células, cancer do pulméao de células ndo pequenas, adenocarcinoma
do pulmao e carcinoma escamoso do pulméo), canceres de periténio,
cancer hepatocelular, cancer gastrico ou de estémago (incluindo can-

cer gastrointestinal), o cancer de pancreas, glioblastoma, cancer de
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colo uterino, cancer ovariano, cancer de figado, cancer de bexiga, he-
patoma, cancer de mama, cancer de coélon, cancer colorretal, carcino-
ma endometrial ou uterina, salivar carcinoma da glandula, rim ou renal,
cancer do figado, cancer da préstata, cancer vulvar, cancer da tiroide,
carcinoma hepatico e varios tipos de cancer da cabeca e pescoco,
bem como linfomas de células B (incluindo baixo grau/linfoma folicular
nao Hodgkin (NHL); linfocitico pequeno (SL) NHL, de grau intermedia-
rio/folicular NHL, grau intermediario difuso NHL; alto grau imunoblasti-
co NHL; alto grau linfoblastico NHL; alto grau imunoblastico NHL, alto
grau NHL de células pequenas nao clivadas; doenga volumosa NHL,;
linfoma de células do manto; linfoma relacionado com a AIDS, e Ma-
croglobulinemia Waldenstrom), leucemia linfocitica crénica (CLL); leu-
cemia linfoblastica aguda (ALL); leucemia de células pilosas, leucemia
mieloblastica crénica, mieloma multiplo e doenca linfoproliferativa pds-
transplante (PTLD), bem como a proliferagdo vascular anormal associ-
ada com facomatose, edema (como o associado com tumores cere-
brais) e sindrome de Meigs. Preferencialmente, o cancer é seleciona-
do a partir do grupo consistindo de cancer da mama, cancer colorretal,
cancer retal, cancer do pulméo de células ndo pequenas, linfoma nao-
Hodgkin (NHL), o cancer das células renais, cancer de prostata, can-
cer do figado, cancer pancreatico, sarcoma de tecidos moles, sarcoma
de Kaposi, carcinoma carcinoide, cancer de cabeca e pescogo, mela-
noma, cancer ovariano, mesotelioma, e mieloma multiplo. Em uma
modalidade exemplar (ver exemplos de trabalho), o cancer é um de
bexiga, ovario ou melanoma de inicio avangado (incluindo metastati-
co). Em outra modalidade, o cancer é cancer colo-retal. As doencas
cancerigenas passiveis de tratamento pela presente invengéo incluem
canceres metastaticos, onde a expressao de VISTA por células mieloi-
des supressoras derivadas suprimem respostas imunes antitumorais e

anti-invasivas. O método da presente invencdo € particularmente
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apropriado para o tratamento de tumores vascularizados.

[00107] A invencao é também apropriada para o tratamento de can-
ceres, em combinagdo com a quimioterapia ou a radioterapia ou outros
produtos bioldgicos e para aumentar a atividade dos mesmos, ou seja,
em individuos onde a expressao de VISTA por células supressoras
derivadas de mieloides suprimem respostas antitumorais e a eficacia
da quimioterapia ou radioterapia, ou eficacia biolégica. Qualquer agen-
te quimioterapico que apresenta atividade anticancerigena pode ser
usado de acordo com a presente invengao. Preferencialmente, o agen-
te quimioterapico € selecionado a partir do grupo que consiste de
agentes alquilantes, antimetabdlitos, analogos de acido félico, analo-
gos de pirimidina, analogos de purina e inibidores relacionados, alca-
loides de vinca, epipodopilotoxinas, antibidticos, L-asparaginase, inibi-
dor de topoisomerase, interferons, complexos de coordenagao de pla-
tina, ureia antracenodiona substituida, derivados de metilhidrazinas,
supressores adrenocorticais, adrenocorticosteroides, progesterona,
estrogenos, antiestrogenos, androgenos, antiandrogénico e analogo
de horménio liberador de gonadotrofinas. Mais preferencialmente, o
agente quimioterapico € selecionado a partir do grupo consistindo de
5-fluorouracil (5-FU), leucovorin (LV), irenotecan, oxaliplatina, capeci-
tabina, paclitaxel e doxetaxel. Dois ou mais agentes quimioterapicos
podem ser utilizados em um coquetel a ser administrado em combina-
¢do com a administragdo do anticorpo anti-VEGF. Uma combinagao
preferencial € a quimioterapia baseada em fluorouracil, que compre-
ende 5-FU e de um ou mais agente quimioterapico. Regimes de dosa-
gem apropriados de quimioterapias combinadas sao conhecidos na
técnica e descritos em, por exemplo, Saltz et al. (1999) Proc ASCO
18:233a e Douillard et al. (2000) Lancet 355: 1041-7. O bioldgico pode
ser outro potencializador imune como anticorpos anti PD-L1, PD-L2,
CTLA-4 e DP-L1, PD-L2, as proteinas de fusdo CTLA-4, bem como as
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citocinas, os antagonistas e agonistas do fator de crescimento, hormo-
nios e anticorpos anti-citocinas.

[00108] Dependendo da forma da molécula de PD-L3 ou VISTA
que se liga a um receptor, um sinal pode ser transmitido ou (por
exemplo, por uma forma multivalente de uma molécula de PD-L3 ou
VISTA que resulte em reticulagdo do receptor ou por uma forma solu-
vel de PD-L3 ou VISTA que se liga a receptores Fc em células apre-
sentadoras de antigenos) ou inibido (por exemplo, por uma forma so-
luvel monovalente de uma molécula de PD-L3 ou VISTA ou uma for-
ma soluvel de PD-L3 ou VISTA que é alterada através de métodos
conhecidos na técnica de modo que né&o se liga a receptores Fc em
células apresentadoras de antigenos), por exemplo, através da com-
peticdo com formas ativadas de moléculas de PD-L3 ou VISTA para
se ligarem ao receptor. No entanto, ha casos em que uma molécula
soluvel pode ser estimulatoéria. Os efeitos dos varios agentes modula-
dores podem ser facilmente demonstrados utilizando ensaios de tria-
gem de rotina como aqui descritos.

[00109] Conforme usado, o termo "receptor ativador" inclui recepto-
res das células do sistema imune que se ligam antigenos, antigenos
complexados (por exemplo, no contexto de moléculas do MHC), ou
anticorpos. Receptores de ativacao incluem receptores de células T
(TCR), receptores de células B (BCR), receptores de citocina, recepto-
res de LPS, receptores do complemento, e receptores Fc.

[00110] Por exemplo, os receptores das células T estdo presentes
em células T e estdo associados com moléculas de CD3. Receptores
de células T sao estimulados por antigenos no contexto das moléculas
MHC (assim como por reagentes ativadores policlonais de células T).
A ativacdo das células T através dos resultados de TCR resulta em
numerosas alteragdes, por exemplo, fosforilagcdo da proteina, altera-

¢cdes lipidicas da membrana, fluxos de ions, alteragdes de nucleoti-
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deos ciclicos, mudancgas de transcricdo de RNA, alteracdo da sintese
de proteinas, e alteracdes de volume da célula.

[00111] O termo "receptor de célula B" (BCR), conforme usado
aqui, inclui o complexo entre a Ilg de membrana (mlg) e outros poli-
peptideos transmembrana (por exemplo, Ig alfa e Ig beta) foram en-
contrados em células B. A fungdo de transdugdo de sinal de milg é
desencadeada por ligagdo cruzada de moléculas de receptor por an-
tigenos oligoméricos ou multiméricos. As células B também podem
ser ativadas por anticorpos anti-imunoglobulina. Apos a ativagao de
BCR, numerosas mudangas ocorrem em células B, incluindo a fosfo-
rilagao da tirosina.

[00112] O termo "receptor de Fc" (FCcRs) incluem receptores de su-
perficie celular para a por¢gdo Fc de moléculas de imunoglobulina (lg).
Receptores de Fc sao encontrados em muitas células que participam
na resposta imune. Entre os FcRs humanos que foram identificados
até agora estdo aqueles que reconhecem IgG (designada Fc gama.
R), IgE (Fc epsilon R1), IgA (Fc alfa R), e IgM/A polimerizada (Fc.mu..
alfa. R). FcRs sao encontrados nos seguintes tipos celulares: Fc epsi-
lon RI (mastécitos), Fc epsilon. RIl (muitos leucdcitos), Fc alfa. R (neu-
trofilos) e Fc mu alfa. R (epitélio glandular, hepatdcitos) (Hogg, N.
(1988) Immunol Today 9: 185-86). Os Fc-gama Rs amplamente estu-
dados sao centrais em defesas imunes celulares e sao responsaveis
pela estimulacéo da liberagdo de mediadores da inflamagao e enzimas
hidroliticas envolvidas na patogénese da doencga autoimune (Unkeless,
J. C (1988) Annu. Rev. Immunol. 6: 251 -87). Os Fc gama Rs forne-
cem uma ligacao crucial entre células efetoras e os linfocitos que se-
cretam Ig, uma vez que o macrofago/mondcito, leucdcito polimorfonu-
clear e células natural killer (NK) Fc gama Rs conferem um elemento
de reconhecimento especifico mediado por IgG. Leucdcitos humanos

possuem pelo menos trés diferentes receptores para IgG:h Fc-gama.

Peticaio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 57/229



55/212

RI (encontrada em mondcitos/macrofagos), hFc gama RIl (em mondci-
tos, neutrdfilos, eosindfilos, plaquetas, possivelmente células B e a li-
nhagem de células K562) e Fc.gama. Illl (em células NK, neutrdfilos,
eosinofilos e macréfagos).

[00113] Com relacéo a células T, a transmissdo de um sinal coes-
timulatério a uma célula T envolve uma via de sinalizacdo que nao é
inibida pela ciclosporina A. Além disso, um sinal coestimulatério pode
induzir a secregédo de citocina (por exemplo, IL-2, e/ou IL -10) em
uma célula T e/ou pode impedir a inducao da falta de responsividade
ao antigeno, a indugéo de anergia, ou a indugao de morte celular nas
células T.

[00114] Conforme usado aqui, o "sinal inibitorio" diz respeito a um
sinal transmitido via molécula de receptor inibitorio em uma célula
imune. Dito sinal antagoniza um sinal via um receptor de ativacao (por
exemplo, via um TCR, CD3, BCR, ou molécula de Fc) e pode resultar,
por exemplo, na inibicdo de: geragdo de um segundo mensageiro, a
proliferagdo, ou a funcéo efetora na célula imune, por exemplo, fagoci-
tose reduzida, produgdo de anticorpos, ou citotoxicidade celular, ou a
falha das células imunes em produzir mediadores (como citocinas (por
exemplo, IL-2) e/ou mediadores de respostas alérgicas), ou o desen-
volvimento de anergia.

[00115] Conforme usado aqui, a "falta de responsividade" inclui
refratividade a estimulagao por parte das células do sistema imune,
por exemplo, a estimulagcdo através de um receptor de ativacdo ou
uma citocina. Falta de responsividade pode ocorrer, por exemplo, de-
vido a exposicado a agentes imunossupressores ou elevadas doses de
antigeno.

[00116] Conforme usado aqui, o termo "anergia" ou "tolerancia" in-
clui refratividade a ativagao mediada pela estimulagdo de receptores.

Dita refratividade é geralmente antigeno especifica e persiste apds a
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cessao da exposicao ao antigeno gerador de tolerancia. Por exemplo,
a anergia em células T (ao contrario da falta de responsividade) é ca-
racterizada pela falta de producédo de citocina, por exemplo, DL-2.
Anergia de células T ocorre quando as células T sdo expostas ao anti-
geno e recebem um primeiro sinal (um receptor de células T ou sinal
mediado por CD-3), na auséncia de um segundo sinal (um sinal coes-
timulatério). Sob estas condigdes, a nova exposi¢cdo das células ao
mesmo antigeno (mesmo se a hova exposi¢ao ocorre na presenga de
uma molécula coestimulatéria) resulta na falha de produzir citocinas e,
deste modo, a falha ao proliferar. As células T anérgicas podem, no
entanto, montar respostas a antigenos nao relacionados e podem pro-
liferar se cultivadas com citocinas (por exemplo, IL-2). Por exemplo, a
anergia de células T pode também ser observada com a falta de pro-
ducao de IL-2 pelos linfécitos T, conforme medido por ELISA ou por
um ensaio de proliferagao utilizando uma linhagem celular indicadora.
Alternativamente, uma construcido de gene repodrter pode ser usada.
Por exemplo, as células T anérgicas falham em iniciar a transcri¢éo do
gene IL-2 induzido por um promotor heterélogo sob o controle da regi-
ao 5' do gene IL-2 potenciador ou por um multimero da sequéncia de
API que pode ser encontrada dentro do potencializador ( Kang et al .
(1992) Science 257:1 134).

[00117] A modulagdo de um sinal coestimulatério resulta em modu-
lacdo da funcéo efetora de uma célula imune. Assim, o termo "ativida-
de de PD-L3 ou VISTA" inclui a capacidade de um polipeptideo de PD-
L3 ou VISTA se ligar ao seu parceiro de ligagao natural, a capacidade
para modular os sinais coestimulatorios ou inibitérios de células imu-
nes, e a capacidade para modular a resposta imune.

[00118] A modulagdo de um sinal inibitério em uma célula imune
resulta em modulacéo da proliferacdo e/ou secrecédo de citocinas por

uma célula imune.
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[00119] Conforme usado aqui, uma molécula de acido nucleico de
"ocorréncia natural" se refere a uma molécula de RNA ou DNA con-
tendo uma sequéncia nucleotidica que ocorre na natureza (por exem-
plo, codifica uma proteina natural).

[00120] Conforme usado aqui, uma molécula de acido nucleico "an-
tissenso" compreende uma sequéncia de nucleotideos que € comple-
mentar a um acido nucleico "senso" de que codifica uma proteina, por
exemplo, complementar da cadeia codificante de uma molécula de
cDNA de cadeia dupla, complementar a uma sequéncia de mRNA ou
complementar a cadeia codificadora de um gene. Por conseguinte,
uma molécula de acido nucleico antissenso pode ligar hidrogénio a
uma molécula de acido nucleico senso.

[00121] Conforme usado aqui, a "regido codificadora" se refere a
regidbes de uma sequéncia nucleotidica compreendendo codons que
sao traduzidos em residuos de aminoacidos, enquanto que a "regiao
ndo codificadora" se refere a regides de uma sequéncia nucleotidica
gue nédo sao traduzidas em aminoacidos (por exemplo, regides 5' e 3'
nao traduzidas).

[00122] Conforme usado aqui, o termo “vetor” se refere a uma mo-
|écula de acido nucleico capaz de transportar outra molécula de acido
nucleico a qual foi ligada. Um tipo de vetor € um "plasmideo”, que se
refere a uma alca de DNA de cadeia dupla circular na qual os segmen-
tos de DNA adicionais podem ser ligados. Outro tipo de vetor € um ve-
tor viral, onde segmentos de DNA adicionais podem ser ligados no ge-
noma viral. Determinados vetores sdo capazes de replicagcdo auténo-
ma em uma célula hospedeira na qual sao introduzidos (por exemplo,
vetores bacterianos tendo uma origem de replicac&o bacteriana e veto-
res epissémicos de mamiferos). Outros vetores (por exemplo, vetores
nao epissdmicos de mamiferos) sdo integrados no genoma de uma

célula hospedeira quando da introdugao na célula hospedeira, e assim
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sao replicados juntamente com o genoma do hospedeiro. Além disso,
determinados vetores sao capazes de dirigir a expressao de genes
aos quais estdo ligados operacionalmente. Estes vetores sdo aqui re-
feridos como "vetores de expressdo recombinantes" ou simplesmente
"vetores de expressdo”. Em geral, os vetores de expressdo de utilida-
de em técnicas de DNA recombinante sdo muitas vezes na forma de
plasmideos. Na presente especificacido, "plasmideo” e “vetor” podem
ser utilizados de modo intercambiavel como o plasmideo € a forma
mais comumente utilizada de vetor. No entanto, a invengcao destina-se
a incluir outras formas de vetores de expressdo, como vetores virais
(por exemplo, os retrovirus de replicagao defeituosa, adenovirus e vi-
rus adeno-associados), que desempenham fungdes equivalentes.
[00123] Conforme usado aqui, o termo "célula hospedeira" pretende
referir-se a uma célula na qual uma molécula de acido nucleico da
presente invencdo, como um vetor de expressao recombinante da in-
vencao, foi introduzido. Os termos "célula hospedeira" e "célula hos-
pedeira recombinante" sao aqui utilizados alternadamente. Deve ser
entendido que tais termos se referem nao so6 a célula sujeito particular,
mas a descendénca ou potencial descendéncia de dita célula. Porque
certas modificagdes podem ocorrer em geragdes sucessivas, devido
tanto a mutacdo quanto a influéncias ambientais, dita descendéncia
pode nao ser, de fato, idéntica a célula parental, mas ainda esta inclui-
da no escopo do termo conforme usado aqui.

[00124] Conforme usado aqui, um "animal transgénico" se refere a
um animal ndo humano, preferencialmente um mamifero, mais prefe-
rencialmente um camundongo, no qual uma ou mais das células do
animal incluem um "transgene". O termo "transgene" se refere a DNA
exdgeno que é integrado no genoma de uma célula a partir da qual se
desenvolve um animal transgénico e que permanece no genoma do

animal maduro, por exemplo, direcionando a expressao de um produto

Peticaio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 61/229



59/212

de gene codificado em um ou mais tipos de células ou tecidos do ani-
mal transgénico.

[00125] Conforme usado aqui, um "animal recombinante homaologo"
se refere a um tipo de animal transgénico ndo humano, preferencial-
mente um mamifero, mais preferencialmente um camundongo, no qual
um gene endogeno foi alterado por recombinacdo homologa entre o
gene endoégeno e uma molécula de DNA exdgeno introduzida em uma
célula do animal, por exemplo, uma célula embrionaria do animal, an-
tes do desenvolvimento do animal.

[00126] Conforme usado aqui, uma "proteina isolada" se refere a
uma proteina que esta substancialmente livre de outras proteinas, ma-
terial celular e meio de cultura quando isolada a partir de células ou
produzida por técnicas de DNA recombinante, ou precursores quimi-
cos ou outros produtos quimicos quando sintetizado quimicamente.
[00127] Uma proteina "isolada" ou "purificada" ou uma fracéo biolo-
gicamente ativa da mesma € substancialmente livre de material celular
ou de outras proteinas contaminantes das células ou fonte de tecido a
partir do qual a proteina PD-L3 ou VISTA é derivada, ou substancial-
mente livre de produtos quimicos precursores ou outros produtos qui-
micos quando quimicamente sintetizados. A linguagem "substancial-
mente livre de material celular" inclui preparagdes de proteina PD-L3
ou VISTA onde a proteina é separada dos componentes celulares das
células das quais ¢é isolada ou produzida de forma recombinante. Em
uma modalidade, a linguagem "substancialmente livre de material celu-
lar" inclui preparagdes de proteina PD-L3 ou VISTA com menos de
cerca de 30% (em peso seco) de proteinas ndo-PD-L3 ou VISTA (aqui
referida também como uma "proteina contaminante"), mais preferenci-
almente menos do que cerca de 20% de proteinas ndo PD-L3 ou VIS-
TA, ainda mais preferencialmente menos do que cerca de 10% de pro-

teinas ndo PD-L3 ou VISTA, e mais preferencialmente menos do que
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cerca de 5% de proteinas ndo PD-L3 ou VISTA. Quando a proteina
PD-L3 ou Vista ou fragdo biologicamente ativa da mesma é produzida
por via recombinante, é também preferencialmente substancialmente
isenta de meio de cultura, ou seja, 0 meio de cultura representa menos
do que cerca de 20%, mais preferencialmente menos do que cerca de
10%, e mais preferencialmente menos do que cerca de 5% do volume
da preparacao da proteina.

[00128] A linguagem "substancialmente livre de percursores quimi-
cos ou outros produtos quimicos" inclui preparacdes de proteinas PD-
L3 ou VISTA onde a proteina é separada a partir de precursores qui-
micos ou outros produtos quimicos que estdo envolvidos na sintese da
proteina. Em uma modalidade, a linguagem "substancialmente livre de
percursores quimicos ou outros produtos quimicos" inclui preparacdes
de proteinas PD-L3 ou VISTA com menos de cerca de 30% (em peso
seco) de precursores quimicos ou de PD-L3 ou VISTA sem produtos
quimicos, mais preferencialmente menos do que cerca de 20% de pre-
cursores quimicos ou de PD-L3 ou VISTA sem produtos quimicos,
ainda mais preferencialmente menos do que cerca de 10% de precur-
sores quimicos ou de PD-L3 ou VISTA sem produtos quimicos, € mais
preferencialmente menos do que cerca de 5% de precursores quimi-
cos ou de PD-L3 ou VISTA sem produtos quimicos.

[00129] O termo "anticorpo”, como utilizado aqui, inclui uma "porcao
de ligagado ao antigeno" de um anticorpo (ou simplesmente "por¢ao de
anticorpo"), bem como as moléculas de anticorpo total. O termo "por-
cao de ligagao ao antigeno", tal conforme usado aqui, se refere a um
ou mais fragmentos de um anticorpo que retém a capacidade de se
ligar especificamente a um antigeno (por exemplo, PD-L3 ou VISTA).
Foi demonstrado que a funcao de ligacdo ao antigeno de um anticorpo
pode ser executada por fragmentos de um anticorpo de comprimento

total. Exemplos de fragmentos de ligacao englobados dentro do termo
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"porcao de ligagdo ao antigeno" de um anticorpo incluem (i) um frag-
mento Fab, um fragmento monovalente que consiste dos dominios VL,
VH, CL e os CHI, (ii) um fragmento F(ab') 2, um fragmento bivalente
que compreende dois fragmentos Fab ligados por uma ponte dissulfeto
na regido de dobradiga, (iii) um fragmento Fd que consiste dos domi-
nios VH e CH1, (iv) um fragmento Fv que consiste nos dominios VL e
VH de um unico brago de um anticorpo, (v) um fragmento dAb ( Ward
et al, (1989) Nature 341: 544-546) que consiste de um dominio VH e
(vi) uma regido determinante de complementaridade isolada (CDR).
Além disso, embora os dois dominios do fragmento Fv, VL e VH, se-
jam codificados por genes separados, eles podem ser unidos, utilizan-
do métodos recombinantes, por um ligante sintético que permite que
sejam feitos como uma cadeia de proteina unica, onde as regides VL e
VH pareiam para formar moléculas monovalentes (conhecidas como
Fv de cadeia simples (scFv), ver por exemplo, Bird et al (1988) Scien-
ce 242:423-426, e Huston et al (1988) Proc Natl Acad Sci. USA
85:5879-5883, e Osbourn et al 1998 Nat Biotechnol 16:778). TaisDitos
anticorpos de cadeia simples também se destinam estar incluidos no
termo "porcao de ligacdo ao antigeno" de um anticorpo. Quaisquer se-
qguéncias de VH e VL de scFv especifico podem ser ligados ao cDNA
da regidao constante de imunoglobulinas humanas ou sequéncias ge-
némicas, de modo a gerar vetores de expressao que codificam as mo-
léculas de IgG completas ou outros isotipos. VH e VL também podem
ser usados na geracao de fragmentos Fab, Fv ou outros fragmentos
de imunoglobulinas utilizando tanto quimica de proteinas quanto tec-
nologia de DNA recombinante. Outras formas de anticorpos de cadeia
simples, como diabodies estdao também englobados. Os diabodies sao
anticorpos bivalentes, biespecificos, onde os dominios VH e VL séo
expressos em uma unica cadeia polipeptidica, mas utilizando um ligan-

te que é demasiado curto para permitir o emparelhamento entre os
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dois dominios na mesma cadeia, forcando assim os dominios a empa-
relharem com dominios complementares de outra cadeia e criar dois
sitios de ligagdo ao antigeno (ver, por exemplo, Holliger, P. et al (1993)
Proc Natl Acad Sci USA 90:6444-6448, Poljak, RJ et al (1994) Structu-
re 2:1121-1123).

[00130] Ainda adicionalmente, um anticorpo ou por¢ao de ligagcéo
ao antigeno do mesmo, pode ser parte de umas moléculas de imuno-
adesdo maiores, formadas por associacido covalente ou nao covalente
do anticorpo ou por¢ao de anticorpo, com uma ou mais proteinas ou
peptideos. Exemplos de ditas moléculas de imunoadesao incluem a
utilizacdo da regido de nucleo de estreptavidina para fazer uma molé-
cula scFv tetramérica (Kipriyanov, SM et al. (1995) Hum. Antibodies
Hybridomas 6:93-101) e a utilizagdo de um residuo de cisteina, um
peptideo marcador e um tag C-terminal de poli-histidina para fazer mo-
|éculas scFv bivalentes e biotiniladas (Kipriyanov, S.M. et al (1994) Mol
Immunol 31:1047-1058). Porgdes de anticorpo, como Fab e fragmen-
tos F(ab')2 podem ser preparados a partir de anticorpos inteiros, utili-
zando técnicas convencionais, como digestdo com papaina ou pepsi-
na, respectivamente, dos anticorpos inteiros. Além disso, os anticor-
pos, porcoes de anticorpos e moléculas de imunoadesao podem ser
obtidos utilizando técnicas padrdo de DNA recombinante, conforme
aqui descrito.

[00131] Os anticorpos podem ser policlonais ou monoclonais; xeno-
geneico, alogeneico ou singeneico, ou formas modificadas do mesmo,
por exemplo, humanizado, quimérico, etc, preferencialmente, os anti-
corpos da invengao ligam-se especificamente ou substancialmente es-
pecificamente a moléculas de PD-L3 ou VISTA. Os termos "anticorpos
monoclonais" e "composi¢cao de anticorpo monoclonal”, tal conforme
usado aqui, referem-se a uma populagdo de moléculas de anticorpo

que contém apenas uma espécie de um sitio de ligagdo ao antigeno
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capaz de imunorreagir com um epitopo particular de um antigeno, en-
quanto que o termo "anticorpos policlonais” e “composi¢cdo de anticor-
po policlonal” referem-se a uma populagdo de moléculas de anticorpo
que contém multiplas espécies de sitios de ligagdo ao antigeno capa-
zes de interagir com um antigeno particular. Uma composi¢éo de anti-
corpo monoclonal, tipicamente exibe uma afinidade de ligagdo unica
para um antigeno particular com o qual imunorreage.

[00132] O termo "anticorpo humanizado", conforme usado aqui, pre-
tende incluir anticorpos produzidos por uma célula ndo humana com
regides variaveis e constantes que foram alteradas para serem mais
semelhantes aos anticorpos que seriam produzidos por uma célula
humana. Por exemplo, ao alterar a sequéncia de aminoacidos do anti-
corpo ndo humano para incorporar os aminoacidos encontrados em
sequéncias de imunoglobulina da linha germinativa humana. Os anti-
corpos humanizados da presente invengdo podem incluir residuos de
aminoacidos nao codificados pelas sequéncias de imunoglobulinas da
linha germinativa humana (por exemplo, mutag¢des introduzidas por
mutagénese ao acaso, ou mutagénese sitio especifica in vitro ou por
mutacdo somatica in vivo), por exemplo, nas CDRs. O termo "anticor-
po humanizado", conforme usado aqui, inclui também os anticorpos
onde as sequéncias de CDR derivadas da linhagem germinativa de
outra espécie de mamiferos, como um camundongo, foram enxertadas
em sequéncias nas sequéncias estruturais humanas.

[00133] Um "anticorpo isolado", tal conforme usado aqui, pretende
referir-se a um anticorpo que é substancialmente isento de outros anti-
corpos que possuem especificidades antigénicas diferentes (por
exemplo, um anticorpo isolado que se liga especificamente a PD-L3 ou
VISTA é substancialmente isento de anticorpos que se ligam especifi-
camente a outros antigenos diferentes de PD-L3 ou VISTA). Além dis-

so, um anticorpo isolado pode ser substancialmente isento de outros
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materiais celulares, e/ou de produtos quimicos.

[00134] Um "dominio de oligomerizac&o" aqui se refere a um domi-
nio que, quando ligado a um dominio extracelular VISTA ou fragmento
do mesmo, facilita a oligomerizagéo. Ditos dominios de oligomerizagao
compreendem auto-associacdo. alfa-hélices, por exemplo, ziper de
leucina, que podem ser ainda estabilizados por ligagdes dissulfeto adi-
cionais. Os dominios sdo projetados para ser compativeis com 0 eno-
velamento vetorial através de uma membrana, um processo pensado
para facilitar o enovelamento do polipeptideo in vivo em uma proteina
de ligagao funcional. Exemplos dos mesmos sao conhecidos na técni-
ca e incluem a titulo de exemplo GCN4, e COMP enovelados.

[00135] O rolo enovelado alfa-helice é provavelmente o motivo de
oligomerizagao de subunidade mais generalizado encontrado em pro-
teinas. Assim, os rolos enovelados completam uma variedade de fun-
cdes diferentes. Em varias familias de ativadores de transcricdo, por
exemplo, ziperes curtos de leucina desempenham um papel importan-
te no posicionamento das regides de ligagdo ao DNA no DNA (Ellen-
berger et al., 1992, Cell 71:1223-1237). Rolos enovelados também séo
usados para formar oligbmeros de proteinas dos filamentos intermedi-
arios. Proteinas enoveladas em rolos parecem desempenhar um papel
importante tanto na vesicula como na fusdo da membrana viral
(Skehel e Wiley, 1998, Cell 95:871-874). Em ambos os casos, as se-
guéncias hidrofébicas, incorporados nas membranas a serem fundi-
das, estdo localizadas no mesmo lado do complexo de forma cilindrica
constituida por um feixe de longas alfas-hélices. Acredita-se que este
arranjo molecular cause aposicdo a membrana proxima quando os
complexos sdo montados para a fusdo da membrana. O rolo enovela-
do é frequentemente usado para controlar a oligomerizagdo. E encon-
trado em muitos tipos de proteinas, incluindo fatores de transcrigao,

como, entre outros a GCN4, peptideos de fusdo virais, complexos
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SNARE e sintetases tRNA, entre outros. Super-hélices muito longas
sdo encontradas em proteinas como tropomiosina, filamentos interme-
diarios e componentes do fuso mitético. Rolos enovelados envolvem
uma série de alfa-hélices que sdo superenoveladas em torno de si de
uma forma altamente organizada que se associam em paralelo ou uma
orientagdo antiparalela. Embora os dimeros e trimeros sdo os mais
comuns. As hélices podem ser da mesma ou de diferentes proteinas.
O rolo enovelado é formado por hélices de componentes que se jun-
tam para enterrar suas costuras hidrofébicas. Como as costuras hidro-
fébicas torcem em torno de cada hélice, de modo que os hélices tam-
bém torcem o rolo em torno de si, enterrando as costuras hidrofébicas
e formando um super rolo. E a caracteristica de interdigitacdo das ca-
deias laterais entre as hélices vizinhas, conhecida como pacotes
knobs-into-holes, que define a estrutura como um rolo enovelado. As
hélices nao tém que correr na mesma direcido para que este tipo de
interacdo ocorra, embora a conformacéo paralela seja mais comum. A
conformacéao antiparalela € muito rara em trimeros e desconhecida em
pentameros, mas mais comum em dimeros intramoleculares, onde as
duas hélices estdo muitas vezes ligadas por um lago curto. No espago
extracelular, a laminina proteina heterotrimérica enovelada desempe-
nha um papel importante na formacao de membranas basais. Outros
exemplos sao os tromboespondinas e cartilagem oligomérica da prote-
ina de matriz (COMP) na qual trés (trombospondinas 1 e 2) ou cinco
(trombospondinas 3, 4 e COMP) cadeias estao ligadas. As moléculas
tém uma aparéncia semelhante a ramalhete de flores, e a razdo da
sua estrutura oligomérica € provavelmente a interagcdo multivalente
dos dominios C-terminais com receptores celulares. A levedura GCN4
ativadora transcricional € uma das 30 proteinas eucariéticas mais iden-
tificadas que contém a regido de base de ziper de leucina (bZIP) moti-
vo deligacao ao DNA (Ellenberger et al, 1992, Cell 71: 1223-1237). O
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dimero bZIP € um par de hélices alfa continuas que forma uma espiral
enovelada paralela sobre suas carboxi-terminal de 34 residuos e, gra-
dualmente divergem para com os seus terminais amino para passar
através da ranhura principal do sitio de ligagdo do DNA. A interface de
dimerizagdo em rolo enovelado é orientada quase perpendicular ao
eixo de DNA, dando o complexo a aparéncia da letra T. bZIP contém
uma repeticdo 4-3 hepta de residuos hidrofébicos e ndo polares, que
encaixam em paralelo uma alfa-hélice em rolo enovelado (Ellenberger
et al, 1992, Cell 71:. 1223-1237). A estabilidade dos resultados de di-
mero da embalagem lado-a-lado de leucinas e residuos ndo polares
nas posicées a e d da repeticdo heptad, bem como um numero limita-
do de pontes de sal intra- e interhelical, mostrados em uma estrutura
de cristal de ziper de leucinas GCN4 peptideo (Ellenberger et al, 1992,
Cell 71:1223-1237). Outro exemplo é o CMP (matrilin-1) isolada a par-
tir de cartilagem bovina traqueal como um homotrimero de subunida-
des de Mr 52000 (Paulsson e Heinegard, 1981, Biochem J. 197:367-
375), em que cada subunidade é composta por um modulo de VWFA1,
um unico dominio EGF, um médulo VWFA2 e um dominio que abrange
cinco rolos enovelados heptadas (Kiss et al, 1989, J. Biol Chem
264:8126-8134, Hauser e Paulsson, 1994, J. Biol Chem 269:25747 -
25753). A microscopia eletronica de CMP purificada mostrou uma es-
trutura tipo bouquet trimero em que cada subunidade forma um elip-
soide emergindo a partir de um ponto comum correspondente a bobina
enrolada (Hauser e Paulsson, 1994, J. Biol. Chem. 269:25747-25753).
O dominio de serpentina enovelada em matrilin-1 tem sido extensiva-
mente estudado. A estrutura trimérica € mantida apos completa redu-
cao das ligacdes dissulfureto intercadeias sob condi¢des ndo desnatu-
rantes (Hauser e Paulsson, 1994, J. Biol. Chem. 269:25747-25753).
Ainda outro exemplo é a cartilagem oligomérica de proteina de matriz

(COMP). A glicoproteina ndo colagenosas, COMP, foi pela primeira
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vez identificada em cartilagem (Hedbom et al., 1992, J. Biol. Chem.
267:6132-6136). A proteina € uma kDa 524 homopentamérica de cinco
subunidades que consiste de uma regido de repeticdo septeto N-
terminal (cc) seguido por quatro fatores de crescimento epidérmico
(EGF) como dominios (EF), sete dominios de ligagdo do calcio (T3) e
uma C -terminal globular de dominio (TC). De acordo com esta organi-
zacido de dominio, COMP pertence a familia de trombospondinas. Re-
peticdes de septeto (abcdefg).sub.n com residuos preferencialmente
hidrofobicos nas posi¢des a e d formam dominios helicoidais em rolo
enovelado (Cohen e Parry, 1994, Science 263:488-489). Recentemen-
te, o recombinante de cinco cadeias de dominio em espiral espiralada
de COMP (COMPcc) foi cristalizado e sua estrutura foi resolvida a 0,2
nm resolucéo (Malashkevich et al., 1996, Science 274:761-765).
[00136] O termo "familia" quando se refere a moléculas de acido
nucleico e de polipeptideo da presente invengao pretende significar
duas ou mais moléculas de acido nucleico ou polipeptideo contendo
um dominio ou motivo estrutural comum e contendo suficiente homo-
logia da sequéncia de aminoacidos ou nucleotideos como definido
aqui. Os membros da familia podem ser de ocorréncia natural ou néo
e podem ser tanto de uma mesma espécie como de espécies diferen-
tes. Por exemplo, uma familia pode conter um primeiro polipeptideo de
origem humana, bem como outros polipeptideos distintos, de origem
humana ou alternativamente, pode conter homdélogos de origem néao
humana, como por exemplo, polipeptideos de macaco. Os membros
de uma familia podem ter também caracteristicas funcionais comuns.
[00137] Por exemplo, a familia de polipeptideos PD-L3 ou VISTA da
presente invengcdo compreende, preferencialmente, pelo menos um
"dominio de peptideo sinal". Como usado aqui, uma "sequéncia de si-
nal" ou "peptideo de sinal" inclui um peptideo contendo cerca de 15 ou

mais aminoacidos, que ocorre na extremidade N-terminal dos polipep-
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tideos secretdrios ligados a membrana e que contém um grande nu-
mero de residuos de aminoacidos hidrofébicos. Por exemplo, uma se-
guéncia de sinal contém pelo menos cerca de 10-30 residuos de ami-
noacidos, preferencialmente cerca de 15 a 25 residuos de aminoaci-
dos, de maior preferéncia cerca de 18-20 residuos de aminoacidos, e
ainda mais preferencialmente cerca de 19 residuos de aminoacidos e
tem pelo menos cerca de 35-65%, preferencialmente cerca de 38-
50%, e mais preferencialmente cerca de 40-45% residuos de aminoa-
cidos hidrofdbicos (por exemplo, valina, leucina, isoleucina ou fenilala-
nina). Tal "sequéncia de sinal", também referido na técnica como um
"peptideo sinal", serve para direcionar um polipeptideo que contém
dita sequéncia a uma bicamada lipidica, e é clivado na membrana e
secretado nos polipeptideos ligados. Como descrito abaixo uma se-
quéncia de sinal foi identificada na sequéncia de aminoacidos de PD-
L3 ou VISTA humana nativa e foi também identificada na sequéncia de
aminoacidos de PD-L3 ou VISTA de camundongo nativo.

[00138] Em outra modalidade da invencao, um polipeptideo PD-L3
ou VISTA da presente invencao € identificado com base na presenca
de um "dominio transmembrana". Como usado aqui, o "dominio
transmembrana" compreende uma sequéncia de aminoacidos com
cerca de 15 residuos de aminoacidos de comprimento, que se estende
a membrana plasmatica. Mais preferencialmente, um dominio trans-
membrana inclui, pelo menos, cerca de 20, 25, 30, 35, 40, ou 45 resi-
duos de aminoacidos e vaos na membrana plasmatica. Dominios
transmembrana s&o ricos em residuos hidrofébicos, e tipicamente tém
uma estrutura de alfa hélice. Em uma modalidade preferencial, pelo
menos, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou mais dos aminoacidos de
um dominio transmembrana sédo hidrofdbicas, por exemplo, leucinas,
isoleucinas, tirosinas, ou triptofano. Dominios transmembrana estéo

descritos em, por exemplo, Zagotta, WN et al. (1996) Annu. Rev. Neu-

Peticaio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 71/229



69/212

rosci. 19:235-263, cujo conteudo esta aqui incorporado como referén-
cia. A regido de dominio transmembrana de PDL3 é aqui identificada
(ver, por exemplo, Figura 1).

[00139] Em outra modalidade, uma molécula de PD-L3 ou VISTA
da presente invencdo é identificada com base na auséncia de um
"dominio de IgC" e a presenga de um "dominio IgV" na molécula de
polipeptideo ou de acido nucleico correspondente. Conforme usado
aqui os dominios IgV e IgC s&o reconhecidos na técnica como domi-
nios de membro da superfamilia de |g. Estes dominios correspondem
a unidades estruturais que possuem diferentes padrbes de dobra
chamadas dobras Ig. Dobras Ig sdo constituidas por um sanduiche de
duas folhas beta, cada uma consistindo de cadeias antiparalelas beta
de 5-10 aminoacidos com uma ponte dissulfeto conservada entre as
duas folhas na maioria, mas ndo em todos, os dominios. Dominios IgC
de Ig, TCR, e moléculas de MHC partilham os mesmos tipos de pa-
drdes de sequéncia e sdao chamados de conjunto ClI dentro da super-
familia 1g. Outros dominios IgC s&o abrangidos dentro de outros con-
juntos. Dominios IgV também partilham os mesmos tipos de padrdes
de sequéncia e sdo chamados conjuntos de dominios V. Dominios IgV
sdo mais longos do que os dominios C e formam um par adicional de
cadeias beta. Os residuos de aminoacidos do polipeptideo PD-L3 ou
VISTA nativo humano e murino constituindo o dominio IgV pode ser
visto na Figura 1. A presenga de um dominio IgV & provavelmente ne-
cessaria para a ligagao de PD-L3 ou VISTA ao seu parceiro de ligacao
natural.

[00140] Em outra modalidade, uma molécula de PD-L3 ou VISTA
da presente invencdo é identificada com base na presenga de um
"dominio extracelular" na molécula de polipeptideo ou de acido nuclei-
co correspondente. Como usado aqui, o termo "dominio extracelular"

representa os aminoacidos N-terminais que se estendem como uma
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cauda a partir da superficie de uma célula. Um dominio extracelular da
presente invengao inclui um dominio IgV e pode incluir um dominio de
peptideo de sinal. (Ver Figura 1).

[00141] Ainda em outra modalidade, uma molécula de PD-L3 ou
VISTA da presente invencdo € identificada com base na presenca de
um "dominio citoplasmatico" da molécula de polipeptideo ou acido nu-
cleico correspondente. Como usado aqui, o termo "dominio citoplas-
matico" representa os aminoacidos C-terminal, que se estendem como
uma cauda para dentro do citoplasma de uma célula, previsto para
compreender dominios citoplasmaticos.

[00142] Em uma modalidade preferencial, as moléculas de PD-L3
ou VISTA da invengao incluem pelo menos um ou mais dos seguintes
dominios: um dominio de peptideo de sinal, um dominio IgV, um do-
minio extracelular, um dominio transmembrana e um dominio cito-
plasmatico .

[00143] Os polipeptideos isolados da presente invencao, preferen-
cialmente, polipeptideos PD-L3 ou VISTA, tém uma sequéncia de ami-
noacidos suficientemente idéntica a da sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 2 ou 4, ou 5, ou é codificado por uma sequéncia de nu-
cleotideos suficientemente idéntica a SEQ ID NO: 1 ou 3 ou um frag-
mento ou complemento do mesmo. Conforme usado aqui, o termo "su-
ficientemente idéntico" se refere a um primeiro aminoacido ou uma se-
guéncia de nucleotideos que contenha um numero suficiente ou mini-
mo de residuos de aminoacidos ou nucleotideos idénticos ou equiva-
lentes (por exemplo, um residuo de aminoacido que tem uma cadeia
lateral semelhante) para uma segunda sequéncia de aminoacidos ou
de nucleotideos de modo que a primeira e a segunda sequéncias de
aminoacidos ou de nucleotideos compartilham dominios estruturais ou
motivos e/ou uma atividade funcional comum. Por exemplo, sequén-

cias de aminoacidos ou de nucleotideos que compartilham dominios
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estruturais comuns tém, pelo menos, 30%, 40%, ou 50% de homolo-
gia, preferencialmente uma homologia de 60%, mais preferencialmen-
te 70% -80%, e ainda mais preferencialmente 90-95% de homologia
ao longo das sequéncias de aminoacidos dos dominios e que contém
pelo menos um e preferencialmente dois dominios estruturais ou moti-
vos, sao aqui definidas como suficientemente idénticas. Além disso,
sequéncias de aminoacido ou de nucleotideos que compartilham pelo
menos 30%, 40%, ou 50%, preferencialmente 60%, mais preferenci-
almente 70-80% ou 90-95% de homologia e partiiham uma atividade
funcional comum sao aqui definidas como suficientemente idénticas.

[00144] Como usado aqui de modo intercambiavel, "atividade PD-
L3 ou VISTA", "atividade biolégica de PD-L3 ou VISTA" ou "atividade
funcional de PD-L3 ou VISTA", se refere a uma atividade exercida por
uma proteina, molécula de polipeptideo ou acido nucleico PD-L3 ou
VISTA em uma célula ou tecido responsivo a PD-L3 ou VISTA, ou em
um polipeptideo parceiro de ligagcdo PD-L3 ou VISTA, como determi-
nado in vivo ou in vitro, de acordo com técnicas padrao. Estas ativida-
des incluem a modulacéo de proliferacdo de células T CD4+ e CD8+ a
e producao de citocinas. Em outra modalidade, uma atividade de PD-
L3 ou VISTA é uma atividade direta, como uma associacdo com um
parceiro de ligagdo PD-L3 ou VISTA. Como utilizado aqui, uma "molé-
cula alvo" ou "parceiro de ligagao" € uma molécula com a qual o poli-
peptideo PD-L3 ou VISTA se liga ou interage na natureza, ou seja, ex-
pressa em células T, de modo que a fungdo mediada por PD-L3 ou
VISTA seja alcangada. Alternativamente, uma atividade de PD-L3 ou
VISTA é uma atividade indireta, como uma atividade de sinalizacao
celular mediada pelo polipeptideo PD-L3 ou VISTA. As atividades bio-
l6gicas de PD-L3 ou VISTA sao aqui descritas. Por exemplo, o poli-
peptideo agonista ou antagonista PD-L3 ou VISTA da presente inven-

cao podem ter uma ou mais das seguintes atividades: (1) suprime ou
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promove a proliferagdo de células T CD4+ e CD8+, (2) suprime ou
promove a produgado de citocina (3) funciona como um ligante regula-
dor que regula negativamente as respostas de células T durante as
interagbes cognatas entre as células T e APCs derivadas de mieloides
(4) regula negativamente respostas de células T CD4+ suprimindo a
ativacdo TCR precoce e retendo a divisao celular, mas com minimo
impacto direto na apoptose, (5) suprime ou promove a ativagao espe-
cifica de antigeno de células T durante as interagbes cognatas entre
as APCs e as células T e/ou (6) suprime ou promove respostas imunes
mediadas por células T, (7) modula a ativagao de células imunes, por
exemplo, linfocitos T, e (8) modula a resposta imune, por exemplo, a
resposta inflamatéria imune de um organismo, por exemplo, um orga-
nismo humano ou de camundongo.

[00145] Assim, outra modalidade da invencao caracteriza proteinas
e polipeptideos isolados PD-L3 ou VISTA que modulam uma ou mais
atividades PD-L3 ou VISTA. Estes polipeptideos incluirdo polipepti-
deos PD-L3 ou VISTA contendo um ou mais dos seguintes dominios:
um dominio de peptideo sinal, um dominio IgV, um dominio extracelu-
lar, um dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico, e, prefe-
rencialmente, uma atividade PD-L3 ou VISTA.

[00146] Polipeptideos adicionais preferenciais PD-L3 ou VISTA po-
dem ter pelo menos um dominio extracelular, e um ou mais dominios
de peptideo sinal, um dominio IgV, um dominio transmembrana e um
dominio citoplasmatico, e séo, preferencialmente, codificados por um
molécula de acido nucleico com uma sequéncia nucleotidica que hibri-
diza sob condi¢des de hibridizar sob condicos rigidas com uma molé-
cula de acido nucleico compreendendo o complemento da sequéncia
nucleotidica de SEQ ID NO: 1 ou 3 aqui. As sequéncias de nucleotideo
e a sequéncia de aminoacidos do exemplificado isolado humano e mu-

rino cDNA de PD-L3 ou VISTA e a sequéncia prevista de aminoacidos
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do polipeptideo humano de PD-L3 ou VISTA estdo contidas na lista-
gem de sequéncias aqui.

[00147] VISTA humana ou PD-L3 ou VISTA humana foi identificada
como uma molécula regulada positivamente em uma triagem de perfil
de células T de transcricdo. A nossa caracterizacdo de um produto de
gene idéntico de 930 pb recuperado de uma biblioteca de cDNA de
células T CD4+ murinas confirmou o tamanho e sequéncia. Silico-
sequéncia e analise estrutural predizem uma proteina transmembrana
de tipo | de 309 aminoacidos apdés a maturacdo. Seu dominio extrace-
lular contém um unico dominio Ig-V extracelular de 136 aminoacidos,
que esta ligado a uma regido de base de 23 aminoacidos, um segmen-
to transmembrana de 21 residuos, e de um dominio citoplasmatico de
97 aminoacidos. A cauda citoplasmatica de VISTA nao contém qual-
quer dominio de sinalizagdo. Uma busca de sequéncia BLAST com o
dominio VISTA Ig-V identificou PD-L1 da familia B7 como a proteina
evolutivamente mais proxima relacionada com uma pontuacao limite
de e-valor significativo. Um alinhamento de sequéncias de estrutura
baseada em VISTA com os membros da familia B7 :PD-L1, PD-L2,
B7-H3, e B7-H4 realca varios aminoacidos que sao sistematicamente
conservados em todas as proteinas do dominio Ig-V.

[00148] Varios aspectos da invencédo sao descritos em maior deta-
Ihe nas seguintes subsecodes:

I. Moléculas de acido nucleicos isoladas de PD-L3 ou VISTA
[00149] Um aspecto da invengao se refere as moléculas de acidos
nucleicos isoladas que codificam os polipeptideos PD-L3 ou VISTA ou
porcdes biologicamente ativas dos mesmos, bem como fragmentos de
acidos nucleicos suficientes para usar como sondas de hibridizagao
para identificar moléculas de acidos nucleicos que codificam o PD-L3
ou VISTA (por exemplo, o mRNA de PD-L3 ou VISTA) e fragmentos

para usar como iniciadores de PCR para a amplificacdo ou mutagéao
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de moléculas de acidos nucleicos de PD-L3 ou VISTA. Conforme usa-
do aqui, o termo "molécula de acidos nucleicos" pretende incluir molé-
culas de DNA (por exemplo, cDNA ou DNA genémico) e moléculas de
RNA (por exemplo, mRNA) e analogos de DNA ou de RNA gerados
usando analogos de nucleotideos. A molécula de acido nucleico pode
ser fita simples ou fita dupla, mas de preferéncia € DNA fita dupla.
[00150] O termo "molécula de acido nucleico isolada" inclui as molé-
culas de acido nucleico que sdo separadas de outras moléculas de aci-
dos nucleicos que estdo presentes na fonte natural dos acidos nuclei-
cos. Por exemplo, em relagdo ao DNA genémico, o termo "isolada" in-
clui moléculas de acidos nucleicos que sdo separadas do cromossoma
com o qual o DNA gendmico esta naturalmente associado. Preferenci-
almente, uma molécula de acido nucleico "isolada" € livre de sequén-
cias que naturalmente flanqueiam o acido nucleico (ou seja, sequéncias
localizadas nas extremidades 5' e 3' da molécula de acido nucleico) no
DNA gendmico do organismo do qual o acido nucleico € derivado. Por
exemplo, em varias modalidades, a molécula de acido nucleico isolada
de PD-L3 ou VISTA pode conter aproximadamente menos de 5 kb, 4
kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb ou 0,1 kb das sequéncias de nucleotideos
que flanqueiam naturalmente a molécula de acido nucleico no DNA ge-
ndémico da célula da qual a molécula do acido nucleico é derivada. Além
disso, uma molécula de acido nucleico "isolada" , como uma molécula
de cDNA, pode ser substancialmente isenta de outro material celular ou
meio de cultura, quando produzida por técnicas de recombinagio, ou
substancialmente isenta de precursores quimicos ou outros produtos
quimicos quando sintetizada quimicamente.

[00151] Uma molécula de acido nucleico da presente invencao, por
exemplo, uma molécula de acido nucleico contendo a sequéncia de
nucleotideos da SEQ ID NO: 1, 3, ou uma por¢ao da mesma, pode ser

isolada usando técnicas padrbes de biologia molecular e a informacéao
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da sequéncia fornecida aqui. Usando toda ou por¢cdo da sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 1 ou 3 como uma sonda de hibridiza-
¢cao, as moléculas de acidos nucleicos de PD-L3 ou VISTA podem ser
isoladas usando técnicas padrées de hibridizagdo e clonagem (por
exemplo, conforme descrito em Sambrook, J. et al. Molecular Cloning:
A Laboratory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989).
[00152] Além disso, uma molécula de acido nucleico incluindo toda
ou uma porgédo da SEQ ID NO: 1, 3, ou um ortélogo ou variante pode
ser isolada pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando ini-
ciadores de oligonucleotideos sintéticos projetados com base na se-
quéncia da SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 ou 5.

[00153] Uma molécula de acido nucleico da inveng¢ao pode ser am-
plificada usando cDNA, mRNA ou, alternativamente, DNA gendmico
como molde e iniciadores oligonucleotideos apropriados de acordo as
técnicas padroes de amplificacdo da PCR. A molécula de acido nuclei-
co assim amplificada pode ser clonada em um vetor apropriado e ca-
racterizada pela analise de sequéncias de DNA. Além disso, os oligo-
nucleotideos correspondentes as sequéncias de nucleotideos de PD-
L3 podem ser preparados por técnicas padrdes de sintese, por exem-
plo, usando um sintetizador de DNA automatizado.

[00154] Em uma modalidade preferencial, uma molécula de acido
nucleico isolada que codifica o PD-L3 ou VISTA da invengdo compre-
ende a sequéncia de nucleotideos mostrada na SEQ ID NO: 1, ou 3,
ou um fragmento destas . Em outr modalidade a molécula de acido
nucleico da invengdo compreende uma molécula de acido nucleico
que é um complemento da sequéncia de nucleotideo mostrada na
SEQ ID NO: 1, ou 3 ou porgao de qualquer uma dessas sequéncias de
nucleotideos. Uma molécula de acido nucleico complementar a se-

guéncia de nucleotideo mostrada na SEQ ID NO: 1 ou 3, é aquela que
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€ suficientemente complementar a sequéncia de nucleotideos mostra-
da na SEQ ID NO: 1 ou 3, de modo que pode hibridizar a sequéncia de
nucleotideos mostrada na SEQ ID NO: 1 ou 3, respectivamente, as-
sim, formando um duplex estavel.

[00155] Ainda em outra modalidade preferencial, uma molécula de
acido nucleico isolada da presente invengdo compreende uma se-
guéncia de nucleotideos que é pelo menos cerca de 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais
idéntica ao comprimento completo da sequéncia de nucleotideo mos-
trada na SEQ ID NO: 1, ou 3 ou por¢cado de qualquer uma dessas se-
quéncias de nucleotideos.

[00156] Além disso, a molécula de acido nucleico da invengao pode
incluir apenas uma porcao da sequéncia de acido nucleico da SEQ ID
NO: 1 ou 3, por exemplo, um fragmento que pode ser usado como
uma sonda ou iniciador ou um fragmento que codifica uma por¢ao do
polipeptideo PD-L3 ou VISTA, por exemplo, uma porgao biologicamen-
te ativa do polipeptideo PD-L3 ou VISTA. As sequéncias de nucleoti-
deos determinadas a partir da clonagem do gene humano PD-L2 per-
mitem a geragao de sondas e iniciadores projetados para uso na iden-
tificacdo e/ou clonagem de outros membros da familia PD-L2, bem
como homodlogos de PD-L3 ou VISTA de outras espécies. A son-
da/iniciador normalmente compreende oligonucleotideo substancial-
mente purificado. O oligonucleotideo normalmente compreende uma
regidao da sequéncia de nucleotideos que hibridiza sob condic¢des rigo-
rosas em pelo menos cerca de 12 ou 15, preferencialmente cerca de
20 ou 25, mais preferencialmente cerca de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, ou 75 nucleotideos consecutivos de uma sequéncia senso da SEQ
ID NO: 1, ou 3; de uma sequéncia antisenso da SEQ ID NO: 1, 3, ou
uma variante alélica ou mutante, que ocorre naturalmente, da SEQ ID
NO: 1, ou 3.
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[00157] Em uma modalidade, uma molécula de acido nucleico da
presente invengcdo compreende uma sequéncia de nucleotideos que é
maior do que cerca de 50-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-300,
300-350, 350-400, 400-450, 450-500, 500-550, 550-600, 600-650, 650-
700, 700-750, 750-800, 800-850, 850-900, 900-950 ou mais nucleoti-
deos de comprimento e que hibridizam sob condi¢des rigorosas de hi-
bridizagdo a uma molécula de acido nucleico da SEQ ID NO: 1, ou 3
ou o complementar da mesma. Em outra modalidade, uma molécula
de acido nucleico da presente invengdo compreende uma sequéncia
de nucleotideos que é maior do que cerca de 880-900, 900-950, 950-
1000, 1000-1050, 1050-1100, 1100-1150 ou mais nucleotideos de
comprimento e que hibridiza sob condigdes rigorosas de hibridizagao a
uma molécula de acido nucleico da SEQ ID NO: 1, ou 3 ou o comple-
mentar da mesma. Ainda em outra modalidade, uma molécula de aci-
do nucleico da presente invencao compreende uma sequéncia de nu-
cleotideos que é maior do que cerca de 50-100, 100-150, 150-200,
200-250, 250-300 ou mais nucleotideos de comprimento e que hibridi-
za sob condig¢des rigorosas de hibridizacdo a uma molécula de acido
nucleico da SEQ ID NO: 1, ou 3 ou o complementar da mesma. Ainda
em outra modalidade, uma molécula de acido nucleico da presente
invencdo compreende uma sequéncia de nucleotideos que € maior do
que cerca de 50-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-300, 300-350,
350-400, 400-450, 450-500, 500-550, 550-600, 600-650, 650-700, 700-
750, 750-800, 850-900, 900-950 ou mais nucleotideos de comprimen-
to, incluindo pelo menos cerca de 15 (ou seja, 15 contiguos) nucleoti-
deos de uma sequéncia que comprende a regiao codificante da SEQ
ID NO: 1 ou 3 ou complementar desta, e hibridiza sob condigdes rigo-
rosas a uma molécula de acido nucleico que compreende a sequéncia
de nucleotideos mostrada na SEQ ID NO: 1, ou 3 ou o complementar

da mesma.
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[00158] Sondas baseadas nas sequéncias de nucleotideos de PD-
L3 ou VISTA podem ser usadas para detectar transcritos ou sequén-
cias genbmicas que codificam para os mesmos polipeptideos ou ho-
mologos. Em modalidades preferenciais, a sonda ainda compreende
um grupo marcado ligado a mesma, por exemplo, o grupo marcado
pode ser um radioisétopo, um composto fluorescente, uma enzima, ou
um co-fator de enzima. Tais sondas podem ser usadas como parte de
um kit de teste diagnostico para a identificagdo de células ou tecidos
que mal expressam um polipeptideo PD-L3 ou VISTA, medindo um
nivel de um acido nucleico que codifica o PD-L3 ou VISTA em uma
amostra de células de um sujeito, por exemplo, detectando os niveis
de RNAm de PD-L3 ou VISTA ou determinando se um gene de PD-L3
ou VISTA genbémico foi mutado ou suprimido.

[00159] Um fragmento de acido nucleico que codifica uma "porgcao
biologicamente ativa de um polipeptideo de PD-L3 ou VISTA" pode ser
preparado por isolamento de uma porcao da sequéncia de nucleoti-
deos da SEQ ID NO: 1 ou 3, que codifica um polipeptideo com uma
atividade biolégica PD-L3 ou VISTA (por exemplo, a capacidade de
ligar a seu parceiro natural de ligagdo e/ou de modular a atividade das
células imunes), expressando a porgao codificante do polipeptideo PD-
L3 ou VISTA (por exemplo, pela expressdo recombinante in vitro) e
avaliar a atividade da porcao codificante do polipeptideo PD-L3 ou
VISTA.

[00160] A invengao ainda compreende moléculas de acidos nuclei-
cos que diferem na sequéncia de nucleotideos mostradas na SEQ ID
NO: 1 ou 3 devido a degeneragao do cédigo genético e, portanto, codi-
ficando os mesmos polipeptideos PD-L3 ou VISTA como aqueles codi-
ficados por sequéncias de nucleotideos mostrada na SEQ ID NO: 1 ou
3. Em outra modalidade, uma molécula de acido nucleico isolada da

invengao tem uma sequéncia de nucleotideos que codifica um polipep-
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tideo comtendo uma sequéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID
NO: 2,4 ou 5.

[00161] Além das sequéncias de nucleotideos de PD-L3 ou VISTA
mostradas na SEQ ID NO: 1 e 3, serdo apreciadas por aqueles espe-
cialistas na técnica que os polimorfismos da sequéncia de DNA que
levam a alteracdes nas sequéncias de aminoacidos dos polipeptideos
de PD-L3 ou VISTA podem existir dentro de uma populagéo (por
exemplo, a populagdo humana). Dito polimorfismo genético nos genes
de PD-L3 ou VISTA pode existir entre os individuos dentro de uma po-
pulagcdo devido a variagdo alélica natural. Conforme usado aqui, os
termos "gene" e "gene recombinante" referem-se a moléculas de aci-
dos nucleicos que incluem uma regido aberta de leitura que codifica
um polipeptideo PD-L3 ou VISTA, preferencialmente um polipeptideo
PD-L3 ou VISTA de mamiferos, e ainda podem incluir sequéncias re-
guladoras nao codificantes e introns.

[00162] Variantes alélicas humanas ou murinas de PD-L3 ou VISTA
incluem polipeptideos de PD-L3 ou VISTA funcionais e nao funcionais.
As variantes alélicas funcionais s&o variantes de sequéncia de amino-
acidos de polipeptideos humanos ou murinos de PD-L3 ou VISTA que
ocorrem naturalmente que mantém a capacidade de se ligar ao parcei-
ro natural de ligagcado de PD-L3 ou VISTA e/ou de modular a prolifera-
cao de células T CD4+ e CD8+ e a producédo de citocinas e a ativacao
celular de linfécitos. As variantes alélicas funcionais normalmente con-
terdo apenas substituicdo conservadora de um ou mais aminoacidos
da SEQ ID NO: 2, 4 ou 5, ou substituicdo, supressao ou inser¢ao de
residuos nao criticos em regides nao criticas do polipeptideo.

[00163] Variantes alélicas ndo funcionais s&o variantes de sequén-
cia de aminoacidos dos polipeptideos humanos ou murinos de PD-L3
ou VISTA que ocorrem naturalmente que nao tém a capacidade de se

ligar ao parceiro natural de ligagdo PD-L3 ou VISTA, e/ou modulam
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quaisquer atividades da PD-L3 ou VISTA aqui descritas. As variantes
alélicas nao funcionais normalmente conterdo uma substituicdo nio
conservadora, supresséo, ou inser¢gao ou truncamento prematuro da
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 2, 4 ou 5, ou substituicio,
inser¢cdo ou supressao de residuos criticos ou regides criticas do poli-
peptideo, por exemplo, em um dominio IgV.

[00164] A presente invengado ainda fornece ortélogos nédo humanos,
nao murinos do polipeptideo humano ou murino de PD-L3 ou VISTA.
Os ortdlogos do polipeptideo humano ou murino de PD-L3 ou VISTA
sdo polipeptideos que séo isolados de organismos ndo humanos, nao
murinos € possuem a mesma atividade de ligagdo e/ou atividade de
modulagao-ativacéo de linfécitos e a capacidade de modular a prolife-
racao de células T CD4+ e CD8+ e a producdo de citocinas como os
polipeptideos humanos e murinos de PD-L3 ou VISTA reveladas aqui.
Os ortdlogos do polipeptideo humano ou murino de PD-L3 facilmente
podem ser identificados como compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos que é substancialmente idéntica a SEQ ID NO: 2, 4 ou 5.
[00165] Além disso, as moléculas de acidos nucleicos que codifi-
cam outros membros da familia PD-L3 ou VISTA, e assim, que tém
uma sequéncia de nucleotideos que difere das sequéncias de PD-L3
ou VISTA da SEQ ID NO: 1 ou 3 destinam-se a estar dentro do escopo
da invengao. Por exemplo, outro cDNA de PD-L3 ou VISTA pode ser
identificado com base na sequéncia de nucleotideos murina ou huma-
na de PD-L3 ou VISTA. Além disso, as moléculas de acidos nucleicos
que codificam polipeptideos de PD-L3 ou VISTA de espécies diferen-
tes, e que tém assim uma sequéncia de nucleotideos que difere das
sequéncias de PD-L3 ou VISTA da SEQ ID NO: 1 ou 3 pretendem es-
tar dentro do escopo da invengdo. Por exemplo, um cDNA de PD-L3
ou VISTA de macaco pode ser identificado com base na sequéncia de

nucleotideos murina ou humana de PD-L3 ou VISTA.
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[00166] Moléculas de acidos nucleicos correspondentes as varian-
tes alélicas naturais e homologas dos cDNAs de PD-L3 ou VISTA da
invencdo podem ser isoladas com base na sua homologia aos acidos
nucleicos de PD-L2 revelados aqui usando os cDNAs revelados aqui,
ou uma porc¢ao deles, como uma sonda de hibridizagdo de acordo com
as técnicas de hibridizagdo padrdes sob condi¢des rigorosas de hibri-
dizagdo. As moléculas de acidos nucleicos correspondentes as varian-
tes alélicas naturais e homologas dos cDNAs de PD-L3 ou VISTA da
invengao ainda podem ser isoladas por mapeamento do mesmo cro-
mossoma ou locus do gene PD-L3 ou VISTA.

[00167] Assim, em outra modalidade, uma molécula de acido nu-
cleico isolada da invencéo é pelo menos 15, 20, 25, 30 ou mais nucle-
otideos em comprimento e hibridiza sob condi¢des rigurosas a molécu-
la de acido nucleico compreendendo a regido codificante da sequéncia
de nucleotideos da SEQ ID NO: 1 ou 3. Em outra modalidade, o acido
nucleico € pelo menos 700, 750, 800, 850, 880-900, 900-950, 950-
1000, 1000-1050, 1050-1100, 1100-1150 ou mais nucleotideos em
comprimento.

[00168] Conforme usado aqui, o termo "hibridizar sob condicbes
rigorosas” pretende descrever condi¢gdes para a hibridizagao e a lava-
gem sob as quais as sequéncias de nucleotideos que séo significati-
vamente idénticas ou homdlogas entre si permanecem hibridizadas a
cada outra. Preferencialmente, as condi¢des sao tais que sequéncias
de pelo menos cerca de 70%, mais preferencialmente pelo menos cer-
ca de 80%, ainda mais preferencialmente pelo menos cerca de 85%
ou 90% idénticas a cada outra permanecem hibridizadas a cada outra.
Ditas condic¢des rigorosas sdo conhecidas por especialistas na técnica
e podem ser encontradas em Current Protocols in Molecular Biology,
Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, Inc (1995), secbes 2, 4 e 6.

Condigdes rigorosas adicionais podem ser encontradas em Molecular
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Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et al., Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), capitulos 7, 9 e 11. Um exem-
plo preferencialmente, ndo limitante de condi¢des rigorosas de hibridi-
zagao inclui a hibridizagdo em cloreto de sodio/citrato de sddico (SSC)
4 vezes ou 6 vezes a cerca de 65-70°C (ou hibridizagdo em SSC 4 ve-
zes mais 50% de formamida a 42-50°C.) seguido por uma ou mais la-
vagens em SSC 1X, a cerca de 65-70°C. Um outro exemplo preferen-
cialmente, nao limitante de condi¢gbes rigorosas de hibridizagao inclui
hibridizagdo no SSC 6 vezes a 45°C, seguido de uma ou mais lava-
gens em SSC 0,2 vezes, 0,1% SDS a 65°C. Um exemplo preferenci-
almente, nao limitante das condi¢gbes altamente rigorosas de hibridiza-
¢ao inclui hibridizagdo no CCD 1 vezes, a cerca de 65-70°C (ou hibri-
dizagdo em SSC 1 vez mais 50% formamide a cerca de 42-50°C.) se-
guido por uma ou mais lavagens em SSC 0,3 vezes, a cerca de 65-
70°C. Outro exemplo preferencialmente, ndo limitante de condig¢des
menos rigorosas de hibridizagao inclui hibridizagdo no SSC 4 vezes ou
6 vezes, a cerca de 50-60°C (ou alternativamente hibridizagdo em SSC
6 vezes mais 50% de formamida a cerca de 40-45°C.) seguido de uma
ou mais lavagens em SSC 2 vezes, a cerca de 50-60°C. As faixas in-
termediarias aos valores acima relatados, por exemplo, a 65-70°C ou a
42-50°C também pretendem ser incluidas pela presente invencao.
SSPE (SSPE 1 vez é 0,15 M de NaCl, 10 mM de NaH2P04 e 1,25 mM
de EDTA, pH 7,4) pode ser substituido por SSC (SSC 1 vez € 0,15 M
de NaCl e 15 mM de citrato de sddio) nos tampdes de hibridizacao e
lavagem; as lavagens s&o realizadas por 15 minutos apos a conclusao
da hibridizagao. A temperatura de hibridizagao para hibridos previstos
de serem menores de 50 pares de bases de comprimento deve ser de
5-10°C inferior a temperatura de fusao (Tm) do hibrido, onde Tm é de-
terminada de acordo com as seguintes equacgdes. Para hibridos com

menos de 18 pares de bases de comprimento, Tm (graus C.)-2 (# de
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bases A+T) + 4 (# de bases G+C). Para os hibridos entre 18 e 49 pa-
res de base de comprimento, Tm (graus C.) =
81,5+16,6(log10[Na+])+0,41(%G+C)-(600/N), onde N € o numero de
bases no hibrido e [Na+1] é a concentracédo de ions de sddio no tam-
pao de hibridizac&do ([Na.+] para SSC 1 vez = 0,165 M). Sera também
reconhecido especialista que reagentes adicionais podem ser adicio-
nados aos tampdes de lavagem e/ou hibridizagdo para diminuir a hi-
bridizagdo ndo especifica de moléculas de acidos nucleicos a mem-
branas, por exemplo, membranas de nitrocelulose ou nailon, incluindo,
entre outros, agentes de bloqueio (por exemplo, BSA ou esperma de
salméo ou arenque carregador de DNA), detergentes (por exemplo,
SDS), agentes quelantes (por exemplo, EDTA), Ficoll, PVP semelhan-
tes. Quando se usa membranas nailon, em particular, um exemplo
adicional preferencial ndo limitante de condigdes rigorosas de hibridi-
zacao, é a hibridizacdo em 0,25-0,5M de NaH2P04, 7% de SDS a cer-
ca de 65°C, seguido de uma ou mais lavagens em 0,02 M de
NaH2P04, 1% de SDS a 65°C, por exemplo, ver Church and Gilbert
(1984) Nad. Acad. Sci. USA 81: 1991-1995 (ou alternativamente SSC
0,2 vezes, 1% de SDS).

[00169] Preferencialmente, uma molécula de acido nucleico isolada
da invengao que hibridiza sob condi¢gdes rigorosas a sequéncia da
SEQ ID NO: 1, ou 3 ou corresponde a uma molécula de acido nucleico
de ocorréncia natural. Conforme usado aqui, uma molécula de acido
nucleico de "ocorréncia natural" se refere a uma molécula de RNA ou
DNA, contendo uma sequéncia de nucleotideos que ocorre na nature-
za (ou seja, codifica um polipeptideo natural).

[00170] Além das variantes alélicas de ocorréncia natural das se-
quéncias de PD-L3 ou VISTA que podem existir na populagao, o espe-
cialista na técnica ainda apreciara que mudangas podem ser introduzi-

das por mutacédo nas sequéncias de nucleotideos da SEQ ID NO: 1 ou
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3, desse modo conduzindo as mudangas na sequéncia de aminoaci-
dos que codificam os polipeptideos PD-L3 ou VISTA, sem alterar a ca-
pacidade funcional dos polipeptideos de PD-L3 ou VISTA. Por exem-
plo, substituicdes de nucleotideos que levam a substituicbes de ami-
noacidos em residuos de aminoacidos "n&o essenciais" podem ser fei-
tas na sequéncia da SEQ ID NO: 1 ou 3. Um residuo de aminoacido
"ndao essencial" é um residuo que pode ser alterado a partir da se-
quéncia de tipo selvagem de PD-L3 ou VISTA (por exemplo, a se-
quéncia da SEQ ID NO: 2, 4 ou 5) sem alterar a atividade bioldgica,
considerando um residuo de aminoacido "essencial" é necessario para
a atividade bioldgica. Por exemplo, residuos de aminoacidos que sao
conservados entre os polipeptideos PD-L3 ou VISTA da presente in-
vencao, por exemplo, aqueles presentes em um dominio extracelular,
estdo previstos para serem particularmente nido passiveis de altera-
cao. Além disso, os residuos de aminoacidos adicionais que sio con-
servados entre os polipeptideos de PD-L3 ou VISTA da presente in-
vencao e outros membros da familia de PD-L3 ou VISTA nao séo sus-
ceptiveis de serem passiveis de alteracio.

[00171]  Assim, outro aspecto da invencao pertence as moléculas de
acidos nucleicos que codificam os polipeptideos de PD-L3 ou VISTA
que contém mudancgas nos residuos de aminoacidos que nao sio es-
senciais para a atividade. Esses polipeptideos de PD-L3 ou VISTA di-
ferem na sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 2, 4 ou 5, ainda
conservam a atividade biolégica. Em uma modalidade, a molécula de
acido nucleico isolada compreende uma sequéncia de nucleotideos
que codifica um polipeptideo, onde o polipeptideo compreende uma
sequéncia de aminoacidos em pelo menos cerca de 71%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais
idéntica a SEQ ID NO: 2, 4 ou 5.

[00172] Uma molécula de acido nucleico isolada que codifica um
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polipeptideo de PD-L3 ou VISTA idéntico ao polipeptideo SEQ ID NO:
2, 4 ou 5 pode ser criada através da introducdo de uma ou mais substi-
tuicdes de nucleotideos, adi¢cdes ou exclusdes na sequéncia de nucle-
otideos da SEQ ID NO: 1 ou 3 de modo que uma ou mais substitui-
cdes de aminoacidos, adi¢gdes ou exclusdes sao introduzidas no poli-
peptideo codificado. Mutagcdes podem ser introduzidas na SEQ ID NO:
1 ou 3 por técnicas padrbes, como mutagénese sitio-direcionada e mu-
tagénese mediada por PCR. Preferencialmente, substituicbes de ami-
noacidos conservados sao feitas em um ou mais dos residuos de ami-
noacidos previstos ndo essenciais. "Substituicido de aminoacido con-
servados" é aquela em que o residuo de aminoacido é substituido com
um residuo de aminoacido que tem uma cadeia lateral semelhante.
Familias de residuos de aminoacidos com cadeias laterais semelhan-
tes foram definidas na técnica. Estas familias incluem aminoacidos
com cadeias laterais basicas (por exemplo, lisina, arginina, histidina),
cadeias laterais acidas (por exemplo, acido aspartico, acido glutami-
co0), cadeias laterais polares sem carga (por exemplo, asparagina, glu-
tamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadeias laterais apolares
(por exemplo, glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, feni-
lalanina, metionina, triptofano), cadeias laterais beta-ramificadas (por
exemplo, treonina, valina, isoleucina) e cadeias laterais aromaticas
(por exemplo, tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina). Assim, um
residuo de aminoacidos previsto ndo essencial de um polipeptideo PD-
L3 ou VISTA preferencialmente é substituido por um outro residuo de
aminoacido da mesma familia de cadeia lateral. Alternativamente, em
outra modalidade, as mutagdes podem ser introduzidas aleatoriamente
em toda ou porgdo de uma sequéncia que codifica PD-L3 ou VISTA,
por mutagénese de saturagdo, e os mutantes resultantes podem ser
selecionados pela atividade biolégica de PD-L3 ou VISTA para identifi-

car mutantes que mantém a atividade. Seguido da mutagénese da
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SEQ ID NO: 1 ou 3, o polipeptideo codificante pode ser expresso re-
combinantemente e a atividade do polipeptideo pode ser determinada.
[00173] Em uma modalidade preferencial, um polipeptideo mutante
de PD-L3 ou VISTA pode ser analisado para a capacidade de se ligar
e/ou modular a atividade de um parceiro natural de ligagédo PD-L3 ou
VISTA, para modular a sinalizacao intra- ou intercelular, modular a ati-
vacéao dos linfécitos T e ou modular a resposta imune do organismo.
[00174] Ainda outro aspecto da invencao se refere a moléculas iso-
ladas de acidos nucleicos que codificam proteinas de fusdo PD-L3 ou
VISTA PD-L3 ou VISTA ou VISTA. Ditas moléculas de acidos nuclei-
cos que compreendem pelo menos uma primeira sequéncia de nucleo-
tideos que codificam uma proteina, polipeptideo ou peptideo PD-L3 ou
VISTA PD-L3 ou VISTA ou VISTA, operativamente ligado a uma se-
gunda sequéncia que codifica uma proteina, polipeptideo ou peptideo
que nado é PD-L3 ou VISTA, podem ser preparadas por técnicas pa-
droes de DNA recombinante.

[00175] Além de moléculas de acidos nucleicos que codificam os
polipeptideos PD-L3 ou VISTA acima descritas, outro aspecto da inven-
cao se refere as moléculas isoladas de acido nucleico que sédo antis-
senso a eles. Um &acido nucleico "antissenso" compreende uma se-
quéncia de nucleotideos complementar a um acido nucleico "senso"
que codifica um polipeptideo, por exemplo, complementar a uma fita
codificante de uma molécula de cDNA fita dupla ou complementar a
uma sequéncia de mRNA. Nesse sentido, um acido nucleico antissenso
pode se ligar pelo hidrogénio a um acido nucleico senso. O acido nu-
cleico antissenso pode ser complementar inteiramente a fita codificante
de PD-L3 ou VISTA, ou apenas a porgao da mesma. Em uma modali-
dade, uma molécula de acido nucleico antissenso € antissenso a uma
"regido codificante" da fita cofidicante de uma sequéncia nucleotidea

qgue codifica uma PD-L3 ou VISTA. O termo "regido codificante" se refe-
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re a regido da sequéncia de nucleotideos que compreende os cddons
que sdo traduzidos em residuos de aminoacidos. Em outra modalidade,
a molécula de acido nucleico antissenso € antissenso a uma "regido
nao-codificante" da fita codificante de uma sequéncia de nucleotideos
que codificam PD-L. O termo "regido nao-codificante" se refere a se-
quéncias 5' e 3' que flanqueiam a regido codificante que ndo sao tradu-
zidas em aminoacidos (também conhecidas como regides 5' e 3' ndo
traduziveis). Dadas as sequéncias da fita codificante que codificam a
PD-L3 ou VISTAPD-L3 ou VISTA ou VISTA humana ou murina revela-
das aqui, os acidos nucleicos antissenso da invengdo podem ser proje-
tados de acordo com as regras de emparelhamento de bases de Wat-
son e Crick. A molécula de acido nucleico antissenso pode ser comple-
mentar a toda a regido codificante do mRNA de PD-L3 ou VISTA, mas é
preferencialmente um oligonucleotideo que é antissenso para apenas
uma porg¢ao da regiao codificante ou nao-codificante do mRNA de PD-
L3 ou VISTA. Por exemplo, o oligonucleotideo antissenso pode ser
complementar a regiao circundante do sitio de inicio da tradugdo do
MRNA de PD-L3 ou VISTA ou VISTA. Um oligonucleotideo antissenso
pode ser, por exemplo, cerca de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50
nucleotideos de comprimento. Uma molécula de acido nucleico antis-
senso da invencao pode ser construida usando a sintese quimica e re-
acdes enzimaticas de ligagdo usando procedimentos conhecidos na
técnica. Por exemplo, uma molécula de acido nucleico antissenso (por
exemplo, um oligonucleotideo antissenso) pode ser sintetizada quimi-
camente usando nucleotideos naturais ou nucleotideos variadamente
modificados projetados para aumentar a estabilidade bioldégica das mo-
léculas, ou para aumentar a estabilidade fisica do duplex formado entre
os acidos nucleicos antissenso e senso, por exemplo, nucleotideos de-
rivados de fosforotioatos e substitutos de acridina podem ser usados.

Os exemplos de nucleotideos modificados que podem ser usados para
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gerar o acido nucleico antissenso incluem 5-fluorouracil, 5-bromouracil,
5-clorouracil, 5-iodouracil, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-
(carboxihidroximetil) uracil, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridin- e, 5-
carboximetilaminometiluracil, dihidrouracil, beta-D-galactosilqueosina,
inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-
metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracila,
5-metoxiaminometil-2-tiouracila, beta D-manosilqueosina, 5'-
metoxicarboximetiluracila, 5-metoxiuracila, 2-metiltio-N6-
isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético (v), wybutoxosina, pseu-
douracila, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracila, 2-tiouracila, 4-
tiouracila, 5-metiluracila, uracila-5-acido oxiacético metiléster, acido ura-
cila-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tiouracila, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)
uracila, (acp3)w, e 2,6-diaminopurina. Como alternativa, os acidos nu-
cleicos antissenso podem ser produzidos biologicamente usando um
vetor de expressao no qual um acido nucleico tem sido subclonado em
uma orientagdo antissenso (ou seja, RNA transcrito do acido nucleico
inserido sera de uma orientagdo antissenso para um acido nucleico alvo
de interesse, descrito na seguinte subsec¢ao).

[00176] As moléculas de acidos nucleicos antissenso da invencao
sao normalmente administradas a um sujeito ou geradas in situ, de
modo que hibridizam ou se ligam ao mRNA celular e/ou DNA gendmi-
co que codifica um polipeptideo PD-L3 ou VISTAPD-L3 ou VISTA ou
VISTA para, assim, inibir a expressao do polipeptideo, por exemplo,
inibindo a transcricdo e a traducio. A hibridizagado pode ser pela com-
plementaridade de nucleotideos convencionais para formar um duplex
estavel, ou, por exemplo, no caso de uma molécula de acido nucleico
antissenso que se ligar aos duplexes de DNA, através de interagdes
especificas no sulco maior da dupla hélice. Um exemplo de uma via de

administracdo de moléculas de acidos nucleicos antissenso da inven-
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¢ao inclui a injecao direta em um local do tecido. Como alternativa, as
moléculas de acidos nucleicos antissenso podem ser modificadas para
atingir células selecionadas e entdo administradas sistemicamente.
Por exemplo, para a administracdo sistémica, moléculas antissenso
podem ser modificadas, de modo que se ligam especificamente aos
receptores ou antigenos expressos em uma superficie celular selecio-
nada, por exemplo, mediante ligagdo das moléculas de acidos nuclei-
cos antissenso a peptideos ou anticorpos que se ligam a receptores ou
antigenos da superficie de células. As moléculas de acidos nucleicos
antissenso também podem ser administradas as células usando os
vetores descritos aqui. Para atingir concentragdes intracelulares sufici-
entes das moléculas antissenso, construgdes de vetor em que a molé-
cula de acido nucleico antissenso € colocada sob o controle de um
promotor forte pol Il ou pol lll sdo preferenciais.

[00177] Ainda em outra modalidade, a molécula de acido nucleico
antissenso da invengao € uma molécula de acido nucleico alfa anomé-
rica . Uma molécula de acido nucleico alfa anomérica forma hibridos
de fita dupla especificos com RNA complementar em que, contraria-
mente as unidades .beta usuais, as fitas correm paralelas entre si
(Gaultier et al. (1987) Nucleic Acids Res. 15:6625 - 6641). A molécula
de acido nucleico antissenso também pode incluir um 2'-0- metilribo-
nucleotideo (Inoue et al. (1987) Nucleic Acids Res. 15:6131-6148) ou
um analogo de RNA-DNA quimérico (Inoue et al. (1987) FEBS Lett.
215:327 - 330).

[00178] Ainda em outra modalidade, um acido nucleico antissenso
da invencao € um ribossoma. Os ribossomas sao moléculas de RNA
cataliticas com atividade da ribonuclease que s&o capazes de clivar
um acido nucleico fita simples, como um mRNA, para o qual eles tém
uma regiao complementar. Assim, os ribossomas (por exemplo, ribos-

somas cabecga de martelo (descrito em Haseloff e Gerlach (1988) Na-
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ture 334:585-591)) podem ser usados para clivar cataliticamente os
transcritos de mRNA PD-L3 ou VISTA para, assim, inibir a tradu¢ao do
MRNA de PD-L3 ou VISTA ou VISTA. Um ribossoma contendo especi-
ficidade para um acido nucleico que codifica PD-L3 ou VISTA pode ser
projetado com base na sequéncia de nucleotideos de um cDNA de
PD-L3 ou VISTA revelado aqui (ou seja, SEQ ID NO: 1 ou 3). Por
exemplo, um derivado de um RNA de Tetrahimena L-19 IVS pode ser
construido onde a sequéncia de nucleotideos do sitio ativo € comple-
mentar a sequéncia de nucleotideos para ser clivada em um mRNA
que codifica PD-L3 ou VISTAPD-L3 ou VISTA ou VISTA. Ver, por
exemplo, Cech et al., Pat. US. No. 4.987.071 e Cech et al., Pat. U.S.
No 5.116.742. Como alternativa, o mRNA PD-L3 ou VISTA pode ser
usado para selecionar um RNA catalitico, tendo uma atividade ribonu-
clease especifica a partir de um grupo de moléculas de RNA. Ver, por
exemplo, Bartel, D. e Szostak, J. W. (1993) Science 261: 1411 -1418.
[00179] Alternativamente, a expressdo génica de PD-L3 ou VISTA
pode ser inibida por direcionamento de sequéncias de nucleotideos
complementares a regidao reguladora do PD-L3 ou VISTA (por exem-
plo, o promotor e/ou intensificadores de PD-L3 ou VISTA; para formar
estruturas helicoidais triplas que impedem a transcricdo do gene PD-
L3 em células alvo. Ver geralmente, Helene, C (1991) Anticancer Drug
Des. 6 (6): 569-84; Helene, C et al. (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660:
27 - 36; e Maher, L. J. (1992) Bioessays 14 (12): 807-15.

[00180] Ainda em outra modalidade, as moléculas de acidos nuclei-
cos de PD-L3 ou VISTA da presente invengcao podem ser modificadas
na por¢cao de base, na porcdo dos agucares ou na estrutura fosfato
para melhorar, por exemplo, a estabilidade, a hibridizagdo ou a solubi-
lidade da molécula. Por exemplo, a estrutura de fosfato desoxirribose
das moléculas de acidos nucleicos pode ser modificada para gerar

acidos nucleicos peptidicos (ver Hyrup, B. e Nielsen, P. E. (1996) Bio-
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org. Med. Chem. 4 (l): 5-23). Conforme usado aqui, os termos "acidos
nucleicos peptidicos" ou "PNAs" se refere as imitagcdes de acido nu-
cleico, por exemplo, imitacbes de DNA, em que a estrutura fosfato de-
soxirribose € substituida por uma estrutura pseudopeptidica e apenas
as quatro nucleobases naturais sao retidas. A estrutura neutra das
PNAs mostrou permitir a hibridizacédo especifica ao DNA e ao RNA sob
condigdes de baixa forga idnica. A sintese de oligbmeros PNA pode
ser realizada usando protocolos padrdoes de sintese de peptideos em
fase soélida conforme descrito em Hyrup e Nielsen (1996) supra e Perry
O'Keefe et al. (1996) Proc Natl. Acad. Sci. USA 93:14670 - 675.
[00181] As PNAs das moléculas de acido nucleicode PD-L3 ou
VISTA podem ser usadas em aplicagdes terapéuticas e de diagndsti-
co. Por exemplo, PNASs podem ser usadas como agentes antissenso
ou antigene para a modulagao sequéncia-especifica da expressédo gé-
nica mediante, por exemplo, inducido do transcrito ou interrupcao da
traducao ou inibicao da replicagdo. As PNAs das moléculas de acidos
nucleicos de PD-L3 ou VISTA também podem ser utilizadas na analise
de mutacgdes de pares de base unica em um gene (por exemplo, me-
diante PCR clamping direcionada por PNA); como ‘enzimas de restri-
cao artificial" quando usado em combinagdo com outras enzimas (por
exemplo, nucleases S | (Hyrup e Nielsen (1996) supra)); ou como son-
das ou iniciadores para o sequenciamento de DNA ou hibridizagao
(Hyrup e Nielsen (1996) supra; Perry-O'Keefe et al. (1996) supra).
[00182] Em outra modalidade, PNAs de PD-L3 ou VISTA podem ser
modificadas (por exemplo, para realcar sua estabilidade ou absorgéo
celular), mediante ataque lipofilico ou outros grupos auxiliares a PNA,
mediante formacao de quimeras de PNA-DNA, ou mediante uso dos
lipossomas ou outras técnicas de distribuicdo de droga conhecida na
técnica. Por exemplo, podem ser geradas quimeras PNA-DNA de mo-

léculas de acidos nucleicos de PD-L3 ou VISTA que podem combinar
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as propriedades vantajosas de PNA e DNA. Tais quimeras permitem
que enzimas de reconhecimento de DNA (por exemplo, RNAse H e
DNA polimerases) interagem com a porgdo do DNA, enquanto a por-
¢do PNA forneceria afinidade de ligagdo de alta especificidade. As
quimeras de PNA-DNA podem se ligar usando ligantes de comprimen-
tos adequados selecionados em termos de empilhamento de base,
numero de ligagdes entre as nucleobases e orientagdo (Hyrup e Niel-
sen (1996) supra). A sintese de quimeras PNA-DNA pode ser realiza-
da conforme descrito em Hyrup e Nielsen (1996) supra e Finn P. J. et
al. (1996) Nucleic Acids Res. 24 (17): 3357-63. Por exemplo, uma ca-
deia de DNA pode ser sintetizada em um suporte sélido, usando a
quimica padrao de acoplamento fosforamidita e analogos de nucleosi-
deos modificados, por exemplo, 5'-(4-metoxitritillamino-5'-desoxi-
timidina fosforamidita, podem ser usados como uma ponte entre a
PNA e a extremidade 5' do DNA (Mag, M. et al. (19879 Nucleic Acids
Res. 17: 5973-88). Monbmeros de PNA, em seguida, sdo acoplados
de forma progressiva para produzir uma molécula quimérica com um
segmento PNA 5' e um segmento de DNA 3' (Finn P. J. et al. (1996)
supra). Como alternativa, as moléculas quiméricas podem ser sinteti-
zadas com um segmento de DNA 5' e um segmento PNA 3' (Peterser,
K. H. et al. (1975) Bioorganic Med. Chem. Lett. 5: 1119-11124).

[00183] Em outras modalidades, o oligonucleotideo pode incluir ou-
tros grupos anexados como peptideos (por exemplo, para o direcio-
namento de receptores celulares do hospedeiro in vivo), ou agentes,
facilitando o transporte através da membrana celular (ver, por exem-
plo, Letsinger et al. (1989) Proc Natl. Acad. Sci. USA 86:6553-6556;
Lemaitre et al. (1987) Proc Natl. Acad. Sci. USA 84: 648 - 652; publi-
cacao PCT No. WO 88/09810) ou a barreira hematoencefalica (veja,
por exemplo, publicagdo PCT No. WO 89/10134). Além disso, os oli-

gonucleotideos podem ser modificados com os agentes de clivagem
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acionados por hibridizagcédo (ver, por exemplo, Krol et al. (1988) Bio-
techniques 6:958-976) ou agentes intercalantes (veja, por exemplo,
Zon (1988) Pharm. Res. 5:539-549). Para este fim, o oligonucleotideo
pode ser conjugado com outra molécula (por exemplo, um peptideo,
agente de ligagao cruzada acionada por hibridizagdo, agente de trans-
porte ou agente de clivagem acionado por hibridizagdo).

[00184] Alternativamente, as caracteristicas da expressao de um
gene endoégeno de PD-L3 ou VISTA dentro de uma linhagem celular
ou de um micro-organismo podem ser modificadas introduzindo um
elemento regulador do DNA heterélogo no genoma de uma linhagem
celular estavel ou de um micro-organismo clonado de modo que o
elemento regulador introduzido esta ligado operativamente com o gene
endogeno de PD-L3 ou VISTA. Por exemplo, um gene enddgeno de
PD-L3 ou VISTA que é normalmente "transcricionalmente silencioso",
ou seja, um gene de PD-L3 ou VISTA que normalmente nao é expres-
SO, OU € expresso somente em niveis muito baixos em uma linhagem
celular ou micro-organismo, pode ser ativado através da insergao de
um elemento regulador que é capaz de promover a expressdo de um
produto de gene normalmente expresso nessa linhagem celular ou mi-
cro-organismo. Alternativamente, um gene enddgeno de PD-L3 ou
VISTA transcricionalmente silencioso, pode ser ativado pela inserg¢ao
de um elemento regulador promiscuo que funciona através dos tipos
de células.

[00185] Um elemento regulador heterélogo pode ser inserido em
uma linhagem celular estavel ou micro-organismo clonado, de modo
que esta operativamente ligado com um gene endogeno de PD-L3 ou
VISTA, utilizando técnicas, como recombinacdo homadloga direcionada,
gue sado bem conhecidas por especialistas na técnica e descritas, por
exemplo, em Chappel, Pat. US. No 5.272.071; Publicacdo de PCT No.
WO 91/06667, publicado em 16 de maio de 1991.
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Il. Polipeptideos PD-L3 ou VISTA isolados e Anticorpos Anti-PD-
L3 ou VISTA

[00186] Um aspecto da invencao se refere aos polipeptideos isola-
dos de PD-L3 ou VISTA, e as partes biologicamente ativas destes, bem
como aos fragmentos adequados para o uso como imundgenos para
incrementar os anticorpos anti-PD-L3 ou VISTA. Em uma modalidade,
polipeptideos nativos de PD-L3 ou VISTA podem ser isolados de fontes
de tecidos ou células mediante um esquema de purificacdo apropriado
usando técnicas de purificagao de proteinas padrées. Em outra modali-
dade, os polipeptideos PD-L3 ou VISTA sao produzidos por técnicas de
DNA recombinante. Alternativa a expressao recombinante, uma protei-
na ou polipeptideo de PD-L3 ou VISTA pode ser sintetizada quimica-
mente, usando técnicas de sintese de peptideos padroes.

[00187] Um polipeptideo "isolado" ou "purificado" ou uma porgao
biologicamente ativa do mesmo é substancialmente isento de material
celular ou outras proteinas contaminantes de fontes de célula ou teci-
do das quais é derivado o polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou substanci-
almente isento de precursores quimicos ou outros produtos quimicos
quando quimicamente sintetizados. A linguagem "substancialmente
livre de material celular" inclui preparacées do polipeptideo PD-L3 ou
VISTA no qual o polipeptideo é separado dos componentes celulares
das células das quais € isolado ou recombinantemente produzido. Em
uma modalidade, a linguagem "substancialmente livre de material celu-
lar" inclui preparagdes de polipeptideos PD-L3 ou VISTA contendo
menos do que cerca de 30% (em peso seco) de proteinas que n&o sao
PD-L3 ou VISTA (também referida aqui como "proteinas contaminan-
tes"), mais preferencialmente menos de cerca de 20% de proteinas
que nao sao PD-L3 ou VISTA, ainda mais preferencialmente menos do
que cerca de 10% de proteinas que ndo sao PD-L3 ou VISTA e mais

preferencialmente menos do que cerca de 5% de proteinas que nao
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sao PD-L3 ou VISTA. Quando o polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou por-
¢ao biologicamente ativa dele é produzido recombinantemente, € tam-
bém preferencialmente substancialmente isento de meio de cultura, ou
seja, meio de cultura representa menos do que cerca de 20%, mais
preferencialmente menos do que 10% e mais preferencialmente me-
nos do que 5% do volume da preparagao de proteina.

[00188] A linguagem "substancialmente livre de precursores quimi-
cos ou outros produtos quimicos" inclui preparacées do polipeptideo
PD-L3 ou VISTA no qual o polipeptideo é separado de precursores
quimicos ou outros produtos quimicos que estdo envolvidos na sintese
do polipeptideo. Em uma modalidade, a linguagem "substancialmente
livre de precursores quimicos ou outros produtos quimicos" inclui pre-
paracdes do polipeptideo PD-L3 ou VISTA contendo menos do que
cerca de 30% (em peso seco) de precursores quimicos ou produtos
quimicos que nao sao PD-L3 ou VISTA, mais preferencialmente me-
nos do que cerca de 20% de precursores quimicos ou produtos quimi-
cos que nao sao PD-L3 ou VISTA, ainda mais preferencialmente me-
nos do que cerca de 10% de precursores quimicos ou produtos quimi-
cos que nao sao PD-L3 ou VISTA, e mais preferencialmente menos do
que cerca de 5% de precursores quimicos ou produtos quimicos que
nédo sao PD-L3 ou VISTA.

[00189] Conforme usado aqui, uma "parte biologicamente ativa" de
um polipeptideo PD-L3 ou VISTA inclui um fragmento de um polipepti-
deo PD-L3 ou VISTA que participa em uma interagao entre uma molé-
cula de PD-L3 ou VISTA e uma molécula que nao é PD-L3 ou VISTA,
por exemplo, um ligante natural do PD-L3 ou VISTA. As porgdes biolo-
gicamente ativas de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA incluem pepti-
deos compostos por sequéncias de aminoacidos suficientemente idén-
ticas ao, ou derivadas das sequéncias de aminoacidos do polipeptideo

PD-L3 ou VISTA, por exemplo, a sequéncia de aminoacidos mostrada
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na SEQ ID NO: 2, 4 ou 5, que inclui menos aminoacidos de compri-
mento total do que os polipeptideos de PD-L3 ou VISTA e apresentam
pelo menos uma atividade de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA. Nor-
malmente, as porgdes biologicamente ativas compreendem um domi-
nio ou motivo com pelo menos uma atividade de polipeptideo PD-L3
ou VISTA, por exemplo, modulagédo (supressao) da resposta prolifera-
tiva de células T CD4 ao anti-CD3, supressao da resposta proliferativa
das células T CD4 cognatas em um modo especifico de antigeno, efei-
tos na a expressao de citocinas especificas, et al. Uma porg¢éao biologi-
camente ativa de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA pode ser um poli-
peptideo que é, por exemplo, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225
ou mais aminoacidos em comprimento. As porg¢des biologicamente ati-
vas de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA podem ser usadas como al-
vos para o desenvolvimento de agentes que modulam uma atividade
mediada por PD-L3 ou VISTA, por exemplo, a ativacdo de células
imunes.

[00190] Em uma modalidade, uma porcao biologicamente ativa de
um polipeptideo PD-L3 ou VISTA compreende pelo menos uma por-
cao de um dominio extracelular. Deve-se entender que uma porgao
biologicamente ativa preferencial de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA
da presente invencao pode conter pelo menos uma por¢cao de um do-
minio extracelular (por exemplo, compreender uma IgV) e um ou mais
dos seguintes dominios: um dominio peptideo sinal, um dominio
transmembrana e um dominio citoplasmatico. Além disso, outras por-
¢des biologicamente ativas, em que outras regides do polipeptideo sao
excluidas, podem ser preparadas por técnicas de recombinacao e ava-
liadas para uma ou mais das atividades funcionais de um polipeptideo
PD-L3 ou VISTA nativo.

[00191] Em uma modalidade preferencial, o polipeptideo PD-L3 ou

VISTA tem uma sequéncia de aminoacidos, mostrada na SEQ ID NO:
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2, 4 ou 5. Em outras modalidades, o polipeptideo PD-L3 ou VISTA é
substancialmente idéntico a SEQ ID NO: 2, 4 ou 5 e mantém a ativida-
de funcional do polipeptideo da SEQ ID NO: 2, 4 ou 5, mas difere na
sequéncia de aminoacidos devido a variacao alélica natural ou a me-
tagénese, conforme descrito acima.

[00192] As sequéncias de acidos nucleicos e polipeptideo da pre-
sente invencdo podem ainda ser usadas como uma "sequéncia de
consulta" para realizar uma pesquisa em bancos de dados publicos
para, por exemplo, identificar outros membros da familia ou sequén-
cias relacionadas. Ditas pesquisas podem ser executadas usando os
programas NBLAST e XBLAST (versao 2.0) de Altschul et al. (1990) J.
Mol. Biol. 215:403-10. As pesquisas de nucloetideos no BLAST podem
ser realizadas com o programa NBLAST, escore = 100, comprimento
da palavra = 12 para obter sequéncias nucleotidicas homodlogas as
moléculas de acidos nucleicos da PD-L3 ou VISTA da invengdo. As
pesquisas de proteinas no BLAST podem ser realizadas com o pro-
grama XBLAST, escore = 100, comprimento da palavra = 3 para obter
as sequéncias de aminoacidos homologas as moléculas de polipepti-
deo da PD-L3 ou VISTA da invengao. Para obter alinhamentos lacu-
nados com fins comparativos, Gapped BLAST pode ser utilizada con-
forme descrito em Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25 (17):
3389-3402. Ao utilizar os programas BLAST e Gapped BLAST, os pa-
rametros padroes dos respectivos programas (por exemplo, XBLAST e
NBLAST) podem ser usados. Consulte o site de internet para o Natio-
nal Center for Biotechnology Information.

[00193] A invengdo também fornece proteinas quiméricas ou de
fusdo de PD-L3 ou VISTA. Conforme usado aqui, uma "proteina qui-
mérica" ou uma "proteina de fusdo" de PD-L3 ou VISTA compreende
um polipeptideo PD-L3 ou VISTA operativamente ligado a um polipep-
tideo que nao € PD-L3 ou VISTA. "Um polipeptideo PD-L3 ou VISTA"
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se refere a um polipeptideo contendo uma sequéncia de aminoacidos
correspondente a uma molécula de PD-L3 ou VISTA, onde um "poli-
peptideo que nédo € PD-L3 ou VISTA" se refere a um polipeptideo con-
tendo uma sequéncia de aminoacidos correspondentes a um polipep-
tideo que nado é substancialmente homdlogo ao polipeptideo PD-L3 ou
VISTA, por exemplo, um polipeptideo que € diferente do polipeptideo
PD-L3 ou VISTA e que é derivado do mesmo organismo ou diferente.
Dentro de uma proteina de fusdo de PD-L3 ou VISTA, o polipeptideo
PD-L3 ou VISTA pode corresponder ao total ou a uma porgao de um
polipeptideo PD-L3 ou VISTA. Em uma modalidade preferencial, uma
proteina de fusdo PD-L3 ou VISTA compreende pelo menos uma por-
¢ao biologicamente ativa de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA. Em ou-
tra modalidade preferencial, uma proteina de fusdo de PD-L3 ou VIS-
TA compreende pelo menos dois dominios de um polipeptideo PD-L3
ou VISTA. Dentro da proteina de fusdo, o termo "operativamente liga-
do" destina-se a indicar que o polipeptideo PD-L3 ou VISTA e o poli-
peptideo que ndo é PD-L3 ou VISTA estao fundidos in-frame a cada
outro. O polipeptideo que nao é PD-L3 ou VISTA pode estar fusionado
ao C-terminal ou ao N-terminal do polipeptideo PD-L3 ou VISTA e cor-
responde a uma porgao que altera a solubilidade, a afinidade de liga-
cao, a estabilidade ou a valéncia do polipeptideo de PD-L3 ou VISTA.

[00194] Por exemplo, em uma modalidade, a proteina de fusdo é
uma proteina de fusdo GST-PD-L3 ou VISTA em que as sequéncias
de PD-L3 ou VISTA estao fundidas ao C-terminal das sequéncias de
GST. Ditas proteinas da fusdo podem facilitar a purificacdo da PD-L3
ou VISTA recombinante. Em outra modalidade, a proteina de fuséo é
um polipeptideo de PD-L3 ou VISTA contendo uma sequéncia sinal
heter6loga em seu N-terminal. Em certas células do hospedeiro (por
exemplo, células hospedeiras de mamifero), a expressdo e/ou secre-

cao de PD-L3 ou VISTA pode estar aumentada através da utilizacdo

Peticio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 101/229



99/212

de uma sequéncia sinal heteréloga. Em uma modalidade preferencial,
a proteina de fusdo € uma proteina de fusdo Ig-PD-L3 ou VISTA em
que as sequéncias de PD-L3 ou VISTA estédo fundidas a uma porgao
de uma molécula de Ig. A porcéo Ig da proteina de fusdo pode incluir
uma regido constante da imunoglobulina, por exemplo, um dominio C
gammal humano ou um dominio C gamma4 (por exemplo, a dobradi-
¢a, regides CH2 e CH3 da IgC gama 1 humana ou IgC gama4 humana
(veja, por exemplo, Capon et al., Patente US 5.116.964; 5.580.756;
5.844.095, e semelhantes, incorporada aqui por referéncia). Uma pro-
teina de fusdo resultante pode ter alterado a solubilidade da PD-L3 ou
VISTA, a afinidade de ligagéo, a estabilidade e/ou a valéncia (ou seja,
o numero de sitios de ligagdo por molécula) e pode aumentar a efici-
éncia da purificacdo da proteina.

[00195] Particularmente proteinas de fuséo preferenciais PD-L3 ou
VISTA Ig incluem uma por¢do do dominio extracelular da PD-L3 ou
VISTA acoplada a uma regido constante de imunoglobulina (por
exemplo, a regido de Fc). A regido constante da imunoglobulina pode
conter modificacbes genéticas que reduzem ou eliminam a atividade
efetora inerente a estrutura de imunoglobulina. Por exemplo, o DNA
que codifica uma porgao extracelular de um polipeptideo PD-L3 ou
VISTA pode ser ligado ao DNA que codifica a dobradiga, as regides
CH2, e CH3 de IgG gama1 humanas e/ou IgG gama 4 modificadas por
mutagenesis sitio-direcionada, por exemplo, como ensinado em WO
97/28267. As proteinas de fusdo de PD-L3 ou VISTA da invencéo po-
dem ser incorporadas em composicées farmacéuticas e ser adminis-
tradas a um sujeito in vivo. As proteinas de fusdo PD-L3 ou VISTA po-
dem ser usadas para afetar a biodisponibilidade de um parceiro de li-
gacédo PD-L3 ou VISTA. A utilizagdo de proteinas de fusdo PD-L3 ou
VISTA pode ser util terapeuticamente para o tratamento de condigdes

ou doengas que se beneficiariam da modulacdo da resposta imune.
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Além disso, as proteinas de fusdo de PD-L3 ou VISTA da invengéo
podem ser usadas como imunogenos para produzir anticorpos anti-
PD-L3 ou VISTA em um sujeito, para purificar proteinas que se ligam a
PD-L3 ou VISTA e em ensaios de selecao para identificar moléculas
que inibem a interagdo da PD-L3 ou VISTA com seu parceiro de liga-
¢ao natural.

[00196] Preferencialmente, uma proteina de fusdo ou quimérica de
PD-L3 ou VISTA da invencao é produzida por técnicas padrées de
DNA recombinante.

[00197] A presente invencao se refere também as variantes dos
polipeptideos PD-L3 ou VISTA que funcionam como agonistas de PD-
L3 ou VISTA (miméticos) ou como antagonistas de PD-L3 ou VISTA.
Variantes dos polipeptideos PD-L3 ou VISTA podem ser geradas por
mutagénese, por exemplo, mutagcao pontual discreta ou truncamento
de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA. Um agonista dos polipeptideos
PD-L3 ou VISTA pode reter substancialmente o0 mesmo, ou um sub-
conjunto das atividades bioldgicas da forma natural de um polipeptideo
PD-L3 ou VISTA. Um antagonista de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA
pode inibir uma ou mais das atividades da forma natural do polipepti-
deo PD-L3 ou VISTA, por exemplo, competitivamente modulando uma
atividade mediada por PD-L3 ou VISTA de um polipeptideo PD-L3 ou
VISTA. Assim, efeitos bioldgicos especificos podem ser induzidos por
tratamento com uma variante de fungao limitada. Em uma modalidade,
o tratamento de um sujeito com uma variante com um subconjunto das
atividades biolégicas da forma natural do polipeptideo tem menos efei-
tos colaterais em um sujeito em relacdo ao tratamento com a forma
natural do polipeptideo PD-L3 ou VISTA.

[00198] Em uma modalidade, variantes de um polipeptideo PD-L3
ou VISTA que funcionam como qualquer agonista de PD-L3 ou VISTA

(miméticos) ou antagonista de PD-L3 ou VISTA podem ser identifica-
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das pela triagem de bibliotecas combinatorias de mutantes, por exem-
plo, mutantes de truncamento, de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA
para atividade agonista ou antagonista do polipeptideo de PD-L3 ou
VISTA. Em uma modalidade, uma biblioteca variegated de variantes
de PD-L3 ou VISTA é gerada por mutagénese combinatéria no nivel
do acido nucleico e é codificada por uma biblioteca variegated de ge-
nes. Uma biblioteca variegated de variantes de PD-L3 ou VISTA pode
ser produzida, por exemplo, enzimaticamente ligando uma mistura de
oligonucleotideos sintéticos em sequéncias de genes, de modo que
um conjunto degenerado de possiveis sequéncias de PD-L3 ou VISTA
seja expresso como polipeptideos individuais, ou alternativamente,
como um conjunto de proteinas de fusdo maiores (por exemplo, para
exibir em fago) que contém o conjunto de sequéncias de PD-L3 ou
VISTA no mesmo. Ha uma variedade de métodos que podem ser usa-
dos para produzir bibliotecas de possiveis variantes de PD-L3 ou VIS-
TA a partir de uma sequéncia do oligonucleotideo degenerado. A sin-
tese quimica de uma sequéncia genética degenerada pode ser execu-
tada em um sintetizador automatico de DNA, e o gene sintético entao
ligado em um vetor de expressao adequado. O uso de um conjunto de
genes degenerados permite a prestacdo, em uma mistura, de todas as
sequéncias que codificam o conjunto desejado de possiveis sequén-
cias de PD-L3 ou VISTA. Métodos para a sintese de oligonucleotideos
degenerados sdo conhecidos na técnica (veja, por exemplo, Narang,
S. A. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al. (1984) Annu. Rev. Bio-
chem. 53:323; Itakura et al. (1984) Science 198: 1056; lke et al. (1983)
Nucleic Acids Res. 1 1: 477).

[00199] Além disso, bibliotecas de fragmentos de sequéncias que
codificam um polipeptideo PD-L3 VISTA podem ser usadas para gerar
uma populagao variegated de fragmentos de PD-L3 ou VISTA para

triagem e posterior selecado de variantes de um polipeptideo PD-L3 ou
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VISTA. Em uma modalidade, uma biblioteca de fragmentos de se-
quéncias codificantes pode ser gerada pelo tratamento de um frag-
mento de PCR dupla fita de uma sequéncia que codifica VISTA ou PD-
L3 com uma nuclease sob condi¢bes onde ocorre corte apenas cerca
de uma vez por molécula, desnaturando o DNA dupla fita, renaturando
o DNA para formar o DNA dupla fita que pode incluir pares de sen-
so/antissenso de diferentes produtos cortados, removendo partes de
fita unica de duplexes reformados por tratamento com nuclease SI, e
ligando a biblioteca de fragmentos resultante em um vetor de expres-
sdo. Por este método, uma biblioteca de expressao pode ser derivada
a qual codifica fragmentos N-terminal, C-terminal ou internos de varios
tamanhos do polipeptideo PD-L3 ou VISTA.

[00200] Varias técnicas sao conhecidas para triagem de produtos de
genes de bibliotecas combinatérias feitas por mutagées pontuais ou
truncamento e para triagem de bibliotecas de cDNA para produtos de
genes contendo uma propriedade selecionada. Essas técnicas sao
adaptaveis para triagem rapida das bibliotecas de genes geradas pela
mutagénese combinatoria de polipeptideos PD-L3 ou VISTA. As técni-
cas mais amplamente utilizadas, que sdo passiveis de analise altamen-
te detalhada, para triagem de bibliotecas grandes de genes normalmen-
te incluem a clonagem da biblioteca de genes em vetores de expressao
replicavel, transformando células adequadas com a resultante biblioteca
de vetores e expressando os genes combinatérios sob condigcbes em
que a detecdo de uma atividade desejada facilita o isolamento do vetor
qgue codifica o gene cujo produto foi detectada. A mutagénese de mon-
tagem recursiva (REM), uma nova técnica que aumenta a frequéncia de
mutantes funcionais nas bibliotecas, pode ser usada em combinacao
com os ensaios de triagem para identificar variantes de PD-L3 ou VIS-
TA (Arkin e Youvan (1992) Proc Natl. Acad. Sci. USA 89:781 1-7815;
Delagrave et al. (1993) Protein Eng. 6 (3): 327-331).
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[00201] Além dos polipeptideos PD-L3 ou VISTA consistindo ape-
nas de aminoacidos que ocorrem naturalmente, os peptidomiméticos
de PD-L3 ou VISTA também s&o fornecidos. Analogos de peptideo
sdo comumente usados na industria farmacéutica como drogas né&o-
peptidicas com propriedades analogas aquelas do peptideo modelo.
Estes tipos de compostos nao-peptidicos sdo denominados "miméticos
de peptideos" ou "peptidomiméticos" (Fauchere, J. (1986) Adv. Drug
Res. 15:29; Veber e Freidinger (1985) TINS p.392; e Evans et al.
(1987) J. Med. Chem 30: 1229, que sdo incorporados aqui por referén-
cia) e geralmente sado desenvolvidos com o auxilio de modelagem mo-
lecular computadorizada. Os miméticos de peptideo que sao estrutu-
ralmente semelhantes aos peptideos terapeuticamente uteis podem
ser usados para produzir um efeito terapéutico ou profilatico equivalen-
te. Geralmente, os peptidomiméticos sdo estruturalmente semelhantes
a um polipeptideo paradigma (ou seja, um polipeptideo que tem uma
atividade bioldgica ou farmacoldgica), como PD-L3 ou VISTA humanos
ou murinos, mas tem uma ou mais ligagdes peptidicas opcionalmente
substituidas por uma ligacéo selecionada a partir do grupo constituido
por: --CH2NH-, -CH2S-, -CH2-CH2-, --CH.dbd.CH~ (cis e trans), --
COCH2-, ~ CH(OH)CH2~, e - CH2SO-, pelos métodos conhecidos na
técnica e descritos nas seguintes referéncias: Spatola, A. F. em Che-
mistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides, and Proteins Weins-
tein, B., ed., Marcel Dekker, New York, p. 267 (1983); Spatola, A. F.,
Vega Data (March 1983), Vol. |, Issue 3, "Peptide Backbone Modifica-
tions"; Morley, J. S. (1980) Trends. Pharm. Sci. pp.463-468; Hudson,
D. et al. (1979) Int. J. Pept. Prot. Res. 14: 177-185 (-CH2NH-,
CH2CH2-); Spatola, A. F. et al. (1986) Life. Sci. 38: 1243-1249 (-CH2-
S); Hann, M. M. (1982) J. Chem. SoC Perkin. Trans. | 307-314 (-CH-
CH--, cis e trans); Almquist, R. G. et al. (1980) J. Med. Chem. 23:
1392-1398 (-COCH2-); Jennings-White, C et al. (1982) Tetrahedron
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Lett. 23:2533 (--COCH2-); Szelke, M. et al., European Patent Applica-
tion No. EP 45665 (1982) CA: 97:39405 (-CH(OH)CH2-); Holladay, M.
W. et al. (1983) Tetrahedron. Lett. 24:4401-4404 (-C(OH)CH2-); e Hru-
by, V. J. (1982) Life Sci. 31: 189-199 (-CH2-S-); cada um dos quais &
incorporado aqui para referéncia. Uma ligagdo nao-peptidica particu-
larmente preferencial € -CH2NH-. Ditos miméticos de peptideos po-
dem ter vantagens significativas sobre modalidades do polipeptideo,
incluindo, por exemplo: produgdo mais econémica, maior estabilidade
quimica, melhores propriedades farmacoldgicas (meia-vida, absorgao,
poténcia, eficacia, etc.), especificidade alterada (por exemplo, um am-
plo espectro de atividades biolégicas) antigenicidade reduzida e ou-
tras. A marcacgao de peptidomiméticos geralmente envolve ligacédo co-
valente de um ou mais marcadores, diretamente ou através de um es-
pacador (por exemplo, um grupo amida), a posi¢ées de nao interferén-
cia sobre o peptidomimético que sao previstas por dados quantitativos
de estrutura-atividade e/ou modelagem molecular. Essas posi¢cdes de
nao interferéncia, geralmente, sdo posi¢cdes que ndo fazem contatos
diretos com as macromoléculas as quais o peptidomimético se liga pa-
ra produzir o efeito terapéutico. A derivatizagcado (por exemplo, marca-
¢ao) de peptidomiméticos ndo deve interferir substancialmente com a
atividade biolégica ou farmacolégica desejada do peptidomimético.

[00202] A substituicao sistematica de um ou mais aminoacidos de
uma sequéncia de aminoacidos de PD-L3 ou VISTA com um D-
aminoacido do mesmo tipo (por exemplo, D-lisina no lugar do L-lisina)
pode ser usada para gerar mais peptideos estaveis. Além disso, pepti-
deos restritos, compreendendo uma sequéncia de aminoacidos de PD-
L3 ou VISTA ou uma variagdo da sequéncia substancialmente idéntica
podem ser gerados por métodos conhecidos na técnica (Rizo e Gie-
rasch (1992) Annu. Rev. Biochem. 61:387, incorporado aqui para refe-

réncia); por exemplo, mediante adicdo de residuos internos do cisteina
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capazes de formar pontes dissulfetos intramoleculares que ciclizam o
peptideo. As sequéncias de aminoacidos dos polipeptideos PD-L3 ou
VISTA identificadas aqui permitira que especialistas na técnica produ-
zirao polipeptideos correspondentes as sequéncias de peptideo PD-L3
ou VISTA e suas variantes de sequéncia. Esses polipeptideos podem
ser produzidos em células hospedeiras procariéticas ou eucaridticas
pela expressdo de polinucleotideos que codificam uma sequéncia do
peptideo PD-L3 ou VISTA, frequentemente como porgdo de um poli-
peptideo maior. Como alternativa, estes peptideos podem ser sinteti-
zados por métodos quimicos. Métodos para a expressao de polipepti-
deos heterdlogos em hospedeiros recombinantes, sintese quimica de
polipeptideos e tradugédo in vitro sdo bem conhecidos na técnica. Cer-
tas modificagdes amino-terminal e/ou carboxi-terminal e/ou extensdes
de peptideos ao nucleo da sequéncia podem fornecer propriedades
fisicas, quimicas, bioquimicas e farmacoldgicas vantajosas, como: me-
Ihora na estabilidade, aumento da poténcia e/ou eficacia, resisténcia a
proteasas séricas, propriedades farmacocinéticas desejaveis e outras.
Os peptideos podem ser utilizados terapeuticamente para tratar doen-
ca, por exemplo, alterando a coestimulagdo em um paciente.

[00203] Um polipeptideo isolado de PD-L3 ou VISTA, ou uma por-
¢ao ou fragmento do mesmo, pode ser usado como um imunogénico
para gerar anticorpos que ligam a PD-L3 ou VISTA usando técnicas
padrées para a preparagao de anticorpos policlonais e monoclonais.
Um polipeptideo de PD-L3 ou VISTA completo pode ser usado ou, al-
ternativamente, a invengao fornece fragmentos de peptideo antigénico
de PD-L3 ou VISTA para uso como imundgenos. Em uma modalidade,
um peptideo antigénico de PD-L3 ou VISTA compreende pelo menos 8
residuos de aminoacidos da sequéncia de aminoacidos mostrada na
SEQ ID NO: 2, 4 ou 5 e inclui um epitopo de PD-L3 ou VISTA de modo

gue um anticorpo gerado contra o peptideo forma um complexo imune
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especifico com o polipeptideo PD-L3 ou VISTA. Preferencialmente, o
peptideo antigénico compreende pelo menos 10 residuos de aminoa-
cidos, mais preferencialmente pelo menos 15 residuos de aminoaci-
dos, mesmo mais preferencialmente pelo menos 20 residuos de ami-
noacidos e mais preferencialmente pelo menos 30 residuos de amino-
acidos. Epitopos preferenciais incluidos pelo peptideo antigénico sao
regides do PD-L3 ou VISTA que estdo localizadas no dominio extrace-
lular do polipeptideo, por exemplo, regides hidrofilicas, bem como as
regides com alta antigenicidade.

[00204] Um imundégeno de PD-L3 ou VISTA normalmente é usado
para preparar os anticorpos por imunizagao de um sujeito apropriado
(por exemplo, coelho, cabra, camundongo ou outro mamifero) com o
imundgeno. Uma preparagédo imunogénica adequada pode conter, por
exemplo, polipeptideo de PD-L3 ou VISTA recombinantemente ex-
presso ou um polipeptideo de PD-L3 ou VISTA sintetizado quimica-
mente. A preparacao pode incluir ainda um adjuvante, como o adju-
vante completo ou incompleto de Freund ou agente imunoestimulante
semelhante. A imunizagdo de um sujeito apropriado com uma prepa-
racao de PD-L3 ou VISTA imunogénica induz uma resposta de anti-
corpos policlonal anti-PD-L3 ou VISTA.

[00205] Nesse sentido, outro aspecto da invencao se refere aos an-
ticorpos anti-PD-L3 ou VISTA. O termo "anticorpo" conforme usado
aqui se refere a moléculas de imunoglobulinas e por¢des imunologi-
camente ativas de moléculas de imunoglobulinas, ou seja, moléculas
gue contém um sitio de ligagcao a antigeno que se liga especificamente
(imunoreage com) um antigeno, como PD-L3 ou VISTA. Exemplos de
por¢cdes imunologicamente ativas de moléculas de imunoglobulinas
incluem fragmentos F(ab) e F(ab')2 que podem ser gerados tratando o
anticorpo com uma enzima como pepsina. A invencao fornece anticor-

pos policlonais e monoclonais que se ligam a moléculas de PD-L3 ou
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VISTA. O termo "anticorpos monoclonais" ou "composi¢cdo de anticor-
po monoclonal", conforme usado aqui, se refere a uma populagao de
moléculas de anticorpos que contém apenas uma espécie de um sitio
de ligagéo a antigeno capaz de imunoreagir com um epitopo particular
do PD-L3 ou VISTA. Uma composicao de anticorpo monoclonal assim
normalmente exibe uma afinidade de ligagdo unica para um determi-
nado polipeptideo PD-L3 ou VISTA com que ele imunoreage.

[00206] Os anticorpos policlonais anti-PD-L3 ou VISTA podem ser
preparados conforme descrito acima por imunizagdo de um sujeito
apropriado com um imunégeno de PD-L3 ou VISTA, por exemplo, uma
proteina de fusdo PD-L3 ou VISTA-Ig. O titulo de anticorpos anti-PD-
L3 ou VISTA no sujeito imunizado pode ser monitorado ao longo do
tempo por técnicas padrées, como com um ensaio de imunoabsorven-
te ligado a enzima (ELISA) usando PD-L3 ou VISTA imobilizado. Se
desejado, as moléculas de anticorpos direcionadas contra PD-L3 ou
VISTA podem ser isoladas de mamiferos (por exemplo, do sangue) e
posteriormente purificadas por técnicas bem conhecidas, como a cro-
matografia de proteina A para obter a fragdo IgG. Em um tempo apro-
priado apds a imunizagao, por exemplo, quando os titulos de anticor-
pos anti-PD-L3 ou VISTA sé&o elevados, as células produtoras de anti-
corpos podem ser obtidas a partir do sujeito e usadas para a prepara-
¢ao de anticorpos monoclonais por técnicas padrdes, como a técnica
de hibridoma originalmente descrita por Kohler e Milstein (1975) Natu-
re 256: 495-497 (Ver também Brown et al. (1981) J. Immunol. 127:539-
46; Brown et al. (1980) J. Biol. Chem. 255:4980-83; Yeh et al. (1976)
Proc Natl. Acad. Sci. USA 76:2927-31; e Yeh et al. (1982) Int. J. Can-
cer 29:269 - 75), a técnica de hibridoma de células B humanas mais
recente (Kozbor et al. (183) Immunol. Today 4:72), a técnica de EBV-
hibridoma (Cole et al. (1985) Anticorpos Monoclonais e Terapia do

Cancer, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96) ou técnicas do trioma. A tecnolo-
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gia para a producédo de hibridomas de anticorpo monoclonal é bem co-
nhecida (ver geralmente Kenneth, R. H. in Monoclonal Antibody: A
New Dimension In Biological Assays, Plenum Publishing Corp., New
York, N.Y. (1980); Lemer, E. A. (1981) Yale J. Biol. Med. 54:387-402;
Gefter, M. L. et al. (1977) Somatic Cell Genet. 3:231 - 36). Brevemen-
te, uma linhagem celular imortal (normalmente um mieloma) é fundido
a linfécitos (normalmente esplendcitos) de um mamifero imunizado
com um imundégeno de PD-L3 ou VISTA conforme descrito acima e os
sobrenadantes da cultura das células de hibridomas resultantes s&o
triados para identificar um hibridoma produtor de um anticorpo mono-
clonal que se liga ao PD-L3 ou VISTA. Um dos muitos protocolos bem
conhecidos utilizados para fundir os linfécitos e as linhagens celulares
imortalizadas pode ser aplicado com a finalidade de gerar um anticor-
po monoclonal anti-PD-L3 ou VISTA (ver, por exemplo, Galfre, G. et al.
(1977) Nature 266:55052; Gefter et al. (1977) supra; Lerner (1981) su-
pra; e Kenneth (1980) supra). Além disso, um especialista normalmen-
te ira apreciar que ha muitas variacdes de ditos métodos que também
seriam uteis. Normalmente, a linhagem celular imortal (por exemplo,
uma linha de célula de mieloma) é derivada da mesma espécie de
mamifero que os linfocitos. Por exemplo, hibridomas murinos podem
ser feitos pela fusdo de linfécitos de um camundongo imunizado com
uma preparagao imunogénica da presente invengdo com uma linha-
gem celular de camundongo imortalizada. Linhagens celulares imortais
preferencialmente sédo linhagens celulares de mieloma murino que sao
sensiveis ao meio de cultura contendo hipoxantina, aminopterina e ti-
midina ("meio HAT"). Qualquer um de um numero de linhagens celula-
res de mieloma pode ser usada como um parceiro de fusdo de acordo
com as técnicas convencionais, por exemplo, as linhagens de mieloma
P3-NSlI/I-Ag4-l, P3-x63-Ag8.653 ou Sp2/0-Agl4. Estas linhagens de

mieloma est&o disponiveis na ATCC normalmente, células de mieloma
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murinas sensiveis ao HAT sdo fundidas a esplendcitos murinos usan-
do polietileno glicol ("PEG"). As células de hibridomas resultantes da
fusdo, em seguida, sdo selecionadas usando meio HAT, que mata as
células de mieloma n&o fundidas e improdutivas (esplendcitos nao
fundidos morrem depois de varios dias porque ndo sdo transforma-
dos). As células de hibridoma produzindo um anticorpo monoclonal da
invengao sao detectadas pela triagem dos sobrenadantes de cultura
do hibridoma para anticorpos que se ligam a PD-L3 ou VISTA, por
exemplo, usando um ensaio de ELISA padrao.

[00207] Métodos especificos para a produgao de anticorpos que se
ligam a PD-L3 ou VISTA podem ser feitos usando métodos conhecidos
na técnica e conforme descrito nos exemplos. Alternativamente, para
preparar hibridomas secretores de anticorpo monoclonal, um anticorpo
monoclonal anti-PD-L3 pode ser identificado e isolado mediante tria-
gem de uma biblioteca de imunoglobulina combinatéria recombinante
(por exemplo, uma biblioteca de anticorpos apresentados em fagos)
com o PD-L3 ou VISTA para assim isolar os membros da biblioteca de
imunoglobulina que se ligam a PD-L3 ou VISTA. Kits para geracéao e
triagem de bibliotecas de apresentagdo de fago estdo comercialmente
disponiveis.

[00208] Como observado estes anticorpos passam por uma triagem
para identificar aqueles que se ligam a epitopos especificos de PD-L3
ou VISTA, por exemplo, no dominio IgV ou outros dominios especifi-
cos e/ou para selecionar os anticorpos que possuim alta afinidade e
avidez a proteina PD-L3 ou VISTA. Além disso, estes anticorpos sao
selecionados para identificar aqueles que modulam fungdes e efeitos
especificos do PD-L3 ou VISTA sobre a imunidade e células imunes in
vitro e in vivo. Por exemplo, podem ensaios podem ser conduzidos pa-
ra verificar o efeito modulatério, se houver, de um determinado anti-

corpo anti-PD-L3 ou VISTA em fungdes imunoldgicas reguladas nega-
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tivamente pelo PD-L3 ou VISTA incluindo a producédo de citoquinas
pelas células T CD4+ ou CD8+, a coestimulacao de CD28, a prolifera-
cao de células T CD4+ e a proliferacdo de células T CD4+ naive e de
memoria, et al. Em uma modalidade preferencial, os ensaios sao reali-
zados para identificar os potenciais anticorpos terapéuticos anti-PD-L3
ou VISTA que in vitro, quando a presenga de PD-L3 ou VISTA-Ig me-
Ilhora a supresséo de por PD-L3 ou VISTA-Ig conforme esses anticor-
pos anti-PD-L3 ou VISTA se comportam opostamente in vivo, ou seja,
sao imunossupressores. A invencao compreende os anticorpos anti-
VISTA e uso dos mesmos que se ligam especificamente ao dominio
extracelular de 136 aminoacidos, por exemplo, aos aminoacidos 1-50,
50-100, 100-136, os anticorpos que se ligam especificamente a IgV, os
anticorpos que se ligam especificamente a regido de haste, os anticor-
pos que se ligam especificamente a regido transmembrana e os anti-
corpos que se ligam especificamente a regido citoplasmatica de VIS-
TA. Estas regides especificas sao identificadas no pedido.

[00209] Adicionalmente, anticorpos recombinantes anti-PD-L3 ou
VISTA, como os anticorpos monoclonais quiméricos e humanizados,
compostos tanto por partes humanas e ndo humanas, os quais podem
ser feitos usando técnicas de DNA recombinante padrdes, estao den-
tro do escopo da invengao. Ditos anticorpos monoclonais quimeéricos e
humanizados podem ser produzidos por técnicas de DNA recombinan-
te conhecidos na técnica, por exemplo, usando métodos descritos em
Robinson et al., Pedido Internacional No. PCT/US86/02269; Akira et
al., Pedido de Patente Europeia 184, 187; Taniguchi, M., Pedido de
Patente Europeia 171, 496; Morrison et al., Pedido de Patente Euro-
peia 173, 494; Neuberger et al., Publicacao Internacional PCT No. WO
01533/86; Cabilly et al. U.S. Pat. No. 4.816.567; Cabilly et al., Pedido
de Patente Europeia 125.023; Better et al. (1988) Science 240: 1041-
1043; Liu et al. (1987) Proc Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443; Liu et
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al. (1987) J. Immunol. 139:3521-3526; Sun et al. (1987) Proc Natl.
Acad. Sci. USA 84:214-218; Nishimura et al. (1987) Cancer Res.
47:999-1005; Wood et al. (1985) Nature 314:446-449; Shaw et al.
(1988) J. Natl. Cancer Inst. 80: 1553-1559; Morrison, S. L. (1985) Sci-
ence 229: 1202-1207; Oi et al. (1986) Biotechniques 4:214; Winter,
U.S. Pat. No. 5.225.539; Jones et al. (1986) Nature 321 :552-525;
Verhoeyen et al. (1988) Science 239:1534; e Beidler et al. (1988) J.
Immunol. 141:4053-4060.

[00210] Um anticorpo anti-PD-L3 ou VISTA (por exemplo, anticorpo
monoclonal) pode ser usado para isolar o PD-L3 ou VISTA por técni-
cas padrdes, como cromatografia de afinidade ou imunoprecipitagao.
Um anticorpo anti-PD-L3 ou VISTA pode facilitar a purificagdo do PD-
L3 ou VISTA natural de células e do PD-L3 ou VISTA recombinante-
mente produzido por expressao em células de hospedeiro. Além disso,
um anticorpo anti-PD-L3 ou VISTA pode ser usado para detectar o po-
lipeptideo PD-L3 ou VISTA (por exemplo, em um lisado celular ou so-
brenadante celular) para avaliar a abundéancia e o padrdo de expres-
sao do polipeptideo PD-L3 ou VISTA. Anticorpos anti-PD-L3 ou VISTA
podem ser usados em diagndéstico para monitorar os niveis do polipep-
tideo em tecido como por¢ao de um procedimento de teste clinico, por
exemplo, para determinar a eficacia de um determinado regime de tra-
tamento. A detegao pode ser facilitada acoplando (ou seja, fisicamente
ligando) o anticorpo a uma substancia detectavel. Exemplos de subs-
tancias detectaveis incluem varias enzimas, grupos prostéticos, mate-
riais fluorescentes, materiais luminescentes, materiais bioluminescen-
tes e materiais radioativos. Exemplos de enzimas apropriadas incluem
peroxidase de rabano picante, fosfatase alcalina, .beta, -galactosidase
ou acetilcolinesterase; exemplos de complexos de grupo prostético
apropriados incluem estreptavidina biotina e avidina biotina; exemplos

de materiais fluorescentes apropriados incluem umbeliferona, fluores-
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ceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, fluoresceina diclorotria-
zinilamina, cloreto de dansila ou ficoeritrina; um exemplo de um mate-
rial luminescente inclui luminol; exemplos de materiais bioluminescen-
tes incluem luciferase, luciferina e aequorina, e exemplos de material
radioativo apropriado incluem 1251, 1311, 35S ou 3 H.

lll. Vetores de expressao recombinante e células hospedeiras
[00211] Outro aspecto da invencao se refere a vetores, preferenci-
almente vetores de expressao, contendo uma molécula de acido nu-
cleico que codifica um polipeptideo PD-L3 ou VISTA (ou uma porgao
do mesmo). Conforme usado aqui, o termo "vetor" se refere a uma mo-
lécula de acido nucleico, capaz de transportar outro acido nucleico, ao
qual ligada. Um tipo de vetor é um "plasmideo", que se refere a uma
alca de DNA fita dupla circular no qual segmentos de DNA adicionais
podem ser ligados. Outro tipo de vetor € um vetor viral, em que seg-
mentos de DNA adicionais podem ser ligados no genoma viral. Certos
vetores sdo capazes de replicacdo autbnoma em uma célula hospedei-
ra na qual séo introduzidos (por exemplo, vetores bacterianos conten-
do uma origem de replicacdo bacteriana e vetores epissomais de ma-
miferos). Outros vetores (por exemplo, vetores ndo epissomais de
mamiferos estdo integrados no genoma de uma célula hospedeira
apos a introducado na célula hospedeira e assim sao replicados junto
com o genoma hospedeiro). Além disso, certos vetores sdo capazes
de direcionar a expressao de genes aos quais operativamente estao
ligados. Ditos vetores sao aqui referidos como "vetores de expressao".
Em geral, os vetores de expresséo de utilidade em técnicas de DNA
recombinante sdo muitas vezes sob a forma de plasmideos. Na pre-
sente especificagao, "plasmideo" e "vetor" podem ser usados de modo
intercambiavel porque plasmideo é a forma de vetor mais comumente
utilizada. No entanto, a invencéo pretende incluir essas outras formas

de vetores de expressdo, como vetores virais (por exemplo, retrovirus,
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adenovirus e virus adeno-associados defeituosos na replicagédo), que
servem em fung¢des equivalentes.

[00212] Os vetores de expressado recombinante da invengcao com-
preendem um acido nucleico da invencédo de uma forma adequada pa-
ra a expressao do acido nucleico em uma célula hospedeira, o que
significa que os vetores de expressdo recombinante incluem uma ou
mais sequéncias reguladoras, selecionadas com base em células hos-
pedeiras para ser usadas para a expressao, que estao operativamente
ligadas a sequéncia do acido nucleico a ser expresso. Dentro de um
vetor de expressdo recombinante, "operativamente ligado" pretende
significar que a sequéncia de nucleotideos de interesse esta ligada a
sequéncia reguladora de forma que permite a expressdo da sequéncia
de nucleotideos (por exemplo, em um sistema de tradugao/transcrigéo
in vitro ou em uma célula hospedeira quando o vetor € introduzido na
célula hospedeira). O termo "sequéncia reguladora" pretende incluir
promotores, potencializadores e outros elementos de controle da ex-
pressao (por exemplo, sinais de poliadenilagdo). Ditas sequéncias re-
guladoras sao descritas, por exemplo, em Goeddel (1990) Methods
Enzymol. 185:3-7. As sequéncias reguladoras incluem aquelas que
direcionam a expressao constitutiva de uma sequéncia de nucleoti-
deos em muitos tipos de células hospedeiras e aquelas que direcio-
nam a expressao de sequéncia de nucleotideos apenas em certas cé-
lulas hospedeiras (por exemplo, sequéncias reguladoras tecido-
especificas). Sera apreciado por especialistas na técnica que o dese-
nho do vetor de expressao pode depender de ditos fatores como a es-
colha da célula hospedeira a ser transformada, o nivel de expresséao
da proteina desejada, e semelhantes. Os vetores de expressao da in-
vencao podem ser introduzidos em células hospedeiras para assim
produzir proteinas ou peptideos, incluindo proteinas ou peptideos de

fusdo, codificados por acidos nucleicos conforme descritos aqui (por
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exemplo, polipeptideos PD-L3 ou VISTA, formas mutantes de polipep-
tideos PD-L3 ou VISTA, proteinas da fusdo e semelhantes).

[00213] Os vetores de expressao recombinante da invengao podem
ser projetados para a expressao de polipeptideos PD-L3 ou VISTA em
células procaridticas ou eucarioticas. Por exemplo, os polipeptideos
PD-L3 ou VISTA podem ser expressos em ceélulas bacterianas como
E. coli, células de insetos (usando vetores de expressao de baculovi-
rus), células de leveduras, ou células de mamiferos. As células de
hospedeiros apropriados séo discutidas ainda em Goeddel (1990) su-
pra. Alternativamente, o vetor de expressdo recombinante pode ser
transcrito e traduzido in vitro, por exemplo, usando sequéncias regula-
doras do promotor T7 e a polimerase T7. As proteinas de fusao purifi-
cadas podem ser utilizadas em ensaios de atividade do PD-L3 ou VIS-
TA (por exemplo, ensaios diretos ou ensaios de competicdo descritos
em detalhes abaixo), ou para gerar anticorpos especificos para poli-
peptideos PD-L3 ou VISTA, por exemplo. Em outra modalidade, o ve-
tor de expressao PD-L3 ou VISTA é um vetor de expressao de levedu-
ra. Exemplos de vetores para a expressdo em levedura S. cerevisiae
incluem a pYepSecl (Baldari et al. (1987) EMBO J. 6:229 - 234), pMFa
(Kurjan e Herskowitz (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al.
(1987) Gene 54: 113-123), pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego,
Calif.), e picZ (Invitrogen Corp, San Diego, Calif.). Como alternativa, os
polipeptideos PD-L3 ou VISTA podem ser expressos em células de
insetos usando vetores de expressao de baculovirus. Os vetores de
Baculovirus disponiveis para a expressao de polipeptideos em células
de insetos cultivadas (por exemplo, células Sf9) incluem a série de pAc
(Smith et al. (1983) Mol. Cell Biol. 3:2156 - 2165) e a série pVL (Luc-
klow e Summers (1989) Virology 170:31-39). Em outra modalidade, um
acido nucleico da invengao € expresso em células de mamiferos

usando um vetor de expressao de mamiferos. Exemplos de vetores de

Peticio 870210101557, de 04/11/2021, pag. 117/229



115/212

expressdo de mamiferos incluem pCDM8 (Seed, B. (1987) Nature
329:840) e pMT2PC (Kaufman et al. (1987) EMBO J. 6: 187-195).
Quando usado em células de mamiferos, as funcbes de controle do
vetor de expressdo sao fornecidas frequentemente por elementos re-
guladores virais. Por exemplo, promotores comumente usados sédo de-
rivados de polyoma, Adenovirus 2, citomegalovirus e Virus simio 40.
Para outros sistemas de expressao apropriados para células procario-
ticas e eucaridticas, ver capitulos 16 e 17 de Sambrook, J. et al., Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor La-
boratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1989.

[00214] Em outra modalidade, o vetor de expressao recombinante
de mamifero é capaz de direcionar a expressio do acido nucleico pre-
ferencialmente em um tipo particular de célula (por exemplo, os ele-
mentos reguladores tecido-especificos sdo usados para expressar o
acido nucleico). Os elementos reguladores tecido-especificos sdo co-
nhecidos na técnica. Exemplos nao limitantes de promotores tecido-
especificos apropriados incluem o promotor de albumina (especifico
do figado; Pinkert et al. (1987) Genes Dev. 1:268-277), promotores
linfoide-especificos (Calame e Eaton (1988) Adv. Immunol. 43:235-
275), promotores particulares de receptores de células T (Winoto e
Baltimore (1989) EMBO J. 8:729 733) e imunoglobulinas (Banerji et al.
(1983) Cell 33:729-740; Queen e Baltimore (1983) Cell 33:741-748),
promotores neurdnio-especificos (por exemplo, o promotor neurofila-
mentoso; Byrne e Ruddle (1989) Proc Natl. Acad. Sci. USA 86:5473 -
5477), promotores pancreas-especificos (Edlund et al. (1985) Science
230:912-916), e promotores glandula mamarias-especificos (por
exemplo, promotor do soro do leite; Pat. U.S. No. 4.873.316 e pedido
de publicacdo Europeia No. 264.166). Os promotores regulados pelo

desenvolvimento também s&o incluidos, por exemplo, pelos promoto-
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res hox murinos (Kessel e Gruss (1990) Science 249:374-379) e o
promotor alfa - fetoproteina (Campes e Tilghman (1989) Genes Dev.
3:537-546).

[00215] A invencao ainda fornece um vetor de expressao recombi-
nante constituido por uma molécula de DNA da invengao clonado no
vetor de expressdo em uma orientagédo antissenso. Ou seja, a molécu-
la de DNA operativamente esta ligada a uma sequéncia reguladora de
uma forma que permite a expressao (pela transcricdo da molécula de
DNA) de uma molécula de RNA que é antissenso para o mRNA do
PD-L3 ou VISTA. As sequéncias reguladoras operativamente ligadas a
uma molécula de acido nucleico clonadas na orientacdo antissenso
podem ser selecionadas que direcionam a expressao continua da mo-
lécula de RNA antissenso em uma variedade de tipos de células, por
exemplo, promotores e/ou potencializadores, ou sequéncias regulado-
ras podem ser escolhidas que direcionam a expressao constitutiva,
tecido especifico ou tipo celular especifica do RNA antissenso. O vetor
de expressao antissenso pode estar sob a forma de um plasmideo re-
combinante, fagomideo ou virus atenuado no qual os acidos nucleicos
antissenso s&o produzidos sob o controle de uma regiao reguladora de
alta eficiéncia, cuja atividade pode ser determinada pelo tipo de célula
em que o vetor é introduzido. Para uma discussao sobre a regulagao
da expressao génica usando genes antissensos, ver Weintraub, H. et
al., Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis, Reviews-
Trends in Genetics, Vol. 1(1) 1986.

[00216] Outro aspecto da invencéao se refere a células de hospedei-
ro no qual é introduzida uma molécula de acido nucleico PD-L3 ou
VISTA da invengao, por exemplo, uma molécula de acido nucleico de
PD-L3 ou VISTA dentro de um vetor de expressdo recombinante ou
uma molécula de acido nucleico de PD-L3 ou VISTA contendo se-

guéncias que permitem que recombinem homologamente em um sitio
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especifico do genoma da célula hospedeira. Os termos "célula hospe-
deira" e "célula hospedeira recombinante" sdo usados de modo inter-
cambiavel aqui. Deve-se entender que ditos termos referem-se nao so6
a célula de determinado sujeito, mas a descendéncia ou potencial
descendéncia de dita célula. Porque certas modificagdes podem ocor-
rer em geragdes sucesivas devido a mutagdo ou influéncias ambien-
tais, ditas descendentes ndo podem, de fato, ser idénticas a célula-
mae, mas ainda estido incluidas no escopo do termo conforme usado
aqui. Uma célula hospedeira pode ser qualquer célula procariética ou
eucariética. O DNA do vetor pode ser introduzido em células procario-
ticas ou eucaridticas através de técnicas de transfec¢ao ou transfor-
macgao convencionais. Conforme usado aqui, os termos "transfeccao"
e "transformacao" destinam-se para se referir a uma variedade de téc-
nicas reconhecidas na técnica para a introducdo de acidos nucleicos
estrangeiro (por exemplo, DNA) em uma célula hospedeira, incluindo
co-precipitacdo com fosfato de calcio ou cloreto de calcio, transfeccéo
mediada por DEAE-dextrano, lipofeccdo ou eletroporacdo. Métodos
apropriados para transformar ou transfectar células hospedeiras po-
dem ser encontrados em Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Labor-
atory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989), e outros
manuais de laboratério. A fim de identificar e selecionar estes integran-
tes, um gene que codifica um marcador de selecao (por exemplo, re-
sisténcia a antibidticos) geralmente € introduzido nas células hospedei-
ras juntamente com o gene de interesse. Marcadores de selecao pre-
ferencialmente incluem aqueles que conferem resisténcia a drogas,
como G418, higromicina e metotrexato. Uma célula hospedeira da in-
vengao, como uma célula hospedeira procariética ou eucariotica em
cultivo, pode ser usada para produzir (ou seja, expressar) um polipep-

tideo PD-L3 ou VISTA. Nesse sentido, a invengao ainda fornece méto-
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dos para a producédo de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA usando as
células hospedeiras da invencdo. Em uma modalidade, o método
compreende o cultivo de células hospedeiras da invengao (na qual foi
introduzido um vetor de expresséo recombinante que codifica um poli-
peptideo de PD-L3 ou VISTA) em um meio apropriado de modo que
um polipeptideo de PD-L3 ou VISTA € produzido. Em outra modalida-
de, o método ainda compreende o isolamento de um polipeptideo PD-
L3 ou VISTA a partir do meio ou da célula hospedeira.

[00217] As células hospedeiras da invencdo, também podem ser
usadas para produzir animais transgénicos ndo humanos. Por exem-
plo, em uma modalidade, uma célula hospedeira da invengcdo € um
oocito fertilizado ou uma célula-tronco embrionaria em que foram in-
troduzidas sequéncias que codificam o PD-L3 ou VISTA. Ditas células
hospedeiras podem entdo ser usadas para criar animais transgénicos
ndo humanos nos quais sequéncias exdogenas de PD-L3 ou VISTA fo-
ram introduzidas em seu genoma ou animais recombinantes homaolo-
gos em que sequéncias endogenas de PD-L3 ou VISTA foram altera-
das. Esses animais sao uteis para estudar a fungao e/ou atividade de
uma PD-L3 ou VISTA e para identificar e/ou avaliar moduladores da
atividade do PD-L3 ou VISTA. Conforme usado aqui, um "animal
transgénico" € um animal ndo-humano, preferencialmente um mamife-
ro, mais preferencialmente um roedor como um rato ou camundongo,
em que uma ou mais das células do animal incluem um transgene. Ou-
tros exemplos de animais transgénicos incluem primatas nao huma-
nos, ovelhas, caes, vacas, cabras, galinhas, anfibios e semelhantes.
Um transgene € DNA exdgeno que é integrado no genoma de uma
célula a partir da qual um animal transgénico se desenvolve e que
permanece no genoma do animal maduro, direcionando assim, a ex-
pressdo de um produto codificado pelo gene em um ou mais tipos ce-

lulares ou tecidos do animal transgénico. Conforme usado aqui, um
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"animal recombinante homdlogo" € um animal ndo humano, preferen-
cialmente um mamifero, mais preferencialmente um camundongo, em
que um gene endoégeno do PD-L3 ou VISTA foi alterado por recombi-
nagdo homologa entre o gene enddégeno e uma molécula de DNA exo6-
gena introduzida em uma célula do animal, por exemplo, uma célula
embrionaria do animal, antes do desenvolvimento do animal. Um ani-
mal transgénico da invengdo pode ser criado por introdugdo de um
acido nucleico que codifica o PD-L3 ou VISTA nos pré-nucleos mascu-
linos de um odcito fertilizado, por exemplo, por microinjegao, infecgao
retroviral e permitindo que o odcito se desenvolva em um animal fé-
mea pseudogravida acolhida. A sequéncia de cDNA de PD-L3 ou VIS-
TA da SEQ ID NO: 1 ou 4 pode ser introduzida como um transgene no
genoma de um animal ndo humano. Como alternativa, um homdlogo
ndo humano de um gene humano de PD-L3 ou VISTA, como um gene
de macaco ou de rato de PD-L3 ou VISTA, pode ser usado como um
transgene. Como alternativa, um homaélogo do gene de PD-L3 ou VIS-
TA, como outro membro da familia PD-L3 ou VISTA, pode ser isolado
com base na hibridizacdo nas sequéncias de cDNA PD-L3 ou VISTA
da SEQ ID NO: 1 ou 3 (descrita também na subsecao | acima) e usado
como um transgene. As sequéncias intrénicas e sinais de poliadenila-
¢ao também podem ser incluidas no transgene para aumentar a efici-
éncia da expressao do transgene. Uma sequéncia reguladora tecido-
especifica pode ser operacionalmente ligada a um transgene PD-L3 ou
VISTA para direcionar a expressao de um polipeptideo PD-L3 ou VIS-
TA para células especificas. Os métodos para a geragao de animais
transgénicos através da manipulagdo de embrides e microinjegao, es-
pecialmente animais como camundongos, tornaram-se convencionais
na técnica e sdo descritos, por exemplo, na Patente US 4.736.866 e
4.870.009, ambos por Leder et al., Pat. U.S. No. 4.873.191 por Wag-

ner et al. e em Hogan, B., Manipulating the Mouse Embryo (Cold
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Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1986). Os
métodos semelhantes sdo usados para a producdo de outros animais
transgénicos. Um animal transgénico fundador pode ser identificado
com base na presenga de um transgene PD-L3 ou VISTA em seu ge-
noma e/ou na sua expressdao de mRNA PD-L3 ou VISTA em tecidos
ou células dos animais. Um animal transgénico fundador pode entdo
ser usado para criar animais adicionais portadores do transgene. Além
disso, animais transgénicos portadores de um transgene que codifica
um polipeptideo PD-L3 ou VISTA ainda podem ser criados juntos a
outros animais transgénicos portadores de outros transgenes.

[00218] Para criar um animal recombinante homologo, um vetor é
preparado o qual contém pelo menos uma porgao de um gene de PD-
L3 ou VISTA em que uma exclusao, adicdo ou substituicdo foi introdu-
zida para assim alterar, por exemplo, interromper funcionalmente, o
gene PD-L3 ou VISTA. O gene PD-L3 ou VISTA pode ser um gene
humano ou murino (por exemplo, o cDNA da SEQ ID NO: 1 ou 3)
[00219] Em outra modalidade, animais ndo humanos transgénicos
podem ser produzidos contendo sistemas selecionados que permitem
a expressao regulada do transgene. Um exemplo de dito sistema é o
sistema recombinase cre/loxP do bacteriéfago PIl. Para obter uma des-
cricao do sistema recombinase cre/loxP ver, por exemplo, Lakso et al.
(1992) Proc Natl. Acad. Sci. USA 89:6232-6236. Outro exemplo de um
sistema de recombinase é o sistema recombinase FLP de S. cerevisi-
ae (O'Gorman et al. (1991) Science 251: 1351-1355. Se um sistema
recombinase cre/loxP é usado para regular a expressao do transgene,
0s animais que contém os transgenes que codificam a recombinase
Cre e um polipeptideo selecionado sdao necessarios. Esses animais
podem ser fornecidos através da construcdo de animais transgénicos
"duplos”, por exemplo, por cruzamento de dois animais transgénicos,

um contendo um transgene que codifica um polipeptideo selecionado
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e o0 outro contendo um transgene que codifica uma recombinase.
[00220] Os clones dos animais transgénicos n&do humanos descritos
aqui podem também ser produzidos de acordo com os métodos descri-
tos em Wilmut, |. et al. (1997) Nature 385:810-813 e Publicagao Inter-
nacional PCT Nos. WO 97/07668 e WO 97/07669. Em breve, uma cé-
lula, por exemplo, uma célula somatica do animal transgénico pode ser
isolada e induzida a sair do ciclo de crescimento e entrar fase GO. A
célula quiescente pode entdo ser fundida, por exemplo, através do uso
de pulsos elétricos, a um ovdcito enucleado de um animal da mesma
espécie da qual a célula quiescente é isolada. O odcito reconstruido &
entdo cultivado de modo que se desenvolve para a fase de moérula ou
blastocisto e depois transferido para animal fémea pseudogravida aco-
Ihida. A prole deste animal fémea acolhida sera um clone do animal do
qual a célula, por exemplo, a célula somatica, € isolada.

IV. Composi¢des Farmacéuticas

[00221] As moléculas de PD-L3 ou VISTA, por exemplo, as molécu-
las de acidos nucleicos PD-L3 ou VISTA, fragmentos de polipeptideos
PD-L3 ou VISTA e anticorpos anti-PD-L3 ou VISTA (também aqui refe-
ridos como "compostos ativos" ou "agentes moduladores") da invencgéo
podem ser incorporados em composi¢coes farmacéuticas apropriadas
para a administragao. Ditas composicdes tipicamente compreendem a
molécula de acido nucleico, polipeptideo, ou anticorpo e um carrega-
dor, por exemplo, um carreador farmaceuticamente aceitavel. Confor-
me usado aqui a linguagem "carreador farmaceuticamente aceitavel"
pretende incluir quaisquer solventes, meios de dispersao, revestimen-
tos, agentes antibacterianos e antifungicos, agentes retardantes isot6-
nicos e de absorcao e semelhantes, compativeis com a administracéo
farmacéutica. O uso de ditos meios e agentes para substancias ativas
farmaceuticamente é bem conhecido na técnica. Exceto na medida em

gue qualquer meio ou agente convencional € incompativel com o com-
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posto ativo, o uso destes nas composi¢cdes € contemplado. Os com-
postos ativos suplementares podem também ser incorporados nas
composigoes.

[00222] Conforme observado ditas composi¢des ainda podem inclu-
ir um antigeno desejado, por exemplo, um antigeno tumoral ou outro
compostos imune moduladores como agonistas dos receptores tipo
Toll, os interferons tipo 1 como interferons alfa e beta e agonistas
CD40 como anticorpos e fragmentos de anticorpos agonistas CD40,
preferencialmente anticorpos e fragmentos de anticorpos agonistas
anti-CD40 humano ou outros potencializadores ou supressores imuno-
l6gicos como PD-L1, PD-L2, proteinas de fusdo CTLA4 e anticorpos
especificos a esses.

[00223] Em algumas modalidades preferenciais, a composi¢ao ou
terapia baseada no PD-L3 ou VISTA ainda pode incluir um antigeno
ou outro agonista imune. Quando presentes na composi¢cdo ou tera-
pia, 0 antigeno pode ser administrado em uma quantidade que, em
combinacao com outros componentes da combinacao, é efetivo para
gerar uma resposta imune contra o antigeno. Por exemplo, o antige-
no pode ser administrado em uma quantidade de cerca de 100
mu.g/kg a cerca de 100 mg kg. Em algumas modalidades, o antigeno
pode ser administrado em uma quantidade de cerca de 10. mu.g kg a
cerca de 10 mg/kg. Em algumas modalidades, o antigeno pode ser
administrado em uma quantidade de cerca de 1 mg/kg a cerca de 5
mg/kg. A quantidade particular de antigeno que constitui uma quanti-
dade efetiva para gerar uma resposta imune, no entanto, depende de
certa forma de certos fatores, como, por exemplo, o antigeno particu-
lar que esta sendo administrado; o agonista especifico que esta sen-
do administrado e a quantidade do mesmo; o agonista especifico que
esta sendo administrado e a quantidade do mesmo; o estado do sis-

tema imunoldgico; o método e a ordem de administracdo do agonista
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e do antigeno; a espécie na qual esta sendo administrada a formula-
¢ao; e o resultado terapéutico desejado. Por conseguinte, ndo é prati-
co estabeler geralmente a quantidade que constitui uma quantidade
efetiva do antigeno. Os especialistas na técnica, no entanto, facil-
mente podem determinar a quantidade apropriada, com a devida
consideracgao de referidos fatores.

[00224] O antigeno pode ser todo o material capaz de aumentar
uma resposta imune Th1, que possa incluir uma ou mais, por exemplo,
resposta de células T CD8+, resposta de células T NK, resposta de
células T .gama./delta ou resposta de anticorpos Th1. Antigenos apro-
priados incluem, entre outros, peptideos; polipeptideos; lipideos; glico-
lipideos; polissacarideos; carboidratos; polinucleotideos; prions; bacté-
rias, virus ou fungos vivos ou inativados; e antigenos, toxinas ou toxoi-
des bacterianos, virais, fungicos, protozoarios, derivados de tumor ou
derivados de organismos.

[00225] Além disso, certos antigenos atualmente experimentais,
especialmente materiais como proteinas, glicoproteinas, e peptideos
recombinantes que ndo aumentam uma resposta imune forte, podem
ser usados em relagdo com as combinagdes de adjuvantes da inven-
¢ao. Antigenos de subunidade experimental exemplares incluem aque-
les relacionados com doencga viral, AIDS, catapora, citomegalovirus,
dengue, leucemia felina, peste aviaria, hepatite A, hepatite B, HSV-1,
HSV-2, cdélera suina, gripe A, gripe B, encefalite japonesa, sarampo,
parainfluenza, raiva, virus sincicial respiratério, rotavirus, verruga, e
febre amarela.

[00226] Em uma modalidade, o antigeno pode ser um antigeno de
cancer ou um antigeno tumoral. Os termos "antigeno de cancer" e "an-

tigeno tumoral" sdo usados de forma intercambiavel e referem-se a um
antigeno que é diferencialmente expresso por células cancerigenas.

Portanto, os antigenos de cancer podem ser explorados para direcio-
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nar diferencialmente uma resposta imune contra as células cancerige-
nas. Os antigenos de cancer, portanto, potencialmente podem estimu-
lar respostas imunes de tumor-especificas. Certos antigenos de can-
cer estdo codificados, embora ndo necessariamente expressos, por
células normais. Alguns destes antigenos podem ser caracterizados
como normalmente silenciosos (ou seja, ndo expressos) em células
normais, aqueles que sdo expressos somente em determinadas fases
de diferenciacédo e aqueles que sao temporalmente expressos (por
exemplo, antigenos embrionarios e fetais). Outros antigenos de cancer
podem ser codificados por genes celulares mutantes como, por exem-
plo, oncogenes (por exemplo, oncogene ras ativado), genes supresso-
res (por exemplo, p53 mutante) ou proteinas de fusdo resultantes de
delecgdes internas ou translocagdes cromossdmicas. Ainda outros anti-
genos de cancer podem ser codificados por genes virais como aqueles
transportados por virus de RNA e DNA tumoral.

[00227] Exemplos de antigenos do tumor incluem MAGE, MART-1
Melan-A, gp100, Dipeptidil peptidase IV (DPPUV), proteina de ligagao
a adenosina deaminase (ADAbp), ciclofilina b, antigeno associado co-
lorretal (CRC)-C017-1 A/GA733, antigeno carcinoembrionario (CEA) e
seus epitopos antigénicos CAP-1 e CAP-2, etv6, am11, antigeno es-
pecifico da préstata (PSA) e seu epitopos antigénicos PSA-1, PSA-2 e
3-PSA, antigeno de membrana especifico da prostata (PSMA), recep-
tor de célula T/CD3-cadeia.zeta. , antigenos tumorais da familia MAGE
(por exemplo, MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A5,
MAGE-A6, MAGE-A7, MAGE-A8, MAGE-A9, MAGE-A10, MAGE-A11,
MAGE-A12, MAGE-Xp2 (MAGE-B2), MAGE-Xp3 (MAGE-B3), MAGE-
Xp4 (MAGE-B4), MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-C3, MAGE-C4, MAGE-
C5), antigenos tumorais da familia GAGE (por exemplo, GAGE-1,
GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6, GAGE-7, GAGE-8,
GAGE-9), BAGE, RAGE, LAGE-1, NAG, GnT-V, MUM-1, CDKA4, tirosi-
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nase, p53, familia MUC, HER2/neu, p21ras, RCAS 1,
.alfa.fenoproteina, .epsilon.-caderina, .alfa.-catenina, .gamma.-
catenina, p120ctn, pglo.sup.Pmell7, PRAME, NY-ESO-1, cdc27, prote-
ina da Polipose coli adenomatosa (APC), fodrina, Conexina 37, Ig-
idiotipo, p15, gp75, gangliosideos GM2 e GD2, produtos virais como
proteinas do virus de papiloma humano, familia Smad de antigenos
tumorais, Imp-1, Pl A, antigeno nuclear codificante de EBV (EBNA)-I,
fosforilase do glicogénio do cérebro, SSX-1, SSX-2 (HOM-MEL-40),
SSX-3, SSX-4, SSX-5, SCP-1 e CT-7 e c-erbB-2.

[00228] Canceres ou tumores e antigenos tumorais especificos as-
sociados com ditos tumores (mas nao exclusivamente), incluem leu-
cemia linfoblastica aguda (etv6, aml I, ciclofilina b), linfoma de célula B
(Ig-idiotipo), glioma (E-caderina, alfa -catenina, .beta -catenina, gamma
-catenina, pl20ctn), cancer de bexiga (p21ras), cancer biliar (p21ras),
cancer de mama (familia MUC, HER2 neu, c-erbB-2), carcinoma cervi-
cal (p53, p21ras), carcinoma de célon (p21ras, HER2-neu, c-erbB-2,
familia MUC), cancer colorretal (antigeno associado ao colorreatal
(CRC)-C017-1 A GA733, APC), Coriocarcinoma (CEA), cancer epitelio
celular (ciclofilina b), cancer gastrico (HER2 neu, c-erbB-2, glicoprotei-
na ga733), cancer hepatocelular (.alfa.-fetoproteina), linfoma de Hod-
gkin (Imp-l, EBNA-1), cancer de pulmao (CEA, MAGE-3, NY-ESO-1),
leucemia derivada de células linfoides (ciclofilina b), melanoma (prote-
ina p5, gp75, antigeno oncofetal, gangliosideos GM2 e GD2, Melan-
A/MART-1, cdc27, MAGE-3, p21ras, gpl00.sup.Pmell17), mieloma
(familia MUC, p21ras), carcinoma de células de pulmao ndo-pequenas
(HERZ2/neu, c-erbB-2), cancer nasofaringeo (Imp-1, EBNA-1), cancer
ovariano (familia MUC, HER2/neu, c-erbB-2), cancer de prostata (anti-
geno especifico da prostata (PSA) e seu epitopos antigénicos PSA-1,
PSA-2 e PSA-3, PSMA, HER2/neu, c-erbB-2, glicoproteina ga733),

cancer renal (HER2 neu, c-erbB-2), cancer de células escamosas do
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colo do utero e eséfago (produtos virais como proteinas do virus papi-
loma humano), o cancer de testiculo (NY-ESO-1) e leucemia de célu-
las T (epitopos de HTLV-1).

[00229] A composicdo farmacéutica da invencédo é formulada para
ser compativel com a sua pretendida via de administracdo. Exemplos
de vias de administragao incluem parenteral, por exemplo, intraveno-
sa, intradérmica, subcutanea, oral (por exemplo, inalagéo), transdérmi-
ca (tépica), transmucosa e administragao retal. As solugbes ou sus-
pensdes utilizadas para aplicacdo parenteral, intradérmica, ou subcu-
tdneo podem incluir os seguintes componentes: um diluente estéril
como agua para injegao, solugao salina, oleos fixos, polietileno glicéis,
glicerina, propileno glicol ou outros solventes sintéticos; agentes anti-
bacterianos como alcool benzilico ou metil parabeno; antioxidantes
como o acido ascoérbico ou dissulfito de sédio; agentes quelantes como
acido etilenodiaminotetracético; tampdes como acetatos, citratos ou
fosfatos e agentes para a regulagédo da tonicidade como cloreto de so6-
dio ou dextrose. O pH pode ser ajustado com acidos ou bases, como
acido cloridrico ou hidroxido de sodio. A preparacao parenteral pode
ser colocada em ampolas, seringas descartaveis ou frascos de dose
multipla feitos de vidro ou plastico.

[00230] As composi¢des farmacéuticas apropriadas para uso injeta-
vel incluem solugdes aquosas estéreis (Qquando sao soluvel em agua)
ou dispersdes e pos estéreis para a preparagdo extemporanea de so-
lugdes injetaveis estéreis ou dispersao. Para administragcdo intraveno-
sa, carreadorescarreadores apropriados incluem soro fisioldgico, agua
bacteriostatica, Cremofor EL.TM. (BASF, Parsippany, N.J.) ou tampéo
fosfato salino (PBS). Em todos os casos, a composi¢cao deve ser esté-
ril e deve ser fluida na medida em que existe a facil seringeabilidade.
Deve ser estavel nas condicdes de fabricacdo e de armazenamento e

deve ser preservada contra a acdo contaminante de micro-organismos
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como bactérias e fungos. O carreador pode ser um solvente ou meio
de dispersao contendo, por exemplo, agua, etanol, poliol (por exemplo,
glicerol, propilenoglicol e polietileneglicol liquido e semelhantes) e mis-
turas apropriadas dos mesmos. A fluidez apropriada pode ser mantida,
por exemplo, pelo uso de um revestimento como lecitina, pela manu-
tencdo do tamanho de particula requerido no exemplo da disperséo e
pelo uso de surfactantes. A prevengdo da agdo de micro-organismos
pode ser conseguida por varios agentes antibacterianos e antifungicos,
por exemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timero-
sal e semelhantes. Em muitos casos, € preferencial incluir agentes iso-
tbnicos, por exemplo, agucares, polialcodis como manitol, sorbitol e
cloreto de soédio na composig¢ao. A absorg¢ao prolongada das composi-
¢bes injetaveis pode ser obtida por inclusdo na composicdo de um
agente que retarda a absorgao, por exemplo, 0 monoestearato de
aluminio e a gelatina.

[00231]  Solugdes injetaveis estéreis podem ser preparadas, incorpo-
rando o composto ativo (por exemplo, agentes moduladores como uma
molécula de acido nucleico PD-L3 ou VISTA, um fragmento de um poli-
peptideo PD-L3 ou VISTA, um anticorpo anti-PD-L3 ou VISTA ou uma
combinacido de um anticorpo anti-PD-L3 ou VISTA e um anticorpo anti-
PD-LI) na quantidade necessaria em um solvente apropriado com uma
ou mais combinacdo de ingredientes acima enumerados, conforme ne-
cessario, seguido de esterilizagao por filtracao. Geralmente, dispersoes
sao preparadas através da incorporagao do composto ativo em um vei-
culo estéril que contém um meio de dispersao basico e os outros ingre-
dientes necessarios daqueles acima enumerados. No caso de pos esté-
reis para a preparagao de solugdes injetaveis estéreis, os métodos pre-
ferenciais de preparagao sdo secagem a vacuo e liofilizacdo que produz
um po do ingrediente ativo mais qualquer ingrediente adicional desejado

de uma solugao previamente esterilizada por filtrag&o.
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[00232] As composi¢des orais geralmente incluem um diluente iner-
te ou um carregador comestivel. Podem ser colocados em capsulas de
gelatina ou em comprimidos. Para fins de administragdo oral do tera-
péutico, o composto ativo pode ser incorporado com excipientes e
usado sob a forma de comprimidos, pastilhas ou capsulas. As compo-
si¢cdes orais podem também ser preparadas usando um carreador flui-
do para uso como um enxaguatoério bucal, onde o composto no fluido
carreador € aplicado por via oral e bochechado e expectorado ou en-
golido. Os agentes de ligacdo farmaceuticamente compativeis e/ou
materiais adjuvantes podem ser incluidos como por¢gdo da composi-
cao. Os comprimidos, pilulas, capsulas, pastilhas e semelhantes po-
dem conter qualquer um dos seguintes ingredientes, ou compostos de
natureza semelhante: um ligante como celulose microcristalina, goma
tragacante ou gelatina; um excipiente como amido ou lactose, um
agente de desintegragcdo como o acido alginico, Primogel ou amido de
milho; um lubrificante como estearato de magnésio ou esterotes; um
adsorvente como dioxido de silicio coloidal; um agente edulcorante
COMO sacarose ou sacarina; ou um agente saborizante como hortel3,
salicilato de metila ou aromatizante de laranja.

[00233] Para a administracdo por inalagcdo, os compostos sdo ad-
ministrados sob a forma de um spray de aerossol recipiente ou disper-
sor pressurizado que contém propelente apropriado, por exemplo, um
gas como diéxido de carbono ou um nebulizador.

[00234] A administragdo sistémica também pode ser por meio
transmucosa ou transdérmico. Para a administracdo transmucosa ou
transdérmica, penetrantes apropriados para a barreira a ser permeada
sao utilizados na formulagao. ditos penetrantes sdo geralmente conhe-
cidos na técnica e incluem, por exemplo, para a administracdo trans-
mucosa, detergentes, sais biliares e derivados do acido fusidico. A

administracdo transmucosa pode ser realizada mediante o uso de
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sprays nasais ou supositorios. Para a administragcdo transdermal, os
compostos ativos sdo formulados em pomadas, unguentos, géis, ou
cremes como sdo geralmente conhecidos na técnica.

[00235] Os compostos também podem ser preparados sob a forma
de supositorios (por exemplo, com bases de supositério convencional
como manteiga de cacau e outros glicerideos) ou enemas de retengéo
para a administracao retal. Em uma modalidade, os compostos ativos
sao preparados com carreadorescarreadores que protegerao o com-
posto contra a eliminacao rapida do corpo, como uma formulacédo de
liberacdo controlada, incluindo implantes e sistemas de administracao
microencapsulados. Polimeros biodegradaveis, biocompativeis podem
ser usados, como etileno-vinil-acetato, polianidridos, acido poliglicdlico,
colageno, poliortoésteres e acido polilatico. Os métodos para a prepa-
racao de tais formulacdes serdo aparentes aos especialistas na técni-
ca. Os materiais também podem ser obtidos comercialmente de Alza
Corporation e Nova Pharmaceuticals, InC. As suspensdes lipossomais
(incluindo lipossomas direcionados para as células infectadas com an-
ticorpos monoclonais para antigenos virais) também podem ser usa-
das como carreadores farmaceuticamente aceitaveis. Estes podem ser
preparados de acordo com os métodos conhecidos por especialistas
na técnica, por exemplo, conforme descrito na Patente US 4.522.811.
[00236] E especialmente vantajoso formular composicées orais ou
parenterais na forma de unidade de dosagem para facilitar a adminis-
tracao e uniformizar a dosagem. Na forma de unidade de dosagem,
conforme usado aqui, se refere a unidades fisicamente discretas
apropriadas como doses unitarias para o sujeito a ser tratado; cada
unidade contém uma quantidade predeterminada do composto ativo
calculado para produzir o efeito terapéutico desejado em associagao
com o carreador farmacéutico necessario. A especificacao para as

formas de unidade de dosagem da invengao sao ditadas por e dire-
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tamente dependentes das caracteristicas unicas do composto ativo e
o efeito terapéutico especifico a ser alcancado e as limitagdes ineren-
tes na técnica de composicdo de dito composto ativo para o trata-
mento de individuos.

[00237] A toxicidade e eficacia terapéutica desses compostos po-
dem ser determinadas por procedimentos farmacéuticos padrées em
culturas de células ou em animais de experimentagdo. Os dados obti-
dos dos ensaios de cultura celular e estudos em animais podem ser
usados na formulagdo de uma faixa de dosagem para uso em seres
humanos. A dosagem desses compostos encontra-se preferencial-
mente dentro de uma faixa de concentragées em circulagdo que inclu-
em a ED50 com pouca ou nenhuma toxicidade. A dosagem pode vari-
ar dentro deste intervalo dependendo da forma de dosagem utilizada e
da via de administracao utilizada. Para qualquer composto usado no
método da invencgao, a dose terapéutica efetiva pode ser estimada ini-
cialmente de ensaios de cultura de células. Uma dose pode ser formu-
lada em modelos animais para atingir uma faixa de concentragdes cir-
culantes no plasma que inclui a IC50 (ou seja, a concentragdo do
composto testado que alcanca a metade da maxima inibicdo dos sin-
tomas) conforme determinado na cultura de células. Essa informacgao
pode ser usada para determinar de forma mais precisa as doses uteis
em seres humanos. Os niveis no plasma podem ser medidos, por
exemplo, por cromatografia liquida de alto desempenho.

[00238] Conforme definido aqui, uma quantidade terapeuticamente
efetiva de proteina ou polipeptideo (isto €, uma dose eficaz) varia de
cerca de 0,001 a 30 mg/kg de peso corporal, preferencialmente de
cerca de 0,01 a 25 mg/kg de peso corporal, mais preferencialmente
cerca de 0,1 a 20 mg/kg de peso corporal e ainda mais preferencial-
mente cerca de 1 até 10 mg/kg, 2 a 9 mg/kg, 3 a 8 mg/kg, 4 a 7 mg/kg

ou 5 a 6 mg/kg de peso corporal. O especialista apreciara que certos
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fatores podem influenciar a dose necessaria para tratar efetivamente
um sujeito, incluindo, mas néo limitado a gravidade da doenga ou dis-
turbio, tratamentos anteriores, a idade e/ou de saude geral do sujeito e
outras doengas presentes. Além disso, o tratamento de um sujeito com
uma quantidade terapeuticamente efetiva de uma proteina, polipepti-
deo ou anticorpo pode incluir um tratamento unico ou, preferencial-
mente, pode incluir uma série de tratamentos.

[00239] Em um exemplo preferencial, um sujeito é tratado com anti-
corpo, proteina, ou polipeptideo no intervalo de entre cerca de 0,1 a 20
mg/kg de peso corporal, uma vez por semana por no entre cerca de 1
a 10 semanas, preferencialmente entre 2 a 8 semanas, mais preferen-
cialmente entre cerca de 3 a 7 semanas, e mais preferencialmente por
aproximadamente 4, 5, ou 6 semanas. Sera também apreciado que a
dosagem do anticorpo, proteina ou polipeptideo utilizado para o trata-
mento efetivo pode aumentar ou diminuir ao longo de um determinado
tratamento. Alteragdes na dosagem podem resultar e tornam-se apa-
rentes a partir dos resultados dos ensaios de diagndsticos conforme
descrito aqui.

[00240] A presente invengdo compreende agentes que modulam a
expressao ou atividade de PD-L3 ou VISTA. Um agente podera, por
exemplo, ser uma pequena molécula. Por exemplo, essas pequenas
moléculas incluem, entre outras, peptideos, peptidomiméticos, amino-
acidos, analogos de aminoacidos, polinucleotideos, analogos de poli-
nucleotideos, nucleotideos, analogos de nucleotideos, compostos or-
ganicos ou inorganicos (ou seja, incluindo compostos heteroorganicos
ou organometalicos) contendo um peso molecular de menos do que
cerca de 10.000 gramas por mol, compostos inorganicos ou organicos,
contendo um peso molecular de menos do que cerca de 5.000 gramas
por mol, compostos inorganicos ou organicos, contendo um peso mo-

lecular menor do que cerca de 1.000 gramas por mol, compostos inor-
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ganicos ou organicos, contendo um peso molecular de menos do que
cerca de 500 gramas por mol e sais, ésteres e outras formas farma-
ceuticamente aceitaveis de ditos compostos. Entende-se que as doses
apropriadas de agentes moleculares pequenos dependem de uma sé-
rie de fatores dentro do escopo de conhecimento de médicos, veterina-
rio ou pesquisador com conhecimentos normais. A dose da molécula
pequena ira variar, por exemplo, dependendo da identidade, o tama-
nho e a condigdo do sujeito ou da amostra que esta sendo tratado,
ainda mais dependendo da via pela qual a composi¢ao é administrada,
se aplicavel, e o efeito que o praticante deseja que a molécula peque-
na tenha sobre o0 acido nucleico ou polipeptideo da invencao.

[00241] Doses exemplares incluem quantidades de miligramas ou
micrograma de uma molécula pequena ou quilograma do sujeito ou
peso da amostra (por exemplo, cerca de 1 micrograma por quilograma
a cerca de 500 miligramas por quilograma, cerca de 100 microgramas
por quilograma a cerca de 5 miligramas por quilograma, ou cerca de 1
micrograma por quilograma a cerca de 50 microgramas por quilogra-
ma). Além disso, entende-se que doses apropriadas de uma pequena
molécula dependem da poténcia da molécula pequena em relacdo a
expressao ou atividade a ser modulada. Ditas doses apropriadas po-
dem ser determinadas usando os ensaios descritos aqui. Quando uma
ou mais destas pequenas moléculas deve ser administrada a um ani-
mal (por exemplo, um ser humano), a fim de modular a expressao de
atividade de um polipeptideo ou acido nucleico da invengdo, um médi-
co, veterinario, ou pesquisador pode, por exemplo, prescrever uma
dose relativamente baixa no inicio, posteriormente, aumentando a do-
se até se obter uma resposta apropriada. Além disso, entende-se que
o nivel de dose especifica para qualquer sujeito animal particular de-
pendera de uma variedade de fatores incluindo a atividade do compos-

to especifico empregado, a idade, peso corporal, saude geral, sexo e
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dieta do sujeito, o tempo de administracédo, a via de administracéo, a
taxa de excreg¢ao, qualquer combinagao de drogas e o grau de expres-
s&o ou atividade a ser modulado.

[00242] Além disso, um anticorpo (ou fragmento do mesmo) pode
ser conjugado a uma porgado terapéutica como uma citotoxina, um
agente terapéutico ou um ion metalico radioativo. Uma citotoxina ou
agente citotoxico inclui qualquer agente que é prejudicial para as cé-
lulas. Exemplos incluem o taxol, citocalasina B, gramicidina D, brome-
to de etidio, emetina, mitomicina, etoposido, tenoposido, vincristina,
vimblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi-
antraceno diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
dihidrotestosterona, glicocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,
propranolol e puromicina e analogos ou homologos dos mesmos. Os
agentes terapéuticos incluem, entre outros, antimetabdlitos (por exem-
plo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-
fluorouracila decarbazina), agentes alquilantes (por exemplo, meclore-
tamina, tioepa clorambucila, melfalano, carmustina (BSNU) e lomusti-
na (CCNU), ciclofosfamida, bussulfano, dibromomannitol, estreptozo-
tocina, mitomicina C e cis-diclorodiamino-platina (II) (DDP) cisplatina),
antraciclinas (por exemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomici-
na) e doxorrubicina), antibiéticos (por exemplo, dactinomicina (anteri-
ormente actinomicina), bleomicina, mitramicina e antramicina (AMC)) e
agentes antimitotico (por exemplo, vincristina e vinblastina).

[00243] Os conjugados da invengao podem ser usados para modifi-
car uma determinada resposta bioldgica, a fracdo de droga ndo deve
ser considerada como limitante aos agentes terapéuticos quimicos.
Por exemplo, a fracdo de droga pode ser uma proteina ou um polipep-
tideo possuindo uma atividade biolégica desejada. Esses polipepti-
deos podem incluir, por exemplo, uma toxina como abrin, ricina A, exo-

toxina pseudomonas ou toxina da difteria; uma proteina como fator de
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necrose tumoral, alfa-interferon, beta-interferon, fator de crescimento
do nervo, fator de crescimento derivado de plaquetas, ativador do
plasminégeno tecidual; ou modificadores de resposta bioldgica, como,
por exemplo, linfocinas, interleucina-1 ("IL-1"), interleucina-2 ("IL-2"),
interleucina-6 ("IL-6"), fator estimulante de colénias de granuldcitos e
macréfagos ("GM-CSF"), fator estimulante de col6nias de granulécitos
("G-CSF") ou outros fatores de crescimento. Técnicas para conjugar
dita porcéao terapéutica aos anticorpos sdao bem conhecidas.

[00244] As moléculas de acidos nucleicos da invencdo podem ser
inseridas em vetores e usadas como vetores de terapia genética. Os
vetores da terapia genética podem ser administrados a um sujeito por,
por exemplo, injecéo intravenosa, administragao local (ver Patente US
5.328.470) ou por injegéo estereotaxica (ver, por exemplo, Chen et al.
(1994) Proc Natl. Acad. Sci. USA 91 :3054-3057). A preparacgéao far-
maceéutica do vetor de terapia genética pode incluir o vetor de terapia
genética gene em um diluente aceitavel, ou pode incluir uma matriz de
liberagao lenta, em que o veiculo do gene administrado esta embutido.
Alternativamente, onde o vetor completo do gene administrado pode
ser produzido intacto de células recombinantes, por exemplo, vetores
retrovirais, a preparagao farmacéutica pode incluir uma ou mais célu-
las que produzem o sistema de administracdo do gene. As composi-
¢cbes farmacéuticas podem ser incluidas em um recipiente, pacote ou
dispensador juntamente com instrugdes para a administragao.

V. Usos e Métodos da Invengao

[00245] Moléculas de PD-L3 ou VISTA, por exemplo, as moléculas
de acidos nucleicos de PD-L3 ou VISTA, polipeptideos, polipeptideo
homologos e anticorpos e fragmentos de anticorpo aqui descritos po-
dem ser usados em um ou mais dos seguintes métodos: a) ensaios de
triagem; b) medicina preditiva (por exemplo, ensaios de diagndsticos,

ensaios prognosticos e ensaios clinicos de monitoramento); e c¢) méto-
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dos de tratamento (por exemplo, terapéuticos e profilaticos, por exem-
plo, modulagdo para cima ou para baixo da resposta imune). Conforme
descrito aqui, um polipeptideo de PD-L3 ou VISTA da invencdo tem
uma ou mais das seguintes atividades: 1) ligar e/ou modular a ativida-
de do seu parceiro de ligagdo natural, 2) modular a sinalizagéo intra-
ou intercelular, 3) modular a ativagdo dos linfécitos T, 4) modular a
resposta imune do organismo, por exemplo, um organismo de mamife-
ro, como um camundongo ou humano. As moléculas de acidos nuclei-
cos isoladas da invengcao podem ser usadas, por exemplo, para ex-
pressar o polipeptideo PD-L3 ou VISTA (por exemplo, através de um
vetor de expressao recombinante em uma célula hospedeira em apli-
cagoes de terapia genética), para detectar mRNA de PD-L3 ou VISTA
(por exemplo, em uma amostra bioldgica) ou uma alteragdo genética
em um gene de PD-L3 ou VISTA e modular a atividade de PD-L3 ou
VISTA, conforme descrito mais abaixo. Os polipeptideos PD-L3 ou
VISTA podem ser usados para tratar condicbes ou doencgas caracteri-
zadas por producdo excessiva ou insuficiente de um polipeptideo PD-
L3 ou VISTA ou producéo de inibidores de PD-L3 ou VISTA. Além dis-
so, os polipeptideos PD-L3 ou VISTA podem ser usados para triagem
de parceiro de ligacdo natural a PD-L3 ou VISTA , triagem de drogas
ou compostos que modulam a atividade PD-L3 ou VISTA, bem como
para tratar condicbes ou doengas caracterizadas por produgao exces-
siva ou insuficiente de polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou producéo de
formas do polipeptideo PD-L3 ou VISTA que diminuiram a atividade
anormal ou indesejada em comparagao com polipeptideo PD-L3 ou
VISTA do tipo selvagem (por exemplo, disturbios do sistema imunol6-
gico como imunodeficiéncia grave combinada, esclerose multipla, lu-
pus sistémico eritematoso, diabetes mellitus tipo |, sindrome linfoproli-
ferativa, doenca inflamatéria intestinal, alergias, asma, doenga do en-

xerto-versus-hospedeiro e rejeicado de transplante; respostas imunes a
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patogenos infecciosos como bactérias e virus; e canceres do sistema
imunolégico como linfomas e leucemias). Além disso, os anticorpos
anti-PD-L3 OR VISTA da invencao podem ser usados para detectar e
isolar os polipeptideos PD-L3 ou VISTA, regular a biodisponibilidade
dos polipeptideos PD-L3 ou VISTA e modular a atividade dos PD-L3
ou VISTA, por exemplo, modulando a interagao entre PD-L3 ou VISTA
e seu parceiro natural de ligagao.

A. Ensaios de Triagem:

[00246] A invengdo fornece um meétodo (também conhecido aqui
como um "ensaio de triagem") para identificar moduladores, isto €,
candidato ou compostos ou agentes de teste (por exemplo, peptideos,
peptidomiméticos, pequenas moléculas ou outras drogas) que se ligam
aos polipeptideos PD-L3 ou VISTA, tem um efeito estimulante ou inibi-
tério sobre, por exemplo, a expressao PD-L3 ou VISTA ou a atividade
PD-L3 ou VISTA, ou tem um efeito estimulante ou inibitério sobre a
interacdo entre PD-L3 ou VISTA e seu parceiro natural de ligagéo.
[00247] Em uma modalidade, a invencao fornece os ensaios para a
triagem de candidato ou compostos de teste que se ligam a proteina
ou ao polipeptideo ou a porgéo biologicamente ativa de PD-L3 ou VIS-
TA, por exemplo, modulam a capacidade do polipeptideo PD-L3 ou
VISTA para interagir com seu parceiro natural de ligagcdo. Em outra
modalidade, a invengao fornece ensaios para a triagem de candidato
ou compostos de teste que ligam ou modulam a atividade de um poli-
peptideo ou proteina ou porgcado biologicamente ativa de PD-L3 ou
VISTA. Em uma modalidade preferencial, a invencao fornece ensaios
para a triagem de candidatos ou compostos de teste que tém um efeito
estimulante ou inibitério sobre fungdes imunoldgicas reguladas negati-
vamente pela PD-L3 ou VISTA conforme sao identificadas aqui ou com
base em seu efeito sobre a interagdo de PD-L3 ou VISTA e seu parcei-

ro natural de ligacdo. Estas fungdes relacionadas a PD-L3 ou VISTA
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incluem a titulo de exemplo, inibicdo da produc¢do de citocinas (por
exemplo, U-2, interferon gama pelas células T, supressdo moderada
do costimulante CD28, inibicdo da proliferacdo de células T CD4+ e
CD8+, supressao da proliferacdo de células T CD4+ naive ou de me-
moria e supressao da ativagdo de TCR sem induzir apoptose. Os
compostos de teste da presente invengcao podem ser obtidos usando
qualquer uma das inumeras abordagens nos métodos de biblioteca
combinatorial conhecidos na técnica, incluindo: bibliotecas bioldgicas;
bibliotecas em fase sdélida paralela espacialmente direcionada ou em
fase de solugcédo; métodos de biblioteca sintética exige deconvolugao; o
método de biblioteca ‘uma conta, um composto’; e métodos de biblio-
teca sintética usando selegédo por cromatografia de afinidade. A abor-
dagem biolégica da biblioteca é limitada as bibliotecas de peptideo,
enquanto as outras quatro abordagens sao aplicaveis ao peptideo, oli-
gbmeros nao peptidicos ou bibliotecas de pequenas moléculas de
compostos (Lam, K. S. (1997) Anticancer Drug Des. 12: 145).

[00248] Em uma modalidade, um ensaio € um ensaio baseado em
células no qual a célula que expressa um polipeptideo ou fracao biolo-
gicamente ativa de PD-L3 ou VISTA é contatada com um composto de
teste, e a capacidade do composto de teste de modular a atividade de
PD-L3 ou VISTA é determinada. Determinando a capacidade do com-
posto de teste de modular a atividade de PD-L3 ou VISTA pode ser
realizada através do monitoramento, por exemplo, da capacidade do
PD-L3 ou VISTA para se ligar a seu parceiro natural de ligacdo e mo-
dular a atividade das células imunes. A célula imune pode ser, por
exemplo, uma célula T, uma célula B ou uma célula mieloide. Determi-
nar a capacidade do composto de teste em modular a ligagao de PD-
L3 ou VISTA a seu contrarreceptor (a ser determinado) pode ser reali-
zado, por exemplo, pelo acoplamento PD-L3 ou VISTA com um mar-

cador radioisétopo ou enzimatico para monitorar a capacidade de um
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composto de teste em modular a ligacdo PD-L3 ou VISTA a células T
que expressam o contrarreceptor PD-L3 ou VISTA. Determinar a ca-
pacidade do composto de teste de ligar PD-L3 ou VISTA pode ser rea-
lizado, por exemplo, por acoplamento do composto com um marcador
radioisotopo ou enzimatico de modo que a ligagdo do composto ao
PD-L3 ou VISTA pode ser determinada, detectando o composto PD-L3
ou VISTA marcado em um complexo.

[00249] Esta também no escopo da presente invengao determinar a
capacidade de um composto de interagir com o PD-L3 ou VISTA sem
marcagao de qualquer dos interagentes. Por exemplo, um microfisio-
metro pode ser usado para detectar a interacdo de um composto com
o PD-L3 ou VISTA sem a marcacdo dos compostos ou do PD-L3 ou
VISTA (McConnell, H. M. et al. (1992) Science 257: 1906- 1912). Con-
forme usado aqui, um "microfisibmetro" (por exemplo, Citosensor) é
um instrumento analitico que mede a taxa na qual uma célula acidifica
seu ambiente usando um sensor potenciométrico de luz-direcionavel
(LAPS). Mudanga nesta taxa de acidificagdo pode ser usada como um
indicador da interacédo entre um composto e PD-L3 ou VISTA.

[00250] Em outra modalidade, um ensaio € um ensaio baseado em
células compreendendo o contato com uma célula T expressando um
parceiro de ligagdo PD-L3 ou VISTA com um composto de teste e de-
terminar a capacidade do composto de teste em modular (por exem-
plo, estimular ou inibir) a atividade do parceiro de ligacdo PD-L3 ou
VISTA. Determinar a capacidade do composto de teste em modular a
atividade de um parceiro de ligagcdo PD-L3 ou VISTA pode ser feito,
por exemplo, determinando a capacidade do polipeptideo PD-L3 ou
VISTA de se ligar ou interagir com o parceiro de ligacdo PD-L3 ou
VISTA.

[00251] Determinar a capacidade do polipeptideo PD-L3 ou VISTA,

ou um fragmento biologicamente ativo deste, de se ligar ou interagir
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com um parceiro de ligacdo PD-L3 ou VISTA, pode ser realizado por
um dos métodos descritos acima para a determinagéo de ligacao dire-
ta. Em uma modalidade preferencial, determinar a capacidade do poli-
peptideo PD-L3 ou VISTA de se ligar ou interagir com um parceiro de
ligacdo PD-L3 ou VISTA pode ser feito determinando a atividade do
parceiro de ligacdo. Por exemplo, a atividade do parceiro de ligagao
pode ser determinada através da detecc¢ao da indugdo de um segundo
mensageiro celular (por exemplo, a atividade da tirosina quinase ou
fosfatase), ou da detec¢cdo de atividade enzimatica/catalitica de um
substrato apropriado, da deteccdo da indugdo de um gene reporter
(que inclui um elemento regulador em resposta ao alvo operativamente
ligado a um &cido nucleico que codifica um marcador detectavel, por
exemplo, luciferase) ou da detecgdo de uma resposta celular regulada
pelo alvo. Por exemplo, determinar a capacidade do polipeptideo PD-
L3 ou VISTA de se vincular ou interagir com um parceiro natural de
ligacdo do PD-L3 ou VISTA, pode ser realizada medindo-se a capaci-
dade de um composto de modular a coestimulagdo ou inibicdo imune
celular em um ensaio de proliferacao, ou interferindo com a capacida-
de de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA para se ligar aos anticorpos
que reconhecem uma porcao do polipeptideo PD-L3 ou VISTA. Em
uma modalidade, os compostos que modulam a ativacdo de célula T
podem ser identificados, determinando a capacidade de um composto
de modular a proliferagdo de células T ou a produgao de citocinas. Em
uma modalidade preferencial, os compostos que modulam a ativacao
de célula T podem ser identificados, determinando a capacidade de
um composto de modular a proliferagao de células T ou a producgao de
citocinas em mais de uma concentracdo do antigeno.

[00252] Ainda em uma modalidade, um ensaio da presente inven-
¢do é um ensaio livre de células no qual um polipeptideo ou fragédo bio-

logicamente ativa de PD-L3 ou VISTA é contactada com um composto
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de teste, e a capacidade do composto de teste de se ligar ao polipep-
tideo ou fragdo biologicamente ativa de PD-L3 ou VISTA é determina-
da. Partes biologicamente ativas dos polipeptideos PD-L3 ou VISTA
preferencialmente para ser usado em ensaios da presente invengao
incluem fragmentos que participarem em interagcbes com moléculas
nao-PD-L3 OR VISTA, por exemplo, pelo menos uma porgao de um
dominio extracelular que se liga a um parceiro de ligagdo PD-L3 ou
VISTA. A ligagdo do composto de teste ao polipeptideo PD-L3 ou VIS-
TA pode ser determinada direta ou indiretamente, conforme descrito
acima.

[00253] Em outra modalidade, o ensaio € um ensaio livre de células
no qual um polipeptideo ou fragdo biologicamente ativa de PD-L3 ou
VISTA é contatada com um composto de teste e a capacidade do com-
posto de teste em modular (por exemplo, estimular ou inibir) a atividade
do polipeptideo ou fragédo biologicamente ativa de PD-L3 ou VISTA é de-
terminada. Determinar a capacidade do composto de teste em modular a
atividade de um ou polipeptideo PD-L3 ou VISTA pode ser feito, por
exemplo, determinando a capacidade do polipeptideo PD-L3 ou VISTA
de se ligar ao parceiro de ligagdo PD-L3 ou VISTA mediante um dos mé-
todos descritos acima para determinar a ligagao direta. Os ensaios livre
de célula da presente invencdo sao passiveis ao uso de ambas as for-
mas dos polipeptideos soluveis e/ou ligados a membrana (por exemplo,
polipeptideos ou fragdes biologicamente ativas de PD-L3 ou VISTA ou
parceiros de ligagdo aos quais o PD-L3 ou VISTA se liga). No caso de
ensaios livres de células nos quais a forma do polipeptideo ligado a
membrana é usada (por exemplo, um PD-L3 ou VISTA de superficie ce-
lular), pode ser desejavel para utilizar um agente solubilizante de modo
que a forma do polipeptideo ligado a membrana é mantida em solugéo.
Exemplos de ditos agentes solubilizantes incluem detergentes nao i6ni-

cos como o n-octilglucosida, n-dodecilglucosida, n-dodecilmaltosida, oc-
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tanoil-N-metiglucamida, decanoil-N-metilglucamida, Triton J TM. X-100,
Triton. RTM. X-I 14, Thesit, Isotridecipoli(etileno glicol éter)n, sulfonato 3-
[(3-colamidopropil)dimetilaminio]-1-propano (CHAPS), sulfonato 3-[(3-
colamidopropil)dimetilaminio]-2-hidroxi-1-propano (CHAPSO), ou sulfona-
to N-dodecil.dbd.N,N-dimetil-3-ammonio-1-propano.

[00254] Em mais de uma modalidade dos métodos de ensaio acima
da presente invengdo, pode ser desejavel imobilizar o PD-L3 ou VISTA
ou seu parceiro de ligagao para facilitar a separagado de formas com-
plexadas de formas ndo complexadas de um ou ambos os polipepti-
deos, bem como para acomodar a automagao do ensaio. A ligagao de
um composto de teste de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou a inte-
ragcado de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA com o seu parceiro de liga-
cao na presenca e na auséncia de um composto candidato, pode se
feita em recipiente apropriado para conter os reagentes. Exemplos de
ditos recipientes incluem placas de microtitulagcédo, tubos de teste e mi-
crotubos de centrifuga. Em uma modalidade, uma proteina de fusao
pode ser fornecida a qual adiciona um dominio que permite que um ou
ambos os polipeptideos se liguem a uma matriz. Por exemplo, protei-
nas da fusdo glutationa-S-transferasa PD-L3 ou VISTA ou proteinas de
fusdo do parceiro de ligagao glutationa-S-transferasa podem ser ad-
sorvidas em granulos de sefarosa glutationa (Sigma Chemical, St.
Louis, Mo) ou placas de microtitulacdo com glutationa derivatizada,
que sao entdo combinadas com o composto de teste ou o composto
de teste e/ou o polipeptideo parceiro de ligacdo ndo adsorvido ou o
polipeptideo PD-L3 ou VISTA e a mistura incubada sob condi¢cbes que
contribuam para a formacédo do complexo (por exemplo, em condi¢cdes
fisiolégicas de sal e pH). Apds incubacédo, os granulos ou pocos da
placa de microtitulacdo sédo lavados para remover quaisquer compo-
nentes nao acoplados, a matriz € imobilizada no caso dos granulos e a

formagdo do complexo € determinada direta ou indiretamente, por

Peticio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 144/229



142/212

exemplo, como descrito acima. Como alternativa, os complexos po-
dem ser dissociados da matriz e o nivel de ligagdo ou a atividade do
PD-L3 ou VISTA determinado usando as técnicas padrées. Outras
técnicas para imobilizar polipeptideos em matrizes também podem ser
usadas em ensaios de triagem da invengdo. Em uma modalidade al-
ternativa, determinar a capacidade do composto de teste em modular
a atividade de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA pode ser feito, deter-
minando a capacidade do composto de teste de modular a atividade
de uma molécula que funciona a jusante do PD-L3 ou VISTA, por
exemplo, interagindo com o dominio citoplasmatico de um parceiro de
ligacdo de PD-L3 ou VISTA. Por exemplo, os niveis de segundos
mensageiros, a atividade da molécula interagindo em um alvo apropri-
ado, ou a ligacao do interator para um alvo apropriado pode-se deter-
minar conforme descrito anteriormente.

[00255] Em outra modalidade, os moduladores de expressao PD-L3
ou VISTA sao identificados em um método em que uma célula é conta-
tada com um composto candidato e a expressdao do mRNA ou do poli-
peptideo de PD-L3 ou VISTA na célula é determinado. O nivel de ex-
pressao do mRNA ou do polipeptideo de PD-L3 ou VISTA na presenca
do composto candidato € comparado com o nivel de expressao do
MRNA ou do polipeptideo de PD-L3 ou VISTA na auséncia do com-
posto candidato. O composto candidato, em seguida, pode ser identifi-
cado como um modulador da expressao PD-L3 ou VISTA baseada em
essa comparacgao, se a mudanca é estatisticamente significativa.
[00256] Ainda em outro aspecto da invengao, os polipeptideos PD-
L3 ou VISTA podem ser usados como "proteinas isca" em um ensaio
de dois-hibridos ou trés-hibridos (ver, por exemplo, Patente US
5.283.317; Zervos et al. (1993) Cell 72:223-232; Madura et al. (1993)
J. Biol. Chem. 268:12046-12054; Battel et al. (1993) Biotechniques
14:920-924; Ilwabuchi et al. (1993) Oncogene 8: 1693-1696; e Brent
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WQ094/10300), para identificar outros polipeptideos que se ligam ou
interagem com o PD-L3 ou VISTA ("proteinas de ligagdo ao PD-L3 ou
VISTA", "parceiros de ligagdo de PD-L3 ou VISTA", ou "PD-L3 ou VIS-
TA-bp") e estdo envolvidos na atividade de PD-L3 ou VISTA. Tais pro-
teinas de ligacdo ao PD-L3 ou VISTA também sdo susceptiveis de es-
tar envolvidas na propagacao de sinais por polipeptideos PD-L3 ou
VISTA ou alvos de PD-L3 ou VISTA como, por exemplo, elementos a
jusante de uma via de sinalizagdo mediada por PD-L3 ou VISTA. Al-
ternativamente, ditos polipeptideos ligantes a PD-L3 ou VISTA podem
ser inibidores de PD-L3 ou VISTA. O sistema de dois hibridos € base-
ado na natureza moduladora da maioria dos fatores de transcricao,
gue consistem em dominios de ativagao e ligagao ao DNA separaveis.
Resumidamente, o ensaio utiliza duas construcdes diferentes de DNA.
Em uma construgdo, o gene que codifica um polipeptideo PD-L3 ou
VISTA é fundido a um gene que codifica o0 dominio de ligagdo de DNA
de um fator de transcricdo conhecido (por exemplo, GAL-4). Em outro
construto, uma sequéncia de DNA, de uma biblioteca de sequéncias
de DNA que codifica um polipeptideo nao identificado ("presa" ou
"amostra") é fundida a um gene que codifica o dominio de activacéo do
factor de transcricdo conhecida. Se os polipeptideos "isca" e "presa"
sdo capazes de interagir, in vivo, formando um complexo dependente
de PD-L3 ou VISTA, os dominios de ligacdo de DNA e de ativagéo do
fator de transcricdo sdo colocados em intima proximidade. Esta pro-
ximidade permite a transcricdo de um gene repodrter (por exemplo,
LacZ) que esta operacionalmente ligado a um sitio de regulagao trans-
cricional que responde ao fator de transcricdo. A expressao do gene
reporter pode ser detectada e colénias de células que contém o fator
de transcricao funcional podem ser isoladas e usadas para obter o ge-
ne clonado que codifica o polipeptideo que interage com o polipepti-
deo PD-L3 ou VISTA.
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[00257] Em outro aspecto, a invencao se refere a uma combinagao
de dois ou mais dos ensaios aqui descritos. Por exemplo, um agente
de modulagdo pode ser identificado usando um ensaio baseado em
células ou livre de células, e a capacidade do agente para modular a
atividade de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA pode ser confirmada in
vivo, por exemplo, em um animal como um modelo animal para a
transformacéo celular e/ou tumorigénese.

[00258] Esta invengdo ainda pertence a novos agentes identificados
por ensaios de triagem acima descritos. Por conseguinte, esta no es-
copo da presente invencdo ainda usar um agente identificado confor-
me descrito aqui em um modelo animal apropriado. Por exemplo, um
agente identificado conforme descrito aqui (por exemplo, um agente de
modulagdo PD-L3 ou VISTA, uma molécula de acido nucleico antis-
senso de PD-L3 ou VISTA, um anticorpo especifico de PD-L3 ou VIS-
TA ou um parceiro de ligacdo PD-L3 ou VISTA) pode ser usado em um
modelo animal para determinar a eficacia, toxicidade ou efeitos colate-
rais do tratamento com dito agente. Como alternativa, um agente iden-
tificado conforme descrito aqui pode ser usado em um modelo animal
para determinar 0 mecanismo de acgao de dito agente. Além disso, es-
ta invencéao se refere a usos de novos agentes identificados por ensai-
os de triagem acima descritos para tratamentos conforme descrito
aqui.

B. Ensaios de Deteccao

[00259] As porcdes ou fragmentos das sequéncias de cDNA aqui
identificadas (e as correspondentes sequéncias de genes completos)
podem ser usadas de varias maneiras, como reagentes de polinucleo-
tideos. Por exemplo, estas sequéncias podem ser utilizadas para: (i)
mapear 0s seus genes respectivos em um cromossoma e, assim, loca-
lizar regides de genes associadas a doengas genéticas, (ii) identificar

um individuo a partir de uma amostra biolégica de minuto (tipagem de
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tecido), e (iii) ajudar na identificagdo forense de uma amostra bioldgi-
ca. Estas aplicagdes estdo descritas nas subsecdes a seguir.

1. Mapeamento Cromossémico

[00260] Uma vez que a sequéncia (ou uma porgdo da sequéncia)
de um gene tiver sido isolada, esta sequéncia pode ser utilizada para
mapear a localizagdo do gene em um cromossoma. Este processo é
denominado mapeamento cromossémico. Deste modo, por¢des ou
fragmentos das sequéncias nucleotidicas PD-L3 ou VISTA, aqui des-
critas, podem ser utilizadas para mapear a localizacado de genes PD-
L3 ou VISTA em um cromossoma. O mapeamento de sequéncias PD-
L3 ou VISTA para cromossomos € um primeiro passo importante na
correlagdo dessas sequéncias com genes associados com a doenca.
Resumidamente, genes PD-L3 ou VISTA podem ser mapeados nos
cromossomas preparando iniciadores de PCR (preferencialmente 15-
25 pb de comprimento) a partir das sequéncias de nucleotideos PD-L3
ou VISTA de. A analise por computador de sequéncias PD-L3 ou VIS-
TA pode ser utilizada para prever os iniciadores que nao abrangem
mais do que um éxon no DNA gendmico, complicando assim o pro-
cesso de amplificagcdo. Estes iniciadores podem entdo ser utilizados
para triagem em PCR de hibridos de células somaticas contendo cro-
mossomas humanos individuais. Apenas os hibridos contendo o gene
humano correspondente as sequéncias PD-L3 ou VISTA irdo produzir
um fragmento amplificado. Hibridos de células somaticas séo prepara-
das por fusdo de células somaticas de mamiferos diferentes (por
exemplo, células humanas e de camundongo). Como hibridos de célu-
las humanas e de camundongo crescem e se dividem, perdem gradu-
almente cromossomos humanos em ordem aleatoria, mas mantém os
cromossomos do camundongo. Ao utilizar meios em que as células de
camundongo nao podem crescer, devido a falta de uma enzima parti-

cular, mas as células humanas podem, a um cromossoma humano
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gue contém o gene que codifica a enzima necessaria sera retida. Utili-
zando diversos meios, os painéis de linhagens celulares hibridas po-
dem ser estabelecidos. Cada linhagem de células de um painel con-
tém um uUnico cromossoma humano ou um pequeno numero de cro-
mossomas humanos, e um conjunto completo de cromossomas de
camundongo, permitindo facil mapeamento de genes individuais espe-
cificos de cromossomas humanos (D'Eustachio, P. et al. (1983) Scien-
ce 220:919-924). Hibridos de células somaticas, contendo apenas fra-
gmentos de cromossomas humanos também podem ser produzidos
utilizando os cromossomas humanos com translocacgdes e delegdes.
[00261] Mapeamento de PCR de hibridos de células somaticas é
um procedimento rapido para designar uma sequéncia particular a um
cromossoma particular. Trés ou mais sequéncias podem ser atribuidas
por dia utilizando um ciclador térmico unico. Utilizando as sequéncias
de nucleotideos de PD-L3 ou VISTA para projetar iniciadores oligonu-
cleotidicos, a sublocalizagdo pode ser conseguida com painéis de fra-
gmentos de cromossomas especificos. Outras estratégias de mapea-
mento que podem ser de modo semelhante utilizadas para mapear
uma sequéncia PD-L3 ou VISTA ao seu cromossoma incluem a hibri-
dizagao in situ (descrito em Fan, Y. et al. (1990) Proc Natl. Acad. Sci.
USA 87:6223-27), pré-triagem com cromossomas flow-sorted marca-
dos, e pré-selecdo por hibridizacdo para bibliotecas de cDNA especifi-
cas por cromossoma.

[00262] A fluorescéncia de hibridacédo in situ (FISH) de uma se-
guéncia de DNA para a propagacado da metafase cromossomal pode
ainda ser utilizada para fornecer uma localizacdo cromossémica preci-
sa em uma unica etapa. A propagacao de cromossoma pode ser feita
usando células cuja divisao foi bloqueada em metafase por um produto
quimico como colcemida que interrompe o fuso mitético. Os cromos-

somas podem ser tratados brevemente com tripsina, e, em seguida,
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coradas com Giemsa. Um padrdo de bandas claras e escuras se de-
senvolve em cada cromossoma, para que 0S cromossomas possam
ser identificados individualmente. A técnica FISH pode ser utilizada
com uma sequéncia de DNA tao curta quanto 500 ou 600 bases. No
entanto, clones maiores do que 1.000 bases possuem uma maior pro-
babilidade de se ligarem a um local cromossémico unico com uma in-
tensidade de sinal suficiente para uma deteccdo simples. Preferenci-
almente, 1.000 bases, e mais preferencialmente 2.000 bases, serdo
suficientes para obter bons resultados em um periodo razoavel de
tempo. Para uma revisdao desta técnica, ver Verma et al., Human
Chromosomes: A Manual of basic Techniques (Pergamon Press, New
York 1988). Os reagentes para 0 mapeamento cromossdmico podem
ser utilizados individualmente para marcar um unico cromossoma ou
um unico sitio em que o cromossoma, ou paineis de reagentes podem
ser usados para a marcacdo de locais multiplos, e/ou multiplos cro-
mossomas. Os reagentes que correspondem a regides nao codifican-
tes dos genes, na verdade, sdo preferenciais para fins de mapeamen-
to. As sequéncias de codificacdo sao mais susceptiveis de serem con-
servadas dentro de familias de genes, aumentando assim a possibili-
dade de hibridacio cruzada durante o mapeamento cromossoémico.
[00263] Uma vez que uma sequéncia tenha sido mapeada para
uma localizacdo cromosémica exata, a posigcao fisica da sequéncia
no cromossoma pode ser correlacionada com dados do mapa genéti-
co. Finalmente, o sequenciamento completo dos genes de varios in-
dividuos pode ser realizado para confirmar a presenga de uma muta-
cao e para distinguir mutacdes a partir de polimorfismos.

2. Tipagem de tecido

[00264] As sequéncias de DP-L3 OR VISTA da presente invengao
também podem ser usadas para identificar os individuos a partir de

amostras bioldgicas de minutos. Além disso, as sequéncias da presen-
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te invengcdo podem ser utilizadas para fornecer uma técnica alternativa
que determina a sequéncia de DNA real base-por-base de porcoes
selecionadas do genoma de um individuo. Assim, as sequéncias de
nucleotideos PD-L3 ou VISTA aqui descritas podem ser utilizadas para
preparar dois iniciadores de PCR da extremidade 5 'e 3' das sequén-
cias. Estes iniciadores podem entdo ser utilizados para amplificar o
DNA de um individuo e posteriormente sequenciar o mesmo.

[00265] Os painéis de sequéncias de DNA correspondentes a partir
de individuos, preparados desta forma, podem fornecer identificagbes
individuais unicas, ja que cada individuo tera um conjunto unico de di-
tas sequéncias de DNA, devido a diferencas alélicas. As sequéncias
da presente invencdo podem ser utilizadas para se obter sequéncias
de identificagao de individuos e estes a partir de tecido. As sequéncias
de nucleotideos de PD-L3 ou VISTA da presente invencao represen-
tam unicamente porgdes do genoma humano. Variagao alélica ocorre
em algum grau em regides codificantes dessas sequéncias e, em mai-
or grau, nas regides nao codificantes. Estima-se que a variagao alélica
entre seres humanos individuais ocorra com uma frequéncia de cerca
de uma vez por cada 500 bases. Cada uma das sequéncias aqui des-
critas pode, até certo ponto, ser utilizada como um padrdo contra o
qual o DNA de um individuo pode ser comparado para fins de identifi-
cacao. Porque um numero maior de polimorfismos ocorre nas regides
nao codificantes, sequéncias menores sao necessarias para diferenci-
ar os individuos. As sequéncias nao codificantes de SEQ ID NO: 1 ou
4 podem confortavelmente fornecer identificacdo individual positiva
com um painel de talvez 10 a 1.000 iniciadores em que cada um gera
uma sequéncia ndo codificante amplificada de 100 bases. Se as se-
guéncias codificantes previstas, como aquelas em SEQ ID NO: 3 ou 6,
sao utilizadas, um numero mais apropriado de iniciadores para a iden-

tificacéo individual positiva seria 500-2.000.
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[00266] Se um painel de reagentes de sequéncias de nucleotideos
PD-L3 ou VISTA aqui descrito é utilizado para gerar um banco de da-
dos de identificagdo unico para um individuo, esses mesmos reagen-
tes podem mais tarde ser utilizados para identificar tecido desse indi-
viduo. Usando o banco de dados de identificagcdo unico, a identificacao
positiva dos individuos, vivos ou mortos, pode ser feita a partir de
amostras de tecido extremamente pequenas.

3. A utilizagdo de sequéncias PD-L3 ou VISTA em técnicas
de identificacdo baseadas em DNA de Biologia Forense podem tam-
bém ser utilizadas em biologia forense. As sequéncias da presente in-
vencdo podem ser usados para fornecer reagentes de polinucleoti-
deos, por exemplo, iniciadores de PCR, orientados para locais especi-
ficos no genoma humano, o que pode aumentar a confianga de identi-
ficacbes forenses a base de DNA, por exemplo, fornecendo outro
“‘marcador identificador” (ou seja, outra sequéncia de DNA que € unica
para um individuo em particular). Como mencionado acima, a informa-
cao de sequéncia real de base pode ser utilizada para a identificagcao
como uma alternativa com uma precisdo de padrdes formados por fra-
gmentos gerados por enzima de restricdo. Sequéncias especificas pa-
ra as regides nao codificantes de SEQ ID NO: 1 ou 3 sdo especialmen-
te adequadas para este fim, como um maior numero de polimorfismos
ocorre nas regides nao codificantes, o que torna mais facil para dife-
renciar os individuos que utilizam esta técnica. Exemplos de reagentes
de polinucleotidicas incluem as sequéncias de nucleotideos PD-L3 ou
VISTA, ou partes dos mesmos, por exemplo, fragmentos derivados
das regides nao codificantes da SEQ ID NO: 1 ou 3 com um compri-
mento de pelo menos 20 bases, preferencialmente pelo menos 30 ba-
ses. As sequéncias de nucleotideos PD-L3 ou VISTA aqui descritas
podem ainda ser usados para fornecer reagentes de polinucleotideos,

por exemplo, sondas marcadas ou marcaveis que podem ser utilizadas
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em, por exemplo, uma técnica de hibridagao in situ, para identificar um
tecido especifico, por exemplo, os linfécitos. Isto pode ser muito util
nos casos em que um patologista forense é apresentado com um teci-
do de origem desconhecida. Painéis de ditas sondas PD-L3 ou VISTA
podem ser usados para identificar o tecido, por espécie, e/ou, por tipo
de 6rgdo. De um modo semelhante, estes reagentes, por exemplo, ini-
ciadores ou sondas PD-L3 ou VISTA podem ser utilizados para triar
cultura de tecido para contaminagao (ou seja, triar para a presencga de
uma mistura de diferentes tipos de células em uma cultura).

C Medicina Preditiva

[00267] A presente invencdo também se refere ao campo da medici-
na preditiva na qual os ensaios de diagnédstico, testes de progndstico e
monitorizagdo de ensaios clinicos sdo utilizados para fins prognosticos
(preditivos) para, assim, tratar profilaticamente um individuo. Assim, um
aspecto da presente invencéo se refere a ensaios diagndsticos para a
determinagao de polipeptideo e/ou expressao de acido nucleico PD-L3
ou VISTA, bem como a atividade de PD-L3 ou VISTA, no contexto de
uma amostra bioldgica (por exemplo, sangue, soro, células ou tecido)
para, assim, determinar se um individuo é afligido com uma doencga ou
disturbio, ou em risco de desenvolver um disturbio, associado com ex-
pressao ou atividade anormal ou indesejada de PD-L3 ou VISTA. A in-
vencao também fornece ensaios progndsticos (ou preditivos) para de-
terminar se um individuo esta em risco de desenvolver uma doenca as-
sociada com a expressao do polipeptideo PD-L3 ou VISTA, acido nu-
cleico ou atividade. Por exemplo, as mutagdes em um gene PD-L3 ou
VISTA pode ser avaliada em uma amostra biolégica. Ditos ensaios po-
dem ser utilizados para fins de progndstico ou preditivos para deste
modo se tratar profilaticamente um individuo antes do aparecimento de
um disturbio caracterizado por ou associado com a expressao do poli-
peptideo DP-L3 OR VISTA, acido nucleico ou atividade.
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[00268] Outro aspecto da invengao se refere a monitorizacdo da
influéncia de agentes (por exemplo, drogas, compostos) sobre a ex-
pressao ou a atividade da PR-L3 OR VISTA em ensaios clinicos. Estes
e outros agentes sdo descritos em mais detalhe nas se¢des seguintes.
1. Ensaios Diagndésticos

[00269] Um método exemplar para detectar a presenga ou auséncia
de polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou acido nucleico em uma amostra
biolégica envolve obter uma amostra biolégica de um sujeito teste e
contatar a amostra biolégica com um composto ou um agente capaz
de detectar polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou acido nucleico (por
exemplo, mMRNA ou DNA gendémico) que codifica polipeptideo PD-L3
ou VISTA de modo que a presenca de polipeptideo PD-L3 ou VISTA
ou acido nucleico € detectado na amostra biolégica. Um agente prefe-
rencial para a deteccdo de mRNA PD-L3 ou VISTA ou DNA genémico
€ uma sonda de acido nucleico marcada capaz de hibridizar com
MRNA PD-L3 ou VISTA ou DNA gendmico. A sonda de acido nucleico
pode ser, por exemplo, o acido nucleico PD-L3 ou VISTA apresentado
na SEQ ID NO: 1, ou 3, ou uma por¢cdo da mesma, como um oligonu-
cleotideo de pelo menos 15, 30, 50, 100, 250 ou 500 nucleotideos de
comprimento e suficiente para hibridizar especificamente sob condi-
¢oes rigorosas com mRNA PD-L3 ou VISTA ou DNA genémico. Outras
sondas apropriadas para utilizacdo nos ensaios diagnosticos da pre-
sente invencao sao aqui descritas. Um agente preferencial para a de-
teccédo de polipeptideo PD-L3 ou VISTA é um anticorpo capaz de se
ligar a polipeptideo PD-L3 ou VISTA, preferencialmente um anticorpo
com um marcador detectavel. Os anticorpos podem ser policlonais, ou
mais preferencialmente, monoclonais. Um anticorpo intacto, ou um
fragmento do mesmo (por exemplo, Fab ou F(ab')2) pode ser usado. O
termo "marcado"”, com relagdo a sonda ou anticorpo, € pretendido para

incluir marcacgao direta da sonda ou anticorpo por acoplamento (ou se-
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ja, ligando fisicamente) uma substancia detectavel a sonda ou anti-
corpo, bem como marcacgao indireta da sonda ou anticorpo por reativi-
dade com outro reagente que esta diretamente marcado. Exemplos de
marcagao indireta incluem detecgdo de um anticorpo primario utilizan-
do um anticorpo secundario marcado por fluorescéncia e de rotulagem
de extremidade de uma sonda de DNA com biotina de modo que pode
ser detectada com estreptavidina marcada com fluorescéncia. O termo
"amostra bioldgica" pretende incluir tecidos, células, e fluidos biolégi-
cos isolados de um sujeito, bem como tecidos, células e fluidos pre-
sentes em um sujeito. Ou seja, o método de detecgéo da invengéo po-
de ser usado para detectar polinucleotideo mRNA PD-L3 ou VISTA, ou
o DNA gendémico em uma amostra bioldgica in vitro, bem como in vivo.
Por exemplo, técnicas in vitro para a deteccdo de mRNA de PD-L2 in-
cluem hibridizagées Northern e hibridizacdes in situ. Técnicas in vitro
para a deteccdo de polipeptideo PD-L3 ou VISTA incluem ensaios de
imunoabsorgédo enzimatica (ELISA), Western blots, imunoprecipitagcoes
e imunofluorescéncia. Técnicas in vitro para detecgdo de DNA gend-
mico PD-L3 ou VISTA incluem hibridizagdes Southern. Além disso,
técnicas in vivo para a deteccdo de polipeptideo PD-L3 ou VISTA in-
cluem a introdugdo em um sujeito de um anticorpo marcado anti-PD-
L3 ou VISTA. Por exemplo, o anticorpo pode ser marcado com um
marcador radioativo cuja presenca e localizacdo em um sujeito pode
ser detectada por técnicas padroes de imageamento. Em uma modali-
dade, a amostra biolégica contém moléculas de polipeptideo a partir
do sujeito teste. Alternativamente, a amostra bioldgica pode conter mo-
léculas de mRNA do sujeito teste ou moléculas de DNA gendmico a
partir do sujeito teste. Uma amostra biolégica preferencial € uma
amostra de soro isolada por meios convencionais a partir de um sujei-
to. Em outra modalidade, os métodos ainda envolvem obter uma

amostra biologica de controle a partir de um sujeito controle, contatar a
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amostra controle com um composto ou agente capaz de detectar poli-
peptideo PD-L3 ou VISTA, mRNA, ou DNA gendmico, de modo que a
presenga de polipeptideo PD-L3 ou VISTA, mRNA ou DNA genémico
€ detectada na amostra biologica, e comparar a presenga de polipepti-
deo PD-L3 ou VISTA, mRNA ou DNA gendémico na amostra controle
com a presenga de polipeptideo PD-L3 ou VISTA, mRNA ou DNA ge-
némico na amostra teste.

[00270] A invencdo também inclui kits para a deteccdo da presenca
de PD-L3 ou VISTA em uma amostra biolégica. Por exemplo, o kit po-
de compreender um composto marcado ou agente capaz de detectar
polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou mRNA em uma amostra bioldgica;
meios para determinar a quantidade de PD-L3 ou VISTA na amostra, e
meios para comparar a quantidade de PD-L3 ou VISTA na amostra
com um padrdo. O composto ou agente pode ser embalado em um
recipiente adequado. O kit pode ainda compreender instrucdes para a
utilizagcado do kit para detectar polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou acido
nucleico.

2. Ensaios prognoésticos

[00271] Os métodos diagndsticos aqui descritos podem, além disso,
ser utilizados para identificar sujeitos com ou em risco de desenvolver
uma doenca ou disturbio associado com expressao ou atividade anor-
mal ou indesejada de PD-L3 ou VISTA. Conforme usado aqui, o termo
"anormal" inclui uma expressao ou atividade de PD-L3 ou VISTA que
desvia da expressao ou atividade de PD-L3 ou VISTA tipo selvagem. A
expressao ou atividade anormal inclui a expressdo aumentada ou di-
minuida ou atividade, bem como a expressao ou atividade que néao
segue o padrao de desenvolvimento do tipo selvagem de expresséo
ou o0 padrao de expressao subcelular. Por exemplo, a expressao ou
atividade anormal de PD-L3 ou VISTA pretende incluir os casos em

que a mutacao no gene PD-L3 ou VISTA faz com que o gene PD-L3
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ou VISTA seja subexpresso ou super expresso e situacdées em que
ditas mutagdes resultem em um polipeptideo PD-L3 ou VISTA néo
funcional ou um polipeptideo que ndo funciona de modo tipo selva-
gem, por exemplo, um polipeptideo que ndo interage com um padrao
de ligagdo PD-L3 ou VISTA, ou um que interage com um padrao de
ligagdo ndo PD-L3 ou VISTA. Conforme usado aqui, o termo "indese-
jado" inclui um fenébmeno indesejado envolvido em uma resposta bio-
l6gica como ativagédo de célula imune. Por exemplo, o termo indeseja-
do inclui uma expresséo ou atividade PD-L3 ou VISTA que ¢é indeseja-
vel em um sujeito.

[00272] Os ensaios aqui descritos, como 0s ensaios anteriores de
diagndstico ou os ensaios seguintes, podem ser utilizados para identi-
ficar um sujeito com ou em risco de desenvolver uma doenga associa-
da com uma desregulagao de atividade de polipeptideo PD-L3 ou VIS-
TA ou expressao de acido nucleico, como um disturbio autoimune, um
disturbio de imunodeficiéncia, um disturbio do sistema imune como
autoimunidade, um disturbio alérgico ou inflamatéria ou cancer. Assim,
a presente invengao fornece um método para identificar uma doenca
ou disturbio associado com expressao ou atividade anormal ou indese-
jada de PD-L3 ou VISTA em que uma amostra teste é obtida a partir
de um sujeito e polipeptideo ou acido nucleico PD-L3 ou VISTA (por
exemplo, mMRNA ou DNA gendémico) é detectado, em que a presenca
de polipeptideo ou acido nucleico PD-L3 ou VISTA é diagnéstico para
um sujeito contendo ou em risco de desenvolver uma doenga ou dis-
turbio com expressao ou atividade anormal ou indesejada de PD-L3 ou
VISTA. Conforme usado aqui, uma "amostra teste" se refere a uma
amostra biolégica de um sujeito de interesse. Por exemplo, uma amos-
tra teste pode ser um fluido bioldgico (por exemplo, fluido cérebro-
espinhal ou no soro), amostra celular, ou tecido.

[00273] Além disso, os ensaios de prognostico aqui descritos po-
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dem ser usados para determinar se um sujeito pode receber com um
agente (por exemplo, um agonista, antagonista, peptidomimético, poli-
peptideo, peptideo, acido nucleico, molécula pequena, ou outras dro-
gas candidatas) para tratar uma doenga ou disturbio associado com
expressdo ou atividade anormal ou indesejada PD-L3 ou VISTA. Por
exemplo, ditos métodos podem ser utilizados para determinar se um
sujeito pode ser efetivamente tratado com um agente para um distur-
bio autoimune, disturbio de imunodeficiéncia, cancer do sistema imu-
ne, ou disturbio alérgico ou inflamatério. Assim, a presente invengéo
fornece métodos para determinar se um sujeito pode ser efetivamente
tratado com um agente para um disturbio associado com atividade ou
expressdo anormal ou indesejada de PD-L3 ou VISTA em que uma
amostra teste é obtida e expressdo ou atividade de polipeptideo ou
acido nucleico PD-L3 ou VISTA é detectada (por exemplo, em que a
abundancia de expressao ou atividade de polipeptideo ou acido nu-
cleico PD-L3 ou VISTA é diagndstico para um sujeito que pode rece-
ber o agente para tratar um disturbio associado com atividade ou ex-
pressdo anormal ou indesejada de PD-L3 ou VISTA). Os métodos da
presente invencado também podem ser utilizados para detectar altera-
¢cbdes genéticas em um gene PD-L3 ou VISTA, determinando assim se
um sujeito com o gene alterado esta em risco de uma doencga caracte-
rizada pela desregulacdo na atividade de polipeptideo PR-L3 ou VIS-
TA ou expresséao de acido nucleico, como um disturbio autoimune, um
disturbio da imunodeficiéncia, um cancer do sistema imune, um distur-
bio alérgico, ou um disturbio inflamatério. Os métodos aqui descritos
podem ser realizados, por exemplo, através da utilizagao de kits pré-
embalados, de diagndstico contendo pelo menos uma sonda de acido
nucleico ou reagente anticorpo aqui descritos, que podem ser conve-
nientemente utilizados, por exemplo, em situagdes clinicas para diag-

nosticar pacientes que apresentam sintomas ou historico familiar de
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uma doenga ou enfermidade envolvendo um gene PD-L3 ou VISTA.
Além disso, qualquer tipo de célula ou tecido no qual PD-L3 ou VISTA
€ expresso pode ser utilizado nos ensaios prognosticos aqui descritos.

3. O monitoramento dos efeitos durante os ensaios clinicos
de monitoramento da influéncia de agentes (por exemplo, drogas) so-
bre a expressdo ou atividade de polipeptideo PD-L3 ou VISTA (por
exemplo, a modulagdo de células de proliferagdo e/ou migragdo) pode
ser aplicado ndo s6 em triagem de drogas basicas, mas também em
ensaios clinicos. Por exemplo, a eficacia de um agente determinado
por um ensaio de triagem como aqui descrito para aumentar a expres-
sdo de gene PD-L3 ou VISTA, os niveis de polipeptideo, ou regular
para cima a atividade de PD-L3 ou VISTA, pode ser monitorada em
ensaios clinicos de sujeitos que apresentam expressao reduzida de
gene PD- L3 ou VISTA, niveis de polipeptidicas, ou atividade regulada
para baixo de PD-L3 ou VISTA. Alternativamente, a eficacia de um
agente determinado por um ensaio de triagem para diminuir a expres-
sdo de gene PD-L3 ou VISTA, niveis de polipeptideo, ou regular para
baixo a atividade de PD-L3 ou VISTA, pode ser monitorada em ensai-
os clinicos de pacientes apresentando uma expressao de gene au-
mentada de PD-L3 ou VISTA, niveis de polipeptideo, ou atividade de
PD-L3 ou VISTA. Como notado PD-L3 ou VISTA é expresso em mui-
tos tipos de células hematopoiéticas incluindo APCs (macréfagos e
células dendriticas mieloides), e células T CD4+, e mais especifica-
mente é expresso em células T CD11c* DCs, CD4" (incluindo ambas
células T efetora Foxp3' e Foxp3* nTregs), células T CD8*, e granuloci-
tos Grl’, e expressos em baixos niveis em células B e células NK. Em
ditos ensaios clinicos, a expressao ou atividade de gene PD-L3 ou
VISTA, e preferencialmente, outros genes que estdo envolvidos em,
por exemplo, um disturbio associado a PD-L3 ou VISTA pode ser usa-

do como "read out" ou marcador do fendtipo de uma ceélula particular.
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[00274] Por exemplo, e ndo como forma de limitacdo, os genes, in-
cluindo PD-L3 ou VISTA, que sdo modulados em células por meio de
tratamento com um agente (por exemplo, droga, composto ou molécu-
la pequena) que modulam a atividade de PD-L3 ou VISTA (por exem-
plo, identificados em um ensaio de triagem como aqui descrito) podem
ser identificados. Assim, para estudar o efeito de agentes em distur-
bios associados a PD-L3 ou VISTA, por exemplo, em um ensaio clini-
co, as células podem ser isoladas e o RNA preparado e analisado para
0s niveis de expressado de PD-L3 ou VISTA e outros genes envolvidos
no disturbio associados a PD-L3 ou VISTA, respectivamente. Os niveis
de expressao de genes (por exemplo, um padréo de expressao do ge-
ne) podem ser quantificados por analise de Northern blot ou RT-PCR,
como aqui descrito, ou alternativamente medindo a quantidade de po-
lipeptideo produzido, por um dos métodos descritos neste documento,
ou através da medicao dos niveis de atividade da PD-L3 ou VISTA ou
outros genes. Deste modo, o padrao de expressao de genes pode ser-
vir como um marcador, indicativo da resposta fisiolégica das células ao
agente. Deste modo, este estado de resposta pode ser determinado
antes, e em varios pontos durante o tratamento do individuo com o
agente. Em uma modalidade preferencial, a presente invengao fornece
um método para monitorar a efetividade do tratamento de um sujeito
com um agente (por exemplo, um agonista, antagonista, peptidomimé-
tico, polipeptideo, peptideo, acido nucleico, molécula pequena ou ou-
tras drogas candidatas identificadas por ensaios de triagem descritos
aqui) incluindo as etapas de (i) obter uma amostra pré-administracao
de um sujeito antes da administragao do agente; (ii) detectar o nivel de
expressao de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA, mRNA, ou DNA ge-
ndmico na amostra de pré-administracdo; (iii) obter uma ou mais
amostras pos-administracdo do sujeito; (iv) detectar o nivel de expres-
sao ou atividade de polipeptideo PD-L3 ou VISTA, mRNA, ou DNA ge-
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némico nas amostras pdés-administragéo; (v) comparar o nivel de ex-
pressao ou atividade de polipeptideo PD-L3, OR VISTA, mRNA, ou
DNA gendmico na amostra pré-administracdo com o polipeptideo PD-
L3 ou VISTA, mRNA, ou DNA genémico na amostra ou amostras pos-
administracéo; e (vi) alterar a administracdo do agente ao sujeito, por
conseguinte. Por exemplo, a administragdo aumentada do agente po-
de ser desejavel para aumentar a expressao ou a atividade de PD-L3
ou VISTA a niveis mais elevados do que detectado, ou seja, para au-
mentar a efetividade do agente. Alternativamente, a administragéo re-
duzida do agente pode ser desejavel para reduzir a expressao ou a
atividade de PD-L3 ou VISTA a niveis mais baixos do que detectado,
ou seja, diminuir a efetividade do agente. De acordo com dita uma
modalidade, a expressao ou atividade de PD-L3 ou VISTA pode ser
utilizada como um indicador da efetividade de um agente, mesmo na
auséncia de uma resposta observavel fenotipica.

D. Métodos de Tratamento

[00275] A presente invengao fornece métodos profilaticos e tera-
péuticos do tratamento de um sujeito em risco de (ou seja, suscetivel
a) um disturbio caracterizado pela producgao insuficiente ou excessiva
de proteina PD-L3 ou VISTA ou producio de formas de proteinas PD-
L3 ou VISTA que tém atividade reduzida ou anormal comparada com
proteina PD-L3 ou VISTA tipo selvagem. Além disso, os anticorpos
anti-PD-L3 ou VISTA da invengado podem ser utilizados para detectar e
isolar proteinas PD-L3 ou VISTA, regular a biodisponibilidade de prote-
inas PD-L3 ou VISTA, e modular atividade PD-L3 ou VISTA, por
exemplo, pela interagdo da modulagao de PD-L3 ou VISTA com o seu
contrarreceptor.

1. Métodos profilaticos

[00276] Em um aspecto, a invenc¢ao fornece um método para a pre-

vengdo em um individuo, de um disturbio ou condigado associado com

Peticio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 161/229



159/212

uma expressao ou atividade anormal ou indesejada de PD-L3 ou VIS-
TA, por administragao ao individuo de um polipeptideo PD-L3 ou VIS-
TA ou um agente que modula a expressédo de PD-L3 ou VISTA, ou pe-
lo menos uma atividade de PD-L3 ou VISTA. Individuos em risco de
uma doenga ou disturbio, que € causado ou agravado por atividade ou
expresso anormal ou indesejada de PD-L3 ou VISTA podem ser identi-
ficados por, por exemplo, qualquer um ou uma combinacio de ensaios
de diagndstico ou de prognostico, como aqui descrito. A administragcéo
de um agente profilatico pode ocorrer antes da manifestagdo dos sin-
tomas caracteristicos da anormalidade de PD-L3 ou VISTA, de modo
que uma doenga ou disturbio seja prevenida ou, em alternativa, atra-
sada na sua progressao. Dependendo do tipo de anormalidade de PD-
L3 ou VISTA, por exemplo, um agente polipeptideo PD-L3 ou VISTA,
agonista PD-L3 ou VISTA ou antagonista PD-L3 ou VISTA (por exem-
plo, um anticorpo anti-PD-L3 ou VISTA) pode ser utilizado para o tra-
tamento do sujeito. O agente apropriado pode ser determinado com
base em ensaios de triagem aqui descritos.

2. Métodos Terapéuticos

[00277] Um aspecto importante do invencao se refere a métodos de
modulagao da expressao ou atividade ou interacdo de PD-L3 ou VIS-
TA com os seus parceiros de ligagcdo naturais, relevantes para a tera-
pia PD-L3 ou VISTA demonstraram inibir a coestimulacdo de CD28,
para inibir a ativacdo do TCR de células imunes, para inibir a prolifera-
cao de células imunes ativadas (células T CD4+ e CD8+), para inibir a
producdo de citocinas pelas células T (IL-2, interferon gama) e para
transmitir um sinal de inibicdo de células imunes. Assim, a atividade
e/ou expressao de PD-L3 ou VISTA, bem como a interacédo entre PD-
L3 ou VISTA e seus parceiros de ligagao) em células T pode ser mo-
dulada de forma a modular a resposta imune. Porque PD-L3 ou VISTA

se liga a receptores inibitorios (em células T), a suprarregulacdo de
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atividade de PD-L3 ou VISTA deve resultar em infrarregulagao de res-
postas imunes, enquanto a infrarregulagdo de atividade de PD-L3 ou
VISTA deveria resultar suprarregulagdo de respostas imunes. Em uma
modalidade preferencial, PD-L3 ou VISTA se liga a receptores inibito-
rios. Como observado anteriormente, contra intuitivamente anticorpos
especificos PD-L3 ou VISTA produzidos pelo Requerente que in vitro
(na presenga de PD-L3 ou VISTA-Ig) melhoram as atividades supres-
sivas de proteinas de fusdo PD-L3 ou VISTA-Ig (ou seja, estes anti-
corpos aumentam a supressao de atividades relacionadas a PD-L3 ou
VISTA como PD-L3 ou VISTA na producao de citocinas, proliferacéo
de célula T, diferenciacao ou ativacédo e outras fungdes mencionadas
anteriormente), comportam-se contrariamente ao esperado in vivo, ou
seja, estes anticorpos demonstraram ser imunossupressores in vivo.
[00278] Métodos moduladores da invencao envolvem o contato de
uma célula com um polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou um agente que
modula uma ou mais das atividades de polipeptideo PD-L3 ou VISTA
associado a célula, por exemplo, um agente que modula a expressao
ou atividade de PD-L3 ou VISTA e/ou modula a interagao do PD-L3 ou
VISTA e seus parceiros naturais de ligacdo. Um agente que modula
atividade do polipeptideo PD-L3 ou VISTA pode ser um agente como
aqui descrito, como um acido nucleico ou um polipeptideo, um parceiro
de ligacdo que ocorre naturalmente de um polipeptideo PD-L3 ou VIS-
TA ou anticorpo PD-L3 ou VISTA, uma agonista ou antagonista PD-L3
ou VISTA, um peptidomimético de um agonista ou antagonista de PD-
L3 ou VISTA, ou outra pequena molécula. As formas soluveis de PD-
L3 ou VISTA podem também ser utilizadas para interferir com a liga-
¢ao de PD-L3 ou VISTA a qualquer um dos seus parceiros de ligagéao
natural ou ligantes.

[00279] Um agente que modula a expressado de PD-L3 ou VISTA é&,

por exemplo, uma molécula de acido nucleico antissenso, oligonucleo-
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tideo triplex, ribozima, ou um vetor recombinante para a expressao de
polipeptideo PD-L3 ou VISTA. Por exemplo, um oligonucleotideo com-
plementar a area em torno de um local de iniciacdo de tradugao do po-
lipeptideo PD-L3 ou VISTA pode ser sintetizado. Um ou mais oligonu-
cleotideos antissenso podem ser adicionados ao meio celular, tipica-
mente a 200 mug/mL, ou administrado a um paciente para prevenir a
sintese de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA. O oligonucleotideo antis-
senso € absorvido pelas células e hibridiza com um mRNA PD-L3 ou
VISTA para impedir a tradugdo. Alternativamente, um oligonucleotideo
que se liga a DNA de cadeia dupla para formar um construto triplex
para evitar o desenrolamento do DNA e transcricao podem ser usados.
Como resultado de uma delas, a sintese de polipeptideo PD-L3 ou
VISTA é bloqueada. Quando a expressado de PD-L3 ou VISTA é modu-
lada, preferencialmente, essa modulagao ocorre por um meio diferente
de knocking out o gene PD-L3 ou VISTA.

[00280] Os agentes que modulam a expressao, em virtude do fato
de que controlam a quantidade de PD-L3 ou VISTA em uma célula,
também modulam a quantidade total de atividade PD-L3 ou VISTA em
uma célula. Em uma modalidade, o agente que modula PD-L3 ou VIS-
TA estimula uma ou mais atividades PD-L3 ou VISTA. Exemplos de
ditos agentes estimuladores incluem polipeptideo ativo PD-L3 ou VIS-
TA e uma molécula de acido nucleico que codifica PD-L3 ou VISTA
que tenha sido introduzido na célula. Em outra modalidade, o agente
inibe uma ou mais atividades de PD-L3 ou VISTA. Exemplos de ditos
agentes inibidores incluem moléculas de acido nucleico antissenso
PD-L3 ou VISTA, anticorpos anti- PD-L3 ou VISTA, inibidores PD-L3
ou VISTA, e os compostos identificados nos ensaios de triagem no su-
jeito. Em outra modalidade preferencial, um agente inibidor é uma
combinagdo de um anticorpo anti- PD-L3 ou VISTA e um anticorpo an-

ti-PD-LI ou anti-PD-L2. Estes métodos moduladores podem ser reali-
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zados in vitro (por exemplo, através do contato da célula com o agen-
te) ou, alternativamente, através do contato com um agente com célu-
las in vivo (por exemplo, através da administracdo do agente a um su-
jeito). Como tal, a presente invengao fornece métodos de tratamento
de um individuo afetado com uma condigdo ou disturbio que poderia
se beneficiar de modulacao pra cima ou para baixo de um polipeptideo
PD-L3 ou VISTA, por exemplo, um disturbio caracterizado por ativida-
de indesejada, insuficiente, ou anormal de uma molécula de acido nu-
cleico ou polipeptideo PD-L3 ou VISTA. Em uma modalidade, o méto-
do envolve a administracdo de um agente (por exemplo, um agente
identificado por um ensaio de triagem aqui descrito), ou combinagao
de agentes que modulam (por exemplo, regula para cima ou para bai-
X0) a expressao ou atividade de PD-L3 ou VISTA. Em outra modalida-
de, o método envolve a administracdo de uma molécula de acido nu-
cleico ou polipeptideo PD-L3 ou VISTA, como terapia para compensar
a expressao ou atividade reduzida, anormal ou indesejada de PD-L3
ou VISTA.

[00281] As doengas que podem ser tratadas com os agentes de
ligacdo de PD-L3 ou VISTA do sujeito sao identificadas anteriormente
e incluem varios disturbios inflamatdrias, autoimunes, cancer, alérgicos
e infecciosos. Uma indicagao preferencial é particularmente esclerose
multipla.

[00282] A estimulacdo da atividade PD-L3 ou VISTA é desejavel em
situagdes em que PD-L3 ou VISTA é anormalmente regulada para bai-
X0 e/ou em que a atividade aumentada de PD-L3 ou VISTA é suscep-
tivel de ter um efeito benéfico. Da mesma forma, a inibicdo da ativida-
de de PD-L3 ou VISTA é desejavel em situagbes em que PD-L3 ou
VISTA é anormalmente regulada para cima e/ou em que a atividade
reduzida de PD-L3 ou VISTA é susceptivel de ter um efeito benéfico.

Agentes exemplares para uso em modulagao para baixo de PD-L3 ou
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VISTA (ou seja, antagonistas de PD-L3 ou VISTA) incluem, por exem-
plo, moléculas de acido nucleico antissenso, anticorpos que reconhe-
cem e bloqueiam PD-L3 ou VISTA, combinagdes de anticorpos que
reconhecem e bloqueiam PD-L3 ou VISTA e anticorpos que reconhe-
cem e bloqueiam PD-L3 ou VISTA contrarreceptores, e compostos que
bloqueiam a interagdo de PD-L3 ou VISTA com seus parceiros de liga-
¢ao de ocorréncia natural em uma célula imune (por exemplo, molécu-
las soluveis monovalentes PD-L3 ou VISTA; formas soluveis de molé-
culas PD-L3 ou VISTA que n&o se ligam a receptores Fc em células
apresentadoras de antigeno; formas soluveis de parceiros de ligagcéo
PD-L3 ou VISTA; e compostos identificados em ensaios de triagem de
sujeitos). Agentes exemplares para uso em modulagao para cima PD-
L3 ou VISTA (ou seja, agonistas PD-L3 ou VISTA) incluem, por exem-
plo, moléculas de acido nucleico que codificam polipeptideos PD-L3 ou
VISTA, formas multivalentes de PD-L3 ou VISTA, compostos que au-
mentam a expressao de PD-L3 ou VISTA, compostos que aumentam a
interacdo de PD-L3 ou VISTA com seus parceiros de ligagado de ocor-
réncia natural e células que expressam PD-L3 ou VISTA.

3. Infrarregulagao de respostas imunes

[00283] Ha varias modalidades da invengao para a suprarregulagao
da funcao inibitéria de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA, para desse
modo regular para baixo as respostas imunes. A infrarregulagao pode
estar na forma de inibicdo ou bloqueio de uma resposta imune ja em
progresso ou pode envolver a prevengao da indugdo de uma resposta
imune. As fungdes das células imunes ativadas podem ser inibidas por
infrarregulacao de respostas imunes celulares ou através da inducao
de anergia especifica em células imunes, ou ambos. Por exemplo, em
modalidades onde PD-L3 ou VISTA se liga a um receptor inibidor, as
formas de PD-L3 ou VISTA que se ligam ao receptor inibidor, por

exemplo, PD-L3 ou VISTA multivalente em uma superficie da célula,
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pode ser usado para modular para baixo a resposta imune. Em uma
modalidade da invencao, um anticorpo ativador utilizado para estimular
a atividade de PD-L3 ou VISTA é um anticorpo biespecifico. Por
exemplo, dito um anticorpo pode compreender um sitio de ligagdo PD-
L3 ou VISTA e um outro sitio de ligagéo, que tem como alvo um recep-
tor de superficie celular em uma célula imune, por exemplo, uma célu-
la T, uma célula B ou uma célula mieloide. Em uma modalidade, dito
um anticorpo, que compreende, além de um sitio de ligagédo PD-L3 ou
VISTA, pode compreender ainda um sitio de ligagdo que se liga a um
receptor de antigeno de célula B, um receptor de antigeno de célula T,
ou um receptor Fc, de modo a direcionar a molécula a uma populagao
de células especifica. A selegdo deste segundo antigeno ao anticorpo
biespecifico fornece flexibilidade na selecao de populacado de células a
ser alvo de inibigdo. Agentes que promovem uma atividade de PD-L3
ou VISTA ou que aumentam a interacdo de PD-L3 ou VISTA com seus
parceiros naturais de ligagao (por exemplo, PD-L3 ou VISTA ativando
anticorpos ou PD-L3 ou VISTA ativando pequenas moléculas) podem
ser identificados pela sua capacidade para inibir a proliferacao de célu-
las imunes e/ou fungao efetora, ou para induzir a anergia, quando adi-
cionada a um ensaio in vitro. Por exemplo, as células podem ser culti-
vadas na presencga de um agente que estimula a transducéo de sinal
através de um receptor de ativagcdo. Uma série de leituras reconheci-
das na técnica de ativagcdo das células pode ser utilizada para medir,
por exemplo, a proliferacdo celular, ou fungcéo efetora (por exemplo, a
producao de anticorpos, produgcao de citocinas, fagocitose) na presen-
ca do agente de ativacdo. A capacidade de um agente de teste para
bloquear esta ativacdo pode ser facilmente determinada através da
medi¢cao da capacidade do agente em efetuar uma diminuicdo na proli-
feracao ou fungao efetora a ser medida. Em uma modalidade, em con-

centragdes baixas de antigeno, interacdes de célula imune PD-L3 ou
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VISTA inibem sinais fortes B7-CD28. Em outra modalidade, concen-
tragdes elevadas de antigeno, interagdes das células imunes PD-L3 ou
VISTA pode reduzir a producéo de citocinas, mas nao inibe a prolifera-
¢ao de células T. Por conseguinte, a capacidade de um composto de
ensaio para bloquear a ativagao pode ser determinada através da me-
dicdo da producdo de citocinas e/ou proliferacdo em diferentes con-
centracdes de antigeno.

[00284] Em uma modalidade da invencgao, a tolerancia € induzida
contra antigenos especificos, por co-administragdo de um antigeno
com um agonista PD-L3 ou VISTA. Por exemplo, a tolerancia pode ser
induzida a polipeptideos especificos. Em uma modalidade, as respos-
tas imunes a alergénos ou polipeptideos estranhos para a qual uma
resposta imune € indesejavel podem ser inibidas. Por exemplo, os pa-
cientes que recebem o Fator VIl frequentemente geram anticorpos
contra este fator de coagulagdo. A coadministragédo de um agente que
estimula a atividade de PD-L3 ou VISTA ou interacdo com o seu par-
ceiro natural de ligagdo, com fator recombinante VIl (ou fisicamente
ligando PD-L3 ou VISTA ao Fator VIII, por exemplo, ligagdo cruzada)
pode resultar em modulacio para baixo de resposta imune.

[00285] Em uma modalidade, um agonista PD-L3 ou VISTA e outro
agente que pode bloquear a atividade de coestimulagao de receptores
de uma célula imune pode ser utilizado para modular para baixo as res-
postas imunes. Moléculas exemplares incluem: formas de agonistas de
outros ligantes PD, formas soluveis de CTLA-4, anticorpos anti-B7-1,
anticorpos anti-B7-2 ou suas combinacgdes. Alternativamente, dois pep-
tideos separados (por exemplo, um polipeptideo PD-L3 ou VISTA com
formas de bloqueio de polipeptideos B7-2 e/ou B7-1), ou uma combina-
cao de anticorpos (por exemplo, ativando anticorpos contra um polipep-
tideo PD-L3 ou VISTA com bloqueio anticorpos monoclonais anti-B7-2

e/ou anti-B7-1) pode ser combinado como uma composi¢ao unica ou
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administrada separadamente (simultaneamente ou sequencialmente)
para regular para baixo as respostas imunes mediadas por célula em
um sujeito. Além disso, uma quantidade terapeuticamente ativa de um
ou mais peptideos contendo uma atividade de polipeptideo PD-L3 ou
VISTA, juntamente com um ou mais polipeptideos contendo B7-1 e/ou
atividade B7-1, pode ser usada em conjunto com outros reagentes de
modulacéo para baixo para influenciar as respostas imunes. Exemplos
de outros reagentes de imunomoduladores incluem anticorpos que blo-
queiam um sinal de coestimulagdo (por exemplo, contra CD28 ou
ICOS), anticorpos que ativam um sinal inibitério via CTLA4, e/ou anti-
corpos contra outros marcadores de células imunes (por exemplo, con-
tra CD40, ligante CD40, ou citocinas), proteinas de fuséo (por exemplo,
CTLA4-Fc ou PD-1-Fc) e imunossupressores (por exemplo, rapamicina,
ciclosporina A ou FK506). Os polipeptideos PD-L3 ou VISTA podem
também ser uteis na construgao de agentes terapéuticos que bloqueiam
a funcéo celular imune pela destruicdo das células. Por exemplo, partes
de um polipeptideo PD-L3 ou VISTA podem ser vinculados a uma toxi-
na para tornar um agente citotoxico capaz de desencadear a destruicao
de células ao qual se vincula.

[00286] Para preparar agentes citotoxicos, polipeptideos da inven-
¢ao podem ser ligados ou operativamente anexados, a toxinas usando
técnicas que sédo conhecidas. Uma grande variedade de toxinas é co-
nhecida que podem ser conjugadas a polipeptideos ou anticorpos da
invencdo. Os exemplos incluem: varias toxinas Uteis derivadas de
planta, fungos ou bactérias, que, a titulo de exemplo, incluem: varias
toxinas de cadeia A, particularmente cadeia A de ricina; ribossoma que
inativa proteinas como saporina ou gelonina; alfa-sarcina; aspergilina;
restrictocina; e ribonuclease como ribonucleases placentaria, angiogé-
nica, toxina da difteria ou exotoxina de pseudomonas. Uma fracédo de

toxina preferencial para uso em conexao com a invengao é toxina ca-
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deia A que foi tratada para modificar ou remover os residuos de car-
boidratos, cadeia A deglicosilada. (Patente US 5.776.427).

[00287] A infusdo de um ou uma combinagdo desses agentes cito-
toxicos (por exemplo, ricina PD-L3 ou VISTA (sozinho ou em combina-
¢ao com o PD-L1-ricina), em um paciente pode resultar na morte de
células imunes, particularmente tendo em conta o fato de que células
imunes ativadas que expressam quantidades mais elevadas de parcei-
ros de ligacdo PD-L3 ou VISTA. Por exemplo, porque PD-1 € induzido
na superficie de linfécitos ativados, um polipeptideo PD-L3 ou VISTA
pode ser usado para direcionar o esgotamento dessas células especi-
ficas por mecanismos dependentes de Fc-R ou por ablagéo por conju-
gagao de uma droga citotoxica (por exemplo, ricina, saporina ou cali-
gueamicina) ao polipeptideo PD-L3 ou VISTA. Em outra modalidade, a
toxina pode ser conjugada com um anticorpo anti- PD-L3 ou VISTA
para direcionar para a morte de célula apresentadora de antigeno que
expressa PD-L3 ou VISTA. Em outra modalidade, o anticorpo PD-L3
ou VISTA pode ser um anticorpo biespecifico. Tais anticorpos biespe-
cificos sdo uteis para o direcionamento de uma populacao celular es-
pecifica, por exemplo, usando um marcador encontrado apenas em
um determinado tipo de célula, por exemplo, linfécitos B, mondcitos,
células dendriticas ou células de Langerhans. Respostas imunes de
regulagado para baixo ativando atividade de PD-L3 ou VISTA ou a inte-
racao de célula imune PD-L3 ou VISTA (e, assim, estimulando a fun-
cao de sinalizacdo negativa de PD-L3 ou VISTA) é util na modulagao
par abaixo da resposta imune, por exemplo, em situacbes de trans-
plante de tecido, pele ou 6rgéo, em doencga de enxerto-versus- hospe-
deiro (GVHD), ou alergias, ou em doengas autoimunes como lupus
eritematoso sistémico e esclerose multipla. Por exemplo, o bloqueio da
funcdo de célula imune resulta na destruicido do tecido reduzida em

transplante de tecido. Normalmente, em transplantes de tecidos, a re-
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jeicao do transplante € iniciada por meio de seu reconhecimento como
estrangeiro por células do sistema imune, seguido por uma reagao
imune que destrdi o transplante. A administragdo de uma molécula que
promove a atividade de PD-L3 ou VISTA ou a interacdo do PD-L3 ou
VISTA com seus parceiros de ligagdo natural em células imunes (co-
mo uma forma soluvel multimérica de polipeptideo PD-L3 ou VISTA)
sozinhos ou em conjunto com outro agente modulador para baixo an-
tes ou no momento do transplante pode inibir a geragao de um sinal de
coestimulacdo. Além disso, a promocdo da atividade de PD-L3 ou
VISTA também pode ser suficiente para anergizar as células imunes,
assim induzindo tolerancia em um sujeito.

[00288] Para conseguir suficiente imunossupressao ou tolerancia
em um sujeito, também pode ser desejavel bloquear a fungédo coesti-
mulatoria de outras moléculas. Por exemplo, pode ser desejavel blo-
quear a funcédo de B7-1 e B7-2 através da administracido de uma forma
soluvel de uma combinagao de peptideos com uma atividade de cada
um desses antigenos ou bloqueio de anticorpos contra esses antige-
nos (separadamente ou juntos em uma composi¢cao unica) antes ou no
momento do transplante. Alternativamente, pode ser desejavel promo-
ver a atividade inibitéria de PD-L3 ou VISTA e inibir a atividade coes-
timulatéria de B7-1 e/ou B7-2. Outros agentes moduladores para baixo
gue podem ser usados em conexao com os metodos modulatérios pa-
ra baixo da invengao incluem, por exemplo, agentes que transmitem
um sinal inibitério via CTLA4, formas soluveis de CTLA4, anticorpos
que ativam um sinal inibitério via CTLA4, bloqueando os anticorpos
contra outros marcadores de células imunes, ou formas sollveis de
outros pares de ligante do receptor (por exemplo, agentes que inter-
rompem a interagdo entre CD40 e ligante CD40 (por exemplo, anticor-
pos ligante CD40)), anticorpos contra citocinas ou drogas imunossu-

pressoras. Por exemplo, ativando a atividade de PD-L3 ou VISTA ou a
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interacdo do PD-L3 ou VISTA com seu parceiro de ligacdo natural, é
util no tratamento de doencas autoimunes. Muitos disturbios autoimu-
nes sdo o resultado da ativacdo inadequada de células do sistema
imune que sao reativos contra auto-tecido e que promovem a produ-
¢ao de citocinas e auto-anticorpos envolvidos na patologia das doen-
cas. Impedindo a ativagao de células do sistema imunes autorreativas
pode reduzir ou eliminar os sintomas da doenca. A administracdo de
agentes que promovem a atividade de PD-L3 ou VISTA ou interagdo
de PD-L3 ou VISTA com seu parceiro de ligagdo natural, pode induzir
tolerancia especifica de antigeno de células imunes autorreativas que
poderia conduzir ao alivio de longo prazo da doenga. Além disso, a co-
administracdo de agentes que bloqueiam a coestimulagdo de células
do sistema imune interrompendo as interagdes de ligante-receptor de
moléculas B7 com receptores de coestimulacao pode ser util em inibir
a ativacdo de células imunes para evitar a producido de auto-
anticorpos ou citocinas, que podem estar envolvidas no processo de
doenca. A eficacia dos reagentes em prevenir ou aliviar disturbios au-
toimunes pode ser determinada usando um numero de modelos ani-
mais bem caracterizados de doengas autoimunes humanas. Exemplos
incluem experimental encefalite autoimune experimental imune, lUpus
eritematoso sistémico em camundongos MRL/Ipr/lpr ou NZB hibrido,
artrite colageno autoimune em murino, diabetes mellitus em camun-
dongos NOD e ratos BB, miastenia gravis experimental em murino (ver
Paul ed., Fundamental Immunology, Raven Press, New York, 1989,
pp. 840-856).

[00289] A inibicdo de ativacdo de célula imune é terapeuticamente
util no tratamento de alergias e reagdes alérgicas, por exemplo, inibin-
do a produgdo de IgE. Um agente que promove a atividade de PD-L3
ou VISTA ou interagdo com PD-L3 ou VISTA com seu parceiro de liga-

¢ao natural pode ser administrado a um sujeito alérgico para inibir as
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respostas alérgicas mediadas por célula imune no sujeito. A atividade
ou interagdo de PD-L3 ou VISTA com seus parceiros de ligagdo natu-
ral pode ser acompanhada por exposi¢ao a alergeno em conjunto com
moléculas MHC apropriadas. As reacgdes alérgicas podem ser sistémi-
cas ou locais na natureza, dependendo da via de entrada do alergeno
e o0 padrao de deposigao de IgE em mastdcitos ou basofilos. Assim, as
respostas alérgicas mediadas por célula imune podem ser inibidas lo-
calmente ou sistemicamente pela administragdo de um agente que
promove a atividade de PD-L3 ou VISTA ou interagbes de célula imu-
ne PD-L3 ou VISTA.

[00290] A inibicao da ativacao de células imunes através da estimu-
lacdo da atividade PD-L3 ou VISTA ou interagdo de PD-L3 ou VISTA
com seu parceiro de ligagado natural, também pode ser importante te-
rapeuticamente em infecgdes patogénicas de células imunes (por
exemplo, por virus ou bactérias). Por exemplo, na sindrome da imuno-
deficiéncia adquirida (AIDS), a replicagao viral é estimulada pela ativa-
cao de células imunes. A estimulacao da atividade PD-L3 ou VISTA
pode resultar em inibicdo da replicacao viral e, assim, melhorar o curso
da AIDS.

[00291] A infrarregulacdo de uma resposta imune através da esti-
mulacdo da atividade PD-L3 ou VISTA ou interagdo de PD-L3 ou VIS-
TA com seu parceiro de ligagao natural, também pode ser util no tra-
tamento de um ataque autoimune de tecidos autdlogos. Assim, as
condi¢cdes que sao causadas ou exacerbadas por ataques autoimunes
(por exemplo, doencga cardiaca, infarto do miocardio ou aterosclerose)
podem ser amenizadas ou melhoradas, aumentando a atividade de
PD-L3 ou VISTA ou ligagado de PD-L3 ou VISTA ligando ao seu parcei-
ro de ligacdo natural. Esta, portanto, dentro do escopo da invencéao
para modular condi¢bes agravadas por ataques autoimunes, como dis-

turbios autoimunes (bem como condi¢cbes como doencga cardiaca, in-
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farto do miocardio e aterosclerose) estimulando atividade de PD-L3 ou
VISTA ou interagdo PD-L3 ou VISTA com seu contrarreceptor.

4. Suprarregulagao de respostas imunes

[00292] A inibicdo de atividade PD-L3 ou VISTA ou interagao PD-L3
ou VISTA com seu parceiro de ligagdo natural, como um meio de su-
prarregulacédo de respostas imunes é ainda util na terapia. A suprarre-
gulacédo de respostas imunes pode estar na forma de melhorar uma
resposta imune existente ou induzir uma resposta imune inicial. Por
exemplo, melhorar uma resposta imune através da inibicado da ativida-
de de PD-L3 ou VISTA ¢ util em casos de infecgbes causadas por mi-
crébios, por exemplo, bactérias, virus ou parasitas, ou em casos de
imunossupressao. Por exemplo, em uma modalidade, um agente que
inibe atividade de PD-L3 ou VISTA, por exemplo, um anticorpo nao
ativador (ou seja, um anticorpo de bloqueio) contra PD-L3 ou VISTA,
ou uma forma soluvel de PD-L3 ou VISTA, é terapeuticamente util em
situagcdes onde a suprarregulacéo de anticorpo e respostas mediadas
por célula, resultando em clearance mais rapido ou completo de um
virus, bactéria ou parasita, poderia ser benéfico. Estas condicdes in-
cluem doencas virais da pele como Herpes ou herpes, em que caso tal
agente pode ser entregue topicamente na pele. Além disso, doengas
virais sistémicas como influenza, o resfriado comum e encefalite po-
dem ser aliviados pela administracido desses agentes sistemicamente.
Em certos casos, pode ser desejavel para administrar ainda outros
agentes que regulam para cima respostas imunes, por exemplo, for-
mas de membros da familia B7 que transduz sinais via receptores de
coestimulacédo, em ordem para ainda aumentar a resposta imune.
[00293] Alternativamente, as respostas imunes podem ser reforga-
das em um paciente infectado removendo as células imunes do paci-
ente, contatando as células imunes in vitro com um agente que inibe a
atividade PD-L3 ou VISTA ou interagdo PD-L3 ou VISTA com seu par-

Peticio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 174/229



172/212

ceiro de ligacdo natural e reintroduzindo as células imunes estimula-
das no paciente. Em outra modalidade, um método de melhorar a res-
posta imune envolve isolar células infectadas de um paciente, por
exemplo, células infectadas por virus, transfectando as mesmas com
uma molécula de acido nucleico que codifica uma forma de PD-L3 ou
VISTA que nédo é possivel ligar a seu parceiro de ligagado natural, de
modo que as células expressam todas ou uma parte da molécula PD-
L3 ou VISTA em sua superficie e reintroduzir as células transfectadas
no paciente. As células transfectadas podem ser capazes de impedir
um sinal inibitério para, e ativando assim, as células imunes in vivo.

[00294] Um agente que inibe a atividade de PD-L3 ou VISTA ou
interacdo PD-L3 ou VISTA com seu parceiro de ligagdo natural, pode
ser usado profilaticamente em vacinas contra varios polipeptideos, por
exemplo, polipeptideos derivados de patdogenos. Imunidade contra um
patdogeno, por exemplo, um virus, pode ser induzida pela vacinagao
com um polipeptideo viral juntamente com um agente que inibe a ativi-
dade de PD-L3 ou VISTA, em um adjuvante apropriado. Alternada-
mente, um vetor compreendendo genes que codificam para ambos
antigeno patogénico e uma forma de PD-L3 ou VISTA que bloqueia a
interacdo PD-L3 ou VISTA com células do sistema imune pode ser
usado para a vacinagao. Vacinas de acidos nucleicos podem ser ad-
ministradas por uma variedade de meios, por exemplo, por injecao
(por exemplo, intramuscular, intradérmica, ou inje¢ao biolistica de par-
ticulas de ouro revestidas com DNA com um gene gun que usa um
acelerador de particulas ou um gas comprimido para injetar particulas
na pele (Haynes et al. (1996) J. Biotechnol. 44:37)). Alternativamente,
as vacinas de acidos nucleicos podem ser administradas por meios
nao invasivos. Por exemplo, DNA puro ou formulacéo lipidica pode ser
liberado ao sistema respiratério ou direcionada para outro local, por

exemplo, adesivos Peyers por liberacdo oral do DNA (Schubbert
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(1997) Proc Natl. Acad. Sci. USA 94:961). Microorganismos atenuados
podem ser usados para liberar em superficies mucosas (Sizemore et
al. (1995) Science 270:29).
[00295] Em outra modalidade, o antigeno na vacina é um autoanti-
geno. Dita uma vacina € util na modulag&o de tolerancia em um orga-
nismo. A imunizagdo com autoantigeno e um agente que bloqueia a
atividade PD-L3 ou VISTA ou interagcdo PD-L3 ou VISTA com seu par-
ceiro de ligagdo natural pode quebrar a toleréncia (ou seja, interferir
com a tolerancia de um auto-antigeno). Dita uma vacina também pode
incluir adjuvantes como aluminio ou citocinas (por exemplo, GM-CSF,
IL-12, B7-1 ou B7-2). Em uma modalidade, um agente que inibe a ati-
vidade de PD-L3 ou VISTA ou interagdao PD-L3 ou VISTA com seu
parceiro de ligacdo natural, pode ser administrado com polipeptideos
de MHC de classe | por, por exemplo, uma célula transfectada para
coexpressar um polipeptideo PD-L3 ou VISTA ou bloqueio de anticor-
po e MHC de classe l.alfa, polipeptideo de cadeia e microglobulina be-
ta2 para resultar na ativacao de células T e fornecer imunidade a partir
de infeccdo. Por exemplo, patégenos virais para as quais as vacinas
sdo uteis incluem: hepatite B, hepatite C, virus Epstein-Barr, citomega-
lovirus, HTV-1, HIV-2, tuberculose, malaria e esquistosomose.

Em outra aplicacdo, a inibicdo da atividade de PD-L3 ou
VISTA ou interacdo de PD-L3 ou VISTA com seu parceiro de ligacao
natural, pode ser util no tratamento da imunidade do tumor. As células
do tumor (por exemplo, sarcoma, melanoma, linfoma, leucemia, neu-
roblastoma ou carcinoma) podem ser transfectadas com uma molécula
de acido nucléico que inibe a atividade de PD-L3 ou VISTA. Estas mo-
léculas podem ser, por exemplo, moléculas de acido nucleico que séo
antissenso a PD-L3 ou VISTA, ou podem codificar anticorpos anti- PD-
L3 ou VISTA néo ativantes. Essas moléculas também podem ser a re-

gido variavel do anticorpo de anti- PD-L3 ou VISTA. Se desejado, as
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células do tumor podem também ser transfectadas com outros polipep-
tideos que ativam coestimulagdo (por exemplo, B7-1 ou B7-2). As cé-
lulas do tumor transfectadas s&o retornadas ao paciente, o que resulta
em inibicdo (por exemplo, inibicdo local) de atividade PD-L3 ou VISTA.
Alternativamente, técnicas de terapia génica podem ser usadas para
direcionar uma célula tumoral para transfecg¢éo in vivo.

[00297] A estimulagcdo de uma resposta imune a células tumorais
também pode ser alcancada por inibir a atividade de PD-L3 ou VISTA
ou interagao com seu parceiro de ligagao natural, tratando um paciente
com um agente que inibe a atividade de PD-L3 ou VISTA ou interagcéo
PD-L3 ou VISTA com seu parceiro de ligagdo natural. Exemplos prefe-
renciais desses agentes incluem, por exemplo, moléculas de acido nu-
cleico antissenso, anticorpos que reconhecem e bloqueiam PD-L3 ou
VISTA e compostos que blogueiam a interagao PD-L3 ou VISTA com
seu parceiro de ligagao que ocorre naturalmente em uma ceélula imune
(por exemplo, moléculas de PD-L3 ou VISTA soluveis, monovalentes;
formas soluveis de moléculas de PD-L3 ou VISTA que nao se ligam a
receptores Fc nas células apresentadoras de antigeno; formas solu-
veis de parceiros de ligacdo a PD-L3 ou VISTA; e os compostos identi-
ficados nos ensaios de triagem de sujeito). Além disso, células de tu-
mor desprovida de moléculas MHC classe | ou moléculas de MHC
classe Il, ou que falham em expressar quantidades suficientes de mo-
|éculas de MHC classe | ou moléculas de MHC classe II, podem ser
transfectadas com acido nucleico codificando todas ou uma parte de
(por exemplo, uma por¢ao truncada de dominio citoplasmatico) de um
MHC classe l.alfa, polipeptideo de cadeia e polipeptideo microglobuli-
na beta2 ou um MHC classe Il .alfa, polipeptideo de cadeia e um MHC
classe Il .beta, polipeptideo de cadeia, assim, expressa polipeptideos
MHC classe | ou MHC classe Il na superficie da célula. A expressao

do MHC classe | ou classe Il em conjunto com uma PD-L3 ou VISTA

Peticio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 177/229



175/212

inibindo o polipeptideo ou acido nucleico antissenso induz uma respos-
ta imune mediada por célula T contra a célula de tumor transfectada.
Opcionalmente, um gene que codifica um construto antissenso que
bloqueia a expressao de um polipeptideo associado a MHC de classe
II, como a cadeia invariante, também pode ser cotransfectado com um
DNA que codifica um polipeptideo que inibe PD-L3 ou VISTA ou &ci-
dos nucleicos antissenso para promover a apresentagao de antigenos
associados a tumor e induzir imunidade especifica do tumor. A ex-
pressdo de B7-1 por células de tumor murino negativo para B7-1 de-
monstrou induzir imunidade especifica mediada por células T acompa-
nhado por rejeicdo do tumor e prolongada protegcdo ao desafio de tu-
mores em camundongos (Chen, L. et al. (1992) Cell 71 : 1093-1 102;
Townsend, S. E. and Allison, J. P. (1993) Science 259:368-370;
Baskar, S. et al. (1993) Proc Natl. Acad. Sci. 90:5687-5690). Assim, a
inducao de uma resposta imune mediada por célula imune em um su-
jeito humano pode ser suficiente para superar a tolerancia especifica
ao tumor no sujeito. Em outra modalidade, a resposta imune pode ser
estimulada pela inibicdo da atividade de PD-L3 ou VISTA ou interagao
PD-L3 ou VISTA com seu parceiro de ligacdo natural, de modo que a
tolerancia pré-existente € superada. Por exemplo, respostas imunes
contra antigenos ao qual um sujeito ndo pode montar uma resposta
imune significativa, por exemplo, antigenos especificos do tumor, po-
dem ser induzidos pela administracdo de um agente que inibe a ativi-
dade de PD-L3 ou VISTA ou a capacidade de PD-L3 ou VISTA em li-
gar ao seu parceiro de ligagao natural, podem ser usadas como adju-
vantes para impulsionar respostas a antigenos estranhos no processo
de imunizacao ativa.

[00298] Em uma modalidade, as células do sistema imune sao obti-
das de um sujeito e cultivadas ex vivo na presenga de um agente que
inibe a atividade de PD-L3 ou VISTA ou interacdo PD-L3 ou VISTA
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com seu parceiro de ligacdo natural, para expandir a populagdo de cé-
lulas do sistema imune. Em outra modalidade as células imunes séo
entdo administradas a um sujeito. As células do sistema imune podem
ser estimuladas a proliferar in vitro por, por exemplo, fornecer as célu-
las imunes com um sinal de ativacao primaria e um sinal de coestimu-
lacdo, como é conhecido na técnica. Varias formas de polipeptideos
PD-L3 ou VISTA ou agentes que inibem a atividade PD-L3 ou VISTA
também podem ser usadas para coestimular a proliferacado de células
do sistema imune. Em uma modalidade, as células do sistema imune
sao cultivadas ex vivo de acordo com os métodos descritos no pedido
PCT No. WO 94/29436. A molécula coestimulatéria pode ser soluvel,
ligado a uma membrana celular ou ligado a uma superficie sdlida, co-
mo uma conta.

[00299] Em uma modalidade adicional, na realizagao de qualquer um
dos métodos descritos aqui, esta no escopo da invengao para regular
para cima uma resposta imune através da administracdo de um ou mais
agentes adicionais. Por exemplo, o0 uso de outros agentes que estimu-
lam a resposta imune, como citocinas, adjuvantes ou formas estimulato-
rios de moléculas de coestimulagdo ou seus ligantes pode ser usado
em conjunto com um agente que inibe a atividade de PD-L3 ou VISTA
ou interagdo PD-L3 ou VISTA com seu parceiro de ligagao natural.

E. Identificacdo das citocinas modulada por modulagao de ativi-
dade de PD-L3 ou VISTA ou interagées PD-L3 ou VISTA com seu
contrarreceptor em células T

[00300] As moléculas PD-L3 ou VISTA aqui descritas podem ser
usadas para identificar as citocinas que sao produzidas por ou cuja
producdo € melhorada ou inibida em células imunes em resposta a
modulacdo da atividade PD-L3 ou VISTA ou interacdo PD-L3 ou VIS-
TA com seu parceiro de ligacao natural. As células imunes podem ser

estimuladas sub idealmente in vitro com um sinal de ativagao primaria,
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por exemplo, as células T podem ser estimuladas com éster forbol,
anticorpo anti-CD3 ou, preferencialmente, antigeno, em associagao
com uma molécula do MHC classe Il e conferido um sinal coestimula-
¢ao, por exemplo, por uma forma estimulante de antigeno da familia
B7, por exemplo, uma célula transfectada com acido nucleico que co-
difica um polipeptideo B7 e expressando o peptideo em sua superficie,
ou por uma forma soluvel, estimulatéria do peptideo. As células, em
seguida, podem ser contatadas com células expressando PD-L3 ou
VISTA (por exemplo, anticorpos contra PD-L3 ou VISTA. Citocinas co-
nhecidas liberadas no meio podem ser identificadas por ELISA ou a
capacidade de um anticorpo que bloqueia a citocina para inibir a proli-
feracdo das células imunes ou proliferacdo de outros tipos de células
que sao induzidas pela citocina. Por exemplo, um kit de ELISA de IL-4
esta disponivel de Genzyme (Cambridge, Massachusetts), como € um
anticorpo de bloqueio da IL-7. Os anticorpos de bloqueio contra IL-9 e
IL-12 estdo disponiveis de Genetics Institute (Cambridge, Mass.). O
efeito de estimular ou bloquear a atividade PD-L3 ou VISTA ou PD-L3
ou VISTA PD-L3 ou VISTA e seu parceiro de ligacédo sobre o perfil de
citocinas, em seguida, pode ser determinado. Como observado acima
e mostrado nos exemplos PD-L3 ou VISTA aparentemente suprime a
expressao de IL-2 e interferon gama por células do sistema imune.

[00301] Um ensaio de coestimulagédo in vitro de células imunes,
conforme descrito acima também pode ser usado em um método para
identificar novas citocinas que podem ser moduladas pela modulacéo
da atividade de PD-L3 ou VISTA. Por exemplo, onde a estimulacédo da
via CD28/CTLA4 parece aumentar a secrecdo de IL-2, estimulacédo da
via ICOS parece aumentar a secregcao de IL-10 (Hutloffet al. (1999)
Nature 397:263). Se uma determinada atividade induzida mediante
coestimulacao, por exemplo, proliferacdo de células imunes, nao pode

ser inibida pela adicdo de anticorpos de bloqueio para citocinas co-
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nhecidas, a atividade pode resultar da acdo de uma citocina desco-
nhecida. Apds a coestimulagao, esta citocina pode ser purificada do
meio por métodos convencionais e sua atividade medida pela sua ca-
pacidade de induzir a proliferacdo das células imunes.

[00302] Para identificar citocinas que podem desempenhar um pa-
pel na indugdo de tolerancia, um ensaio de coestimulagédo de células T
in vitro como descrito acima pode ser usado. Neste caso, as células T
poderiam dar o sinal de ativagao primaria e contatadas com uma cito-
cina selecionada, mas nao dariam o sinal de coestimulagcao. Depois de
lavar e descansar as células do sistema imune, as células seriam no-
vamente desafiadas ambas com um sinal de ativagao primario e um
sinal de coestimulacéo. Se as células do sistema imune nao responde-
rem (por exemplo, proliferar ou produzir citocinas) tornaram-se toleran-
tes e as citocinas ndo impediram a inducao de tolerancia. No entanto,
se as células do sistema imune respondem, a inducao de tolerancia foi
impedida pela citocina. As citocinas que sao capazes de evitar a indu-
cao de tolerancia podem ser direcionadas para bloqueio in vivo em
conjunto com reagentes que bloqueiam antigenos de linfécito B como
meio mais eficiente para induzir a tolerancia em receptores de trans-
plante ou sujeitos com doengas autoimunes. Por exemplo, pode-se
administrar um anticorpo de bloqueio da citocina a um sujeito junta-
mente com um agente que promove a atividade de PD-L3 ou VISTA
ou interacdo PD-L3 ou VISTA com um parceiro de ligacao.

[00303] Assim, para resumir um novo membro da familia de ligante
de morte programada (PDL) agora foi identificado que é expresso pe-
las células Treg. Esta nova proteina foi designada PD-L3 ou VISTA.
Os receptores desta familia PD-L tipo-l sdo proteinas transmembrana
que contém um unico dominio de IgV, enquanto os ligantes sdo prote-
inas transmembrana tipo |, expressando ambos dominios extracelula-

res de IgV e IgC. Como outros membros da familia PDL, PD-L3 ou
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VISTA coestimula proliferagdo de aCD3 de células T in vitro. Além dis-
S0, a expressao do PD-L3 ou VISTA é aumentada em Treg ativada por
aCD3 e reduzida na presencga de aGITR.

[00304] Uma segunda proteina, como TNF também foi identificada
como sendo regulada pra cima na estimulagdo aCD3/aGITR. Esta pro-
teina foi designada Treg-sTNF. Estas proteinas podem estar envolvi-
das em supressao paracrina e dependente de contato de imunidade e,
portanto, sdo uteis para modulagéo (por exemplo, inibindo ou estimu-
lando) uma resposta imune e no tratamento de doengas e condig¢des
gue envolvem sinalizacdo Treg. Por exemplo, a proteina de PD-L3 ou
VISTA pode ser usada como um sinal coestimulatério para estimular
ou reforcar a ativagao de células imunes. Proteinas PD-L3 ou VISTA e
agentes de ligacdo a PD-L3 ou VISTA e agonistas e antagonistas PD-
L3 ou VISTA sdo especialmente uteis no tratamento de condigdes
imunes em que a regulagao de imunidade de célula T é desejada, por
exemplo, modulacao de ativacao de célula T, diferenciacio e prolifera-
cao, e, em particular, modulacdo de proliferacdo de célula T CD4+ e
CD8+, producao de citocina, e respostas de célula T durante intera-
¢bdes cognadas entre as células T e ACPs derivadas de mieloide.
[00305] Esta invencgao ainda € ilustrada através de exemplos a se-
guir, que nao devem ser interpretados como limitantes. Os conteudos
de todas as referéncias, patentes e pedidos de patente publicados ci-
tados ao longo deste pedido, bem como figuras e listagem de sequén-
cia, sao incorporados aqui por referéncia.

Exemplos

[00306] Os seguintes materiais e métodos foram usados nos exem-
plos que se seguem: Materiais e métodos

Perfilamento de expressao

[00307] Para facilitar comparagbes com perfis de expressao estabe-

lecidos foram utilizados células Treg, condi¢cdes de crescimento e ati-
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vacgao padrées foram empregados (McHugh, et al. (2002) supra). Re-
sumidamente, células Treg recém-isoladas (-96% positivas) foram ino-
culadas em 106/mL em meio RPMI completo complementado com
10% soro bovino fetal e 100 unidades de IL-2 em uma placa de 24 po-
¢os pré-revestida com anti-CD3 com ou sem anti-GITR (DTA-
1)(Shimizu, et al. (2002) supra). As células foram cultivadas em 37°C
por 0 e 12 horas, RNA foi purificado e subsequentemente analisado
usando um arranjo de oligonucleotideo A430 de genoma de camun-
dongo Affymetrix ®.

[00308] Comparando os dados dos grupos de células T
CD4+CD25+ em repouso ou ativadas, padrbes de expressédo do gene
demonstraram serem semelhantes aqueles estabelecidos na técnica
(Gavin, et al. (2002) supra; McHugh, et al. (2002) supra). Para identifi-
car genes regulados por sinalizagdo GIRT, perfis de expresséo de ge-
ne foram comparados entre as populacdes de célula diferentes, com
ou sem tratamento anti-GITR. Uma lista de conhecidos, assim como
genes desconhecidos, foi compilada incluindo PD-L3 ou VISTA e Treg-
sTNF nao caracterizadas anteriormente.

Camundongos

[00309] Camundongos C57BL/6 e ratos transgénicos OTIl CD4 foram
adquiridos do laboratério Jackson. Camundongos repérter FoxP3-GFP
foram como descritos anteriormente por Fontenot, J. D., Rasmussen, J.
P., Williams, L. M., Dooley, J. L. Farr A.G. e Rudensky A.Y. (2005). Regu-
latoru T cell lineage specification by the forkhead transcription factor-
foxp3. Immunity 22, 329-341 e foram generosamente fornecidos por Ale-
xander Rudensky, Universidade de Washington, Escola de Medicina,
Seattle, WA. Os camungondos PD-1 KO foram generosamente forneci-
dos por Dr. Tasuku Honjo (Universidade de Quioto, Japao) Nishimura, H.,
Nose, M., H., Minato, N., e Honjo, T. (1999). Developmento of lupus-like

autoimmune diseases by disruption of the PD-1 gene encoding na ITIM
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motif-carrying immunoreceptor, Immunity 11,141-151; Nishimura, H.,
Okazaki, T., Tanaka, Y., Nakatani, K., Hara, M., Matsumori, A., Sasaya-
ma, S., Mizoguchi, A., Hiai, H., Minato, N., e Honjo T. (2001), Autoim-
mune dilated cardiomyopathy in PD-1 receptor-deficient mice. Science
291, 319-322. Todos os animais foram mantidos em uma instalagao isen-
ta de patégenos em Darthmouth Medical School.

Abs, linhagens celulares e reagente:

[00310] Anticorpos aCD3 (2C11), aCD28 (PV-1), aCD4 (GK1.5),
aCD8 (53-6.7), aCD11b (MI/70), OF4/80 (BM8), aCD11c (N418),
aNK1. | (PK136), aGrl (RB6-8C5), aPD-LI (MIN5), aPD-L2 (TY25),
aB7-H3 (M3.2D7), aB7-H4 (188) foram adquiridos de Ebioscience.LPS
(Sigma), DPeprotech de LFN murino recombinante), LL-2 humana
(Peprotech), proteina de fusao soluvel PD-L1-Ig (sistemas R&D) foram
usados nas concentragdes indicadas. Adjuvante completo de Freund
(CFA) e ovalbumina de frango (OVA) foram comprados da Sigma. A
linhagem de células CHO expressando molécula MHCII I-Ad e molécu-
la de coestimulacdo B7-2 foi gentiimente cedida pelo Dr. Arlene Shar-
pe (Harvard Medical School).

Clonagem molecular de PD-L3 ou VISTA, produgao de retrovirus e
transducgao retroviral de células

[00311] PD-L3 ou VISTA de comprimento completo foi clonada a
partir de células T CD4+ purificadas murinas. O RNA total foi isolado
de células T CD4+ usando o kit da Qiagen RWAmini. cDNA foi gerado
usando o kit de sintese Bio-Rad iScriptTM cDNA. PD-L3 ou VISTA
comprimento total foi amplificada e clonada em sitio ECorl-Xhol de um
vetor retroviral pMSCV-IRES- GFP Zhang, X., e Ren, R. (1998). Bcr-
Abl efficiently induces a myeloproliferative disease and production of
excess interleukin-3 and granulocyte-macrophage colony- stimulating
factor in mice: a novel model for chronic myelogenous leukemia. Blood
92, 3829-3840, em que o fragmento IRES-GFP foi substituido por
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RFP, assim, resultando em uma proteina de fusdo de PD-L3 ou VISTA
fundida a N-terminal de RFP. Retrovirus isento de helper foi gerado
em células T HEK293 por transfeccéao transitéria de vetor retroviral PD-
L3 ou VISTA-RFP junto com vetor de empacotamento ecotréfico pCL-
Eco (IMGENEX corp.). A transducgéo retroviral de células EL4 de linha-
gem de célula T murina, ou DCs derivadas de medula éssea foi con-
duzida por infec¢do girando a 2000rpm em RT por 45min na presenga
de 8ug/mL polybrene (Sigma).

Produgao de proteina de fusao PD-L3 ou VISTA-Ig

[00312] O dominio extracelular do PD-L3 ou VISTA (aminoacido 32-
190) foi amplificado e clonado nos sitios Spel-BamHI do vetor parental
CDM7B. Hollenbaugh, D., Douthwright, J., McDonald, V. e Aruffo, A.
(1995). J Immunol Methods 188, 1-7. Este vetor contém a forma mu-
tante das regides constante e dobradiga de IgG1 humana, que reduziu
muito a ligagéo a receptores de Fc. O vetor resultante CDM7B-PD-L3
ou VISTA foi co-transfectado com um vetor de expressao DHFR veto-
rial pSV-dhfr (Mclvor, R. S., and Simonsen, C. C. (1990)). Nucleic
Acids Res 18, 7025-7032 em linhagem de célula CHO (dhfr-) (ATCC
#CRL-9096). Clones de células CHO estaveis que expressam PD-L3
ou VISTA-Ig foram selecionados em meio MEM-alfa sem nucleotideos
(Invitrogen). Mais amplificacdo com 0,5-1 uM metotrexato (Sigma
M9929) gerou clones que expressam altos niveis de proteina de fusdo
soluvel PD-L3 ou VISTA-Ig. A proteina de fusado foi ainda mais purifi-
cada de sobrenadante da cultura usando cromatografia de afinidade
de coluna padrao de proteina G.

Geragao de anticorpos monoclonais PD-L3 ou VISTA

[00313] Hamsters arménios foram imunizados 4x vezes com células
EL4 que super expressam PD-L3 ou VISTA-RFP semanalmente, entdo
estimulados com proteina de fusdo PD-L3 ou VISTA-lIg emulsificada

em CFA. Quatro semanas apos o estimulo, hamsters foram impulsio-
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nadas novamente com a proteina de fus&o soluvel PD-L3 ou VISTA-Ig.
Quatro dias apés o ultimo estimulo, células de baco de hamster foram
coletadas e fundidas a célula de linhagem de mieloma SP2/0-Agl4
(ATCC #CRL-1581), utilizando técnicas de fusdo de hibridoma padrao
Shulman, M., Wilde, C. D. e Kohler, G. (1978), A better cell line for ma-
king hybridomas secreting specific antibodies, Nature 276, 269-270.
Clones de hibridoma que secretam anticorpos especificos PD-L3 ou
VISTA foram selecionados apés limitar a diluicdo e triagos por méto-
dos de ELISA e citometria de fluxo.

RNA e RT-PCR

[00314] O RNA total de varias amostras de tecido de camundongo
ou tipos de células hematopoiéticas purificados foram coletados usan-
do o método TrizolTM (Invitrogen), seguindo instrugdes da empresa.
Os cDNAs foram preparadas usando o kit de sintese do cDNA de iS-
criptTM (Bio-Rad). Quantidades iguais de cDNAs de tecido (10ng) fo-
ram usados para reacdes de RT-PCR para amplificar PD-L3 ou VISTA
de comprimento completo. Os produtos de PCR foram visualizados
depois de correr através de um gel de agarose a 1%.

Citometria de fluxo

[00315] Analise de citometria de fluxo foi realizada em FACSCAN,
usando o software CellQuest (BD Bioscience). A analise dos dados foi
realizada utilizando o software FlowJo (Treestar).

Preparagao de célula

[00316] Células T CD4+ totais foram isoladas de camundongos nai-
ve, usando o kit de isolamento de célula T CD4+ total (Miltenyi). Quando
indicado, células T CD4+ enriquecidas foram classificadas em popula-
cdes naive (CD44low CD25-CD62Lhi) e de memoria (CD44hi CD25-
CD62Llow) sorteadas por fluxo. Para ensaios de proliferagéo in vitro,
células T CD4+ foram marcados com 5 ym CFSE (Molecular Probes)

por 10 min a 37°C e lavadas duas vezes antes de ser estimulado.
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Ensaio de ativagcao de células T ligadas a placa in vitro

[00317] Células T CD4+ purificadas (100.000 células por pogo) fo-
ram cultivadas em placas de pocos de fundo plano, na presenca de
anti-CD3 (clone 2C11) e PD-L3 ou VISTA-Ig ou controle-Ig em propor-
¢des de concentracao indicadas. Por exemplo, para uma titulagado de
faixa completa, as placas de 96 pogos foram revestidas com 2,5ug mL
de um aCD3 misturado junto com 1,25ug/mL (proporgao 2: 1), 2,5
Mg/mL (proporgao 1:1), 5 yg/mL (proporgéo 1:2), ou 10 ug/mL (propor-
¢ao 1:4) PD-L3 ou VISTA-Ig ou proteina de controle -lg em PBS 4°C
durante a noite. Os pocos foram lavados 3 vezes com PBS antes de
adicionar as células T CD4+. Culturas em replicata em meio completo
RPMI 1640 complementado com 10% FBS, 10 mM HEPES, 50 y M [3-
ME, Penicilina/Estreptomicina  L-Glutamina. ¥ Quando indicado,
100U/mL de IL-2 humano (PeproTech) ou quantidade titulada de CD28
(clone PV-1, Bio X cell) foram revestidas juntos com CD3 para resgatar
os efeitos inibitérios do PD-L3 ORVISTA-Ig. As culturas foram analisa-
das no dia 3 para perfis GFSE, ou de acordo com um curso de tempo
como indicado.

Cultura de DCs derivadas de medula éssea, transdugao retroviral
e estimulagao das células T CD4+ transgénicas

[00318] DCs derivadas de medula 6ssea foram geradas como des-
crito em Lutz, M. B., Kukutsch, N., Ogilvie, A. L., Rossner, S., Koch, F.,
Romani, N., e Schuler, G. (1999). An advanced culture method for
generating large quantities of highly pure dendritic cells from mouse
bone marrow. J Immunol Methods 223, 77-92; Son, Y. I., Egawa, S.,
Tatsumi, T., Redlinger, R. E., Jr., Kalinski, P., e Kanto, T. (2002). A
novel bulk- culture method for generating mature dendritic cells from
mouse bone marrow cells. J Immunol Methods 262, 145-157 com al-
gumas modificagdes. Brevemente, no dia 0, células da medula dssea

foram isoladas de tibia e fémur irrigando com agulha 27G. Apoés a lise
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dos glébulos vermelhos, células de medula 6ssea 1-2 x 106 foram res-
supensas em 1 mL de meio RPMI 1640 completo, contendo 20 ng/mL
de GM-CSF (Peprotech Inc), em placas de cultura de célula 6x (Nunc,
Inc.). 2 mL de sobrenadante contendo RFP ou PD-L3 ou VISTA-RFP
retrovirus foi adicionado as células de medula 6ssea. Polybrene (Sig-
ma) também foi adicionado a uma concentragéo final 8 ug/mL. A infec-
¢ao foi realizada girando a placa a 2000 rpm por 45 min em RT As cé-
lulas foram cultivadas entdo por mais 2 horas antes de meio fresco ser
adicionado. Procedimento de infecgdo semelhante procedimento foi
repetido no dia+1, dia+3, dia+5 e dia+7. Células frouxamente aderen-
tes (90% sao CD11c+) foram coletadas no dia+10 e células CD11c+
RFP+ duplas positivas foram classificadas e usadas para estimular
células T CD4+ OT-Il transgénicas. Para ensaios de proliferacédo de
célula T OT-Il, 100.000 células T CD4+ OT-Il marcadas com CFSE fo-
ram cultivadas em placas de 96 pocos de fundo redondo com 30.000
classificadas RFP+ ou PD-L3 ou VISTA- RFP+ BMDCs, na presenca
de quantidade titulada de peptideo sintético de OVA323-339 (Anas-
pec). A proliferacdo de células T OT-Il foi analisada em 72 horas exa-
minando perfis CFSE.

Estudos de expressao do PD-L3 ou VISTA em resposta a imunizagao
[00319] Para imunizar camundongos transgénicos DO 11.10, 300
Mg OVA (Sigma) foram emulsificados em CFA (200 ul), e injetados
subcutdneamente nos flancos de camundongos. Os linfonodos ingui-
nais de drenagem e nao drenagem foram coletados em pontos de
tempo indicados. As suspensdes celulares simples foram preparadas e
analisadas para a expressao do PD-L3 ou VISTA e outros marcadores
de superficie por citometria de fluxo.

Atividade inibitéria de PD-L3 ou VISTA.

[00320] A atividade inibitéria de PD-L1 foi revelada usando células

apresentadoras de antigeno que super expressam PD-L1 in vitro com
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células T transgénicas de receptor de antigeno de célula T CD4+ e
CD8+ e estimulacao de antigeno (Carter, et al. (2002) Eur. J. Immunol.
32:634- 43). De modo semelhante, o lentivetor revelado aqui, que ex-
pressa PD-L3 ou VISTA de comprimento completo, € transduzido em
linhagens de células que expressam complexo de histocompatibilidade
principal classe Il (MHC) e MHC de classe I. A resposta de células T
transgénicas TEa Tg ou 2C ao antigeno apresentado por vetor vazio
transduzido ou células apresentadoras de antigeno transduzido PD-L3
ou VISTA é determinada de acordo com métodos estabelecidos.
[00321] Expresséao de Proteina. Os padrées de expressdo em sub-
conjuntos linfoides e células dendriticas, bem como tecidos ndo hema-
topoiéticos, € determinado por RT-PCR e analise western blot usando
protocolos padrées com o anticorpo de coelho aPD-L3 ou VISTA reve-
lado aqui.

[00322] Producédo do anticorpo Monoclonal. PD-L3 ou VISTA foi su-
per expresso em linhagem de células B de murino A20, e a linhagem
celular recombinante foi usada para imunizar hamsters arménios. Apés
5x de imunizacao de célula, hamsters foram estimulados com proteina
de fusdo PD-L3 ou VISTA-Ig purificada emulsionada em CFA. Quatro
semanas mais tarde, um estimulo final foi fornecido com soluvel PD-L3
ou VISTA-Ig. Posteriormente, fusées de esplendcitos de hamster com
células de SP2/0 foram realizadas no dia 4. Dezesseis diferentes clo-
nes foram identificados que reconheceram a proteina de fusdo PD-L3
ou VISTA-Ig por ELISA, bem como PD-L3 ou VISTA corados, mas nao
PD-L1 super expresso na linhagem de célula T EL4 murino. Onze dos
clones foram subclonados com éxito e preparados para a avaliacédo da
sua capacidade em corar PD-L3 ou VISTA endégeno em células e te-
cidos e bloquear fungdes de PD-L3 ou VISTA.

Ensaios de proliferagao:

[00323] Ensaios de proliferagado de células T CD4 in vitro foi proje-
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tado para a triar atividade PD-L3 ou VISTA. Neste ensaio, as células T
foram estimuladas por anti-CD3 imobilizado em poc¢os de microplacas,
que se ligam de modo cruzado a receptores de célula T. Usando uma
proteina de fusdo PD-L3 ou VISTA-Ig, que € composta de dominio ex-
tracelular de PD-L3 ou VISTA fundida a porg¢ao Fc de IgG humano, a
atividade de mAb PD-L3 ou VISTA foi detectada em duas diferentes
configuragdes. Primeiro, quando mAb foi co-imobilizada com aCD3,
este potencialmente inibiu a proliferacdo de célula T, somenta na pre-
sencga de proteina de fus&o soluvel adicionada PD-L3 ou VISTA-Ig.
Esta atividade era dependente da capacidade de PD-L3 ou VISTA-Ig
para se ligar ao mAb imobilizado no pog¢o. Usando esta forma do en-
saio, foram identificados clones que foram de alta, intermediaria ou
baixa atividade supressiva. Segundo, quando mAb foi adicionado co-
mo um reagente soluvel, este exerceu potente atividade supressiva em
proliferacado de célula T, sinergizando com a proteina de fusdo PD-L3
ou VISTA-Ig imobilizada. Nesta forma de ensaio, os clones foram iden-
tificados que foram de varias atividades supressivas.

EXEMPLO 1: Anadlise de clonagem e sequéncia de PD-L3 ou
VISTA.

[00324] PD-L3 ou VISTA e Treg-sTNF foram identificados por perfi-
Ihamento de transcrigao global de Treg em repouso, Treg ativado com
aCD3 e Treg ativado com aCD3/aGITR. aGITR foi selecionado para
esta andlise como acionamento do GITR em Treg demonstrou extin-
guir sua atividade supressora dependente de contato (Shimizu, et al.
(2002) supra). PD-L3 ou VISTA e Treg-sTNF foram identificados em
arranjos de DNA AFFIMETRIX(R) baseado em seus padrdoes de ex-
pressao unicos (Tabela 1). PD-L3 ou VISTA apresentou um aumento
na expressam em Treg ativado por aCD3 e expressao reduzida na
presenca de aGITR; e Treg-sTNF apresentou um aumento dependen-

te de aCD3/aGITR na expresséo.
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[00325] Células T CD4+CD25+ purificadas foram estimuladas em
cultura durante a noite com nenhum, aCD3, ou aCD3/aGITR, e RNA

isolado para analise de PCR em tempo real. Expressao listada é relati-

va a actina.
Tabela 1.
mRNA Expressao Relativa
Nenhum aCD3 aCD3/aGITR
PD-L3 OR VISTA 6 10 7
Tre9-sTNF 0,2 0,3 1,5

[00326] Analise de Affymetrix de nTregs CD25+ CD4+ ativada vs.
em repouso revelou a expressdo de um produto de gene (RIKEN
cDNA 4632428N05, ou 4632428N05Rik) com funcdo desconhecida,
mas com homologia de sequéncia a superfamilia de Ig.

[00327] Mais especificamente, um produto de gene 930 bp foi clo-
nado da biblioteca de cDNA de célula CD4+ T, que corresponde ao
tamanho previsto e sequéncia. Silico-sequéncia e analise estrutural
prevé uma proteina transmembrana de 309 aminoacidos apds a matu-
racdo, com um dominio extracelular de 159 aminoacidos, um dominio
transmembrana de 22 aminoacidos e uma cauda citoplasmatica de 95
aminoacidos (Figura 1A). Alinhamento da sequéncia de aminoacidos
revela um dominio tipo imunoglobulina (lg) tipo V homdélogo a familia
de ligantes B7 como PD-L1, PD-L2, B7-H3 e B7-H4, bem como os re-
ceptores de familia B7 (ou seja, PD-1, CTLA-4, CD28, BTLA, ICOS)
(Figura 1B-C). Embora a identidade de sequéncia dos dominios Ig-V
entre ligantes de familia B7 e receptores em geral ndo € muito alta
(<40%), o dominio do Ig-V de 4632428N05Rik tem a mais alta homo-
logia com ligantes de familia B7 de PD-L1 e PD-L2. O alinhamento da
sequéncia também revela varias cisteinas altamente conservadas (Fi-
gura IB) que sédo importantes para a formagao de ligagao de dissulfeto
intra-cadeia, que € caracteristica de ligantes da familia B7 Sica et al.,
(2003). Immunity 18, 849-861.
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[00328] O dominio extracelular de 4632428N05Rik contém apenas
o dominio de Ig-V mas n&o tem o dominio do Ig-C (Figura 1B-C). Esta
caracteristica unica € caracteristica dos receptores da familia B7 e dis-
tingue o 4632428N05Rik de todos os outros ligantes da B7, que con-
tém dominios Ig-V e Ig C. Freeman, G. J. (2008). Proc Natl Acad Sci U
S A 105, 10275-10276; Lazar-Molnar et al., (2008). Proc Natl Acad Sci
U S A 105, 10483- 10488; Lin et al., (2008), Proc Natl Acad Sci U S A
105, 301 1-3016; Schwartz et al., (2001), Nature 410, 604-608.;
Stamper et al., (2001), Nature 410, 608-61. .Consistentemente, a ana-
lise filogenética usando algoritmo PhyML (probabilidade de filogenética
maxima) colocou 4632428N05Rik em uma distancia evolutiva mais
perto com receptores de familia B7, em particular com o PD-1, do que
os ligantes de familia B7 (Figura 2), Guindon S. e Gascuel, O. (2003).
Um algoritmo simples, rapido e preciso para estimar grandes filogenias
por probabilidade maxima. Syst Biol 52, 696-704 . No entanto, a cauda
citoplasmatica da PD-L3 ou VISTA nao contém qualquer dominio de
sinalizagao (por exemplo ITIM, ITAM ou ITSM), que sao os dominios
de assinatura dos receptores de familia B7. Sharpe, A. H. e Freeman,
J. G. (2002). A superfamilia B7-CD28. Nat Rev Immunol 2, 116-126. E,
portanto, a hipotese de que, apesar de sua estreita relagdo evolutiva
com os receptores inibitorios PD-1, 4632428N05Rik representa um
novo membro da familia de ligante B7. Com base nestas caracteristi-
cas estruturais e filogenéticas, esta molécula foi nomeada PD-1-
expresso como ligante (PD-L3 ou VISTA). PD-L3 ou VISTA é também
altamente conservado entre o ortdlogos de camundongo e humano,
compartilhando 77% de identidade de sequéncia (Figura 1D).

[00329] A sequéncia de acido nucleico que codifica PD-L3 ou VIS-
TA de camundongo é definida aqui como SEQ ID NO: 1 e a sequéncia
da proteina PD-L3 ou VISTA de cadmungondo € definida como SEQ
ID NO:2.
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[00330] O homdlogo humano do PD-L3 ou VISTA esta localizado no
cromossoma 10 (72,9 Mb) e composto de 6 éxons assim gerando um
transcrito de 4689 bases em comprimento que codifica para um resi-
duo de proteina 311. A sequéncia de codificacdo de mMRNA do homo-
logo humano €& fornecida em numero de adesdo GENBANK
NM_ 022153 e a sequéncia da proteina dada como NP_071436. A se-
guéncia de acido nucleico que codifica PD-L3 ou VISTA humana é de-
finida aqui como SEQ ID NO:3 e a sequéncia da proteina PD-L3 ou
VISTA humana é definida como SEQ ID NO:4. Genes de camundon-
gos e humanos compartilham 74% de homologia e sdo 68% idénticos
em nivel de proteina. Homodlogos foram ainda identificados em Rattus
norvegicus no cromossoma 20 (27,7 Mb; numero de adesdo GEN-
BANK BC098723), bem como o Fugu rubripes e Danio rerio. Em mo-
dalidades particulares, proteinas PD-L3 ou VISTA da presente com-
partilham a sequéncia atual de aminoacidos comuns estabelecidos em
SEQ ID NO:5.

EXEMPLO 2: Estudos de expressao do PD-L3 ou VISTA por anali-
se de RT-PCR e citometria de fluxo

[00331] Como mostrado nos experimentos na Figura 3, analise RT-
PCR foi usada para determinar o padrao de expressdao de RNAm de
PD-L3 ou VISTA em tecidos de camundongo (Figura 3A). PD-L3 ou
VISTA manifesta-se principalmente nos tecidos hematopoiéticos (baco,
timo, medula éssea), ou tecidos com ampla infiltracdo de leucdcitos (ou
seja, pulmao). A fraca expressao também foi detectada em tecidos néo
hematopoiéticos (ou seka, coragao, rins, cérebro e ovario). A analise
dos varios tipos de células hematopoiéticas revela expressdo do PD-L3
ou VISTA em macrdéfagos peritoneais, mondcitos CD11b+ esplénicos,
DCs CD11c+, células T CD4+ e células T CD8+, mas reduz o nivel de
expressao de células B (Figura 3B). Este padrao de expressao também

€ amplamente consistente com o banco de dados de arranjo de gene
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(Genomics Institute da Novartis Research Foundation). Su et al., (2002),
Proc Natl Acad Sci U S A 99, 4465-4470, bem como banco de dados
NCBI GEO (6énibus de expresséo génica) (Figura 4A-D).

[00332] A fim de estudar a expressdo da proteina, anticorpos mo-
noclonais especificos de hamster 8D8 e 6E7 PD-L3 ou VISTA foram
produzidos. A especificidade € demonstrada por coloragao positiva em
células T EL4 murina que super expressa PD-L3 ou VISTA, mas colo-
ragao negativa em células EL4 que super expressao PD-L1 (Figura 5).
[00333] Anticorpos policlonais € monoclonais foram levantados con-
tra PD-L3 ou VISTA. Usar um anticorpo anti-PD-U OR VISTA de coe-
lho, proteina PD-L3 ou VISTA foi localizada a érgéos linfoides e proe-
minentemente encontradas no tecido cerebral. Dos anticorpos mono-
clonais identificados, a especificidade da aPD-L3 ou VISTA clone 8D8
foi ainda avaliada. Nesta analise, o clone 8D8 foi testado por ligacéo
contra um painel de moléculas de proteina de fusao tipo PD-L Ig inclu-
indo CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2, B7- 1, B7-2, PD- L3 OR VISTA e
hlg. Os resultados desta anélise indicam que 8D8 3 aPDL foi altamen-
te especifico para o PD-L3 ou VISTA.

[00334] Especificamente, usando o mAb anti-PD-L3 ou VISTA clone
8D8, expressao de PD-L3 ou VISTA foi analisada em células hemato-
poiéticas por citometria de fluxo. Camundongos repérter foxp3GFP
knock-in foram usados para distinguir CD4+ nTregs (34). Em 6rgaos
linfoides periféricos (bago e linfonodos), a expressao significativa é ob-
servavdo em todos os subconjuntos de células T CD4+ (ver total de
célula T CD4+ T, ou células T Foxp3- naive e células T Foxp3+ nTreg,
e células T de memodria CD4+), enquanto que células T CD8+ expres-
sam marcadamente quantidade inferior de PD-L3 ou VISTA de super-
ficie (Figura 3C). No timo, a expressdo de PD-L3 ou VISTA é negativa
em timocitos duplos positivos CD4+CD8+, baixa em células positivas

simples CD4, e detectavel em células positivas simples CD8. Em se-
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guida, uma correlacao forte de expressao alta PD-L3 ou VISTA com
marcador CD11b pode ser observado em ambas células esplénicas e
peritoneais, incluindo ambos macréfagos F4/80 e CD11c+ DCs mieloi-
des (Figura 3D-E). Por outro lado, as células B e células NK s&o prin-
cipalmente negativas para a expressdo de PD-L3 ou VISTA. Uma pe-
guena porcentagem de granulocitos Gr-1+ expressam também PD-L3
ou VISTA (Figura 3F).

[00335] Um padrdo de expressao diferencial € mostrado na mesma
linhagem de células de diferentes orgaos linfoides (Figura 3G). Para
células T CD4+ e mondcitos intermediarios CD11b, o nivel de expres-
sdo apo6s o padrao de linfonodo mesentérico > LN periférico e bago >
cavidade peritoneal e sangue. Este padrao € que menos pronunciado
para células CD11bhi. Estes dados sugerem que a expressédo de PD-
L3 ou VISTA em certos tipos de células pode ser regulada por maturi-
dade celular e/ou microambiente de tecido.

[00336] Além das células recém-isoladas, a expressao de PD-L3 ou
VISTA foi analisada em células T CD4+ esplénicas, mondcitos
CD11bhi e DCs CD11c+ em cultura in vitro com e sem ativacao (Figu-
ra 6). As células do bago foram cultivadas com meio, ou com anti-CD3
(para ativar células T), ou com IFNo e LPS (para ativar mondécitos e
DCs) por 24hrs antes de serem analisadas para a expressédo de PD-L3
ou VISTA e outros ligantes de familia B7 (por exemplo PD-L1, PD-L2,
B7-H3 e B7-H4). Esta comparacao revelou padrdoes de expressao dis-
tintivos entre estas moléculas. Expressao de PD-L3 ou VISTA é rapi-
damente perdido em todos os tipos de células em cultura in vitro, inde-
pendentemente do status de ativacdo. Em contraste, a expressao de
PD-L1 é regulada para cima em células T CD4+ apd6s a estimulagao,
ou em monaocitos CD11bhi e DCs CD11c+ na cultura em meio isolado
e ainda mais melhorada em face de estimulacdo. A expressao de PD-

L2, B7-H3 e B7-H4 nao sao proeminentes nas condicdes de cultura
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utilizadas. A perda de expressao de PD-L3 ou VISTA in vitro € unica
quando comparado com outros ligantes de familia B7, mas podem re-
fletir as condi¢gdes de cultura ndo ideal que ndo conseguem imitar o
microambiente do tecido.

[00337] Para direcionar como a expressao de PD-L3 ou VISTA po-
de ser regulada in vivo, camundongos transgénicos CD4 TCR DO
11.10 foram imunizados com o antigeno cognato de ovalbumina de
galinha (OVA) emulsificado em adjuvante de Freund completo (CFA).
Em 24 horas apds a imunizagao, as células de linfonodo de drenagem
foram analisadas para expressao de PD-L3 ou VISTA (Figura 7A). A
imunizagdo com antigeno (CFA/OVA), mas nao o adjuvante isolado
reduziu drasticamente a populacédo de célula mieloide CD11b+ PD-L3
OR V1STA+, que continha uma populagdo mista de macrofagos
F4/80+ e CD11c+ DCs. Outra comparacdo com PD-LI e PD-L2 revela
que até mesmo PD-L1 has tem o nivel de expressao constitutivo mais
alto, PD-L3 ou VISTA é o mais altamente regulado para cima durante
dita uma resposta imune inflamatéria (Figura 7B). Coletivamente, estes
dados sugerem fortemente que a expressao do PD-L3 ou VISTA em
APCs mieloides é firmemente regulada pelo sistema imune, que pos-
sam contribuir para o seu papel de controlar respostas imunes e regu-
lando imunidade de células T.

[00338] Em contraste com sua expressdo aumentada em APCs, a
expressdo PD-L3 ou VISTA é diminuida em células T CD4+ DO11.10
CD4+ em ponto de tempo posterior na imunizagao (ou seja, em 48hr
mas ndo em 24hr) (Figura 8). Este resultado sugere que a expresséao
de PD-L3 ou VISTA em células T CD4 in vivo pode ser regulado pelo
seu status de ativacido e microambiente de citocina durante uma res-
posta imune ativa.

EXEMPLO 3: Impacto funcional da sinalizagcdo PD-L3 ou VISTA

respostas de células T CD4+ e CD8+
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[00339] Proteinas de fusdo PD-L3 ou VISTA-lIg foram produzidas
para avaliar as fungdes reguladoras de PD-L3 ou VISTA nas respostas
de células T CD4+. A proteina de fusdo PD-L3 ou VISTA-Ig contém o
dominio extracelular do PD-L3 ou VISTA fundida a regido de IgG1 Fc
humana. Quando imobilizados na microplaca, PD-L3 ou VISTA-Ig, mas
sem controle Ig suprimiu a proliferagcdo de células T CD4+ e CD8+ T
bulk purificadas em resposta a estimulagdo anti-CD3 ligado a placa,
conforme determinado divisdo celular interrompida (Figura 9A-B). A pro-
teina de fusdo PD-L3 ou VISTA Ig ndo afetou a absorgéo de anticorpos
anti-CD3 aos pogos plasticos, conforme determinado por ELISA (dados
ndao mostrados), assim, excluindo a possibilidade de efeitos inibidores
ndo especificos. As células T CD4+ PD-1 KO foram ainda suprimidas
(Figura 9C), indicando que PD-1 n&o é o receptor para PD-L3 ou VIS-
TA. O efeito inibitério do PD-LI-Ilg e PD-L3 ou VISTA-Ig também foi
comparado diretamente (Figura 10). Quando tituladas quantidades de
proteinas da fuséo Ig foram absorvidas as microplacas juntamente com
oCD3 para estimular células T CD4+, PD-L3 ou VISTA-Ig mostrou efi-
cdcia inibitéria semelhante como proteina de fusdo PD-L1-Ig.

[00340] Uma vez que células T CD4+ em bulk purificadas contém va-
rios subconjuntos, o impacto do PD-L3 ou VISTA-Ig em subconjuntos de
células T CD4+ classificadas em naive (CD25-CD441owCD62Lhi) e de
memoria (CD25-CD44hiCD62LIow) foi avaliado (Figura 11). E mostrado
que o PD-L3 ou VISTA pode suprimir a proliferacdo de ambos subcon-
juntos, embora com muito menos eficacia sobre as células de memodria.
[00341] Para entender melhor 0 mecanismo de supressdo mediada
por PD-L3 ou VISTA, a expresséo de marcadores de ativagdo de TCR
e apoptose foram medidos apds a ativacdo de células T na presenca
ou auséncia de PD-L3 ou VISTA-Ig. Consistente com o impacto nega-
tivo sobre a proliferagao celular, ha uma supressao global sobre a ex-

pressao dos marcadores de ativacao precoces CD69, CD44 e CD62L
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(complementar na Figura 12A). Por outro lado, a proteina de fusdo PD-
L3 ou VISTA-Ig ndo induz a apoptose. Ao contrario, menos apoptose
(conforme determinado pela porcentagem de células anexina V+
7AAD-) foi observada na presenga de PD-L3 ou VISTA ou VISTA-Ig do
que o controle Ig, no inicio (24 horas) e posteriormente (48 h) de ativa-
¢ao de TCR (Figura 12B). Por exemplo, no ponto de tempo de 24hr,
uma populagdo total ndo ativada, -27% células foram apoptdéticas na
presenga de PD-L3 ou VISTA ou VISTA-Ig, mas -39% de células de
controle foram apoptéticas. Quando avaliando as células dentro da cé-
lula viva Rl gate, & aparente que PD-L3 ou VISTA ou VISTA-Ig forte-
mente inibiu a morte celular induzida por ativagdo (ACDD), porque
cerca de 72,6% de células de controle se tornaram apoptoéticas en-
quanto que somente 43,5% de células foram apoptéticas com PD-L3
ou VISTA ou VISTA-Ig. Resultados semelhantes foram observados
para o ponto de tempo 48 hr. Portanto, parece que PD-L3 ou VISTA ou
VISTA negativamente regula as respostas de células T CD4+ por su-
pressao precoce de ativagcdo TCR e interrompendo a divisao celular,
mas com minimo de impacto direto em apoptose. Este mecanismo de
supressao € semelhante ao de B7-H4 Sica, G. L., Choi, |. H., Zhu, G,
Tamada, K., Wang, S. D., Tamura, H., Chapoval, A. |., Flies, D. B., Ba-
jorath, J., e Chen, L. (2003). B7-H4, uma molécula da familia B7, regu-
la negativamente imunidade de células T. Immunity 18, 849-861.
[00342] Um ensaio de 2 etapas foi desenvolvido para determinar se
PD-L3 ou VISTA ou VISTA-Ig pode suprimir as células T DC4 pré-
ativadas e qudo persistente seu efeito supressivo é. E mostrado que o
efeito supressivo da proteina de fusdo PD-L3 ou VISTA ou VISTA-Ig
persiste apds a sua remogao na ativacdo 24 horas pos-ativacao (Figu-
ra 9). Além disso, ambas células T CD4+ pré-ativadas poderiam ser
suprimidas por PD-L3 ou VISTA ou VISTA-lIg (Figura 9Di, 9Diii e
9Div).

Peticio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 198/229



196/212

[00343] Em seguida, o impacto de PD-L3 ou VISTA ou VISTA-Ig em
producao de citocina de célula T CD4+ foi analisado. PD-L3 ou VISTA
ou VISTA-Ig suprimiu a producéo de citocinas Th | IL-2 e IFNalfa de
cultura de célula T CD4+ em bulk purificado (Figura 13A- B). O impac-
to de PD-L3 ou VISTA ou VISTA foi ainda testado em popula¢gdes de
célula T CD4+ naive (CD25-CD441owCD62Lhi) e de memoéria (CD25-
CD44hiCD62LIow) separadas. E mostrado que as células T CD4+ de
memoaria sdo a principal fonte para a producédo de citocina dentro do
compartimento de célula CD4+, e PD-L3 ou VISTA ou VISTA pode su-
primir esta produgédo (Figura 3C-D). O efeito inibitério semelhante de
PD-L3 ou VISTA ou VISTA em producao de IFNalfa de células T CD8+
foi ainda mostrado (Figura 13E). Este efeito inibitério de PD-L3 ou
VISTA ou VISTA na producao de citocina por células T CD4+ e CD8+
T é consistente com a hipétese que PD-L3 ou VISTA ou VISTA é
umLigante inibitorio que regula para baixo as respostas imunes.

[00344] Em seguida, os estudos foram projetados para determinar
os fatores que sao capazes de superar o efeito inibitério de PD-L3 ou
VISTA ou VISTA. Dado que PD-L3 ou VISTA ou VISTA suprimiu a
producao de IL-2, e IL-2 é critico para a sobrevivéncia e proliferacédo
de célula T, hipotetizamos que IL-2 pode conseguir a atividade inibito-
ria de PD-L3 ou VISTA ou VISTA. Como mostrado na Figura 14A, IL-2
exdégena, mas nao IL-15, IL-7, ou IL-23, reverteu parcialmente o efeito
supressivo do PD-L3 ou VISTA ou VISTA-Ig na proliferagdo celular. O
resgate incompleto por niveis elevados de IL-2 indica que PD-L3 ou
VISTA ou VISTA sinalizando alvos mais amplos de vias de ativacao de
célula T do que simplesmente a produgao de IL-2. Por outro lado, um
sinal potente de coestimulagdo fornecido pelo antocorpo anti-CD28
agonistico completamente reverteu PD-L3 ou VISTA ou VISTA-Ig me-
diado por supressao (Figura 14B), enquanto que os niveis intermedia-

rios de coestimulagdo ainda sdo suprimidos por PD-L3 ou VISTA ou
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VISTA de sinalizagéo (Figura 14). Este resultado sugere que resposta
imune mediada por PD-L3 ou VISTA ou VISTA seria mais efetivo sob
condicdes menos inflamatodrias, mas sera inevitavelmente oprimida por
sinais fortes de coestimulagao positiva. A este respeito, PD-L3 ou VIS-
TA ou VISTA compartilha esta caracteristica com outros ligantes su-
pressivos da familia B7 como PD-L1 e B7-H4. Sica et al., (2003), Im-
munity 18, 849-861.; Carter et al., (2002), Eur J Immunol 32, 634-643.
[00345] Além de proteina de fusdo PD-L3 ou VISTA ou VISTA-Ig, é
necessario confirmar que PD-L3 ou VISTA ou VISTA expressa em
APCs pode suprimir a ativacédo de célula T especifica de antigeno du-
rante as interagdes de cognato entre APCs e células T. Para esta fina-
lidade, PD-L3 ou VISTA ou VISTA-RFP ou proteina de controle RFP
foi super expressa através de transducédo retroviral em uma linhagem
celular apresentadora de antigeno artificial (CHO-APC) que expressa
estavelmente moléculas MHCII e B7-2 Latchman et al., (2001), Nat
Immunol 2, 261 -268. Um problema em expressar PD-L3 ou VISTA ou
VISTA em CHO é que a maioria dos PD-L3 ou VISTA ou VISTA falha
em localizar a superficie da célula, talvez devido o ambiente estranho
que nao tem suporte para PD-L3 ou VISTA ou localizacao de superfi-
cie VISTA (dados ndo mostrados). Embora nao haja motivos claros
presentes na cauda citoplasmatica de PD-L3 ou VISTA ou VISTA para
sugerir o modo de regulacao, especulamos que a cauda pode desem-
penhar um papel para sua localizacéo intracelular. Consequentemen-
te, um mutante sem cauda PD-L3 ou VISTA ou VISTA foi projetado e
demonstrou localizar com sucesso a superficie de célula CHO (dados
nao mostrados).

[00346] Para estimular a resposta a célula T, células CHO-PD-L3 ou
VISTA ou VISTA ou CHO-RFP foram incubadas junto com células T
CD4+ DO 11.10 na presenga de peptideo OVA antigénico. Como mos-
trado na Figura 15 A-C, CHO-PD-L3 ou VISTA ou VISTA induziu menos
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proliferacao de células DO 11.10 do que células CHO-RFP. Este efeito
supressor € mais pronunciado em menores concentracdes de peptideo,
consistente com a no¢do que um sinal estimulatorio mais forte poderia
superar o impacto supressivo de PD-L3 ou VISTA ou VISTA.

[00347] Além disso, o efeito inibitério de PD-L3 ou VISTA compri-
mento total ou VISTA em APCs naturais foi confirmado. Células dendri-
ticas derivadas de medula 6ssea cultivadas in vitro (BMDC) ndo expres-
s&o nivel alto de PD-L3 ou VISTA ou VISTA (Figura 16). PD-L3 ou VIS-
TA ou VISTA-RFP ou RFP foi expresso em BMDCs por transducgao re-
troviral durante o periodo de cultura de 10 dias. As células transduzidas
foram classificadas até homogeneidade baseadas em expressdo de
RFP. O nivel de expressao de PD-L3 ou VISTA ou VISTA em DCs
transduzidas foi estimada por coloragdo com mAb anti-PD-L3 ou VISTA
ou VISTA, e demonstraram ser semelhantes ao nivel em macrofagos
peritoneais isolados recentemente, assim, dentro da faixa de expressao
fisiologica (Figura 16). BMDCs classificados foram entdo usados para
estimular células T transgénicas especificas de OVA (OTIl) na presenca
de peptideo OVA (Figura 15D). E demonstrado aqui que a expresséo de
PD-L3 ou VISTA ou VISTA em BMDCs suprimiu o cognato das respos-
tas proliferativas de célula T CD4+. Este resultado é consistente com os
dados anteriores usando proteina de fusdao PD-L3 ou VISTA ou VISTA-
Ig e células CHO-APC, sugerindo que PD-L3 ou VISTA ou VISTA pode
suprimir as respostas imunes mediadas por célula T.

EXEMPLO 4: Avaliagao de Anticorpos Anti-PD-L3 ou VISTA ou
VISTA em Modelo Animal de Esclerose muiltipla (EAE)

[00348] Devido ao fato de que mAbs YCPD-L3 ou VISTA ou VISTA
in vivo parecem suprimir respostas de células T, YPD-L3 ou VISTA ou
VISTA foi testado para avaliar se este pode inibir uma doencga autoimu-
ne mediada por célula T. Usando o modelo experimental de encefa-

lomielite alérgica (EAE), o impacto funcional de mAbs YPDL-L3 em do-
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engas inflamatorias foi determinado. EAE € um modelo murino ampla-
mente usado da doenga autoimune humana esclerose multipla. EAE
pode ser induzida por imunizagdo com antigenos mielina em adjuvante
ou por transferéncia adotiva de células T especificas a mielina, que re-
sulta em infiltrados inflamatorios de varias células T e células B efeto-
ras, e macrofagos, e desmielinizagéo de sistemas nervosos centrais.
[00349] mAb aPDL-L3 foi testado no modelo EAE passivo para evi-
tar a indugédo de anafilaxia devido a injegdo de quantidade grande de
mAb como antigeno estranho. Neste modelo de EAE de transferéncia
adotiva, os camundongos SJL doadores foram imunizados com pepti-
deo CFA e PLP. No dia 10, linfécitos totais de LN de drenagem foram
isolados, e cultivados in vitro com peptideo PLP, IL-23 (20 ng/mL) e
anti-IFNg (10ug/mL) por 4 dias. As células T CD4 foram ent&o purifica-
das e transferidas de modo adotivo em camundongos receptores nai-
ve. Esta analise indicou que mAb aPDL-L3 retardou inicio da doenca,
bem como a gravidade reduzida, assim, mudando a curva de progres-
sdo da doenga de modo significativo (Figura 17). Além disso, este re-
duziu a gravidade em um grande percentual dos camundongos e au-
mentou muito a sobrevida de cerca de 22% a mais do que 75%. Esta
atividade demonstrada de mAb ctPDL-L3 em EAE é consistente com
os dados in vitro, e demonstra o uso deste reagente como um novo
reagente imunoregulador em varias doencas inflamatdrias.

EXEMPLO 5: EXPRESSAO DE VISTA NO SNC

[00350] A expressao de VISTA no SNC também foi realizada. Estes
ensaios revelaram que em camundongos com doencga, a expressao de
VISTA é marcadamente reduzida (de 76% ->33%) nas células CD11 b+
(Fig 23), consistente com a hip6tese que a perda de VISTA pode ser
permissiva para inflamagado aumentada. Isso € interessante, e prova-
velmente funcionalmente importante quando se contrasta células miel-

oides inflamatorias aqui, com o MDSC em tumores que expressam ni-
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veis extremamente altos de VISTA. Foi reportado que camundongos
EAE tém numeros elevados de células supressoras derivadas de mie-
loide (CD 11 b+Ly-6Chigh MDSC) no bago que sdo potencialmente su-
pressivas para a ativacédo de célula T e podem temperar a doenca 32.
Os nossos dados apoiam fortemente a hipétese de que VISTA pode
desempenhar um papel na supressdo mediada por mieloide em EAE.
EXEMPLO 6: O impacto de VISTA sobre o destino e fungao de cé-
lulas T em EAE.

[00351] Ainda sdo conduzidos experimentos avaliando o efeito de
VISTA sobre o destino e funcdo das células T na EAE. Queriamos
avaliar se VISTA altera o desenvolvimento de agentes patogénicos,
células T encefalitogénicas, expansao clonal de células T, polaridade
de célula T, longevidade e conversdo de Teff —» Treg. Estudamos o
impacto do bloqueio de VISTA em célula T destino em EAE. Consis-
tente com a maior classificacdo de doenca, a analise do SNC no final
do curso da doenga confirmou significativamente infiltracdo de célula T
CD4+ produzindo IL17A (a partir de 0,66 — 11 %) em 13F3 (VISTA)
grupo tratado (Fig. 24).

EXEMPLO 7: Camundongos knockout ou transgénicos PD-L3 ou
VISTA ou VISTA

[00352] Usando infecgao por lentivirus de embrides, quatro camun-
dongos transgénicos expressando ubiquamente PD-L3 ou VISTA ou
VISTA foram produzidos. Estes camundongos expressam PD-L3 ou
VISTA ou VISTA de comprimento completo sob o controle do promotor
de fator de alongamento humano 1. Estes camundongos foram gera-
dos usando vetor lentiviral pWPT. Semelhante a outros membros da
familia PD- LI (Appay, et al. (2002) J. Immunol. 168:5954-8), é con-
templado que PD-L3 ou VISTA ou VISTA ira funcionar como um regu-
lador negativo in vivo enquanto funcionando para coestimular prolife-

racao de célula T aCD3 T in vitro. A este respeito, estes camundongos
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sdo esperados para desenvolver espontaneamente autoimunidade e
respostas imunes in vivo em camundongos transgénicos PD-L3 ou
VISTA ou VISTA (ou seja, as respostas imunes humorais, iniciagao de
células T, etc.) sdo avaliados para avaliar o desenvolvimento de doen-
ca autoimune sistémica.

[00353] Para camundongos knockout, PD-L3 ou VISTA ou VISTA é
inativada por recombinagdo homodloga. Um clone BAC contendo se-
quéncia de comprimento completo de PD-L3 ou VISTA ou VISTA foi
adquirido de INVITROGE (TM) (Carlsbad, CA). Um vetor direcionador
de PD-L3 ou VISTA ou VISTA foi gerado iserindo um fragmento de 1,6
kb localizado na extremidade 5' do segundo éxon de gene PD-L3 ou
VISTA ou VISTA a montante do gene de neomicina e o fragmento de 5
kb localizado na extremidade 3' do terceiro éxon de gene PD-L3 ou
VISTA ou VISTA a jusante de gene neomicina. Células-tronco embrio-
narias derivadas de B6 (ES) sao eletroporadas com vetor eletropora-
dor PD-L3 ou VISTA ou VISTA e clones recombinados sao seleciona-
dos. Os clones selecionados sao entdo injetados em blastocistos
C57BL/6 e a prole de machos quiméricos resultantes € combinada a
camundongos FLP-deleter para remover o cassete de neomicina. A
transmissao de alelo direcionado na prole é determinada por PCR de
DNA gendmico. O segundo e terceiro éxons contém o dominio PD-L3
ou VISTA ou VISTA, portanto, o camundongo resultante tem somente
a forma inativada da molécula PD-L3 ou VISTA ou VISTA.

[00354] A capacidade geral de camundongos deficientes em PD-L3
ou VISTA ou VISTA é determinada como com outros camundongos
PD-L-/-, incluindo avaliacdo de respostas de célula T a antigeno, res-
postas imunes humorais, evidente autoimunidade (por exemplo, Lupus
eritematoso sistémico, doenca inflamatéria do intestino), e aumento da
susceptibilidade a doenca autoimune induzida (encefalomielite autoi-

mune experimental) (Chen (2004) supra).
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EXEMPLO 8: Anticorpos especificos para PD-L3 ou VISTA ou VIS-
TA testados em modelo animal de artrite induzida por colageno
[00355] Como mostrado nos experimentos na Figura 18, camun-
dongos machos DBA 1J foram imunizados na base da cauda com 100
Ml de emulsdo contendo 100 pg de colageno tipo Il de pinto (C-1l) em
CFA (mycobacterium tuberculosis 3,5 mg/mL) e estimulados IP com
100 pg aquoso de C-ll no dia 21 pds-imunizagdo. Os camundongos de
cada grupo de tratamento (n=6) foram ou ndo tratados (NT-circulos
pretos), injetados com 300 pg de IgG de hamster (Ham Ig-quadrados
pretos) ou injetados com 300 ug de anticorpo monoclonal "7¢c9" (trian-
gulo vermelho) ou " 13F3" (tridngulo verde), conforme indicado. As in-
jecoes foram dadas a cada 2 dias. O inchago artritico foi classificado
em uma escala de 0-4 para cada pata de cada camundongo nos dias
indicados. A classificagao de artrite mostrada € a classificagao total de
todas as patas dos camundongos em cada grupo de tratamento, divi-
dida pelo numero de camundongos no grupo.

EXEMPLO 9: O bloqueio de VISTA por um anticorpo monoclonal
especifico para VISTA aumenta as respostas de células T in vitro.
[00356] Um mAb especifico de VISTA (13F3) foi identificado que
neutraliza a supressdo mediada por VISTA (Fig. 19). APCs mieloides
CD11b" foram purificadas de camundongos naive para estimular as
células T CD4+ transgénicas OT-Il na presenca ou auséncia de 13F3.
Consistente com seu efeito neutralizante, 13F3 melhorou a prolifera-
cao de célula T estimulada por células mieloides CD11b", que demos-
traram expressar altos niveis de VISTA.

EXEMPLO 10: Anti-VISTA aumenta a imunidade anti-tumor.

[00357] Devido a capacidade de anti-VISTA em aumentar a ativagao
de célula T, avaliamos se anti-VISTA poderia aumentar a resposta imune
protetora em um tumor imunogénico. Um modelo em que temos uma

grande quantidade de experiéncia € o carcinoma da bexiga, MB49. MB49
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expressa o antigeno masculino, e, assim, € modestamente imunogénico
em camundongos fémeas, embora este ira crescer e matar camundon-
gos fémeas se nao houver intervengao na imunidade. Para testar a efica-
cia de terapia com [ VISTA, camundongos fémeas foram administradas
com células de tumor MB49 via subcutanea (sq) e tratadas com [ VISTA.
Dias apos, o tamanho do tumor foi medido até que o camundongo fosse
sacrificado. Como pode ser prontamente visto na Figura 20 a terapia com
anti-VISTA enormemente compromete o crescimento de tumor. Acredi-
tamos que isto € devido a capacidade de anti-VISTA em intensificar as
respostas imune mediadas por célula (CMI).

EXEMPLO 11: Efeito de OVISTA sobre a regressdo do tumor em 4
modelos de tumor murino.

[00358] Os experimentos no tumor MB49 de carbinoma de bexiga
imunogénico demonstraram que a neutralizacdo de VISTA usando
mab 13F3 e protege o hospedeiro do crescimento do tumor. Os dados
indicam que VISTA tem um papel imunorregulador negativo conside-
ravel no microambiente de um tumor devido a sua expressao extre-
mamente alta de MDSCs. Os estudos avaliando o efeito de anti-VISTA
de camundongo no crescimento de modelos de tumor imunogénicos
(MB49) e altamente ndo imunogénicos (B16) irdo ainda confirmar a
eficacia de terapia com aVISTA, joga luz sobre o0 mecanismo de agao
e fornece a base para selecionar a dose ideal e tempo. A justificativa

para cada modelo de tumor é detalhada abaixo.

Nome _ ) _
Tipo de tumor Hospedeiro Grupos Ensaios
do tumor
Carcinoma de R
_ B6 Fémea Crescimento de
Bexiga
tumor
Carcinoma de TVISTA
_ B6 Macho Sobrevivéncia
Bexiga Controle Ig i
Ensaios

Melanoma B6 Macho ou Fémea
Imune/Autoimune

Cancer ovariano B6 Fémea
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[00359] MB49 em camundongos fémeas: Ja demonstramos a efica-
cia neste modelo murino. MDSCs neste modelo ainda apresentou ni-
veis elevados de VISTA (ndo mostrado). Neste modelo, devido a pre-
senga de antigeno H-Y, o tumor MB49 é modestamente imunogénico.
Uma vez que sabemos que a terapia anti-VISTA é efetiva, usaremos
este modelo como um controle "positivo" para determinar o doseamen-
to (1-100 ug/camundongo; e tempo (dia de inoculagdo do tumor, ou 4,
7, 10 dias apdés o tumor; intervengdo terapéutica) de terapia anti-
VISTA.

[00360] MB49 em camundongos machos: Usando doses e tempo
efetivos em camundongos fémeas, a eficacia de terapia anti-VISTA em
camundongos machos (em que o tumor é menos imunogénico) € de-
terminada.

[00361] Melanoma B16: mAb anti-CTLA-4 se mostrou altamente
efetivo neste modelo, e representa um tumor ndo imunogénico onde o
modelo de camundongo foi valioso para prever o sucesso em huma-
nos. Os regimes de dose e tempo serdo semelhantes aqueles mostra-
dos como efetivos no modelo MB49.

[00362] Carcinoma ovariano ID8: Neste modelo, a expressdo de
VISTA demonstrou ser extremamente alta em MDSCs. Camundongos
com tumor ID8 sé&o tratados com uma aVISTA no tempo de indculo do
tumor ou no dia 5, 15, 25 apos a inoculagao.

[00363] Meétodos. Camundongos B6WT sao usados para determinar
a dose ideal e tempo de tratamento anti-VISTA para a remissao de to-
dos os modelos de tumor murino observados. Os modelos a serem
usados sdo listados na tabela acima.

[00364] A leitura para este ensaio de dose e tempo s&o as cinéticas
de crescimento do tumor. Para estudos MB49 e B16, todos os estudos
de tumor sao preparados por inoculacao via intradérmica (i.d.) e, por-

tanto, o tamanho do tumor pode ser prontamente medido. As medidas
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de tumor sdo coletadas a cada 2- 3 dias usando um paquimetro. Em
cada um destes modelos, o impacto de cada anti-VISTA ou anticorpo
de controle sera mais bem testado para sua capacidade de reduzir o
crescimento de tumor ou facilitar a regressao do tumor. O crescimento
de JD8 sera seguido usando um ID8 transduzido com luciferase e
imageamento de corpo total usando uma Estagcdo de Trabalho IVIS.
Além disso, a sobrevivéncia do hospedeiro sera ainda determinada.
[00365] Os dados sobre o crescimento do tumor sdo expressos co-
mo volume de tumor médio +- SEM e diferengas entre grupos seréo
analisadas por ANOVA de bicaudal. Valores de probabilidade (p) infe-
riores a valores de 0,05 sdo considerados estatisticamente significati-
vos. Dados de sobrevivéncia sdo analisados utilizando o método de
Kaplan-Meier com o teste de Wilcoxon e o teste de log-rank utilizados
para verificar a significancia da diferengca na sobrevivéncia entre os
grupos. Nos modelos B16, as frequéncias de camundongos que de-
senvolvem vitiligo sdo determinadas.

[00366] Usando estes métodos o crescimento de tumor retardado
e/ou regressdo de tumor em camundongos tratados com mAb anti-
VISTA é obtido comparado com camundongos tratados com Ab con-
trole nos varios modelos de tumor ndo imunogénicos. Ja foi demons-
trado que o tratamento anti-VISTA retarda o crescimento do tumor em
um modelo de tumor imunogénico. Como cada um destes modelos de
tumor tem sua proépria cinética de crescimento e, dependéncia anteci-
pada em VISTA para conferir crescimento de tumor e suprimir a imuni-
dade, os camundongos serao administrados com mab no momento da
inoculacdo do tumor ou em momentos posteriores. Além disso, pelo
menos 3 diferentes concentragées de um mab VISTA sdo testadas pa-
ra determinar a dose ideal para beneficio terapéutico.

[00367] Como mostrado na Figura 21A-E, tratamento com mab

VISTA reduziu o crescimento de tumor em todos os 4 destes modelos
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de tumor em que os camundongos foram inoculados sq com A. MB49,
B. MCA 105, ou C. células de tumor EG7, ou D. ip com células de tu-
mor ID8-luciferase, e tratados com mab VISTA 13F3 em dias alterna-
dos (300ug) comegando no dia +1. O crescimento do tumor subcuta-
neo foi monitorado. Para tumor ID8-luciferase, os camundongos foram
imageados no dia 30 usando Xenogen IVIS. E. Expressdo de VISTA
em leucécitos mieloides em camundongos contendo tumor foi ainda
determinado. LN de drenagem e tecidos de tumor (ascites) foram ana-
lisados para expresséo de VISTA. Estes achados mostram que VISTA
expressa em MDSC é uma molécula supressiva principal que interfere
com o desenvolvimento de imunidade anti-tumor protetora, e [IVISTA
alivia esta atividade supressora permitindo a intervencdo imune e re-
tardamento do crescimento do tumor. Estes achados ainda suporta a
conclusao de que VISTA em células mieloides em doencgas autoimu-
nes desempenham um papel principal na regulagdo da extensao da
inflamacéo.

EXEMPLO 12: Sintese de VISTA oligomérica e proteinas de fusao
VISTA uteis no tratamento de autoimunidade.

[00368] VISTA-Ig soluvel in vitro ndo é supressora nem sua ligagcao
as células podem ser prontamente detectada. Em contraste, esta mo-
|écula ligada ao plastico é profundamente supressora. Além disso, es-
tudos utilizando VISTA-Ig in vivo ndo mostraram atividade manifestada
(dados nao mostrados). Com relacao a estes estudos, VISTA-Ig, que
foi criado tem mutacbées em dominio CH2-CH3 impedindo a ligacao
FcR e, portanto, ndo é citofilico in vivo. Estudos recentes demonstra-
ram que a PD-L1 tetramérica ligada 100X superior (Kd 6x 10-8 M) do
que o PD-L1 26 monomérica a PD-1, e que a ligacdo as células foi
prontamente detectavel. PD-L1 tetramérica nao foi testada in vivo, mas
in vitro demonstrou bloquear a supressao funcional por PD-LI nativa.

Utilizando métodos semelhantes oligbmeros sao preparados que teréao

Peticio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 209/229



207/212

como alvo a via VISTA e indugdo de potente atividade imunossupres-
sora in vitro e in vivo.

[00369] Ditos oligbmeros sdo construidos usando dominio extrace-
lular monomérico de VISTA ou um fragmento do mesmo, por exemplo,
pelo menos 50, 75, 100, 125, 150, 175 ou 200 aminoacidos em com-
primento cujo dominio extracelular ou uma porgdo do mesmo € util
como os blocos de ligagdo para oligbmero. Nestes métodos os inven-
tores tém a vantagem de teconologias de MHC tetramero bem estabe-
lecidas. Nestes métodos o constructo de ectodominio VISTA ou um
fragmento é ligado a N-terminal de uma variedade de dominios de oli-
gomerizagao (identificados supra) para gerar uma série de complexos
VISTA com valéncias que abrangem de divalente a heptavalente.
[00370] Assim, uma série de oligbmeros nao covalentes é criada
com base em dominios espirais de afinidade que direcionam a forma-
¢ao estavel de montagens dimérica, triméricas, tetraméricas, pentame-
ricas e heptaméricas. Estes construtos oligomeéricos sao expressos em
uma célula hospedeira, por exemplo, E. coli. Quando a expressao é
efetuada em E coli os oligbmeros expressos sdo entdo novamente do-
brados e purificados a partir de corpos de inclusdo usando protocolos
de laboratorio padrédo. Esta abordagem rotineiramente produziu mate-
rial de alta qualidade para analise bioldégica e estrutural, incluindo
complexos de peptideo MHC e GITRL66 trimérico. As proteinas oligo-
méricas isoladas sédo entdo avaliadas por SDS-PAGE, filtracdo em gel
analitico, ultracentrifugacao analitica e espectrometria de massa. Es-
tas medidas de controle de qualidade garantem a disponibilidade, ma-
teriais bem caracterizados para estudos in vitro e in vivo. A organiza-
cao paralela destes construtos resulta em moléculas em que a valén-
cia é igual ao estado oligomérico uma vez que cada complexo VISTA
individual é posicionado para produtivamente interagir com a superficie

de célula ligada ao receptor de VISTA. Os construtos acima possuem
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extrema estabilidade e homogeneidade de estado oligomérico (domi-
nios de oligomerizagéo enrolados de modo ndo covalente apresentam
normalmente temperaturas de fusdo que excedem os 100°C, exceto
para a sequéncia heptamérica que apresenta uma temperatura de fu-
sdo de 95°C).

[00371] Além disso, VISTA-Ig dimérico é tetramerizado que é citofi-
lico ou ndo citofilico. Os construtos de fusdo Fc de VISTA na regido
com o 1gG1 Fc (tanto IgG1 tipo selvagem quando o existente IgG1 de
ligacdo a ndo FcR) s&o modificados com um sitio N-terminal BirA para
biotinilagdo enzimatica e clonados no vetor pIRES2-EGFP. A biotinila-
cao enzimatica ira permitir a modificagcado de residuo unico especifico e
orientagdo na multimerizagcédo de avidina. Esta abordagem foi util para
a geracgao de varias proteinas de fusdo a lg, incluindo B7-1, PD-LA1,
PD-L2 e TDVI-3. As proteinas expressas sao entdo enzimaticamente
biotiniladas in vitro, purificadas por HPLC de exclusdo de tamanho, e
tetramerizadas usando PE-Avidina. Os tetrameros resultantes que sao
citofilicos ou nao, sdo avaliados in vivo.

[00372] Estas proteinas VISTA multiméricas projetadas s&o uteis no
tratamento de autoimunidade e outras condicbes em que a intervengao
na via de VISTA e imunossupresséao é terapeuticamente garantida.
EXEMPLO 13: Vetores adenovirais de VISTA para induzir supres-
sao imune.

[00373] A transferéncia de gene usando adenovirus associado re-
combinante (AAV) tem visto grande desenvolvimento tecnolégico na
terapia genética. Especificamente, a liberacdo de gene mediado por
AAV do gene PD-L1, ou CTLA4-Ig e CD40-Ig conseguiu eficacia tera-
péutica em modelos de doencga autoimune de lupus e transplante car-
diaco. Estes métodos serdo usados para liberar VISTA de compri-
mento total, ou ectodominios de VISTA oligomérica, e seus efeitos te-

rapéuticos sdo avaliados no modelo EAE. O vetor adenovirus recom-
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binante que expressa VISTA murina de comprimento total, ou ectodo-
minio de VISTA oligomérico, é criado usando um sistema de expres-
sdo Adeno-XTM (Clontech) de acordo com as instru¢des do fabricante.
Resumidamente, VISTA é clonada em um vetor de expresséo a base
de pAdDEST com E1 e E3 apagados, sob o controle de promotor de
citomegalovirus humano (CMV). VISTA e controle lacZ expressando
adenovirus sdo entdo purificados de lisados de células. Para super
expressao sistémica de VISTA, adenovirus € administrado aos ca-
mundongos por inje¢cdo intravenosa na veia caudal (1 x 109 unidades
formadoras de placa [Pfu]) antes de ou imediatamente apds a indugao
da doenca através da imunizacéo, ou apos o inicio da doencga. Os ca-
mundongos de controle receberdo 100 yl de PBS. O desenvolvimento
da doenga e alteragdes sdo monitorados em ambos camundongos SJL
e camundongos C57BL/6, que apresentam padrdo de progressao de
doenca diferente, e que representam duas formas distintas de mani-
festacao clinica de pacientes MS humanos.

EXEMPLO 14: Estudos funcionais com proteinas projetada e veto-
res adenovirais

[00374] Os camundongos sao ainda administrados (5- 100 ug de
proteina /camundongo x 3 semanalmente) com VISTA projetada e/ou
vetores adenovirais. Apds a administracdo, a expansao de célula T,
diferenciacdo, bem como desenvolvimento de EAE é determinado.
EXEMPLO 15: Estudos estruturais em VISTA e determinacgao de
determinantes moleculares de fungao VISTA

[00375] Afinidade, especificidade, estado oligomérico e a formacéao
e localizacdo de complexos de sinalizagao organizados sao contribuin-
tes criticos para a fungcédo imune. Todas estas caracteristicas impactam
a sinalizacao e regulagao imune, conforme a organizacao dos ectodo-
minios de ligante-receptor diretamente controlam o recrutamento, or-

ganizagao e fungao de sinalizagao citoplasmatica associada nao cova-
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lentemente e moléculas estruturais. A estrutura em cristal de alta reso-
lugdo de VISTA é determinada usando técnicas incluindo sistemas de
expressao bacteriano, de inseto e mamiferos, bem como cristalizacio
de alto rendimento e abordagens de determinac&o de estrutura. Para
validar o padrdo de ponte dissulfeto observada por meio cristalografi-
co, exploramos a espectrometria de massa de alta resolugcao usando
abordagens que suportaram com sucesso nossos estudos publicados
de TIM-3 e DcR359 humana. Com base nestes resultados estruturais,
uma seérie de mutantes com propriedades oligoméricas alteradas ¢é
projetada, bem como mutantes na vizinhanga de qualquer regido per-
turbada do dominio VISTA IgV. Estas proteinas mutantes irdo fornecer
mecanismos diretos adicionais dentro da fungdo VISTA e deveria ser
uteis na terapéutica em que a imunossupressao € desejada como as
doencgas autoimunes, alérgicas e inflamatdrias identificadas aqui. Es-
tas mutantes, especialmente oligbmeros, sao testadas em sistemas in
vitro e sdo avaliadas em modelos de doenca autoimune em animal e
doenca inflamatéria para avaliar o efeito imunossupressor na progres-
sao da doenga, remissdo da doenga ou para proteger o animal do de-
senvolvimento da condigao autoimune ou inflamataria.

[00376] Estas proteinas VISTA oligoméricas irdo ativar a via VISTA
e funcionar como um alvo de intervengdo imune na autoimunidade.
Esta intervencgao ira suprimir a imunidade e exercer um beneficio tera-
péutico em doenca autoimune e outras condigdes em que a supressao
autoimune é desejada. Isto é conseguido administrando as proteinas
VISTA oligomerizadas em diferentes modelos autoimune e inflamatério
como os modelos animais de EAE e de artrite induzida por colageno.
Além disso, como descrito acima, os vetores adenovirais que super
expressao VISTA de comprimento total ou oligbmeros de VISTA sao
construidos e testados in vivo. Estes estudos irdo confirmar os efeitos

imunossupressores de oligdbmeros VISTA.
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EXEMPLO 16: Experimentos usando super expressao condicional
de cepa de camundongo transgénico VISTA (cepa de camundon-
go transgénico VISTA: R26StopFL VISTA (VISTA).

[00377] Um construto direcionador contendo cDNA de comprimento
total de VISTA precedido por um cassete loxP-flanked STOP, foi dire-
cionado no local ROSA26 ubiquamente expresso. Varios corretamente
direcionados filhotes R26StopFL/-VISTA nasceram, e criados em cepa
CMV-Cre deleter 60. Os dados preliminares em VISTA x CMV-cre con-
firmam GFP e expressédo intensificada de VISTA. Estudos em status
imune destes camundongos (respostas de célula T ao antigeno, titulos
de anticorpo, etc.) irdo confirmar um fendtipo suprimido. A cepa VISTA
seria entre criada com CD4-cre, CD11c-cre, e Lys-Cre para determinar
se a localizagdo da linhagem de expressao de VISTA influencia a su-
pressao. O fendtipo e funcdo de células T € ainda determinado e é de-
terminante se a super expressao de VISTA resulta em geragdo de uma
aTreg. Nestes estudos Tregs de cepa OVA-immune cre x VISTA sao
adotivamente transferidas em hospedeiros WT, para verificar se a
imunizacao de antigeno na presenca de VISTA super expressa induz
Tregs especificas de antigeno. Isto deveria verificar que VISTA impac-
ta na diferenciacao de Treg.

[00378] Além disso, os estudos sao efetuados no modelo EAE por
meio do qual o impacto de proteinas VISTA em diferentes linhagens
(por entre criagdo com CD4-, CD11c-, Lys-cre) com relagao ao desen-
volvimento da doenga é avaliado. Assumindo que a doenga pode ser
suprimida por superexpressao restrita por linhagem de mutantes VIS-
TA ou em uma mutante CMV x VISTA o controle temporal do desen-
volvimento da doenca é ainda usando Cre-ERT2x VISTAD. Através da
administracdo de tamoxifeno podemos induzir a super expressao de
VISTA antes de, ou no inicio da doenga ou no pico da doenga para

determinar se VISTA pode impactar na indugdo e/ou fases efetoras de
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imunidade. Usando camundongos quiméricos BM, a super expressao
restrita temporalmente de VISTA pode ser restrita ao compartimento
hematopoiético. Para uma apreciagdo de controle da janela de tempo
VISTA é super expressa, VISTA é geneticamente ligada, entdo sorolo-
gicamente desligada com a administragdo de um mab anti-VISTA. Es-
tes estudos irdo determinar onde e quando VISTA deve atuar para
controlar o desenvolvimento e progressao de doenga autoimune.
EXEMPLO 17: Efeito de anticorpos anti-VISTA vacina agonista de
CD40 TLR

[00379] Como mostrado na Figura 22, experimentos foram conduzi-
dos que avaliaram o efeito de anticorpos anti-VISTA na eficacia de va-
cina. Estes resultados mostram que anti-VISTA aumenta a eficacia te-
rapéutica de uma vacina CD40/TLR.Camundongos C57BL/6 foram de-
safiados com 1X10° células de melanoma B16.F10 metastatico. Qua-
tro dias depois, os camundongos foram vacinados com 100ug de anti-
geno associado a tumor AV, 100ug aCD40 FGK45 (anticoropo agonis-
ta de CD40) e 100ug de S-27609 (agonista TLR7) com ou sem anti-
VISTA (200 ug x 3/semana). O crescimento do tumor foi monitorado
por medidas de paquimetro.

[00380] Tendo descrito a invengao, as seguintes reivindicagdes sao
fornecidas. Estas reivindicacdes pretendem cobrir todas as caracteris-
ticas genéricas e especificas descritas aqui e todas as declaragdes de
escopo que, como matéria de linguagem, possam ser consideradas

entre estas.
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REIVINDICAGOES

1. Proteina de fusdo VISTA imunossupressora multimérica
isolada ou recombinante, caracterizada pelo fato de que compreende
pelo menos duas copias de um polipeptidio que consiste no dominio
extracelular do polipeptidio VISTA humano ou murino de SEQ ID NO:
2 ou 4, e em que o pelo menos dois polipeptideos VISTA sao cada,
diretamente ou indiretamente ligados a uma proteina Ig.

2. Proteina de fusdo VISTA multimérica imunossupressora
isolada ou recombinante, caracterizada pelo fato de que compreende
ainda um dominio de oligomerizagdo que liga a Ig a um ou mais poli-
peptideos VISTA.

3. Proteina de fusdo de VISTA multimérica imunossupres-
sora isolada ou recombinante, de acordo com a reivindicacao 2, carac-
terizada pelo fato de que compreende um dominio de oligomerizagéo
selecionado a partir de GCN4, COMP, SNARE, CMP, MAT, LLR con-
tendo 1 NLRC, NLRC2 de ligacédo ao nucleotideo NOD2, LRR conten-
do 1 NLRC, NLRC2 de ligagao ao nucleotideo NOD2; e PSORAS 1.

4. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende
uma proteina de fusdo VISTA multimérica imunossupressora isolada
ou recombinante como definida em qualquer uma das reivindicacdes 1
a 3 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

5. Composicao, de acordo com a reivindicacao 4, caracteri-
zada pelo fato de que compreende ainda pelo menos um outro agente
imunossupressor selecionado a partir de PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA4
e proteinas de fusdo ICOS e anticorpos imunossupressores especifi-
cos para qualquer um dos anteriores.

6. Proteina de fusdo VISTA multimérica isolada ou recom-
binante, de acordo com a reivindicagcdo 1, caracterizada pelo fato de
que € para uso na preparagao de um medicamento para induzir a imu-

nossupressao em um individuo ou tratar um individuo com um distur-
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bio alérgico, inflamatério ou autoimune.

7. Proteina de fusdo VISTA multimérica isolada ou recom-
binante, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, carac-
terizada pelo fato de que o medicamento é para tratamente de um dis-
turbio selecionado a partir de psoriase, dermatite, dermatite atépica,
dermatite, esclerodermia sistémica, esclerose, doenca de Crohn, colite
ulcerativa, sindrome de angustia respiratoria, sindrome de dificuldade
respiratéria do adulto (ARDS); dermatite, meningite; encefalite, uveite,
colite; glomerulonefrite; eczema, asma, aterosclerose, deficiéncia de
adesdo leucocitaria, artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico
(SLE), diabetes mellitus (por exemplo, diabetes mellitus tipo | ou diabe-
tes mellitus insulina dependente), esclerose multipla; sindrome de
Reynaud; tiroidite autoimune, encefalomielite alérgica, sindroma de
Sjorgen, diabete juvenil, tuberculose, sarcoidose, polimiosite, granulo-
matose e vasculite; anemia perniciosa (doenca de Addison), disturbio
inflamatoério do sistema nervoso central (SNC), sindrome de lesdo de
multiplos 6rgaos, anemia hemolitica, crioglobinemia ou anemia positiva
de Coombs, miastenia gravis; doencas mediadas por complexo anti-
geno-anticorpo; doenga da membrana basal antiglomerular, sindrome
antifosfolipideo, neurite alérgica, doengca de Graves; Sindrome miasté-
nica de Lambert-Eaton, penfigoide bolhoso, pénfigo; Poliendocrinopa-
tias autoimunes; doenca de Reiter; sindrome do homem com musculo
dolorido; doenca de Behcet, arterite de células gigantes, nefrite com-
plexo imune; nefropatia de IgA; polineuropatias de IgM; purpura trom-
bocitopénica imunoldgica (I'TP) e trombocitopenia autoimune.

8. Proteina de fusdo VISTA multimérica isolada ou recom-
binante, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, carac-
terizada pelo fato de que o medicamento é para tratamente de um dis-
turbio ou doencga selecionado a partir de artrite, artrite reumatoide, ar-

trite aguda, artrite reumatoide crdnica, artrite gotosa, artrite gotosa
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aguda, artrite inflamatoria cronica, artrite degenerativa, artrite infeccio-
sa, artrite de Lyme, artrite proliferativa, artrite psoriatica, artrite verte-
bral, e artrite reumatoide juvenil-inicio, osteoartrite, artrite crénica pro-
gressiva, artrite deformante, poliartrite crbnica primaria, artrite reativa,
espondilite anquilosante, doencas inflamatérias da pele hiperprolifera-
tiva, psoriase, tal como psoriase em placas, psoriase gutatte, psoriase
pustular e psoriase das unhas, dermatite incluindo dermatite de conta-
to, dermatite de contato crénica, dermatite alérgica, dermatite de con-
tato alérgica, dermatite herpetiforme, e, dermatite atdpica, sindrome de
hiper IgM ligado ao X, urticaria, tal como urticaria crbnica alérgica e
urticaria idiopatica cronica, incluindo urticaria crénica autoimune, poli-
miosite / dermatomiosite, dermatomiosite juvenil, necrdlise epidérmica
toxica, esclerodermia, esclerodermia sistémica, esclerose, esclerose
sistémica, esclerose multipla (MS), espino-6ptico MS, MS progressiva
primaria (PPMS), com exacerbagao-remissao (EMRR), esclerose sis-
témica progressiva, aterosclerose, arteriosclerose, esclerose dissemi-
nada, e esclerose ataxica, doenca inflamatéria do intestino (iBD), do-
enca de Crohn, colite, colite ulcerativa, colite ulcerosa, colite microscé-
pica, colite colagenosa, colite poliposa, enterocolite necrosante, colite
transmural, doenga intestinal inflamatéria autoimune, pioderma gan-
grenoso, eritema nodoso, colangite esclerosante primaria, episclerite,
sindrome de angustia respiratéria, sindrome do desconforto respirato-
rio agudo ou adulto (ARDS), a meningite, a inflamacéo de toda ou par-
te da uvea, irite, coroidite, um disturbio autoimune hematologico, es-
pondilite reumatoide, perda subita de audi¢cdo, doengas mediadas por
IgE tais anafilaxia e rinite alérgica e atopica, encefalite, encefalite de
Rasmussen, encefalite limbica e ou de tronco, uveite, uveite anterior,
uveite anterior aguda, uveite granulomatosa, uveite nongranulomato-
sa, uveite posterior, uveite autoimune, glomerulonefrite (GN), GN idio-

patica membranosa ou nefropatia idiopatica membranosa, GN mem-
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brano ou membranosa proliferativa (MPGN), GN rapidamente progres-
siva, condigdes alérgicas, miocardite autoimune, deficiéncia de adeséo
de leucécitos, lupus eritematoso sistémico (SLE) ou lupus eritermatoso
sistémico taiscomo SLE cuténeo, lupus eritematoso cutédneo subagu-
do, sindrome de lupus neonatal (NLE), disseminatus lupus eritemato-
so, lupus (incluindo nefrite, cerebrite, pediatrica, ndo-renal, extra-renal,
discoide, alopecia), juvenil (Tipo I) diabetee mellitus, incluindo pediatri-
ca insulino-dependente diabetes mellitus (IDDM), diabetes mellitus de
inicio adulto (diabetes Tipo Il), diabetes autoimune, diabetes insipidus
idiopatica) 'respostas imunologicas associadas com hipersensibilidade
aguda e retardada mediada por citoquinas e linfécitos T, tuberculose,
sarcoidose, granulomatose incluindo granulomatose linfomatoide, gra-
nulomatose de Wegener, agranulocitose, vasculite, incluindo vasculite
(incluindo vasculite de grandes vasos (incluindo polimialgia reumatica
e célula gigante (de Takayasu) arterite), vasculite navio meio (incluindo
a doencga de Kawasaki e poliarterite nodosa), poliarterite microscopica
, SNCvasculite SNC, "necrotizantes, cutanea, ou vasculite de hiper-
sensibilidade, vasculite necrosante sistémica e vasculite ANCA-
associada, tais como vasculite de Churg-Strauss e sindrome de
(CSS)), arterite temporal, anemia aplastica, anemia aplastica autoimu-
ne, anemia positiva de Coombs , Diamond Blackfan anemia, anemia
hemolitica ou anemia hemolitica imune, incluindo anemia hemolitica
autoimune (AHAI), anemia perniciosa (anemia perniciosa), pancitope-
nia doenca de Addison, anemia pura vermelha ou aplasia (PRCA), de-
ficiéncia de fator VIII, a hemofilia A, neutropenia autoimune, leucope-
nia, doencgas que envolvem diapedese de leucécitos, doencas inflama-
térias do sistema nervoso central, sindrome de lesdo de multiplos or-
gaos, tais como aquelas secundaria ao trauma, septicemia ou hemor-
ragia, complexo de antigeno-anticorpo doencas mediadas, doengas

glomerular antimembrana basal, antifosfolipideo sindrome anticorpo,
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neurite alérgica , Bechet, ou da doencga de Behget, a sindrome de Cas-
tleman, sindrome de Goodpasture, sindrome de Reynaud, sindrome
de Sjogren, Stevens Johnson, penfigoide, tais como penfigoide bolho-
so e pele pemphigoiaYpemphigus (incluindo pénfigo vulgar, pénfigo
pénfigo, penfigoide muco membrana pénfigo, e pénfigo eritematoso),
polyendocrinopafhies autoimunes, doenga de Reiter ou sindrome, ne-
frite complexo imune, mediada por anticorpos, nefrite, neuromielite 6p-
tica, polineuropatias, neuropatia crénica, tais como polineuropatias de
IgM ou IgM mediada por neuropatia, trombocitopenia, purpura trombo-
citopénica trombdtica (TTP), purpura trombocitopénica idiopatica
(FTP), autoimune orquite e ooforite, hipotireoidismo primario, hipopara-
tiroidismo, tireoidite autoimune, doenga de Hashimoto, cromo tireoidite
(tireoidite de Hashimoto); tireoidite subaguda, doenga autoimune da
tiroide, hipotiroidismo idiopatica, doenca de Graves, sindromes poli-
glandular tais como autoimunes sindromes poliglandular (ou sindro-
mes endocrinopatia poliglandular), sindromes paraneoplasicas neuro-
|6gicas, incluindo sindromes paraneoplasicas tais como sindroma de
Lambert-Eaton ou miasténica de Eaton-Lambert, sindrome de dura ou
dura-homem pessoa, encefalomielite, encefalomielite alérgica, encefa-
lomielite alérgica experimental (EAE), miastenia grave, associada a
timoma miastenia gravis, degeneracédo cerebelar, neuromyotonia, sin-
drome de opsoclonus ou opsoclonus mioclonia (OMS) e neuropatia
sensorial, motora multifocal neuropatia, sindrome de Sheehan, hepati-
te autoimune, hepatite cronica, hepatite lupica, hepatite de células gi-
gantes, hepatite crénica ativa ou hepatite autoimune crénica ativa,
pneumonite intersticial linfoide, bronquiolite obliterante (transplante
nao-) vs NSIP, sindrome de Guillain-Barré, doenca de Berger * s (ne-
fropatia de IgA), nefropatia idiopatica por IgA, IgA linear dermatose,
cirrose biliar primario, pneumonocirrose, sindrome de enteropatia au-

toimune, doenca celiaca, doenga coeliaca, sprue celiaca (enteropatia
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gluten), sprue refratorio, sprue idiopatica, crioglobulinemia, esclerose
lateral amiotréfica (ALS, doenga de Lou Gehrig), doenga arterial coro-
nariana, doencga autoimune da orelha, como doencga autoimune da ore-
lha interna (AGED), perda auditiva autoimune, sindrom opsoclonus
mioclonus (OMS), policondrite, tais como policondrite reincidente ou
refrataria, proteinose alveolar pulmonar, amiloidose, esclerite, uma lin-
focitose ndo-canceroso, uma linfocitose primaria, que inclui linfocitose
de células B monoclonais (por exemplo, gamopatia monoclonal benig-
na e garnmopatia monoclonal de significado indeterminado, MGUS ),
neuropatia periférica, sindrome paraneoplasica, canalopatias tais co-
mo a epilepsia, enxaqueca, disturbios arritimia muscular, surdez, ce-
gueira, paralisia periodica, e canalopatias do SNC, autismo, miopatias
inflamatorias, focais glomeruloesclerose segmentar (FSGS), oftalmo-
patia endocrina, uveoretinitis , coriorretinite, disturbio autoimune hepa-
tolégico, fibromialgia, insuficiéncia enddécrina multipla, sindrome de
Schmidt, adrenalitis, atrofia gastrica, deméncia pré-senil, doencgas
desmielinizantes, tais como a doengas autoimunes desmielinizantes,
nefropatia diabética, sindrome Dressle s, alopecia greata, sindrome
CREST (calcinose, fenbmeno de Raynaud, dismotilidade esofagica,
sclerodatyl), e telangietasia), infertilidade masculino e feminino autoi-
mune, doeng¢a mista do tecido conjuntivo, doenca de Chagas, febre
reumatica, aborto recorrente, pulméao do fazendeiro, eritema multifor-
me, sindrome pds-cardiotomia, sindrome de Cushing, pulmao de cria-
dor de passaros, a angeite granulomatosa alérgica, angeite linfocitica
benigna; 'sindrome de Alport, alveolite, como alveolite alérgica e alveo-
lite fibrosante, doenca intersticial pulmonar, reacao transfusional, han-
seniase, malaria, leishmaniose, kypanosomiasis, esquistossomose,
ascaridiase, aspergilose, sindrome Sampler, sindrome de Caplan,
dengue, endocardite, endomiocardiofibrose, fibrose pulmonar difusa,

fibrose intersticial pulmonar, fibrose pulmonar idiopatica, fibrose cisti-
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ca, endoftalmite, eritema elevado et diutinum, eritroblastose fetal, eosi-
nofilica faciitis, sindrome de Shulman, sindrome de Felt, flariasis, cicli-
te como ciclite crbénica, ciclite heterocronia, iridociclite, ou ciclite Fuch,
a purpura de Henoch-Schonlein, o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), infegdo echovirus, cardiomiopatia, doenga de Alzheimer, parvo-
virose, infegdo pelo virus da rubéola, pds-vacinagéo sindromes, infe-
¢ao da rubéola congénita, o virus Epstein-Barr infe¢do, caxumba, sin-
drome de Evan, insuficiéncia gonadal autoimune, coréia de Sydenham,
nefrite pos-estreptocdcica, thromboangitis ubiterans, tireotoxicose, ta-
bes dorsalis, chorioiditis, células gigantes polimialgia, oftalmopatia en-
docrina, crbénica pneumonite por hipersensibilidade, ceratoconjuntivite
seca, epidemia de ceratoconjuntivite, idiopatica sindrome nefritica, al-
teracbes minimas nefropatia, lesdo familiar e isquemia-reperfusao be-
nigna, autoimunidade retiniana, inflamacéao das articulagdes, bronquite,
doenca das vias respiratérias obstrutiva cronica, silicose, aftas, esto-
matite aftosa, doencgas arterioscleréticas, hemolise, aspermiogenese
autoimune, doenga de Boeck, a crioglobulinemia, contratura de Du-
puytren, endophthalmia phacoanaphylatica, enterite alérgica, eritema
nodoso hansénico, paralisia idiopatrliafacial, sindrome da fadiga créni-
ca, febris reumatica, doenga de Hamman-Rich, perda auditiva senso-
neural, hemoglobinuria paroxysmatica, hipogonadismo; regionalis ilei-
te, leucopenia, mononucleose infetiosa, mielite transversal, idiopatica
primaria mixedema, nefrose, symphatica oftalmia orquite granulomato-
sa, pancreatite, poliradiculite acuta, pioderma gangrenoso, thyreoiditis
Quervain, adquirido atrofia spenic, infertilidade devido a antobodies
antispermatozoan, ndo malignas timoma, vitiligo, SCID e virus de Eps-
tein-Barr virus associados a doengas, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), parasitarias doengas tais como Lesihmania, toxicos
sindrome do choque, intoxicagdo alimentar, condi¢gdes que envolvem

infiltragcdo de células T, leucdcito-adesdo de deficiéncia, respostas
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imunoldgicas associadas com hipersensibilidade aguda e retardada
mediada por citoquinas e linfocitos T, doencas que envolvem diapede-
se de leucécitos, sindrome de lesdo de multiplos érgéos , complexo de
antigeno-anticorpo, doengas mediadas antiglomerular doenca da
membrana basal, neurite alérgica, polyendocrmopathies autoimunes,
ooforite, mixedema primario, gastrite atréfica autoimune, oftalmia sim-
patica, doengas reumaticas, doenga mista do tecido conjuntivo, sin-
drome nefrética, insulite, insuficiéncia polyendocrine, neuropatia perifé-
rica, tipo de sindrome autoimune poliglandular |, adulto-inicio hipopara-
tireoidismo (AOIH), alopecia totalis, cardiomiopatia dilatada, epidermo-
lisis bolhosa adquirida (EBA), hemocromatose, miocardite sindrome
nefrética, colangite esclerosante primaria, sinusite purulenta ou n&o
purulenta, sinusite aguda ou crénica, etmoide , sinusite frontal, maxilar,
ou esfenoide, um transtorno de eosindfilos relacionados, tais como eo-
sinofilia, pulmonar infiltracdo eosinofilia, eosinofilia-mialgia, sindrome
Lo filer, cromo pneumonia eosinofilica, tropical eosinofilia pulmonar,
broncopneumonia aspergilose, aspergiloma, ou granulomas contendo
eosindfilos, anafilaxia , espondiloartrites seronegativos, a doenca au-
toimune polyendocrine, colangite esclerosante, esclera, episclera cré-
nica mucocutanea candidiase, sindrome de Bruton, hipogamaglobuli-
nemia transitéria da infancia, sindroma de Wiskott-Aldrich, ataxia te-
langietasia, perturbagdes autoimunes associadas a doenga do colagé-
nio, reumatismo, doencga neuroldgica, isquemia disturbio de reperfu-
sdo, a reducao na resposta da pressao arterial, a disfuncédo vascular,
antgietasis, lesdo tecidual, isquemia cardiovascular, hiperalgesia is-
gquemia cerebral e doenga de vascularizagdo de acompanhamento,
disturbios de hipersensibilidade alérgica, glomenilonephritides, lesao
de reperfusao, lesdo de reperfusao de tecidos do miocardio ou outros,
dermatoses com aguda componentes inflamatérios agudos, meningite

purulenta ou do sistema nervoso central, outras disturbios inflamato-

Peticio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 223/229
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rias, oculares e doencas inflamatodrias orbital; granulécitos transfuséo
associadas sindromes, citocina induzida por toxicidade, inflamacéao
grave aguda, inflamagao crénica intratavel, pielite, pneumonocirrhosis,
retinopatia diabética, diabético artéria de grande hiperplasia disturbio,
endarterial, Ulcera péptica, valvite, e endometriose.

9. Proteina de fusdo multimérica VISTA isolada ou recom-
binante, de acordo com qualquer uma das reivindicacées 1 a 3, 7 ou 8,
caracterizada pelo fato de que o referido tratamento inclui ainda o uso
de pelo menos um outro imunossupressor agente selecionado a partir
de proteinas de fusdao PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA4 e ICOS e anticor-

pos imunossupressores especificos para qualquer um dos anteriores.

Peticio 870210101557, de 04/11/2021, pég. 224/229
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ALINHAMENTO DE DOMINIOS EXTRACELULARES DE PD-XL MURINO COM B7-H1
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ALINHAMENTO DE DOMINIOS EXTRACELULARES DE PD-XL MURINO COM
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