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“COMPOSTO DESTINADO A ESTIMULAR A VIA DE SINALIZACAO DE
IL-15R BETA/GAMA, ADJUVANTE PARA COMPOSICAO
IMUNOTERAPEUTICA, COMPOSICAO FARMACEUTICA, E
FARMACO”

CAMPO DA INVENCAO
[001] A presente invencado refere-se ao campo de respostas

biolégicas induzidas por citocina ou estimuladas por citocina, mais
especificamente ao campo de respostas biolégicas induzidas por IL-15 e/ou
estimuladas por IL-15 e, especialmente, ao campo das respostas biologicas
que envolvam via de sinalizacdo de IL15RB/y.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] IL-15 é uma citocina que, como IL-2, foi descrita
originalmente como fator de crescimento de células T (1). As duas citocinas
pertencem a familia de feixes de quatro hélices a. e 0s seus receptores de
membranas compartilham duas subunidades (as cadeias IL-2R/IL-15R (3 e v)
responsaveis pela transducéo de sinais (2). O complexo IL-2RB/y é receptor
de afinidade intermediario para as duas citocinas. Ele é expresso
principalmente pela maior parte das células NK e pode ser ativado in vitro
por concentracdes nanomolares de IL-2 ou IL-15.

[003] Receptores de IL-2 e IL-15 com alta afinidade, que sao
expressos, por exemplo, sobre células T ativadas e que podem ser ativados
com concentragdes picomolares de cada citocina, contém ainda sua propria
cadeia a privada (IL-2Ra e IL-15Ra) que confere especificidade de citocinas

e aumenta a afinidade de ligacao de citocinas (3).
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[004] As duas citocinas desempenham papéis fundamentais na
imunidade inata e adaptativa. Embora experimentos in vitro iniciais tenham
demonstrado grande sobreposi¢do funcional (inducdo da proliferacdo e
citotoxicidade de linfocitos ativados e células NK, coestimulo da proliferacdo de
células B e sintese de imunoglobulina, quimiotaxia de células T) (1,4-6),
experimentos mais recentes indicaram que as duas citocinas exercem acoes
complementares e até contrastantes in vivo. Embora o knock out de IL-2 ou IL-
2Ra em camundongos fosse associado a fenétipos auto-imunes com maiores
populac6es de células B e T ativadas, o knock out de IL-15 e IL-15Ra resultou
em defeitos especificos em NK, NK-T, linfécitos intra-epiteliais e células T de
memoéria CD8 (7, 8). Além disso, IL-2 promove tolerancia periférica por meio da
inducdo de morte celular induzida por ativagdo (AICD), enquanto IL-15 inibe
AICD mediada por IL-2 (9) e, ao contrario de IL-2, IL-15 é fator de sobrevivéncia
para células T de meméria CD8 (10).

[005] Seguindo estas observacdes, sugeriu-se que o papel
principal de IL-2 é limitar a expansado continua de células T ativadas, enquanto
IL-15 é fundamental para o inicio da divisédo de células T e a sobrevivéncia de
células T de memoria (11).

[006] Foi descrito mecanismo inovador da transapresentacdo de
IL-15, no qual IL-15 e IL-15Ra séo expressos coordenadamente por células que
apresentam antigenos (mondcitos, células dendriticas) e IL-15 ligado a IL-15Ra
é apresentado em trans para células T CD8 ou NK vizinhas que expressam
apenas o receptor IL-15RpB/y (12). A transapresentacdo de IL-15 como evento
coestimulante que ocorre na sinapse imunolégica aparentemente é agora
mecanismo dominante de acdo de IL-15 in vivo (13, 14). Sugere-se que ele
desempenha papel importante na imunossupervisdo de tumores (15).

[007] As subunidades IL-15Ra e IL-2Ra formam subfamilia de

receptores de citocina, pelo fato de que eles compreendem, nas suas partes
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extracelulares N-terminais, os chamados dominios estruturais “sushi” (um em IL-
15Ra, dois em IL-2Ra) também encontrados em moléculas de adesdo ou
complemento (16). Nos dois casos, demonstrou-se que esses dominios sushi
contém a maior parte dos elementos estruturais responsaveis pela ligacdo de
citocinas.

[008] Embora IL-2Ra isoladamente seja receptor de baixa
afinidade para IL-2 (Kd = 10 nM), IL-15Ra se liga a IL-15 com alta afinidade (Kd
= 100 pm). A divisdo de IL-2Ra por meio de protedlise € mecanismo natural que
participa da regulagem para baixo da ativacao de linfécitos. IL-2Ra. é dividido por
Der pl, alérgeno de &caros importante, para inibir células Thl e favorecer
ambiente alérgico (17) e por metaloproteinases derivadas de tumores para
suprimir a proliferacao de células T encontradas no cancer (18). O IL-2Ra soluvel
gerado desta forma € inibidor competitivo da ac¢do de IL-2 in vitro. Ele
permanece, entretanto, aglutinante de IL-2 com baixa afinidade e ndo é propenso
a participar eficientemente da regulagem para baixo da atividade de IL-2 in vivo.

[009] Descobriu-se recentemente que forma soltvel do IL-15Ra
humano pode também ser liberada naturalmente de células IL-15Ra positivas
por meio de processo de divisao que envolve MMPs (19). Ao contrario de IL-2Ra
soluvel, este receptor de IL-15Ra soluvel foi capaz de se ligar a IL-15 com alta
afinidade e bloqueia eficientemente a proliferacao dirigida por meio do complexo
de sinalizacdo de IL-15Ro/B/y com alta afinidade. Este resultado foi consistente
com o conceito de slL-15Ra que se comporta, como o0 seu homologo slL-2Ra,
como antagonista e com efeitos inibidores de sIL-15Ra de camundongo in vitro
ou in vivo (20, 21).

[010] Aqui, os inventores da presente invengdo demonstram que
fragmento que consiste essencialmente do dominio sushi de IL-15R alfa (= IL-

15Ra) possui acdo oposta.
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[011] Esse fragmento é capaz de aumentar a ligagdo, bem como
a bioatividade de IL-15 através do receptor de afinidade intermediaria IL-15R
beta/gama (= IL-15Rp/y), sem afetar aqueles através do receptor de alta
afinidade. Além disso, os inventores do presente pedido descrevem proteinas de
fusdo que se comportam como potentes superagonistas do complexo IL-15Rp/y.
Estas proteinas de fusdo compreendem entidade de ligacdo de IL-15R
beta/gama, tal como IL-15 (ou seu fragmento conservado, agonista ou mimético),
fundido por meio de covaléncia, por exemplo, por ligante flexivel, a IL-15Ra ou
a fragmento de IL-15R alfa que tenha retido o dominio sushi de IL-15R alfa.

[012] Até onde sabem o0s inventores, existe somente um
documento do estado da técnica que relata efeito estimulante para composto que
compreende elemento relativo a IL-15R alfa, nomeadamente a forma disponivel
comercialmente de IL-15R alfa soltvel.

[013] Trata-se da publicacdo de Giron-Michel et al, que é
intitulada Membrane-Bound and Soluble IL-15/IL-15R Alpha Complexes Display
Different Signalling and Functions on Human Haematopoietic Progenitors (Blood,
primeiro de outubro de 2005, vol. 106, n°® 7, pags. 2302-2310; previamente
publicado online em junho de 2005).

[014] A publicagdo de Giron-Michel et al descreve que (vide
Figura 7 de Giron-Michel et al):

- IL-15 recombinante (rIL-15) induz efeito antiapoptotico
significativo quando utilizado em dose de 10 ng/ml; e

- rIL-15 ndo induz nenhum efeito antiapoptético significativo em
dosagem de 0,1 ng/ml; mas

- rlL-15 em dose de 0,1 ng/ml induz efeito antiapoptotico
significativo quando utilizado com a forma disponivel comercialmente de IL-15R

alfa solavel.
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[015] O IL-15R alfa solavel que € utilizado por Giron-Michel et al
é a forma disponivel comercialmente de IL-15R alfa (disponivel por meio da R&D
Systems, sob referéncia 147-IR). Este IL-15R alfa soltuvel é forma modificada de
IL-15R alfa soluvel, que ndo contém exon 3. A forma de IL-15R alfa solavel que
é utilizada por Giron-Michel et al compreende, desta forma, a parte codificada
por exon 2 de IL-15R alfa, ligada diretamente a parte codificada por exon 4 de
IL-15R alfa, sem comprometer nenhuma parte codificada por exon 3 de IL-15R
alfa. A forma de IL-15R alfa solavel que é utilizada pro Giron-Michel et al ndo
corresponde, portanto, a fragmento de IL-15R alfa, mas a uma de suas formas
modificadas.

[016] A forma de IL-15R alfa solavel que € utilizada por Giron-
Michel et al compreende adicionalmente fragmento de Fc (IgG humano) a ela
ligado por meio de covaléncia. Fragmento de Fc ndo se liga a IL-15R beta/gama.
A publicagdo de Giron-Michel et al, portanto, ndo descreve nenhum composto
em que a forma IL-15R alfa solluvel seria ligada por meio de covaléncia a
entidade de uniéo ligacao de IL-15R beta/gama.

[017] A publicagdo de Giron-Michel et al descreve adicionalmente
efeito antiapoptético, mas ndo descreve nenhum efeito sobre a proliferacéo e/ou
ativacdo de células IL-15R beta/gama-positivas. Pode-se ainda observar que o
teste de efeito antiapoptético descrito ndo compreende nenhuma amostra de
controle que pudesse conter (i) o fragmento de IL-15R alfa-Fc soluvel na
auséncia de riL-15 ou (ii) IL-15R alfa soltvel sem nenhum fragmento de Fc. O
efeito antiapoptoético descrito ndo pode ser atribuido diretamente, portanto, a
parte IL-15R alfa do composto que é utilizado.

[018] A publicagdo de Giron-Michel et al n&o contém ainda
nenhuma indicacdo do dominio sushi de IL-15R alfa (nem a regido de articulacéo

que € ausente da forma IL-15R alfa soluvel que esta sendo utilizada nesse
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documento do estado da técnica), nem contém indicacdo quanto a via de
sinalizacao de IL-15beta/gama.

[019] A presente invencdo descreve, pela primeira vez, as
unidades estruturais que sao necessarias e, especialmente, vantajosas para a
inducéo e/ou o estimulo de acéo bioldgica IL-15, o acionamento especifico das
vias de sinalizacdo de IL-15beta/gama e a inducdo e/ou o estimulo da
proliferacdo de células NK e/ou T. A presente invencdo apresenta, portanto,
contribuicdo técnica sobre o estado da técnica, o que permite aplicacbes
biol6gicas e médicas anteriormente ndo atingidas.

[020] Portanto, quando analisada em base a priori, a publicacdo
de Giron-Michel ndo ensina a invenc¢ao reivindicada para os técnicos comuns no
assunto, nem orienta 0s técnicos no assunto quanto a invengéo reivindicada.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[021] A presente invencédo refere-se a via de sinalizagdo de IL-
15R beta/gama e a inducdo e/ou estimulo da ativacao e/ou proliferacéo de IL-
15R beta/gama-positivas e/ou prevencao de apoptose, tal como células T e/ou
NK.

[022] A presente invencgéo descreve que a regido extracelular de
IL-15R alfa pode agir como agonista da acao biolégica de IL-15, por meio da via
de sinalizacdo de IL-15R beta/gama. A presente invencdo descreve
notadamente que pode estimular e/ou induzir a proliferacdo e/ou ativacédo de
células IL-15R beta/gama positivas e/ou prevencdo de apoptose, tal como
células T e/ou NK.

[023] A presente invengdo descreve que a unidade estrutural
minima contida nesta regido extracelular IL-15R alfa, que é necessaria para

exercer essa acao agonista, € o dominio sushi de regiao extracelular IL-15R alfa.
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[024] A presente invengdo descreve, ainda, que a regido de
articulacdo e extremidade desta regido extracelular IL-15R alfa aprimora
significativamente a eficiéncia desta acao agonista.

[025] A presente invencéo fornece, ainda, compostos que exibem
aumento de 30 a 150 vezes da bioatividade, em comparagdo com IL-15 do tipo
selvagem e que sdo ainda mais potentes que a simples associacdo de dominio
sushi de IL-15R alfa solavel e IL-15.

[026] A presente invengdo refere-se aos objetos descritos no
capitulo de descricdo detalhada e, mais especificamente, aos definidos nas
reivindicagdes anexas.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

FiG. 1. AFINIDADES DE LIGACAO DAS VARIAS PROTEINAS IL-15Ra SOLUVEIS PARA

IL-15.

[027] Sensorgramas de SPR da ligacdo (fases de associagéo e
dissociacao) de crescentes concentracdes de riL-15 (3,1, 6,2, 12,5, 25, 50 e 100
nM) para (A) slL-15Ra-IL-2, (B) sIL-15Ra-sushi-IL-2 ou (C) IL-15Ra-sushi
imobilizados. (D): Estudos de competicdo de slL-15Ra-sushi (0), slL-15Ra-IL-2
(#) ou slIL-15Ra-sushi-IL-2 (A) com rIL-15 radioiodado (200 pM) unindo-se a
células TF-1. Sensorgramas SPR da ligacdo (fases de associacdo e de
dissociacao) de concentragdes crescentes de riL-15 (1, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100
nM) a (E) sIL-15Ra-Sushi + imobilizado.

FIG. 2. EFEITOS SOBRE A PROLIFERACAO INDUZIDA POR IL-15 ATRAVES DE |L -

15RB/y.

[028] A proliferacédo de células Mo-7 foi avaliada por meio da

incorporacgdo de [3H]-timidina. Células foram cultivadas com concentragbes
crescentes de rIL-15 humano (A) ou rlL-2 humano (B), na auséncia (e) ou
presencga (¢) de concentragao fixa (10 nM) de slL-15Ra-sushi. (C): células

foram cultivadas na presenca de 1 nM de rlL-15, sem (e) ou com
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concentragdes crescentes de sIL-15Ra-sushi (¢). (D): células foram
cultivadas com concentragdes crescentes de rIL-15 (e), mistura equimolar
de IL-15 e sIL-15Ra-sushi (0), RLI (A) ou proteina de fusédo ILR (A). (E):
constru¢cdes moleculares utilizadas para expressar proteinas de fusédo ILR e
RLI. IL-15Ra sp: peptideo de sinal IL-15Ra humano, ppl sp: peptideo de
sinal de preprolactina bovina. (F): estruturas de modelo tridimensional das
proteinas de fusédo.

FiG. 3: EFEITOS SOBRE A PREVENCAO DE APOPTOSE INDUZIDA POR IL-15

ATRAVES DE IL-15RB/y.

[029] Apoptose foi avaliada por meio de expressao da
superficie celular de Anexina V utilizando Citometria de Fluxo. Histograma
completo (Aa) representa manchas de anexina V sobre Mo-7 no inicio do
experimento. Células foram cultivadas por 48 horas, sem (Ab) ou com
concentracgao fixa de rIL-15 humano (500 pM) (Ac), na auséncia (histograma
completo) ou presenca de slL-15Ra-sushi (10 nM) (linha continua). (B):
cinética da expressdo de Anexina V sobre células Mo-7 na auséncia de
citocina exdgena (e) ou na presencga de rlL-15 (500 pM) (o), sIL-15Ra-sushi
(10 nM) (o), sIL-15Ra-sushi (10 nM) mais rIL-15 (500 pM) (¢) ou RLI (500
pM) (A). (C): células Mo-7 foram cultivadas com concentragdes crescentes
de rIL-15, na auséncia (o) ou presencga (¢) de concentracao fixa (10 nM) de
sIL-15Ra-sushi, ou com concentracdes crescentes de RLI (A).

FIG. 4: EFEITO AGONISTA DE SIL-15Ra-SUSHI SOBRE A LIGACAO DE IL-15 A IL-

15RB/y.

LIGACAO E INTERNALIZACAO DE RLI.

[030] (A): ligacdo de rIL-15 '?°|-marcado a células Mo7 na
auséncia (m) ou presenca de 10 nM de slL-15Ra-sushi (o). (B): ligacéo de

proteina de fusdo RLI '?°I-marcada. Em graficos menores, sdo exibidas
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plotagens Scatchard. (C): internalizacdo de proteina de fusdo de RLI 25]-
marcada (500 pM).

FiG. 5: EFEITOS SOBRE A PROLIFERACAO CELULAR INDUZIDA POR IL-15 E

APOPTOSE POR MEIO DE RECEPTORES IL-15Ra/B/y.

[031] Incorporacdo de [3H]-timidina por células Kit 225 (A) e
TF-1p (B) cultivadas com concentracdes crescentes de riL-15 (e), mistura
equimolar de rIL-15 e slL-15Ra-sushi (¢) ou proteina de fusdo RLI (A) ou
ILR (A). (C): manchas com Anexina V de TF-1B no inicio do experimento
(Ca), em 48 horas ap6s a cultura sem (Cb) ou com concentracéo fixa de rlL-
15 humano (500 pM) (Cc), na auséncia (histograma completo) ou presenca
de proteina slL-15Ra-sushi (10 nM) (linha continua) ou na presenca de 10
pM de RLI (Cd). (D): cinética de manchas na auséncia de citocina exégena
(o) ou na presenca de rIL-15 (10 pM) (e), sIL-15Ra-sushi (10 nM) (o), slL-
15Ra-sushi (10 nM) mais rIL-15 (10 pM) (¢) ou proteina de fusdo RLI (10 pM)
(A). (E): manchas em 48 horas ap6s a cultura com concentracdes
crescentes de rIL-15, na auséncia (e) ou presenca (¢) de concentragao fixa
(10 nM) de slL-15Ra-sushi ou com concentracfes crescentes de proteina de
fusdo RLI (A).
FIG. 6: LIGACAO E INTERNALIZACAO DE SIL-15Ra-SUSHI E RLI SOBRE CELULAS

TE-1.

EFEITOS DE SiL-15Ra-SUSHI SOBRE A LIGACAO DE IL-15.

[032] (A) curva de saturacéo de ligacédo de rIL-15 *?5I-marcado
na auséncia (m) ou presencga de 10 nM de sIL-15Ra-sushi (o). (B): efeito de
concentragdes crescentes de slIL-15Ra-sushi sobre a ligagdo em
concentracgao fixa de rIL-15 radioiodado (200 pM). (C): curva de de saturacéao
de ligacdo de slL-15Ra-sushi *?°I-marcado na presenca de 1 nM de riL-15 e
(D) internalizacdo subsequente. (E): curva de saturacdo de ligacao de RLI

125-marcado e (F) internalizacédo subsequente.
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FiG. 7: MODELOS PROPOSTOS PARA OS EFEITOS DIFERENCIAIS DE SIL-15Ra E

SIL-15Ra-SUSHI.

[033] (A) No contexto de receptores de IL-15Ra/ply, sSIL-15Ra
concorre com IL-15Ra de membrana para se ligar a IL-15. (B) No contexto de
receptores de IL-15Rp/y, sIL-15Ra-sushi realiza complexo com IL-15 que ativa o
complexo IL-15RB/y mais eficientemente que IL-15 isoladamente. As proteinas
de fusdo RLI ou ILR amplificam este efeito agonista. (C) No contexto de
receptores de IL-15Ra/Bly, sIL-15Ra-sushi ndo é eficiente para competir com IL-
15Ra de membrana, ou compete com IL-15Ra de membrana e o complexo de
sIL-15Ra-sushi com IL-15 ativa complexos IL-15RpB/y em excesso como em (B).

FIGS. 8 A 42 EXIBEM SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS E AciDos NUCLEICOS

[034] As SEQ IDs encontram-se relacionados na Tabela 4 (a
Tabela 4 esta localizada apdés as referéncias bibliogréficas, antes das
reivindicacgdes).

[035] Fig. 8: cDNA de IL-15R alfa do tipo selvagem humano (SEQ
ID N° 1).

[036] Fig. 9: CDS de IL-15R alfa do tipo selvagem humano (SEQ
ID N° 2) e proteina IL-15R alfa do tipo selvagem humano (SEQ ID N° 3).

[037] Fig. 10: CDS e sequéncias de aminoacidos do peptideo de
sinal de IL-15R alfa do tipo selvagem humano (SEQ ID N° 4 e N°5) e de peptideo
maduro (SEQ ID N° 6 e N° 7).

[038] Fig. 11: sequéncias de acidos nucléicos de exons 1 a 5 de
IL-15R alfa do tipo selvagem humano (SEQ ID N° 8 a 12).

[039] Fig. 12: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos do
dominio sushi de IL-15R alfa do tipo selvagem humano (SEQ ID N° 13 a 14) e
de fragmento de IL-15R alfa do tipo selvagem humano que compreende o

dominio sushi (SEQ ID N° 15 e N° 16).
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[040] Fig. 13: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
fragmento de IL-15R alfa do tipo selvagem humano que compreende o dominio
sushi (SEQ ID N° 17 e N° 18).

[041] Fig. 14: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos da
articulagéo de IL-15R alfa do tipo selvagem humano (SEQ ID N° 19 e N° 20) e
de fragmentos desta regi&o de articulacao.

[042] Fig. 15: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
fragmentos de IL-15R alfa do tipo selvagem humano que compreende o dominio
sushi e fragmento de regido de articulacdo (SEQ ID N° 21 a 24).

[043] Fig. 16: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
fragmentos de IL-15R alfa do tipo selvagem humano que compreende o dominio
sushi e fragmento de regido de articulacdo (SEQ ID N° 25 a 28).

[044] Fig. 17: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
fragmento de IL-15R alfa do tipo selvagem humano que compreende o dominio
sushi e a regido de articulacao (SEQ ID N° 29 e 30).

[045] Fig. 18: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos da
regido rica em sitios de glicosilacdo de IL-15R alfa do tipo selvagem humano
(SEQ ID N° 31 e 32).

[046] Fig. 19: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos da
parte codificada por exon 3 da regido rica em sitios de glicosilacdo de IL-15R alfa
do tipo selvagem humano (SEQ ID N° 33 e 34) e de fragmento de IL-15R alfa
que compreende o dominio sushi, a regido de articulacdo e a parte codificada
por exon 3 da regido rica em sitios de glicosilacéo (SEQ ID N° 35 e 36).

[047] Fig. 20: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
fragmento de regido extracelular soltvel de IL-15R alfa do tipo selvagem humano

(SEQ ID N° 37 e 38).
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[048] Fig. 21: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
regido extracelular solavel de IL-15R alfa do tipo selvagem humano (SEQ ID N°
39 e 40).

[049] Fig. 22: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
fragmento de dominio extracelular de IL-15R humano solavel com peptideo de
sinal excluido (SEQ ID N° 41 e 42).

[050] Fig. 23: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
dominio extracelular de IL-15R alfa humano solivel com peptideo de sinal
excluido (SEQ ID N° 43 e 44).

[051] Fig. 24: sequéncia de &cidos nucléicos de IL-15 do tipo
selvagem humano (SEQ ID N° 45).

[052] Fig. 25: sequéncia de aminoacidos de proteina precursora
de IL-15 do tipo selvagem humano (SEQ ID N° 46), sequéncias de aminoacidos
e 4cidos nucléicos de IL-15 maduro do tipo selvagem humano (SEQ ID N° 47 e
48).

[053] Fig. 26: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
dois ligantes flexiveis (ligante 20, SEQ ID N° 49 e 50; ligante 26, SEQ ID N° 51
e 52).

[054] Fig. 27: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
marcador Flag e sitio de ligagcdo Xa (SEQ ID N° 53 a 56) de peptideo de sinal
preprolactina bovina (SEQ ID N° 57 e 58) e sequéncia de acidos nucléicos de IL-
15R e sequéncias Kozak de preprolactina.

[055] Fig. 28: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
RLI (proteina de fusédo de acordo com a presente invengao; SEQ ID N° 59 e 60).
Proteina de fusédo RLI = peptideo de sinal de IL-15R alfa + marcador Flag e sitio
de ligacdo de Xa + it + sushi + rd + onze aa codificados por exon 3 + ligante 20

+ IL-15 maduro do tipo selvagem humano.
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[056] Fig. 29: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
ILR (proteina de fus@o de acordo com a presente invencao; SEQ ID N° 61 e 62).
Proteina de fuséo ILR = peptideo de sinal de preprolactina bovina + marcador
Flag e sitio de ligacdo de Xa + IL-15 maduro do tipo selvagem humano + ligante
26 + it + sushi + i + rd + onze aminoé&cidos codificados por exon 3.

[057] Fig. 30: sequéncia de acidos nucléicos de IL-2 do tipo
selvagem humano (SEQ ID N° 63).

[058] Fig. 31: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
IL-2 maduro do tipo selvagem humano (SEQ ID N° 64 e 65) e de ligante utilizado
para marcar fragmento que contém sushi de IL-15R alfa com IL-2.

[059] Fig. 32: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
fragmento que contém sushi de IL-15R alfa, marcado com IL-2 (SEQ ID N° 66 e
67).

[060] Fig. 33: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
fragmento que contém sushi de IL-15R alfa (fragmento de IL-15R alfa
extracelular), marcado com IL-2 (SEQ ID N° 68 e 69).

[061] Fig. 34: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
IL-15R alfa de Mus musculus (SEQ ID N° 72 e 73).

[062] Fig. 35: sequéncias de aminoacidos de regido extracelular
de IL-15R alfa de Mus musculus (SEQ ID N° 74), dominio sushi (SEQ ID N° 75),
regiao de articulacao (SEQ ID N° 76) e regiao de extremidade (SEQ ID N° 77).

[063] Fig. 36: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de
IL-15R alfa de Pan troglodytes (SEQ ID N° 78 e 79).

[064] Fig. 37: sequéncias de aminoacidos de regido extracelular
de IL-15R alfa de Pan troglodytes (SEQ ID N° 80), dominio sushi (SEQ ID N° 81),
regiao de articulacao (SEQ ID N° 82) e regido de extremidade (SEQ ID N° 83).

[065] Fig. 38: sequéncias de aminoacidos e acidos nucléicos de

IL-15R alfa de Rattus norvegicus (SEQ ID N° 84 e 85).
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[066] Fig. 39: sequéncias de aminoacidos de regidao extracelular
de IL-15R alfa de Rattus norvegicus (SEQ ID N° 86), dominio sushi (SEQ ID N°
87), regido de articulagcédo (SEQ ID N° 88) e regido de extremidade (SEQ ID N°
89).

[067] Fig. 40: sequéncia de &cidos nucléicos do exon 3 de IL-15R
alfa de Mus musculus (SEQ ID N° 90), de IL-15R alfa de Pan troglodytes (SEQ
ID N°91) e de IL-15R alfa de Rattus norvegicus (SEQ ID N° 92).

[068] Fig. 41: sequéncia de aminoacidos da parte codificada por
exon 3 de IL-15R alfa humano (SEQ ID N° 93), de IL15-R alfa de Mus musculus
(SEQ ID N° 94), de IL-15R alfa de Pan troglodytes (SEQ ID N° 95) e de IL-15R
alfa de Rattus norvegicus (SEQ ID N° 96).

[069] Fig. 42: sequéncia de aminoacidos da parte codificada por
exon 2 de IL-15R alfa humano (SEQ ID N° 24), de IL15-R alfa de Mus musculus
(SEQ ID N° 97), de IL-15R alfa de Pan troglodytes (SEQ ID N° 98) e de IL-15R
alfa de Rattus norvegicus (SEQ ID N° 99).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[070] A presente invencgao refere-se a IL-15R alfa e a fragmentos
de IL-15R alfa que compreendem pelo menos um dominio sushi de IL-15R alfa.

[071] A presente invencédo refere-se a produtos que podem
destinar-se ao estimulo da via de sinalizacédo de IL-15R beta/gama para desta
forma induzir e/ou estimular a ativacdo e/ou proliferacdo e/ou prevencdo de
apoptose de células IL-15R beta/gama-positivas, tais como células NK e/ou T.

[072] A presente invencéo refere-se a polipeptideos que contém
sushi isolados, que contém o dominio sushi que € compreendido na regido
extracelular de IL-15R alfa, ou seja, refere-se ao fragmento isolado que consiste
de regido extracelular de IL-15R alfa e a seus subfragmentos que tenham retido

o0 dominio sushi.
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[073] Os polipeptideos que contém sushi de acordo com a
presente invencdo podem ser ligados por meio de covaléncia ou n&o ligados por
meio de covaléncia a pelo menos uma entidade de ligacéo de IL-15R beta/gama.

[074] A presente invengao refere-se mais especificamente a
composto ligado covalentemente que compreende pelo menos esse polipeptideo
que contém sushi, ligado direta ou indiretamente por meio de covaléncia a pelo
menos uma entidade de ligacdo de IL-15R beta/gama. Esse composto pode
possuir aumento da bioatividade em 30 a 150 vezes, em comparac¢ao com IL-15
do tipo selvagem, e ser mais potente que a livre associacdo de IL-15 e dominio
sushi IL-15R alfa soltvel.

ENTIDADE DE LIGACAO DE IL-15R BETA/GAMA:

[075] Além do mencionado pelo menos um polipeptideo que
contém sushi, 0 mencionado composto ligado covalentemente de acordo com a
presente invencao compreende pelo menos uma entidade de ligacdo de IL-15R
beta/gama.

[076] A mencionada entidade de ligacdo de IL-15R beta/gama é
preferencialmente IL-15, fragmento de IL-15, mimético ou agonista, em que o
mencionado fragmento de IL-15, mimético ou agonista possui afinidade de
ligacdo a IL-15R beta/gama que néo é significativamente mais baixa que a de IL-
15 nativo.

[077] O mencionado IL-15 pode ser qualquer IL-15, tal como IL-
15 humano, IL-15 de mamifero ndo humano ou IL-15 n&o de mamifero.

[078] Sé&o IL-15 de mamiferos ndo humanos ilustrativos IL-15 de
macaco, IL-15 murino (tal como IL-15 de camundongo com numero de acesso
NM_008357; IL-15 de rato com numero de acesso NM_013129), IL-15 de coelho
(tal como numero de acesso DQ157152), IL-15 de carneiro (tal como numero de

acesso NM_001009734) ou IL-15 de porco (tal como numero de acesso
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NM_211390). IL-15 ndo de mamifero ilustrativo € galinha (tal como nimero de
acesso NM_204571).

[079] De maior preferéncia, o mencionado IL-15 € IL-15 humano.
De preferéncia superior, a sequéncia de aminoacidos do mencionado IL-15
humano é a sequéncia de SEQ ID N° 48.

[080] IL-15 nédo se liga a IL-2R alfa. Em vista das aplicagdes
médicas e biolégicas contempladas pela presente invencdo, o mencionado
fragmento, mimético ou agonista de IL-15 preferencialmente ndo se liga a IL-2R
alfa.

[081] Os termos “agonista” e “mimético” sao fornecidos no
presente pedido considerando o seu significado comum no campo.

[082] Composto é denominado agonista de IL-15 quando induzir
resposta biolégica que é de nivel similar ou superior a induzida por IL-15 nativo.
Agonistas preferidos sdo aqueles que induzem nivel ainda mais alto de resposta
biolégica (superagonistas).

[083] Agonista de IL-15 possui tipicamente afinidade para ligacao
a IL-15R alfa e/ou a IL-15R beta/gama que é pelo menos nao significativamente
diferente do IL-15 nativo e que preferencialmente € significativamente mais alta
que a de IL-15 nativo.

[084] Mimético (ou mimetopo) de IL-15 designa qualquer
composto que seja capaz de imitar as acdes bioldgicas de IL-15.

[085] Na presente invencdo, mimeéticos ou agonistas de IL-15
preferidos sdo aqueles que séo capazes de imitar a acao biolodgica de IL-15 por
meio da via de sinalizagdo de IL-15R beta/gama. Esse mimético de IL-15
preferido possui, portanto, a capacidade de ligar-se ao complexo IL-15beta/gama
e, desta forma, induzir e/ou estimular a transdugéo de sinal biologico por meio
do mencionado complexo de IL-15R beta/gama. Miméticos ou agonistas de IL-

15 preferidos de acordo com a presente invencao possuem afinidade de ligacéo
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a IL-15R beta/gama que é ao menos nao significativamente diferente de IL-15
nativo e que preferencialmente é significativamente mais alta que a de IL-15
nativo. Agonistas ou miméticos apropriados foram descritos, por exemplo, no
Pedido PCT Internacional n® PCT/EP 2005/002367, depositado em 10 de
fevereiro de 2005, em nome de INSERM.

POLIPEPTIDEO QUE CONTEM SUSHI:

[086] A sequéncia de aminoacidos do mencionado pelo menos

um polipeptideo que contém sushi:

- € a sequéncia de aminoacidos da regido extracelular de IL-15R
alfa (a mencionada regido extracelular de IL-15R alfa compreende dominio sushi
de IL-15R alfa); ou

- € a sequéncia de aminoacidos de fragmento da regido
extracelular de IL-15R alfa, em que o mencionado fragmento reteve o dominio
sushi da mencionada regido extracelular de IL-15R alfa, em que o mencionado
dominio sushi é definido como iniciando no primeiro residuo de cisteina
codificado por exon 2 (C1) e terminando no quarto residuo de cisteina codificado
por exon 2 (C4), em que os residuos C1 e C4 sdo ambos incluidos no dominio
sushi; ou

- € sequéncia de aminoacidos variantes que reteve cada um dos

quatro residuos de cisteina (C1, C2, C3 e C4) do mencionado dominio sushi.

[087] Definicdo alternativa da definicdo é que ela comeca no
primeiro residuo de cisteina (C1) apos o peptideo de sinal e termina no quarto
residuo de cisteina (C4) apods o peptideo de sinal.

[088] A mencionada sequéncia de aminoacidos variante pode
compreender sequéncia variante conservada de dominio sushi de IL-15R alfa.

[089] Essa sequéncia variante conservada de dominio sushi de
IL-15R alfa deriva da sequéncia de dominio sushi parental, por meio de pelo

menos uma exclusao e/ou pelo menos uma substituicdo e/ou pelo menos uma
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adicdo de aminoéacido, mas reteve a capacidade de pelo menos uma das

caracteristicas a seguir:

i. aumento da afinidade de IL-15 para IL-15R beta/gama;

ii. inducdo e/ou estimulo de efeito antiapoptotico sobre células
beta/gama-positivas e, mais especificamente, de células beta/gama-positivas
alfa-negativas, tais como células T e/ou NK nativas;

iii. aumento da eficiéncia da acéo biolégica de IL-15 por meio da
via de sinalizacdo de IL-15R beta/gama, ou seja, inducdo e/ou estimulo da
proliferacdo e/ou ativagcdo de células beta/gama-positivas e, mais
especificamente, de células beta/gama-positivas alfa-negativas, tais como

células T e/ou NK nativas ou em repouso.

[090] Preferencialmente, as mencionadas variantes conservadas
retiveram a caracteristica descrita em iii acima.

[091] Linhagens celulares apropriadas para testar as
caracteristicas mencionadas acima sao células IL-15R beta/gama-positivas IL-
15R alfa-negativas. llustra estas linhagens celulares a linhagem celular 32D, que
pode ser transfectada com cadeia beta e gama (tal como cadeia beta humana e
gama humana).

[092] Alternativamente, células T e/ou NK nativas ou em repouso
podem ser purificadas a partir de amostra biologica, tal como amostra de sangue.

[093] Preferencialmente, a mencionada sequéncia de
aminoacidos variantes € pelo menos 85% idéntica a sequéncia de aminoacidos
dessa regido extracelular de IL-15R alfa ou desse fragmento de regido
extracelular de IL-15R alfa, ao longo de todo o comprimento dessa sequéncia de
regido extracelular de IL-15R alfa ou de fragmento de regido extracelular de IL-
15R alfa.

[094] De maior preferéncia, este percentual de identidade de

sequéncias ¢é de pelo menos 90%, de preferéncia ainda maior pelo menos 92%,
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de preferéncia superior pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, pelo menos
97%, pelo menos 98%, pelo menos 99% ou 100%.

[095] Essas sequéncias de aminoacidos variantes notadamente
englobam os polimorfismos de IL-15R alfa que ocorrem naturalmente em espécie
animal, bem como variantes conservadas que podem ser produzidas pelos
técnicos comuns no assunto.

IL-15R ALFA:

[096] Exon 1 de IL-15R alfa codifica o peptideo de sinal de IL-15R
alfa.

[097] Exon 2 de IL-15R alfa codifica o dominio sushi de IL-15R
alfa.

[098] Parte 5-terminal de exon 3 codifica a regido conhecida
como a regido de articulacdo de IL-15R alfa.

[099] A parte restante de exon 3, bem como os demais exons
extracelulares (ou seja, exon 4, exon 5 e parte 5’ de exon 6 para IL-15R alfa
humano, bem como para a maior parte das espécies), codificam regido rica em
sitios de glicosilagdo, também conhecidos como regido de extremidade de IL-
15R alfa.

[0100] Os exons de IL-15R alfa restantes (ou seja, parte 3’ de exon
6, bem como exon 7 para IL-15R alfa humano, bem como para a maior parte das
espécies) codificam as regides transmembrana e intracitoplasmaticas de IL-15R
alfa.

[0101] Convenientemente, em vista das aplicacdes médicas da
presente invencao, o mencionado IL-15R alfa € preferencialmente IL-15R alfa
humano.

[0102] A sequéncia de aminoacidos do mencionado IL-15R alfa
humano é de maior preferéncia a sequéncia de IL-15R alfa humano de SEQ ID

N° 3 (267 aminoéacidos). A regido extracelular do IL-15R alfa humano de SEQ ID
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N° 3 contém a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID N° 40 (1..209 de SEQ ID
N° 3). A forma com peptideo de sinal excluido de SEQ ID N° 40 é relacionada
como SEQ ID N° 44 (31..209 de SEQ ID N° 3).

[0103] Alguns alelos humanos de IL-15R alfa podem possuir
aminoacido Thr (aminoacido t, codificado por act, acc, aca ou acg), no lugar de
aminoacido Asn (aminoacido n, codificado por aat ou aac) na posicédo 182 de
SEQ ID N° 3. Essas variantes sdo de ocorréncia natural e sdo funcionais.

[0104] No presente pedido, essas variantes de ocorréncia natural
alélicas de IL-15R alfa humano destinam-se a ser equivalentes as sequéncias
de IL-15R alfa humano de referéncia de SEQ ID N° 3 (sequéncia de aminoacidos)
e SEQ ID N° 1 ou N° 2 (sequéncias de cDNA e CDS) e as sequéncias IL-15R
alfa humanas de referéncia de que derivam diretamente, ou seja, as sequéncias
de regido extracelular de SEQ ID N° 40 ou N° 44 (sequéncias de aminoéacidos) e
SEQ ID N° 39 e N° 43 (sequéncias de CDS).

[0105] As posigdes dos sete exons do IL-15R alfa humano de SEQ
ID N° 3 sdo conforme descrito na Tabela 1 a seguir.

[0106] Neste particular, observe que as posi¢cdes de exon 1 séo
1..170 e as de exon 2 séo 171..365, conforme descrito na Tabela 1 abaixo, e que
ndo sdo 1..171 e 172..365, conforme declarado na sequéncia disponivel com

numero de acesso U31628.

TABELA 1
CDS IL-15R alfa humano (SEQ ID N° 2)

Exon 1 1..170

Exon 2 171..365
Exon 3 366..464
Exon 4 465..665
Exon 5 666..698
Exon 6 699..774
Exon 7 775..883
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[0107] As posicOes das diferentes regioes e partes do IL-15R alfa

humano de SEQ ID N° 3 séo exibidas na Tabela 2 abaixo.

TABELA 2
IL-15R alfa humano
Posicdes de Posicoes de
CDS em SEQ | aminoacidos em
IDN°1 SEQIDN°3
Peptideo de sinal 83..172 1..30
Proteina IL-15R alfa 173..883 31..267
Partes de Peptideo de sinal 83..172 1..30
proteina IL-15R | Parte codificada por Exon 173..364 31..94
alfa humana 2, que contém o dominio
sushi (it-sushi-i)
Regido de articulagdo 362..403 94..107
(irdpalvhgrpapp)
Regido rica em sitios de 404..709 108..209
glicosilacéo
Parte de transmembrana 710..766 210..228
Parte intracitoplasmatica 767..883 229..267

[0108] No presente pedido, o simbolo de pontos duplos (« .. »)
colocado entre primeiro nimero e segundo nimero descreve sequéncia isolada
que é idéntica a sequéncia que se estende da posigado “primeiro numero” até a
posicao “segundo numero”.

[0109] No presente pedido, quando sequéncias forem definidas
por posi¢coes de “inicio” e “parada”, estas posicoes de inicio e parada destinam-
se a ser incluidas na sequéncia descrita.

[0110] Para algumas aplicagdes biolégicas, tais como testes
preliminares, pesquisa, desenvolvimento, selecdo de compostos ou células,
estudos clinicos e pré-clinicos (incluindo testes relativos a qualidades

farmacoldgicas, toxicoldgicas, farmacocinéticas ou biolégicas, bem como
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“‘determinacgéao de risco-beneficio” e testes relativos a seguranga), IL-15R alfa de
mamifero ndo humano pode, entretanto, ser utilizado.

[0111] IL-15R alfa de mamifero ndo humano preferido compreende
notadamente IL-15R alfa de macaco (tal como IL-15R alfa de chimpanzé) ou IL-
15R alfa murino (tal como IL-15R alfa de camundongo, IL-15R alfa de rato) ou
IL-15R alfa de coelho, ou IL-15R alfa de porco.

[0112] Sequéncias de aminoacidos IL-15R alfa ilustrativas desse
IL-15R alfa de mamifero ndo humano sao as codificadas pelas sequéncias de
acidos nucléicos disponiveis como numero de acesso NM_008358 (IL-15R alfa
de Mus musculus; sequéncia de acidos nucléicos de SEQ ID N° 72, sequéncia
amino de SEQ ID N° 73), como numero de acesso XM_521684 (IL-15R alfa de
Pan troglodytes: sequéncia de acidos nucléicos de SEQ ID N° 78, sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID N° 79) ou como numero de acesso XM_577598 (IL-15R
alfa de Rattus norvegicus; sequéncia de acidos nucléicos de SEQ ID N° 84,
sequéncia amino de SEQ ID N° 85). Vide Figuras 40, 41 e 42 para sequéncias e
posicoes exon 2 e exon 3 de IL-15R alfa humano.

REGIAO EXTRACELULAR DE IL-15R ALFA:

[0113] A regido extracelular de IL-15R alfa normalmente é definida
como a regido de sequéncia de IL-15R alfa que se estende a partir do seu
primeiro aminoacido N-terminal até o ultimo aminoacido da regido de
extremidade (ou regido rica em sitios de glicosilacdo). Conforme descrito com
mais detalhes abaixo, a regido de extremidade de sequéncia IL-15R alfa pode
ser determinada pelos técnicos no assunto, tal como com o auxilio de software.

[0114] A mencionada regido extracelular de IL-15R alfa € regido
extracelular de IL-15R alfa humana ou regido extracelular de IL-15R alfa de

mamiferos ndo humanos.
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[0115] Dentre as sequéncias de aminoacidos de regides IL-15R
alfa extracelulares humanas, a sequéncia de aminoacidos da regido IL-15R alfa
extracelular de SEQ ID N° 40 é preferida.

[0116] A sequéncia de aminoacidos da regido extracelular de IL-
15R alfa humana de SEQ ID N° 40 é codificada por exons 1 a 5 e parte 5
pequena de exon 6 de IL-15R alfa humano.

[0117] Exon 1 de IL-15R alfa humano (SEQ ID N° 8) codifica
peptideo de sinal IL-15R alfa (sequéncia de &cidos nucléicos de SEQ ID N° 4;
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID N° 5).

[0118] Exon 2 (SEQ ID N° 9) compreende a codificacdo de
sequéncias para o dominio sushi de IL-15R alfa humano.

[0119] O ultimo cédon 3’ de exon 2 codifica o primeiro aminoécido
da regido de articulagéo.

[0120] Parte 5’ de exon 3 (exon 3 de SEQ ID N° 10) codifica a
regido de articulacdo de IL-15R alfa humano.

[0121] A parte 3’ restante de exon 3, mais exon 4 (SEQ ID N° 11),
exon 5 (SEQ ID N° 12) e parte 5’ de exon 6 (699..709 de SEQ ID N° 1) codificam
regido rica em sitios de glicosilacdo (também conhecida como regido de
extremidade).

[0122] A sequéncia de SEQ ID N° 44 é a forma com peptideo de
sinal excluido da regido extracelular IL-15R alfa de SEQ ID N° 40. Na presente
invencgao, peptideos de sinal podem ser utilizados, mas sao opcionais. Esse
peptideo de sinal pode ser peptideo de sinal IL-15R alfa, ou o peptideo de sinal
de outra proteina. Desta forma, forma com peptideo de sinal excluido de regido
extracelular de IL-15R alfa (tal como SEQ ID N° 44) é diretamente equivalente a
sequéncia extracelular de IL-15R alfa completa (tal como SEQ ID N° 40).

[0123] llustram regides extracelulares de IL-15R alfa de mamiferos

nao humanos as que possuem a sequéncia de SEQ ID N° 74 (1..204 de IL-15R
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alfa de Mus musculus) de SEQ ID N° 80 (1..286 de IL-15R alfa de Pan
troglodytes) de SEQ ID N° 86 (1..182 de IL-15R alfa de Rattus norvegicus).

DOMINIO SUSHI:

[0124] A regido extracelular de IL-15R alfa ou seu fragmento que
define o mencionado pelo menos um polipeptideo que contém sushi contém
dominio sushi IL-15R alfa.

[0125] A regido extracelular de IL-15R alfa contém dominio que é
conhecido como dominio sushi (Wei et al, 2001, J. Immunol. 167: 277-282).

[0126] O dominio sushi de IL-15R alfa possui conformacéo de folha
beta.

[0127] Ele é codificado pelo exon 2 de IL-15R alfa. Ele comeca no
primeiro residuo de cisteina codificado por exon 2 (C1l) e termina no quarto
residuo de cisteina codificado por exon 2 (C4).

[0128] Ao considerar a sequéncia de proteinas IL-15R alfa na
orientacdo N-terminal para C-terminal padrdo, o dominio sushi de IL-15R alfa
pode ser definido como iniciando no primeiro residuo de cisteina (C1) apos o
peptideo de sinal e terminando no quarto residuo de cisteina (C4) apés o
peptideo de sinal.

[0129] Os residuos C1 e C4 sdo ambos incluidos na sequéncia de
sushi.

[0130] Desta forma, quando a identificacdo do dominio sushi for
realizada em sequéncia IL-15R alfa que é excluida da sua sequéncia de peptideo
de sinal (tal como a sequéncia de SEQ ID N° 44), o dominio sushi € definido em
seguida como iniciando no primeiro residuo de cisteina (a partir da extremidade
N-terminal da proteina) e terminando no quarto residuo de cisteina dessa

sequéncia de IL-15R alfa.
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[0131] O dominio sushi de IL-15R alfa pode também ser
determinado por meio de analise da sequéncia de aminoacidos de IL-15R alfa
com software apropriado, tal como:

- Prosite (http://us.expasy.org/prosite/);

- InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/);

- SMART (http://elm.eu.org/).

[0132] A sequéncia de aminoacidos do mencionado dominio sushi
pode ser a sequéncia de aminoacidos de dominio sushi de IL-15R alfa humano
ou de dominio sushi de mamifero ndo humano.

[0133] Dentre as sequéncias de aminoacidos de dominios sushi de
IL-15R alfa humano, a sequéncia de aminoacidos do dominio sushi de IL-15R
alfa humano de SEQ ID N° 14 é preferida.

[0134] A sequéncia de amino&cidos do mencionado fragmento de
regido extracelular de IL-15R alfa humano pode ser, por exemplo, a sequéncia
de SEQ ID N° 16 (it + sushi de IL-15R alfa humano) ou N° 18 (t + sushi de IL-
15R alfa humano).

[0135] lustram os dominios sushi de IL-15R alfa mamifero ndo
humano as sequéncias de aminoéacidos de SEQ ID N° 75 (36..96 de IL-15R alfa
de Mus musculus), de SEQ ID N° 81 (13..73 de IL-15R alfa de Pan troglodytes)
ou de SEQ ID N° 87 (24..84 de IL-15R alfa de Rattus norvegicus).

PEPTIDEO DE SINAL:

[0136] Peptideo de sinal é cadeia de peptideos curta (15 a 60
aminoacidos de comprimento) que dirige o transporte pés-traducéo de proteina.
Alguns peptideos de sinal sdo divididos da proteina por peptidase de sinal apés
o transporte das proteinas. Peptideos de sinal podem também ser denominados
sequéncias de sinal ou sinais de direcionamento. As sequéncias de aminoacidos

de peptideos de sinal dirigem proteinas que séo sintetizadas no citosol de certas
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organelas tais como o nucleo, matriz mitocéndrica, reticulo endoplasmaético,
cloroplasto e peroxisoma.

[0137] O peptideo de sinal de IL-15R alfa é sequéncia N-terminal
de cerca de 29 a 33 aminoacidos, tais como 30 a 32 aminoéacidos. Ela comeca
no primeiro residuo de aminoacido N-terminal de IL-15R alfa. Ele é determinado
por meio de analise da sequéncia de aminoacidos N-terminal de IL-15R alfa com

software apropriado tal como:

- SIGCLEAVE
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/sigcleave.html);
- InterProScan (http://www.ebi.ac.ui/InterProscan/);

- SMART (http://elm.eu.org/).
[0138] O peptideo de sinal de IL-15R alfa de Mus musculus é

sequéncia de aminoacidos N-terminal de 32 aminoéacidos (vide numero de
acesso (NP_032384); sig_peptide 1..32).

[0139] O peptideo de sinal de IL-15R alfa humano, conforme
exibido em SEQ ID N° 5, é sequéncia de aminoacidos N-terminal de 30
aminoécidos, que contém um residuo de cisteina.

FRAGMENTO DE PARTE CODIFICADA POR EXON 2:

[0140] O exon 2 de IL-15R alfa contém o dominio sushi, ou seja, a
unidade estrutural minima que é exigida pela presente invencgao.
[0141] O mencionado fragmento de regido extracelular de IL-15R

alfa pode compreender (ou pode consistir essencialmente de):

- parte de regido extracelular de IL-15R alfa, que é codificada pelo
exon 2 do mencionado IL-15R alfa; ou

- fragmento dessa parte codificada por exon 2.

[0142] Segundo a presente inveng&o, o mencionado fragmento de
regido extracelular de IL-15R alfa necessita compreender pelo menos um

dominio IL-15R alfa. Desta forma, fragmento de parte codificada por exon 2 pode
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ser qualquer de seus fragmentos, desde que ele ainda compreenda o dominio
sushi (do residuo C1 para o residuo C4).

[0143] A parte codificada por exon 2 da regido extracelular humana
de SEQ ID N° 40, por exemplo, é a sequéncia que se estende da posi¢cdo 31 até
a posicao 94 (ou seja, SEQ ID N° 24), ou seja, €é: it + sushi + 1.

[0144] Fragmentos desta parte codificada por exon 2 séo: t + sushi,
it + sushi, t + sushi + i.

[0145] A mencionada sequéncia codificada por exon 2 pode ser,

por exemplo:

- a parte codificada por exon 2 de IL-15R alfa extracelular humano,
gue € a sequéncia de SEQ ID N° 24;

- a parte codificada por exon 2 de IL-15R alfa extracelular de Pan
troglodytes, que € a sequéncia de SEQ ID N° 98;

- a parte codificada por exon 2 de IL-15R alfa extracelular de Mus
musculus, que € a sequéncia de SEQ ID N° 97;

- a parte codificada por exon 2 de IL-15R alfa extracelular de Rattus

norvegicus, que é a sequéncia de SEQ ID N° 99.

[0146] Variantes desses fragmentos de regido extracelular de IL-
15R alfa sédo englobados dentro do escopo da presente invencao.

[0147] Essas variantes incluem notadamente as que contém
exclusdo e/ou substituicdo e/ou adicdo amino conservada na sua sequéncia.

[0148] Sequéncia variante conservada de fragmento de regido
extracelular de IL-15R alfa é derivada da sequéncia de fragmento de regido
extracelular de IL-15R alfa parental por pelo menos uma exclusdo e/ou pelo
menos uma substituicdo e/ou pelo menos uma adicdo de aminoacido e reteve a

capacidade de pelo menos uma das caracteristicas a seguir:

i. aumento da afinidade de IL-15 para IL-15R beta/gama;

ii. inducdo e/ou estimulo de efeito antiapoptotico sobre células
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beta/gama-positivas e, mais especificamente, de células beta/gama-positivas
alfa-negativas, tais como células T e/ou NK nativas;

iii. aumento da eficiéncia de acdo biolégica de IL-15 por meio da
via de sinalizacdo de IL-15R beta/gama, ou seja, inducdo e/ou estimulo da
proliferacdo e/ou ativacdo de células beta/gama-positivas, e, mais
especificamente, de células beta/gama-positivas alfa-negativas, tais como

células T e/ou NK nativas ou em repouso.

[0149] Preferencialmente, as mencionadas variantes conservadas
retiveram a caracteristica descrita em iii acima.

[0150] Variantes conservadas compreendem notadamente
aquelas que contém sequéncia de aminoacidos que possui identidade de pelo
menos 85% com a sequéncia parental, ao longo de todo o comprimento desta
sequéncia parental. Preferencialmente, o mencionado percentual de identidade
€ de pelo menos 90%, de preferéncia ainda maior pelo menos 92%, de
preferéncia superior pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, pelo menos
97%, pelo menos 98%, pelo menos 99% ou 100%.

[0151] Por exemplo, a partir da parte codificada por exon 2
mencionada acima de SEQ ID N° 40, ser& evidente para o0s técnicos no assunto
que i + sushi, i + sushi + t, i + sushi + i, it + sushi + t s&o variantes conservadas,
que sao tecnicamente equivalentes ao fragmento parental.

FRAGMENTO DE PARTE CODIFICADA POR EXON 2-3:

[0152] Segundo realizagdo muito vantajosa da presente invencéo,
o mencionado fragmento de regido extracelular de IL-15R alfa pode
compreender adicionalmente pelo menos um aminoacido da sequéncia que é
codificada pelo exon 3 do mencionado IL-15R alfa.

[0153] O mencionado fragmento de regido extracelular de IL-15R

alfa pode, portanto, compreender ou consistir de:

- parte da regido extracelular de IL-15R alfa que é codificada pelos
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exons 2 e 3 do mencionado IL-15R alfa; ou
- fragmento dessa parte codificada por exon 2-3, que tenha retido

0 mencionado dominio sushi.

[0154] Exon 3 do IL-15R alfa humano de SEQ ID N° 3 (ou seja, da
regido extracelular humana de SEQ ID N° 40) é a sequéncia de acidos nucléicos
de SEQ ID N° 10. A parte codificada por exon 3 de SEQ ID N° 3 € a sequéncia
de SEQ ID N° 93, ou seja, a parte de sequéncia 95..127 de SEQ ID N° 3 ou de
SEQ ID N° 40 (ou seja, a sequéncia de aminoacidos que se estende da posicao
95 até a posicdo 127 da sequéncia IL-15R alfa humana de SEQ ID N° 3 ou N°
40, em que as posic¢des 95 e 127 sdo ambas incluidas).

[0155] A mencionada sequéncia codificada por exon 3 pode ser,

por exemplo:

- a parte codificada por exon 3 de IL-15R alfa extracelular humano,
gue € a sequéncia de SEQ ID N° 93;

- a parte codificada por exon 3 de IL-15R alfa extracelular de Pan
troglodytes que € a sequéncia de SEQ ID N° 95;

- a parte codificada por exon 3 de IL-15R alfa extracelular de Mus
musculus que € a sequéncia de SEQ ID N° 94;

- a parte codificada por exon 3 de IL-15R alfa extracelular de Rattus

norvegicus que é a sequéncia de SEQ ID N° 96.

[0156] Fragmento de parte codificada por exon 3 pode ser
fragmento de apenas um aminoéacido, preferencialmente pelo menos dois
aminoacidos, de maior preferéncia pelo menos trés aminoacidos, de preferéncia
ainda maior pelo menos quatro aminoacidos e, de preferéncia superior, pelo
menos cinco aminoacidos.

[0157] Os inventores demonstram que parte codificada por exon 3

de IL-15R alfa ou seu fragmento aumenta convenientemente a afinidade e a
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eficiéncia do composto resultante, em termos de transducé&o de sinal de IL-15R
beta/gama e de ativacao e proliferacao de células IL15R beta/gama-positivas.

[0158] Quando o polipeptideo que contém sushi destinar-se a
producdo de proteina de fuséo, os técnicos no assunto podem preferir limitar o
namero de aminoacidos de exon 3 ao numero ideal, ou seja, a0 numero de
aminoacidos que representa equilibrio razodvel entre 0 aumento da afinidade e
eficiéncia, por um lado, e o0 aumento do tamanho molecular e dificuldades de
conformacao, por outro lado. Desta forma, os técnicos no assunto podem achar
vantajoso limitar o nimero de aminoacidos codificados por exon 3 que sdo
adicionados ao mencionado dominio sushi de IL-15R alfa a nimero de 30,
preferencialmente 25, de maior preferéncia 20, de preferéncia ainda maior 18,
de preferéncia superior 17, tal como 17, 16, 15, 14, 13,12, 11, 10, 9, 8, 7, 6.

[0159] Os numeros de aminoé&cidos codificados por exon 3 de
maior preferéncia sao, portanto, os de intervalos que resultam da combinacao
de cada um dos limites inferiores mencionados acima com cada um dos limites
superiores mencionados acima.

[0160] llustram os fragmentos preferidos de parte codificada por
exon 3 todos os fragmentos derivados da parte codificada por exon 3 do IL-15R
alfa humano de SEQ ID N° 3 (ou SEQ ID N° 40), ou seja, a parte que se estende
da posicdo 95 a posicao 127, em que as posi¢des 95 e 127 sdo ambas incluidas
(em outras palavras: sequéncia 95.127 de SEQ ID N° 3 ou N° 40).

[0161] Composto preferido da presente invencdo compreende,
portanto, pelo menos um polipeptideo que contém sushi que, além do
mencionado dominio de sushi, compreende pelo menos um aminoacido da
sequéncia que se estende da posicao 95 até a posicdo 127 de SEQ ID N° 3 (em
que as posigdes 95 e 127 sdo ambas incluidas). Ele compreende de maior

preferéncia:

- numero preferido desses aminoacidos (ou seja, “pelo menos dois
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aminoacidos, de maior preferéncia pelo menos trés aminoacidos, de preferéncia
ainda maior pelo menos quatro aminoacidos, de preferéncia superior pelo menos
cinco aminoacidos”); ou

- numero de preferéncia superior desses aminoacidos (ou seja,
qualquer combinagao resultante de “pelo menos dois aminoacidos, de maior
preferéncia pelo menos trés aminoacidos, de preferéncia ainda maior pelo
menos quatro aminodcidos, de preferéncia superior pelo menos cinco
aminoacidos” e “no maximo 30, preferencialmente no maximo 25, de maior
preferéncia no maximo 20, de preferéncia ainda maior no maximo 18, de
preferéncia superior no maximo 17, tal como 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8,
7,6").

[0162] Desta forma, o0 mencionado fragmento de regido
extracelular de IL-15R alfa compreende convenientemente a parte de regido
extracelular de IL-15R alfa, que é codificada pelo exon 2 do mencionado IL-15R
alfa ou sua variante conservada conforme definido acima, e que compreende
adicionalmente pelo menos um aminoacido da sequéncia codificada pelo exon 3
do mencionado IL-15R alfa.

[0163] Mais especificamente, o mencionado fragmento de regido
extracelular de IL-15R alfa pode compreender (ou pode consistir essencialmente
de):

- parte da regido extracelular de IL-15R alfa, que € codificada pelos
exons 2 e 3 do mencionado IL-15R alfa ou sua variante conservada; ou

- a parte de regido extracelular de IL-15R alfa, que é codificada
pelo exon 2 do mencionado IL-15R alfa, e fragmento da parte de regido
extracelular de IL-15R alfa, que é codificada pelo exon 3 do mencionado IL-15R

alfa.
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[0164] Ainda mais especificamente, o mencionado fragmento de
regido extracelular IL-15R alfa pode compreender (ou pode consistir

essencialmente de):

- parte da regido extracelular de IL-15R alfa, que € codificada pelos
exons 2 e 3 do mencionado IL-15R alfa ou sua variante conservada; ou

- fragmento dessa parte codificada por exon 2-3 dessa variante
codificada por exon 2-3, com a ressalva implicita de que esse fragmento reteve

o dominio sushi.

[0165] A definicdo de variantes conservadas fornecida acima se
aplica, mutatis mutandis, a variante conservada de parte codificada por exon 2-
3, ou seja, € sequéncia derivada de sequéncia codificada por exon 2-3 parental,
por pelo menos uma exclusdo e/ou pelo menos uma substituicdo e/ou pelo
menos uma adicdo de aminoacido e reteve a capacidade de pelo menos uma

das caracteristicas a seguir:

i. aumento da afinidade de IL-15 por IL-15R beta/gama;

ii. inducdo e/ou estimulo de efeito antiapoptotico sobre células
beta/gama-positivas e, mais especificamente, de células beta/gama-positivas
alfa-negativas, tais como células T e/ou NK nativas;

iii. aumento da eficiéncia de acéo biolégica de IL-15 por meio da
via de sinalizagdo de IL-15R beta/gama, ou seja, inducdo e/ou estimulo da
proliferacdo e/ou ativacdo de células beta/gama-positivas e, mais
especificamente, de células beta/gama-positivas alfa-negativas, tais como

células T e/ou NK nativas ou em repouso.

[0166] Preferencialmente, as mencionadas variantes conservadas
retiveram a caracteristica descrita em iii. acima.

[0167] Variantes conservadas compreendem notadamente
aguelas que contém sequéncia de aminoacidos que possui identidade de pelo

menos 85% com a sequéncia parental ao longo de todo o comprimento desta
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sequéncia parental. Preferencialmente, o mencionado percentual de identidade
€ de pelo menos 90%, de preferéncia ainda maior pelo menos 92%, de
preferéncia superior pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, pelo menos
97%, pelo menos 98%, pelo menos 99% ou 100%.

REGIAO DE ARTICULACAO (LOCALIZADA APOS O DOMINIO SUSHI, CODIEICADA POR

PARTE 3’ DE EXON 2 E PARTE 5’ DE EXON 3, OU POR PARTE 5’ DE EXON 3):

[0168] Os inventores demonstram que a regido de articulagéo de
IL-15R alfa € mais particularmente envolvida neste aumento da eficiéncia de
transducédo de sinal e, neste aumento, em ativacao e proliferacao de células IL-
15R beta/gama-positivas.

[0169] Desta forma, segundo realizacdo muito vantajosa da
presente invencédo, o mencionado fragmento de regido extracelular IL-15R alfa
pode, além do mencionado dominio sushi de IL-15R alfa, compreende
adicionalmente regido de articulacédo de IL-15R alfa ou fragmento de regidao de
articulacéo de IL-15R alfa.

[0170] Regido de articulacdo de IL-15R alfa é definida como a
sequéncia de aminoacidos que comeca no primeiro residuo amino apés o
dominio sushi (ao considerar a sequéncia IL-15R alfa na orientacdo N-terminal
para C-terminal padréo) e que termina no ultimo residuo de aminoacido antes do
primeiro sitio de glicosilagéo potencial.

[0171] As posicdes de sitios de glicosilagdo potenciais séo
determinadas utilizando o] software NetOGlyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc-3.1/) para identificagcdo de potenciais
sitios de O-glicosilacao e o] software NetNGlyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) para a identificacdo de potenciais
sitios de N-glicosilagao.

[0172] Em IL-15R alfa humano, a sequéncia de aminoacidos da

regido de articulacdo consiste dos quatorze aminoacidos que estao localizados
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apos o dominio sushi deste IL-15R alfa, em posicdo C-terminal relativa ao
mencionado dominio sushi, ou seja, a mencionada regido de articulacao de IL-
15R alfa inicia no primeiro aminoacido apos o mencionado residuo de cisteina
(C4) e termina no décimo-quarto aminoacido (contado na orientagédo “de N-
terminal para C-terminal” padrao).

[0173] No IL-15R alfa humano de SEQ ID N° 3 (cuja regiédo
extracelular € a sequéncia de SEQ ID N° 40), a sequéncia de aminoacidos da
mencionada regido de articulacédo de IL-15R alfa humano é a sequéncia de SEQ
ID N° 20. Ela contém um aminoécido codificado por exon 2 (aminoacido i) e treze
aminoécidos codificados por exon 3.

[0174] No IL-15R alfa de Mus musculus de SEQ ID N° 73, a regido
de articulacéo contém a sequéncia de SEQ ID N° 76.

[0175] No IL-15R alfa de Pan troglodytes de SEQ ID N° 79, a regiao
de articulacéo contém a sequéncia de SEQ ID N° 82.

[0176] No IL-15R alfa de Rattus norvegicus de SEQ ID N° 85, a
regido de articulacdo contém a sequéncia de SEQ ID N° 88.

[0177] O mencionado pelo menos um polipeptideo que contém
sushi pode compreender, portanto, o0 dominio sushi de SEQ ID N° 75 e a regido
de articulacdo de SEQ ID N° 76 (Mus musculus), o dominio sushi de SEQ ID N°
81 e a regido de articulagdo de SEQ ID N° 82 (Pan troglodytes) ou o dominio
sushi de SEQ ID N° 87 e a regido de articulacdo de SEQ ID N° 88 (Rattus
norvegicus).

[0178] Convenientemente, o0 mencionado pelo menos um
polipeptideo que contém sushi compreende preferencialmente o dominio sushi
humano de SEQ ID N° 14 e a regido de articulacdo humana de SEQ ID N° 20
(tal como SEQ ID N° 16 ou N° 18, seguida pela regido de articulacdo de SEQ ID

N° 20). Preferencialmente, o mencionado pelo menos um polipeptideo que
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contém sushi compreende ou € polipeptideo de SEQ ID N° 30 (it + sushi +
articulacéo), opcionalmente excluido do seu i e/ou t N-terminal.

[0179] O mencionado fragmento de regiao extracelular IL-15R alfa
pode compreender alternativamente, além do dominio sushi, fragmento de
regido de articulacdo. Por fragmento de regido de articulacdo, indica-se no
presente pedido qualquer de seus fragmentos, até pelo menos um amino&cido
da mencionada regido de articulagcdo. Preferencialmente, fragmento de regido
de articulacdo compreende pelo menos dois amino&cidos, de maior preferéncia
pelo menos trés aminoacidos.

[0180] Fragmento de regido de articulagdo IL-15R alfa pode ser,
portanto, fragmento de 1 (tal como aminoacido i), 2 (tal como aminoacidos ir), 3
(tal como aminoacidos ird), 4 (tal como aminoacidos irdp), 5 (tal como
aminoécidos irdpa), 6 (tal como aminoacidos irdpal), 7 (tal como aminoé&cidos
irdpalv), 8 (tal como aminoacidos irdpalvh), 9, 10, 11, 12, 13 ou 14 aminoacidos.

[0181] Convenientemente, 0 mencionado pelo menos um
polipeptideo que contém sushi compreende preferencialmente o dominio sushi
humano de SEQ ID N° 14 e fragmento da regido de articulacdo de SEQ ID N°
20.

[0182] A sequéncia de amino&cidos do mencionado fragmento de
regiao de articulacdo de IL-15R alfa compreende ou € i, ir ou ird.

[0183] O polipeptideo que contém sushi de SEQ ID N° 22, 24 e 26

{1

compreende o dominio sushi de SEQ ID N° 14 e o fragmento “I” da regiao de
articulacéo de SEQ ID N° 20.

[0184] O polipeptideo que contém sushi de SEQ ID N° 28
compreende o dominio sushi de SEQ ID N° 14 e o fragmento “ird” da regiéo de
articulacéo de SEQ ID N° 20.

[0185] A mencionada sequéncia de aminoacidos de fragmento de

regido extracelular de IL-15R alfa humana pode compreender mais
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particularmente, além do mencionado dominio sushi e sequéncias de

aminoacidos de regido de articulagéo:

- a sequéncia de aminoacidos de regido de IL-15R alfa extracelular
gue €é conhecida como a regiao rica em sitios de glicosilacdo, ou como a regido
de extremidade; ou

- seu fragmento.

REGIAO RICA EM SiTIOS DE GLICOSILACAO, TAMBEM CONHECIDA COMO REGIAO DE

EXTREMIDADE (CODIFICADA POR PARTE 3’ DE EXON 3, PELOS OUTROS EXONS

EXTRACELULARES):

[0186] A regido rica em sitios de glicosilagdo de IL-15R alfa é
regido que compreende varios sitios de glicosilacdo potenciais. As vezes é
denominada regido de “extremidade” de IL-15R alfa. Ela comega no primeiro
residuo de amino&cido ap0s a regido de articulacdo (ao considerar a sequéncia
na orientacéo “N-terminal para C-terminal” padrao) e termina no ultimo residuo
de aminoacido antes da regido de transmembrana de IL-15R alfa. Ela
compreende Varios sitios de glicosilacédo potenciais.

[0187] O dominio de transmembrana € determinado pela analise
da sequéncia de aminoacidos de IL-15R alfa com software apropriado, tal como:
TopPred  (http://biowed.pasteur.fr/seqanal/interfaces/topred.html),  TMpred
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html).

[0188] A regido de extremidade de IL-15R alfa humano
compreende varios sitios de O-glicosilagdo e um sitio de N-glicosilacao.

[0189] A regido de extremidade de IL-15R alfa humano de SEQ ID
N° 32 é codificada por parte 3’ de exon 3 e por exon 4, exon 5 e parte 5’ de exon
6 do mencionado IL-15R alfa.

[0190] llustram a extremidade de regido extracelular de IL-15R alfa

de mamifero ndo humano as sequéncias de aminoacidos de SEQ ID N° 77 (Mus
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musculus), de SEQ ID N° 83 (Pan troglodytes) ou de SEQ ID N° 89 (Rattus
norvegicus).

[0191] Por fragmento ou subfragmento de regido rica em sitios de
glicosilacdo (ou fragmento ou subfragmento de regido de extremidade), indica-
se pelo presente pedido qualquer fragmento ou subfragmento da mencionada
regido até apenas um aminoacido da mencionada regido. Preferencialmente, o
mencionado fragmento ou subfragmento compreende pelo menos dois
aminoacidos, de maior preferéncia pelo menos trés aminoéacidos.

[0192] A mencionada sequéncia de aminoacidos de fragmento de

regido extracelular IL-15R alfa pode compreender, portanto:

- a parte codificada por exon 3 da regido rica em sitios de
glicosilacdo de IL-15R alfa; ou

- fragmento dessa parte codificada por exon 3.

[0193] Sequéncia de aminoacidos preferida para a parte codificada
por exon 3 da regido rica em sitios de glicosilacdo de IL-15R alfa humano é a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID N° 34. Polipeptideo que contém sushi de
acordo com a presente invencao é convenientemente o polipeptideo de SEQ ID
N° 36 (opcionalmente excluido dos primeiros aminodacidos i e/ou t C-terminal.

[0194] Conforme indicado anteriormente, qualquer fragmento de
parte codificada por exon 3 que 0s técnicos no assunto considerem apropriado
pode ser utilizado, tal como qualquer fragmento de pelo menos um aminoacido,
preferencialmente pelo menos dois aminoacidos, de maior preferéncia pelo
menos trés aminoacidos.

EXONS EXTRACELULARES, DIFERENTES DE EXONS 1, 2 E 3:

[0195] Os exons IL-15R alfa extracelulares, diferentes dos exons
1, 2 e 3, codificam fragmento C-terminal da regido de extremidade.
[0196] Estas partes, ou seus fragmentos, podem aumentar ainda

mais a eficiéncia dos compostos de acordo com a presente invencgao.
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[0197] A mencionada sequéncia de aminoacidos de fragmento de
regido extracelular IL-15R alfa pode, portanto, compreender adicionalmente
parte de IL-15R alfa extracelular que é codificado por exon 4 e/ou exon 5 e/ou
exon 6, ou qualquer fragmento dessa parte.

[0198] As posicdes exon do IL-15R alfa humano de SEQ ID N° 3
sao exibidas no presente pedido na Tabela 1 acima.

[0199] llustram as sequéncias de aminoacidos desses
polipeptideos que contém sushi as sequéncias de SEQ ID N° 38 ou SEQ ID N°
42 com peptideo de sinal excluido, ou SEQ ID N° 44 com peptideo de sinal
excluido.

[0200] Hustram os polipeptideos que contém sushi os que contém
o dominio sushi, a regido de articulacdo e a extremidade completa de IL-15R alfa
(tal como a extremidade IL-15R alfa humana de SEQ ID N° 32; a extremidade IL-
15R alfa de Pan troglodytes de SEQ ID N° 83; a extremidade IL-15R alfa de Mus
musculus de SEQ ID N° 77; a extremidade IL-15R alfa de Rattus norvegicus de
SEQ ID N° 89) e, opcionalmente, peptideo de sinal.

ACAO BIOLOGICA IL-15:

[0201] Em nivel celular ou de organismo, produto de acordo com a
presente invencao € caracterizado pelo fato de que induz e/ou estimula a acéo
bioldgica de IL-15. Ele estimula as a¢des bioldgicas que séo exercidas, indutiveis
ou estimuladas por IL-15, miméticos de IL-15 e/ou agonistas de IL-15.

[0202] Os produtos de acordo com a presente invencéo (ou seja,
0s polipeptideos que contém sushi descritos no presente pedido, em forma
isolada, e, mais especificamente, os compostos de acordo com a presente
invencéo) podem ser considerados, portanto, agonistas da acéo biolégica de IL-
15.

[0203] Funcéo caracteristica especial e vantajosa dos produtos de

acordo com a presente invencdo € que eles sdo capazes de induzir e/ou
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estimular a via de sinalizacéo de IL-15R beta/gama e, mais especificamente, de
estimular a acdo biologica de IL-15 por meio da via de sinalizacdo de IL-15R
beta/gama.

[0204] Em nivel molecular, produto de acordo com a presente
invencdo €, portanto, mais particularmente caracterizado pelo fato de que
aumenta a eficiéncia da via de sinalizacao de IL-15R beta/gama. Ele sensibiliza
as células que expressam o complexo de IL-15R beta/gama a acao de IL-15.
Ainda mais especificamente, ele sensibiliza as células que expressam o
complexo de IL-15R beta/gama, mas ndo expressam IL-15R alfa (células IL-
15RB/H* IL-15Rw), a acdo de IL-15.

[0205] Alguns dos produtos de acordo com a presente invencao
sdo especificos de IL-15R beta/gama, no sentido de que ndo aumentam a
eficiéncia da via de sinalizacdo de IL-15R alfa/beta/gama. E notadamente o caso
da proteina de fusdo de ILR de acordo com a presente invenc¢ao (sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID N° 62; e sequéncia de acidos nucléicos de SEQ ID N°
61).

[0206] Alguns outros produtos de acordo com a presente invengao
sdo capazes de aumentar a eficiéncia das vias de sinalizacdo de IL-15R
beta/gama e IL-15R alfa/beta/gama. E notadamente o caso da proteina de fus&o
RLI de acordo com a presente invencao (sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
N° 60 e sequéncia de acidos nucléicos de SEQ ID N° 59).

[0207] A presente invencdo também demonstra que o dominio
sushi de IL-15Ra € fundamental para transpresentacado. Ele gera acesso, desta
forma, a aplicacbes médicas particularmente Uteis e particularmente necessarias
no campo de tratamento e/ou paliacdo e/ou prevencéo de cancer, por meio de
administracdo de vacinas, tal como administracdo de composicdo que
compreende pelo menos um composto que contém pelo menos um dominio

sushi de IL-15R alfa.
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[0208] IL-15 é citocina que estimula a proliferacdo e/ou
sobrevivéncia de linfécitos (tais como células T, células T CD8", células NK,
células dendriticas) e/ou sua atividade contra células tumorais.

[0209] IL-15 esta envolvido no cruzamento entre células
acessorias e células linféides. E essencial em tecidos periféricos para o
desenvolvimento de células NK, células NKT e células T de memoria CD8+.

[0210] E o fator fisiolégico mais poderoso capaz de induzir a
diferenciacédo de células hematopoiéticas CD34+.

[0211] A mencionada agdo biologica de IL-15 é acdo bioldgica
exercida, indutivel ou estimulada por IL-15 e/ou miméticos de IL-15 e/ou
agonistas de IL-15.

[0212] Os técnicos no assunto podem selecionar qualquer
resposta bioldgica de IL-15 que ele(a) considerar apropriada ou conveniente para
determinar ou monitorar.

[0213] Preferencialmente, a mencionada agéo bioldgica de IL-15 é
acdo biologica exercida, indutivel ou estimulada por IL-15 e/ou miméticos de IL-
15 e/ou agonistas de IL-15 sobre células IL-15R beta/gama* IL-15R alfa.

[0214] Resposta biologica de IL-15 tipica € a proliferacdo e/ou
ativacao de células sensiveis a IL-15.

[0215] Exemplos de células sensiveis a IL-15 sdo células T, células
T CD8", células NK, células dendriticas, cuja proliferacdo € induzida e/ou
estimulada mediante adicédo de IL-15 e/ou miméticos de IL-15 e/ou agonistas de
IL-15 e/ou cuja ativacéo é induzida e/ou estimulada mediante adicdo de IL-15
e/ou mimeéticos de IL-15 e/ou agonistas de IL-15 (tal como inducédo de atividade
antitumoral).

[0216] Essas ceélulas podem ser recolhidas, por exemplo, de

organismo mamifero.
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[0217] Outros exemplos de células sensiveis a IL-15
compreendem linhagens celulares conhecidas, tais como a linhagem de células
de linfoma T citotoxico de camundongo CTL-L2 (nimero de acesso ATCC TIB-
214) ou células TF1-beta.

[0218] Células TF1-beta sao disponiveis por meio de transfeccao
de células TF com cadeias beta.

[0219] Células TF-1 sdo disponiveis por meio da Colecdo Norte-
Americana de Cultivos de Tipos, ATCC; P. O. Box 1549, Manassas VA 20108,
Estados Unidos; cf. http://www.lgcpromochem.com/atcc/ sob nimero de acesso
ATCC CRL-2003. Retrovirus recombinantes de IL-2R beta podem ser utilizados
em seguida para infectar células TF-1 para gerar TF-1p apo6s selecdo em meio
que contém G418.

[0220] Preferencialmente, as mencionadas células sensiveis a IL-
15 sé@o células IL-15R beta/gama* IL-15R alfa”. Exemplos de células IL-15R
beta/gama* IL-15R alfa” incluem a linhagem de células Mo-7 humana ou células
T e/ou NK em repouso.

[0221] As células T e/ou NK em repouso séo disponiveis para 0s
técnicos no assunto. Elas podem ser obtidas, por exemplo, por meio de
purificacdo de amostra de células, tal como amostra de sangue.

[0222] Células T e NK em repouso podem ser isoladas do sangue
de doadores adultos saudaveis conforme segue: sangue integral € centrifugado
em alta velocidade para obter revestimento de leucocitos. Esse revestimento de
leucocitos é centrifugado sobre gradiente de densidade (Histopaque, Sigma)
para obter linfocitos do sangue periférico. As células NK em repouso séo isoladas
em seguida de linfécitos do sangue periférico utilizando kit de isolamento
negativo de células NK. (Dynal, Biotech ASA, Oslo, Noruega). Alternativamente,
células T em repouso sao isoladas de linfécitos do sangue periférico utilizando

kit de isolamento negativo para células T (Dynal, Biotech ASA, Oslo, Noruega).
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[0223] Outros exemplos de células IL-15R beta/gama* IL-15R alfa
incluem células IL-15R alfa’, que séo transformadas ou transfectadas por IL-15R
beta/gama, preferencialmente por IL-15R beta/gama humano.

[0224] A linhagem de células 32D murinas (ATCC CRL-11346), por
exemplo, pode ser transfectada por cadeias beta e gama, preferencialmente com
cadeias gama e humanas.

[0225] Cadeias beta (ou seja, cadeias beta IL-15R, também
denominadas cadeias IL-2R beta) sdo conhecidas dos técnicos no assunto e
para eles disponiveis. Dentre as cadeias beta, sdo preferidas cadeias beta
humanas.

[0226] Modelos de cadeia beta sdo disponiveis a partir de RNA de
HuT102 (ATCC TIB-162) por meio de RT-PCR utlizando a contraprova
polimerase Pfu (Stratagéne n° 600390) e 5° GAGAGACTGGATGGACCC 3’
como primer senso (SEQ ID N° 70) e 5° AAGAAACTAACTCTTAAAGAGGC 3’
como primer antisenso (SEQ ID N° 71), de acordo com sequéncia IL-2R beta
humana (numero de acesso NCBI K03122). O produto de PCR é eficientemente
clonado utilizando o Kit de Clonagem PCR Zero Blunt (categoria In Vitrogen n°
K2700-20) ou o kit de clonagem PCR TOPO XL (categoria In Vitrogen n° K4750-
10). O cDNA para gene IL-2R beta € subclonado em seguida no sitio de
clonagens multiplas do vetor de expresséo de retrovirus pLXRN do Sistema de
Expressdo Retroviral Pantropic (BD Biosciences Clontech n® 631512) e
transfectado em células GP2-293, conforme descrito no kit para gerar retrovirus
recombinantes.

[0227] Cadeias gama (ou seja, cadeias IL-15R gama, também
denominadas cadeias IL-2R gama) sdo conhecidas dos técnicos no assunto e
para eles disponiveis. Dentre as cadeias gama, sédo preferidas cadeias gama

humanas.
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[0228] Modelos de cadeias gama sao disponiveis a partir de RNA
de TF1 (ATCC CRL 2003) ou HuUT 102 (ATCC TIB 162) por meio de RT-PCR
utilizando a contraprova polimerase Pfu e 5 GAAGAGCAAG CGCCATGTTG 3’
(SEQ ID N° 100) como primer senso e 5 TCAGGTTTCAGGCTTTAGGG 3’ como
primer antisenso (SEQ ID N° 101) de acordo com sequéncia gama receptora de
interleucina 2 humana (nimero de acesso NCBI D 11086). O produto de PCR é
eficientemente clonado utilizando Kit de Clonagem PCR Zero Blunt ou o kit de
clonagem PCR TOPO XL. O cDNA para o gene IL-2Ry € subclonado em seguida
em pcDNA 3.1/HYGRO (In Vitrogen) para gerar plasmideo IL-2Ry/HYGRO de
PCDNA.

[0229] Retrovirus recombinantes de IL-2R beta podem ser
utilizados para infectar células 32D para gerar 32D apés selecdo em meio que
contém G418. O plasmideo IL-2Ry/HYGRO de pcDNA pode ser transfectado em
seguida em células 32D por meio de eletroporacdo para gerar 32DBy apds
selecdo em meio que contém higromicina.

[0230] Os técnicos no assunto podem optar alternativamente por
determinar ou monitorar resposta biolégica de IL-15 que seja mais abaixo no
fluxo na via de sinalizag&o, tal como a ativag&o de tirosino quinase (tal como Jak-
1/Jak-3; Lck; Syk), ativacdo de MAP quinase ou evento de translocacéo nuclear
(tal como translocacéo de Stat-3 e/ou Stat-5 fosforilado). A mencionada resposta
bioldgica de IL15 pode entédo ser reacéo acelular.

ELEMENTOS ADICIONAIS (PEPTIDEO DE SINAL, MARCADOR MOLECULAR, SITIO

PROTEOLITICO ETC.):

[0231] Composto de acordo com a presente invencdo pode
compreender peptideo de sinal. Este peptideo de sinal pode ser ligado direta ou
indiretamente ao mencionado pelo menos um polipeptideo que contém sushi ou

a mencionada pelo menos uma entidade de ligacdo de IL-15R beta/gama. O

Peticaio 870180145120, de 26/10/2018, pég. 55/131



44/98

mencionado peptideo de sinal pode ser ligado ao mencionado composto por
meio de covaléncia.

[0232] Peptideos de sinal facilitam a secre¢éo de proteinas pelas
células.

[0233] Este peptideo de sinal pode ser, por exemplo, o peptideo de
sinal de IL-15R alfa, tal como IL-15R alfa humano (como o peptideo de sinal de
IL-15R alfa humano que possui a sequéncia SEQ ID N° 5), ligado direta ou
indiretamente ao mencionado fragmento, ou o peptideo de sinal de outra
proteina (tal como o peptideo de sinal de preprolactina bovina de SEQ ID N° 58),
direta ou indiretamente ligado ao mencionado fragmento. Exemplos de

peptideos de sinal sdo:

- 0 peptideo codificado pela sequéncia lider de IL-15R alfa do tipo
selvagem humano (SEQ ID N° 4), ou seja, o0s trinta primeiros aminoacidos N-
terminais de IL-15R alfa do tipo selvagem humano (SEQ ID N° 5); ou

- 0 peptideo codificado pela sequéncia lider de preprolactina
bovina (SEQ ID N° 57), ou seja, os primeiros 31 aminoacidos N-terminais de

preprolactina bovina (SEQ ID N° 58).

[0234] Outros peptideos de sinais que sdo considerados
apropriados pelos técnicos no assunto podem também ser empregados. Além
disso, certos nucleotideos na sequéncia lider de IL-15 podem ser alterados sem
alterar a sequéncia de aminoéacidos. Adicionalmente, alteracdes de aminoacidos
gue ndo afetam a capacidade da sequéncia de agir como peptideo de sinal
podem ser elaboradas.

[0235] Polipeptideo que contém sushi de acordo com a presente
invencédo pode ser ligado diretamente ao peptideo de sinal do IL-15R alfa do qual

é derivado. Esse polipeptideo que contém sushi pode, entretanto, ser:

- ligado indiretamente a esse peptideo de sinal “nativo”; ou

- ligado direta ou indiretamente a peptideo de sinal que néo é do
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IL-15R alfa do qual deriva 0 mencionado polipeptideo que contém sushi.

[0236] Composto de acordo com a presente invencdo pode
compreender adicionalmente pelo menos um marcador molecular e/ou pelo
menos um sitio proteolitico.

[0237] Marcador molecular e/ou sitio proteolitico pode ser
localizado, por exemplo, entre o peptideo de sinal e o dominio sushi, ou entre o
peptideo de sinal e a entidade de ligacdo de IL-15R beta/gama. O mencionado
marcador molecular e/ou sitio proteolitico pode ser ligado direta ou indiretamente
ao mencionado pelo menos um polipeptideo que contém sushi ou a mencionada
entidade de ligacéo de IL-15R beta/gama.

[0238] Exemplos de marcadores moleculares compreendem
notadamente marcadores FLAG®.

[0239] Exemplos de  sitios  proteoliticos  compreendem
notadamente sitios de ligacdo de Xa.

[0240] O octapeptideo FLAG® (marca comercial registrada) (Hopp
et al, Bio/Technology 6: 1204, 1988) nédo altera a atividade biolégica de proteinas
de fusédo, é altamente antigénico e fornece epitopo ligado de forma reversivel por
anticorpo monoclonal especifico, que permite a rapida deteccdo e facil
purificacdo da proteina de fusdo expressa. A sequéncia FLAG® também é
especificamente dividida por enteroquinase da mucosa bovina no residuo
imediatamente ap0s o pareamento de AspLys. Proteinas de fusdo tampadas
com esse peptideo podem também ser resistentes a degradacéo intracelular em
E. coli. Anticorpo monoclonal murino que se liga a sequéncia FLAG® foi
depositado junto a ATCC com numero de acesso HB 9259. Métodos de utilizac&o
do anticorpo em purificacdo de proteinas de fusdo que compreendem a

sequéncia FLAG® sao descritos na Patente Norte-Americana n° 5.011.912.
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[0241] Exemplos de sequéncias que codificam epitopo Flag e sitio
de ligagdo de fator Xa compreendem SEQ ID N° 53 e N° 55 (sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID N° 54 e N° 56, respectivamente).

AMINOACIDOS:

[0242] No contexto da presente invencdo, “residuo de
aminoacidos” indica qualquer residuo de aminoacidos conhecido dos técnicos
no assunto (vide, por exemplo, Sewald et al, 2002 (42); nomenclatura IUPAC em
http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/AminoAcid/). Isso engloba aminoécidos de
ocorréncia natural (incluindo, por exemplo, utilizando o cédigo de trés letras, Ala,
bAla, Arg, Asn, Asp, Cys, GIn, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser,
Thr, Trp, Tyr, Val), bem como aminoacidos raros e/ou sintéticos e seus derivados
(incluindo, por exemplo, Aad, Abu, Acp, Ahe, Aib, Apm, Dbu, Des, Dpm, Hyl,
MeLys, MeVal, Nva, HAO, NCap, Abu, Aib, MeXaa e similares (vide, por
exemplo, Muller et al, 1993; Aurora et al, 1998; Obrecht et al, 1999; Maison et al,
2001; Formaggio et al, 2003; Nowick et al, 2003; (43-48). O mencionado residuo
de aminoacidos ou seu derivado pode ser qualquer dos seus isdmeros,
especialmente qualguer isdmero quiral, tal como a isoforma L ou D.

[0243] Por derivado de aminoacido, indicamos pelo presente
pedido qualquer derivado de aminoacido conhecido na técnica (vide, por
exemplo, Sewald et al, 2002 (42); nomenclatura [IUPAC em
http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/AminoAcid/).

[0244] Derivados de aminoéacidos incluem, por exemplo, residuos
derivaveis de aminoacidos naturais que contém cadeias laterais adicionais, tais
como cadeias laterais alquila e/ou substituicbes de heteroatomos. Exemplos
adicionais de derivados de aminoacidos compreendem aminoacidos que contém
modificagdes quimicas tais como as encontradas em peptideos miméticos ou
peptidomiméticos, que sdo compostos que contém elementos estruturais nao

peptidicos que sédo capazes de imitar ou antagonizar a(s) acao(des) biologicas
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de peptideo parental natural. Peptidomimético normalmente ndo possui mais
caracteristicas de peptideos classicos tais como unibes peptidicas
enzimaticamente separaveis.

[0245] Preferencialmente, o mencionado aminoacido pertence ao
grupo dos aminoacidos nao essenciais. Os aminoacidos ndo essenciais
preferidos sdo glicina, alanina, prolina, serina, cisteina, tirosina, asparagina,
glutamina, acido aspartico, acido glutamico, arginina e histidina. Aminoacidos
apropriados podem ser selecionados precisamente por meio de sele¢do dos
aminoacidos que se encontram em quantidades mais baixas no paciente a quem
o farmaco deve ser administrado. Regime de administracéo e dosagem pode ser
determinado em funcdo do nivel do paciente no mencionado aminoacido. O
regime de administracéo e dosagem preferido é aquele que pretende aumentar
o nivel de aminoé&cidos do paciente até o nivel padrdo normal.

LIGACAO DO MENCIONADO PELO MENOS UM POLIPEPTIDEO QUE CONTEM SUSHI A

MENCIONADA PELO MENOS UMA ENTIDADE DE LIGACAO DE IL-15R BETA/GAMA:

[0246] O mencionado pelo menos um polipeptideo que contém
sushi de acordo com a presente invencdo pode ser ligado diretamente a
mencionada pelo menos uma entidade de ligacéo de IL-15R beta/gama.

[0247] Alternativamente, o mencionado pelo menos um
polipeptideo que contém sushi de acordo com a presente invencdo e a
mencionada pelo menos uma entidade de ligacdo de IL-15R beta/gama, as
proteinas podem ser separadas por sequéncia de aminoacidos “ligante” com
comprimento suficiente para garantir que as proteinas formem estruturas
secundarias e terciarias apropriadas.

[0248] Preferencialmente, o mencionado ligante € ligante peptidico
que compreende pelo menos um, mas menos de trinta aminoacidos, tal como
ligante peptidico de dois a trinta aminoacidos, preferencialmente de dez a trinta

aminoacidos, de maior preferéncia de quinze a trinta aminoacidos, de preferéncia
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ainda maior de 19 a 27 aminoacidos e, de preferéncia superior, de 20 a 26
aminoécidos.

[0249] Os ligantes preferidos sdo aqueles que permitem que o
composto adote conformagédo adequada (ou seja, conformagdo que permita
atividade de transducao de sinal apropriada ao longo da via de sinalizacao de IL-
15R beta/gama). Exemplos de ligantes preferidos incluem ligantes flexiveis.

[0250] As sequéncias de ligantes mais apropriadas (1) adotardo
conformacao estendida flexivel, (2) ndo exibirdo propenséo ao desenvolvimento
de estrutura secundaria ordenada que pudesse interagir com os dominios
funcionais de proteinas de fuséo e (3) possuirao carater hidrofébico ou carregado
minimo que poder4 promover a interagdo com o0s dominios de proteina
funcionais. Aminoacidos da superficie tipicos de acordo com a presente invencao
incluem Gly, Asn e Ser (ou seja, G, N ou S). Esperar-se-ia que virtualmente
qualquer permuta de sequéncias de aminoacidos que contenham Gly, Asn e Ser
satisfizesse os critérios acima para sequéncia ligante. Outros aminoacidos quase
neutros, tais como Thr, Ala, Leu, GIn (ou seja, T, A, L, Q) podem também ser
utilizados na sequéncia ligante. O comprimento da sequéncia ligante pode variar
sem afetar significativamente a atividade biol6gica da proteina de fusao.

[0251] Exemplos de sequéncias ligantes sdo descritos nas
Patentes Norte-Americanas n°® 5.073.627 e 5.108.910.

[0252] Ligantes flexiveis ilustrativos que sao mais particularmente
apropriados para a presente invencao incluem os codificados pelas sequéncias
de SEQ ID N° 49 ou N° 51 (sequéncias de aminoacidos de SEQ ID N° 50,
também denominada ligante 20, e N° 52, também denominada ligante 26,
respectivamente).

[0253] Em composto de acordo com a presente invencédo, a

sequéncia do mencionado pelo menos um polipeptideo que contém sushi pode
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encontrar-se em posi¢do N-terminal com relacdo & sequéncia da mencionada
pelo menos uma entidade de ligacao de IL-15R beta/gama.

[0254] Alternativamente, a sequéncia do mencionado pelo menos
um polipeptideo que contém sushi pode encontrar-se em posicéo C-terminal com
relacdo a sequéncia da mencionada pelo menos uma entidade de ligagédo de IL-
15R beta/gama.

[0255] Composto de acordo com a presente invengdo pode ser
proteina de fusao.

[0256] As proteinas de fusdo séo polipeptideos que compreendem
duas ou mais regibes derivadas de peptideos ou proteinas diferentes ou
heterdlogas. Proteinas de fusdo sao preparadas utilizando métodos
convencionais de corte de enzimas e ligacdo de fragmentos de sequéncias
desejadas. Métodos de PCR que empregam oligonucleotideos sintéticos podem
ser utilizados para preparar e/ou amplificar os fragmentos desejados. A
sobreposicao de oligonucleotideo sintético que representa as sequéncias
desejadas pode também ser utilizada para preparar construcbes de DNA que
codificam proteinas de fusdo. Proteinas de fusdo podem compreender varias
sequéncias, que incluem sequéncia lider (ou peptideo de sinal), sequéncia
ligante, sequéncia ziper de leucina ou outras sequéncias de formacdo de
oligdbmeros e sequéncias que codificam porcdes altamente antigénicas que
fornecem meios de facil purificacdo ou rapida deteccao de proteina de fusao.

[0257] llustram os compostos de acordo com a presente invencao
as proteinas de fusdo que compreendem o polipeptideo que contém sushi de
SEQ ID N° 30 (it + sushi + articulacdo) e o IL-15 do tipo selvagem humano de
SEQ ID N° 48, opcionalmente ligados entre si por meio de ligante.

[0258] llustram adicionalmente os compostos de acordo com a

presente invencao as proteinas de fusdo que compreendem:

- 0 peptideo de sinal de SEQ ID N° 5;
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- 0 marcador Flag e a sequéncia de sitio de ligacdo de Xa de SEQ
ID N° 54;

- 0 polipeptideo que contém sushi de SEQ ID N° 30 (it + sushi +
articulacao);

- 0 ligante de SEQ ID N° 50; e

- 0 IL-15 do tipo selvagem humano de SEQ ID N° 48;

ou seja, a proteina de fusdo de RLI codificada por SEQ ID N° 60.

[0259] llustram adicionalmente os compostos de acordo com a

presente invencédo as proteinas de fusdo que compreendem:

- 0 peptideo de sinal de SEQ ID N° 58;

- 0 marcador Flag e a sequéncia de sitio de ligacdo de Xa de SEQ
ID N° 56;

- 0 IL-15 do tipo selvagem humano de SEQ ID N° 48;

- 0 ligante de SEQ ID N° 52;

- 0 polipeptideo que contém sushi de SEQ ID N° 30 (it + sushi +
articulacao), ou seja, a proteina de fuséo de ILR de SEQ ID N° 62.

[0260] Os compostos de acordo com a presente invencdo podem
ser produzidos por quaisquer meios que 0S técnicos no assunto possam
considerar apropriados, tais como sintese quimica de polipeptideos ou
biossintese de polipeptideos.

[0261] A sintese quimica de polipeptideos é agora rotineira (vide,
por exemplo, Andersson et al, 2000, Biopolymers (Peptide Science) 55: 227-250)
e muitas empresas sao especializadas nessa sintese.

[0262] Preferencialmente, os compostos de acordo com a presente
invencao sao sintetizados por meio de métodos de sintese de peptideos de fase
(SPPS) utilizando protocolos FMOC padréo (vide, por exemplo, Carpino et al,
1970, J. Am. Chem. Soc. 92 (19): 5748-5749; Carpino et al, 1972, J. Org. Chem.
37 (22): 3404-34009).
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[0263] Alternativamente, os técnicos no assunto podem optar por
produzir os compostos biologicamente por meio de traducao in vitro ou in vivo de
codificac@o de acido nucléico para esse composto.

Acipos NUCLEICOS, VETORES E CELULAS HOSPEDEIRAS:

[0264] A presente invencdo também se refere, portanto, a acidos
nucléicos (DNA ou RNA) que codificam produto que é destinado ao estimulo da
via de sinalizagdo de IL-15R beta/gama, de forma a induzir e/ou estimular a
ativacdo e/ou proliferagcdo de células IL-15R beta/gama-positivas, tais como
células T e/ou NK.

[0265] Mais especificamente, os acidos nucléicos de acordo com a
presente invencédo codificam polipeptideo que contém sushi isolado de acordo
com a presente invencgao, conforme definido no presente pedido, ou composto
ligado covalentemente de acordo com a presente invencéo, conforme definido
no presente pedido (ou seja, que compreende pelo menos um polipeptideo que
contém sushi ligado direta ou indiretamente por meio de covaléncia a pelo menos
uma entidade de ligacao de IL-15R beta/gama). A mencionada codificacdo esta
de acordo com o codigo genético universal, considerando devidamente a sua
degeneragéo.

[0266] Os acidos nucléicos de acordo com a presente invencao
podem estar opcionalmente contidos em vetor, tal como vetor de transfecgao ou
vetor de expressao.

[0267] Os acidos nucléicos de acordo com a presente invencao
podem ser ligados operativamente a sequéncia reguladora de transcricdo ou
traducdo apropriada tais como amplificadores ou promotores de transcricao,
sequéncia operadora opcional para controlar a transcricdo, sequéncia que
codifica sitios de ligacdo ribossbmica de mRNA apropriadas e sequéncias

apropriadas que controlam o inicio e o término de traducéo e transcricdo de
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controle. Exemplos desses vetores incluem pEF1/myc-His (In Vitrogen, V921-
20), pcDNA3.1 (In Vitrogen, V800-20).

[0268] Os &cidos nucléicos de acordo com a presente invencao
podem também ser ligados a sequéncia lider que permita a secrecao extracelular
aprimorada do polipeptideo traduzido. Exemplos dessas sequéncias lideres
incluem sequéncias lideres de preprolactina de rato (SEQ ID N° 57) ou de IL-15R
alfa, tal como CDS de peptideo de sinal IL-15R alfa humano de SEQ ID N° 4.

[0269] A sequéncia desses acidos nucléicos pode também
compreender cédon de parada (TAG, TGA, TAA) na sua extremidade 3’-terminal.

[0270] A presente invencao refere-se a todos os acidos nucléicos
que codificam um dos compostos descritos de acordo com a presente invengao.
A Tabela 4, localizada antes da secdo de reivindicagdes, indica o SEQ ID N°
correspondente desses acidos nucléicos.

[0271] Por exemplo:

- codificacdo nucléica para o mencionado IL-15R alfa humano
pode compreender a sequéncia de SEQ ID N° 2;

- codificacdo nucléica para o mencionado IL-15R alfa extracelular
humano pode compreender a sequéncia de SEQ ID N° 39;

- codificacdo nucléica para o mencionado dominio sushi humano
pode compreender a sequéncia de SEQ ID N° 13;

- codificacdo nucléica para a mencionada regido de extremidade
humana pode compreender a sequéncia de SEQ ID N° 31,

- codificagdo nucléica para a mencionada parte codificada por
exon 3 da mencionada regido de extremidade humana pode compreender a
sequéncia de SEQ ID N° 33;

- codificagdo nucléica para o mencionado IL-15 humano pode
compreender a sequéncia de SEQ ID N° 47;

- codificacdo nucléica para composto ligado covalentemente de
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acordo com a presente invencao pode compreender a sequéncia de SEQ ID N°

59 (proteina de fusédo RLI) ou de SEQ ID N° 61 (proteina de fuséo ILR).

[0272] Acido nucléico de acordo com a presente inveng&o pode
compreender sequéncia Kozak na sua extremidade 5’, tal como sequéncia
Kozak de IL-15R do tipo selvagem humano, tal como gcc gcc; ou sequéncia
Kozak de preprolactina bovina, tal como gcc acc.

[0273] Acido nucléico de acordo com a presente invengéo pode
compreender codon de parada (tal como tag, tga ou taa) na sua extremidade
3.

[0274] A presente invencao também se refere a qualquer vetor
que compreende acido nucléico de acordo com a presente invencao.
Preferencialmente, esse vetor é vetor de bacilovirus.

[0275] O mencionado vetor pode ser, por exemplo, vetor de
transfeccao ou de expressao.

[0276] A presente invencdo também se refere a qualquer célula
hospedeira, transformada ou transfectada por acido nucléico e/ou por vetor
de acordo com a presente invencgao.

[0277] Da forma utilizada no presente pedido, “transfectado” ou
“transfeccao” indica a introdugdo de um ou mais acidos nucléicos ex6genos
em célula eucariética. Transfeccéo inclui a introducdo de acidos nucléicos
brutos tais como plasmideos por meio de métodos de transfeccao fisico-
guimica padréo, incluindo precipitacédo de fosfato de calcio, precipitacao de
sulfato de dextran, eletroporacéo, transferéncia de acido nucléico mediada
por lipossomos, meétodos balisticos tais como bombardeamento de
particulas etc. Transfeccdo também inclui a introducédo de acidos nucléicos
em células por meio de métodos biologicos, que incluem a transducéo viral
ou infeccdo (mediada por receptor e ndo mediada por receptor). Da forma

utilizada no presente pedido, “transformado” ou “transformac¢ao” indica a
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introducdo de um ou mais acidos nucléicos exdégenos em célula procariotica.
Transformacéao inclui a introducéo de acidos nucléicos brutos, bem como de
vetor de &cido nucléico, tal como fago.

[0278] Células hospedeiras apropriadas incluem procariotos,
levedura ou células eucaridticas superiores sob o controle de promotores
apropriados.

[0279] Procariotos incluem organismos grama positivos e
grama negativos, tais como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella
typhimurium e varias outras espécies dos géneros Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces e Staphylococcus.

[0280] Exemplos de células hospedeiras apropriadas também
incluem levedura tal como Saccharomyces cerevisiae e células eucaridticas
superiores, tais como linhagens celulares estabelecidas de origem em
insetos ou mamiferos. Exemplos de células eucariéticas superiores
apropriadas compreendem linhagens de células de mamiferos, tais como
células de Ovério de Hamster Chinés (CHO), por exemplo linhagem de
células de ovério de hamster chinés CHO/dhfr- (CHO duk-) (ATCC n° CRL-
9096) ou como linhagens de células epiteliais, tais como linhagem de células
epiteliais de simios COS-7 (ATCC n° CRL 1651) ou linhagens de células
humanas, tais como linhagem de células de rins humanos c18 293 (ATCC n°
CRL-10852) ou linhagem de células de rim humano FreeStyle 293-F (In
Vitrogen n°® R790-07).

[0281] A mencionada célula hospedeira pode ser célula
eucariotica, célula de mamiferos (humana ou ndo humana tal como célula
CHO), célula de levedura ou célula procariotica (tal como E. coli). De maior
preferéncia, a mencionada célula hospedeira é célula de mamifero, pois na
presente invencao essas células sdo mais eficientes (independentemente de

qualquer problema de glicosilacéo).
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APLICACOES MEDICAS E BIOLOGICAS:

[0282] Os produtos de acordo com a presente invencao
compreendem notadamente os mencionados polipeptideos que contém sushi
em forma isolada conforme definido no presente pedido e a sua forma ligada
covalentemente, que é denominada no presente pedido composto ligado
covalentemente de acordo com a presente invencéo (ou seja, 0 composto que
compreende pelo menos um polipeptideo que contém sushi direta ou
indiretamente ligado por meio de covaléncia a pelo menos uma entidade de
ligagéo de IL-15R beta/gama).

[0283] Os produtos de acordo com a presente invengdo também
compreendem a codificacdo de &acidos nucléicos para esses polipeptideos e
compostos, em que o vetor que compreende esses acidos nucléicos, bem como
as células hospedeiras transformadas ou transfectadas por esse acido nucléico
ou esse vetor.

[0284] Os produtos de acordo com a presente invencdo sao uteis
para expandir subconjuntos de linfécitos, tais como subconjuntos de T/NK
especificos. A presente invencdo refere-se, portanto, ao uso de produto de
acordo com a presente invengcdo como agente para a expansao de uma ou mais
populacdes de linfécitos, tais como células NK, células NK-T, células de memdéria
CD8+ e aos adjuvantes, composicdes e kits destinados a esse uso, incluindo as
composi¢cdes farmacéuticas e farmacos, que compreendem pelo menos um
produto de acordo com a presente invencao.

[0285] O mencionado pelo menos um polipeptideo que contém
sushi e a mencionada pelo menos uma entidade de ligacdo de IL-15R beta/gama
podem ser utilizados em forma combinada; tal como na forma de composto
ligado covalentemente de acordo com a presente invencdo, ou em formas

separadas. A presente invencéao refere-se, portanto, a:

- a mencionada pelo menos uma entidade de ligagdo de IL-15R
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beta/gama, conforme definido no presente pedido; e

- 0 mencionado pelo menos um polipeptideo que contém sushi,
conforme definido no presente pedido;

ou seu acido nucléico, vetor e células hospedeiras
correspondentes;

na forma de preparacdo combinada para uso simultaneo,

separado ou sequencial, ou seja, em formato de kit de partes.

[0286] A presente invencdo refere-se, desta forma, a essa
preparacdo, que € adjuvante, composicdo ou kit que inclui composicdo
farmacéutica e farmaco.

[0287] O presente pedido refere-se, portanto, a prevencéo e/ou
alivio e/ou tratamento de condicdo ou doenca na qual se deseja aumento da
atividade de IL-15, tal como, notadamente, cancer ou imunodeficiéncia. Essa
prevencdo e/ou alivio e/ou tratamento pode agir por meio de estimulo da
proliferacéo e/ou sobrevivéncia de linfocitos (tais como células T, células T CD8*,
células NK, células dendriticas) e/ou sua atividade contra células de tumores.

[0288] Método de prevencao e/ou alivio e/ou tratamento de acordo
com a presente invencdo compreende a administracdo de produto de acordo
com a presente invencgao a paciente dele necessitado.

[0289] A presente invengdo também se refere a adjuvantes,
composic¢des, composi¢cdes farmacéuticas, farmacos e vacinas, que se destinam
a essa prevencao e/ou alivio e/ou tratamento.

[0290] As composi¢cOes farmacéuticas, farmacos e vacinas de
acordo com a presente invencdo compreendem pelo menos um produto de
acordo com a presente invencéo e, opcionalmente, veiculo e/ou carreador e/ou
diluente e/ou adjuvante farmaceuticamente aceitavel.

[0291] A presente invencdo refere-se mais especificamente a

adjuvante. Esse adjuvante € notadamente adaptado a inducéo e/ou estimulo de
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reacdo imunologica, que compreende dominio sushi IL-15R alfa isolado, ou sua
variante conservada Esse adjuvante pode ser adjuvante para vacina
antimicrobiana (antiviral, antibacteriana ou antifingica) ou para vacina
antitumorais.

[0292] A presente invencao também se refere a:

- composicao que pode ser notadamente destinada a inducédo e/ou
estimulo de acdo biolégica IL-15, que compreende dominio sushi IL-15R alfa
isolado ou sua variante conservada;

- uso de dominio sushi de IL-15R alfa isolado ou sua variante
conservada para a fabricacdo de adjuvante para composicao imunoterapéutica;

- uso de dominio sushi IL-15R alfa isolado ou sua variante
conservada para a fabricacdo de composicéo destinada a inducéo e/ou estimulo
de acdao biologica IL-15.

[0293] A presente invencdo refere-se, portanto, o farmaco ou
vacina que compreende pelo menos um polipeptideo que contém sushi conforme
definido no presente pedido e, opcionalmente, veiculo e/ou carreador e/ou
diluente e/ou adjuvante farmaceuticamente aceitavel.

[0294] Esse farmaco ou vacina destina-se a prevencdo e/ou
tratamento e/ou alivio de condicdo ou doenca na qual deseja-se aumento da
atividade de IL-15, tal como notadamente cancer ou imunodeficiéncia. Esse
farmaco ou vacina pode agir estimulando a proliferacdo e/ou sobrevivéncia de
linfécitos (tais como células T, células T CD8*, células NK, células dendriticas)
e/ou sua atividade contra células tumorais.

[0295] A presente invencao refere-se mais especificamente a
vacina ou farmaco antitumoral que exerce a sua acao preventiva e/ou de alivio
e/ou terapéutica por meio do estimulo da proliferacédo de células T CD8+ e NK

gue expressam IL-15R beta/gama mas nao IL-15R alfa.
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[0296] Essa vacina ou farmaco antitumoral destina-se, portanto,
aos pacientes cujas populacbes de células T CD8+ e/ou NK sejam
insuficientemente ativas para exercer liberacdo ou supervisdo antitumoral
eficiente.

[0297] Essa vacina ou farmaco antitumoral destina-se mais
especificamente aos pacientes que possuem populagcdo insuficiente ou
populagéo insuficientemente ativa de células T CD8+ e/ou NK que expressam
IL-15R beta/gama mas néo IL-15R alfa.

[0298] Farmaco antitumoral ou vacina de acordo com a presente
invencao pode compreender dominio sushi IL-15R alfa isolado ou sua variante
conservada.

[0299] Vacina ou farmaco antitumoral preferido de acordo com a

presente invengao compreende:

- pelo menos uma entidade de ligacdo de IL-15R beta/gama,
conforme definido no presente pedido, tal como IL-15; e

- pelo menos um polipeptideo que contém sushi, conforme definido
no presente pedido, tal como dominio sushi IL-15R alfa isolado, ou sua variante

conservada.

[0300] Preferencialmente, pelo menos uma entidade de ligacao de
IL-15R beta/gama, tal como IL-15, e 0 mencionado pelo menos um polipeptideo
gue contém sushi, tal como dominio sushi de IL-15R alfa isolado, ou sua variante
conservada, sao ligados em proteina de fusdo, de maneira a formar composto
covalentemente ligado de acordo com a presente invencao.

[0301] A presente invencdo também se refere a prevencao e/ou
alivio e/ou tratamento de doenca ou condicdo que envolve imunodeficiéncia.

[0302] A presente invencdo refere-se mais especificamente a
prevencdo e/ou alivio e/ou tratamento de doenca ou condicdo que envolve

imunodeficiéncia relativa ao HIV.
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[0303] Esta prevenc¢do e/ou alivio e/ou tratamento compreende a
administracao de produto de acordo com a presente invencéo a paciente dele
necessitado.

[0304] A presente invencao refere-se a farmaco e/ou composicéo
para essa prevencao e/ou alivio e/ou tratamento.

[0305] A presente invencéo refere-se, portanto, a adjuvante para
composicao imunoterapéutica, caracterizado pelo fato de que compreende pelo

menos um elemento dentre os elementos a seqguir:

- composto de acordo com a presente invencao;
- &cido nucléico de acordo com a presente invencgao;
- vetor de acordo com a presente invencao;

- célula hospedeira de acordo com a presente invencao.

[0306] Convenientemente, o mencionado adjuvante aumenta a
reacdo de memoria de CDS8.

[0307] No presente pedido, “imunoterapia” engloba terapia,
paliacdo e/ou prevencdo por meio de inducdo e/ou estimulo de reacdo
imunoldgica. A expressdo “composi¢cao imunoterapéutica” engloba, portanto,
vacinas preventivas, bem como “vacinas” paliativas e/ou terapéuticas.

[0308] O termo “adjuvante” destina-se a definir substancia que
pode ser adicionada a composi¢ao para aprimorar reagcao imunologica (reacéo
imunologica inata e/ou reacdo imunoldgica adaptativa). Na presente invencao,
ele engloba ainda substancia que pode ser adicionada a composicdo para
aumentar a eficiéncia dessa composicao ao longo do tempo, ou seja, a duragéao
da reacéo imunoldgica (células T CD8+ de memodria).

[0309] O composto de acordo com a presente invengao pode ser
utilizado em composicdo na forma de composto adjuvante, mas pode também

agir por si préprio como principio ativo.
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[0310] E realmente, e por si préprio, capaz de induzir e/ou
estimular a proliferacao e ativacédo de células IL-15R beta/gama-positivas e, mais
especificamente, a diferenciacdo de células T e/ou NK de células T e/ou NK
nativas.

[0311] A expressao “principio ativo” destina-se a definir substancia
que pode proporcionar reagdo imunoldgica.

[0312] Como adjuvante para composicdo imunoterapéutica,
composto de acordo com a presente invencdo aumenta a intensidade da reacéo
imunoldgica (reacdo imunoldgica inata; reacdo imunoldgica adaptativa) e/ou
aumenta a duracdo da reacao imunoldgica (aumenta a reacdo de memoria CD8
T).

[0313] Como agente ativo para composi¢cdo imunoterapéutica,
composto de acordo com a presente invencao induz reacao imunoldgica, que é
de maior intensidade e/ ou mais longa duracdo que a induzida por outros
estimulantes de células NK/T.

[0314] Desta forma, se utilizado como adjuvante em associacéo
com outra rea¢do imunoldgica induzida, ou utilizado como principio ativo que,
por si préprio, induz reacdo imunolégica, composto de acordo com a presente
invencdo aumenta a intensidade e/ou a duracdo da reacdo imunoldgica.

Convenientemente, ele:

- induz reacao imunoldgica inata aprimorada;
- induz reacdo imunolégica adaptativa aprimorada e, mais

especificamente, reacdo de memaria CD8 aprimorada.

[0315] O pedido também se refere a composicao adjuvante que
compreende pelo menos um elemento dentre os elementos a seguir:

- composto de acordo com a presente invencao, conforme definido
no presente pedido;

- &cido nucléico de acordo com a presente invenc¢ao;
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- vetor de acordo com a presente invencao;

- célula hospedeira de acordo com a presente invencao.

[0316] O pedido também se refere a método de producdo de
adjuvante para composi¢cdo imunoterapéutica, caracterizado pelo fato de que

compreende:

- fornecimento de molécula de IL-15R alfa soluvel ou seu
fragmento que tenha retido o seu dominio sushi;

- ligacdo por meio de covaléncia a elemento de ligacdo de IL-15R
beta/gama, selecionado a partir de IL-15, fragmento, agonista ou mimético de IL-
15 que possui afinidade para ligacdo a IL-15R beta/gama que nao é
significativamente mais baixa que a de IL-15 nativo (capaz de competir com IL-
15 nativo e/ou IL-2 para ligacdo a IL-15R beta/gama) e que preferencialmente
nao se liga a IL-2R alfa; por meio do qué o composto dele resultante € adjuvante

para composi¢ao imunoterapéutica.

[0317] A presente invencdo também se refere a composicéo,
composicdo farmacéutica ou farmaco que compreende pelo menos um
polipeptideo que contém o dominio sushi de IL-15R alfa, conforme definido no
presente pedido, ou seja, em que a sequéncia de aminoacidos do mencionado

pelo menos um polipeptideo que contém sushi:

- € a sequéncia de aminoacidos da regido extracelular de IL-15R
alfa humano ou de seu fragmento que tenha retido o dominio sushi do
mencionado IL-15R alfa, em que o dominio sushi de IL-15R alfa é definido como
iniciando no primeiro residuo de cisteina codificado por exon 2 (C1) e terminando
no quarto residuo de cisteina codificado por exon 2 (C4), em que os dois
residuos, C1 e C4, sdo incluidos na sequéncia sushi; ou

- € pelo menos 85% idéntico a essa sequéncia de IL-15R alfa ou
fragmento de IL-15R alfa, desde que cada um dos quatro residuos de cisteina

(C1, C2, C3 e C4) do mencionado dominio sushi tenha sido retido.
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[0318] Preferencialmente, o mencionado percentual de identidade
€ de pelo menos 90%, de preferéncia ainda maior de pelo menos 92%, de
preferéncia superior de pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, pelo menos
97%, pelo menos 98%, pelo menos 99% ou 100%.

[0319] A presente invencdo refere-se mais especificamente a
composicdo, composicao farmacéutica ou farmaco que compreende pelo menos
um polipeptideo que contém o dominio sushi de IL-15R alfa, conforme definido
no presente pedido, em que o mencionado pelo menos um polipeptideo que
contém sushi compreende ou consiste da parte de IL-15R alfa extracelular que
é codificada pelos exons 2 e 3 ou fragmento dessa parte que tenha retido o
dominio sushi.

[0320] A presente invengcdo refere-se preferencialmente a

composicdo, composicao farmacéutica ou farmaco que compreende:

- fragmento de IL-15Ralfa humano, cuja sequéncia de aminoacidos
€ 0 aminoacido que se estende da posicao 1 até a posicdo 127 de SEQ ID N° 3;
ou

- seu subfragmento que tenha retido o dominio sushi do
mencionado fragmento, em que:

- 0 mencionado dominio sushi € definido como comecando no
primeiro residuo de cisteina codificado por exon 2 (C1) e terminando no quarto
residuo de cisteina codificado por exon 2 (C4), em que os dois residuos, C1 e
C4, sao incluidos no dominio sushi; e

- a sequéncia de aminoacidos do mencionado peptideo de sinal €
a sequéncia que se estende da posi¢ao 1 a posi¢cado 30 do mencionado SEQ ID
Ne° 3;

ou

- variante do mencionado fragmento ou subfragmento, que possui

identidade de sequéncias de aminoacidos de pelo menos 85% ao longo de todo
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o comprimento do mencionado fragmento ou subfragmento.

[0321] Preferencialmente, o mencionado percentual de identidade
€ de pelo menos 90%, de preferéncia ainda maior de pelo menos 92%, de
preferéncia superior pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, pelo menos
97%, pelo menos 98%, pelo menos 99% ou 100%.

[0322] Essa composi¢cdo, composicao farmacéutica ou farmaco
pode ainda compreender pelo menos uma entidade de ligacdo de IL-15R
beta/gama, tal como IL-15, ou fragmento ou variante de IL-15 conforme definido
no presente pedido.

[0323] A mencionada pelo menos uma entidade de ligagédo de IL-
15R beta/gama pode ser nao ligada ao mencionado pelo menos um polipeptideo
que contém sushi por meio de covaléncia, ou seja, ser colocada em forma livre
na mencionada composicdo e/ou pode ser ligada por meio de covaléncia ao
mencionado pelo menos um polipeptideo que contém sushi. No Ultimo caso, a
composicdo, composicado farmacéutica ou farmaco de acordo com a presente
invencdo de fato compreende composto de acordo com a presente invencao
conforme definido no presente pedido.

[0324] Essa composicdo farmacéutica ou farmaco pode destinar-
se a agonizar acao biolégica de IL-15 e, mais especificamente, induzir e/ou
estimular a proliferacéo e/ou ativacao de células IL-15R beta/gama positivas.

[0325] Essa composicdo farmacéutica ou farmaco pode destinar-
se a induzir e/ou estimular a proliferacéo e/ou a ativacao de reacdo imunolégica
NK e/ou T. Essa composicdo farmacéutica ou farmaco pode destinar-se a
composicao de vacina terapéutica e/ou paliativa e/ou preventiva.

[0326] Essa composicdo farmacéutica ou farmaco pode destinar-
se a prevencdo e/ou paliacdo e/ou tratamento de doenca infecciosa e/ou a
prevencdo e/ou paliacdo e/ou tratamento de imunodeficiéncia (tal como

imunodeficiéncia induzida por HIV) e/ou a prevencdo e/ou paliacdo e/ou
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tratamento de presenca ou desenvolvimento de tumor (e pode conter ainda pelo
menos um antigeno de tumor) e/ou a prevencgdo e/ou paliacdo e/ou tratamento
de X-SCID.

[0327] Segundo realizagdo vantajosa da presente invencao, o
mencionado pelo menos polipeptideo que contém sushi é ligado covalentemente
a entidade de ligacéo de IL-15R beta/gama. De maior preferéncia, esta entidade
de ligacéo de IL-15R beta/gama néo se liga a IL-2R alfa.

[0328] Segundo realizacdo preferida da presente invencdo, o
mencionado pelo menos um polipeptideo que contém sushi é ligado
covalentemente a entidade de ligacdo de IL-15R beta/gama, que € IL-15, ou
fragmento, mimético ou agonista de IL-15, que possui afinidade de ligacédo a IL-
15R beta/gama que nao é significativamente mais baixa que a de IL-15 nativo
(ou seja, fragmento, mimético ou agonista que é capaz de competir com IL-15
nativo e/ou IL-2 para ligacéo a IL-15R beta/gama).

[0329] A presente invencdo se refere mais especificamente,
portanto, a composicao farmacéutica destinada a estimulo da via de sinalizagéao
de IL-15R beta/gama, de forma a induzir e/ou estimular a ativagdo e/ou a
proliferacédo de células IL-15R beta/gama-positivas, tais como células T e/ou NK,
caracterizada pelo fato de que compreende pelo menos um elemento dentre os

elementos a seguir:

- composto de acordo com a presente invencao;
- &cido nucléico de acordo com a presente invenc¢ao;
- vetor de acordo com a presente invencao;

- célula hospedeira de acordo com a presente invencgao.

[0330] Essa composicao farmacéutica pode compreender
adicionalmente veiculo farmaceuticamente aceitavel (veiculo, diluente,

excipiente, aditivo, ajustador de pH, emulsificante ou agente dispersante,
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conservante, tensoativo, agente gelificante, bem como tampao e outro agente
estabilizante e solubilizante etc.).

[0331] A presente invencdo também se refere ao farmaco,
destinado a estimular a via de sinalizagdo de IL-15R beta/gama, de forma a
induzir e/ou estimular a ativacéo e/ou proliferacao de células IL-15R beta/gama-
positivas, tais como células NK e/ou T, caracterizada pelo fato de que

compreende pelo menos um elemento dentre os elementos a seguir:

- composto de acordo com a presente invencao;
- &cido nucléico de acordo com a presente invencgao;
- vetor de acordo com a presente invencao;

- célula hospedeira de acordo com a presente invencéo.

[0332] O mencionado farmaco € preferencialmente uma
composicao imunoterapéutica.

[0333] Esse farmaco é de maior preferéncia composicao de vacina
preventiva e/ou paliativa e/ou terapéutica.

[0334] O mencionado farmaco pode compreender adicionalmente
veiculo fisiologicamente apropriado (carreador, diluente, excipiente, aditivo,
ajustador de pH, agente emulsificante ou dispersante, conservante, tensoativo,
agente gelificante, bem como agente tampdo ou outro estabilizante e
solubilizante etc.).

[0335] Veiculos e formulagbes farmaceuticamente aceitaveis
apropriadas incluem todos os veiculos e formulagbes farmaceuticamente
aceitaveis conhecidas, tais como descrito em Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, vigésima edicdo, Mack Publishing Co.; e Pharmaceutical
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Ansel, Popovich e Allen Jr.,
Lippincott Williams e Wilkins.

[0336] De forma geral, a natureza do veiculo dependera do modo

especifico de administracdo sendo empregado. Formulagdes parenterais
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normalmente compreendem, além do um ou mais agentes de contraste, por
exemplo, fluidos injetaveis que incluem fluidos farmacéutica e fisiologicamente
aceitaveis, que incluem &gua, solucdo salina fisioldgica, solucdes de sal
balanceado, tamp&es, dextrose aquosa, glicerol, etanol, 6leo de gergelim, suas
combinacdes ou similares como veiculo. O meio pode também conter materiais
adjuntos farmacéuticos convencionais, tais como sais farmaceuticamente
aceitaveis para ajustar a pressdo osmoética, tampdes, conservantes e similares.
O veiculo e a composicdo podem ser estéreis e a formulagdo adequa-se ao
modo de administracao.

[0337] Para composicdes sélidas (tais como formas de p0, pilulas,
pastilhas ou capsulas), veiculos sélidos nao téxicos convencionais podem incluir,
por exemplo, graus farmacéuticos de manitol, lactose, amido, sacarina de sodio,
celulose, carbonato de magnésio ou estearato de magnésio. Além de veiculos
biologicamente neutros, composi¢cdes farmacéuticas a serem administradas
podem conter quantidades menores de substancias auxiliares, tais como
agentes umectantes ou emulsificantes, conservantes, agentes tamponantes de
pH e similares, tais como acetato de sédio ou monolaurato de sorbitan.

[0338] A composicdo pode ser solucdo liquida, suspensao,
emulsédo, pastilha, pilula, capsula, formulacao de liberacao sustentada ou p6. A
composicdo pode ser formulada com aglutinantes e veiculos tradicionais, tais
como triglicérides.

[0339] Composicdo ou farmaco de acordo com a presente
invencao € util na inducéo e/ou estimulo de acéo biolégica de IL-15 por meio da
via de sinalizacdo de IL-15R beta/gama. E mais particularmente (Gtil na indugdo
e/ou estimulo de reacdo imunoldgica inata (células NK) e/ou imunidade

adaptativa (células T e, mais especificamente, células de memaoria CD8+ T).
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[0340] Segundo realizagdo muito vantajosa da presente invencgéao,
o mencionado farmaco pode destinar-se a prevencdo e/ou paliacdo e/ou
tratamento de presenga ou desenvolvimento de tumor.

[0341] O mencionado tumor pode ser, por exemplo, melanoma,
linfoma, carcinoma (tal como carcinoma da cervical), cancer de mama, cancer
do ovério, tumor pancreatico. Convenientemente, o mencionado farmaco
antitumoral € vacina antitumoral que age por meio de transpresentacao.

[0342] Farmaco antitumoral de acordo com a presente invencao
pode compreender ainda pelo menos um antigeno de tumor. O mencionado pelo
menos um antigeno de tumor pode apresentar-se em forma solavel ou ser ligado
a composto de acordo com a presente invencéo (por meio de covaléncia ou outra
forma de ligag&o).

[0343] O mencionado pelo menos um antigeno de tumor €
convenientemente fornecido na forma de células dendriticas com esse antigeno,
tais como células dendriticas geneticamente elaboradas que expressam o
mencionado pelo menos um antigeno de tumor.

[0344] Antigenos de tumores séo antigenos que sdo apresentados
por moléculas MHC | sobre a superficie de células de tumores. Antigenos de
tumores podem também apresentar-se sobre a superficie do tumor na forma de,
por exemplo, receptor que sofreu mutacdo, caso em que sera reconhecido por
células B.

[0345] Antigenos de tumores podem as vezes ser apresentados
somente por células de tumores e nunca pelas normais. Neste caso, eles sao
denominados antigenos especificos de tumores (TSA) ou antigenos de
transplante especificos de tumores (TSTA), ou antigenos de rejeicdo de tumores
(TRA) e resultam tipicamente de mutacdo especifica de tumores. TSA
normalmente surge quando virus infeccioso houver feito com que a célula se

torne imortal e expresse antigeno de virus. TSA nao induzido por virus sédo os
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idiotipos de BCR sobre linfomas de células B ou TCR sobre linfomas de células
T.

[0346] Antigenos que sdo apresentados por células de tumores e
células normais sdo mais comuns e denominados antigenos associados a
tumores (TAA). TAA sao encontrados sobre células de tumores e sobre células
normais durante a vida do feto (antigenos oncofetais), ap6s 0 nascimento em
orgaos selecionados ou em muitas células mas em concentragdo muito mais
baixa que sobre células de tumores.

[0347] Oncogenes podem ser expressos em virus causadores de
cancer. A maior parte dos oncogenes esté de fato presente na célula hospedeira,
onde funcionam no crescimento regulado das células. Ao sofrer transducao pelo
virus e ser expresso sob o controle do promotor viral, o produto do gene de célula
hospedeira, ou seja, o produto do proto-oncogene, contribui para o crescimento
desregulado da célula tumoral. Como proteinas codificadas por protooncogenes
normalmente sdo expressas por células normais, a sua expressao excessiva
sobre células de tumores as qualificaria como antigenos associados a tumores.

[0348] Linfécitos T citotoxicos que reconheceram esses antigenos
podem ser capazes de destruir as células de tumores antes da sua proliferacédo
ou metastase. Células de tumores podem, entretanto, regular para baixo a
expressdo de MHC Classe |. Eles frequientemente ndo possuem moléculas
coestimuladoras como moléculas de adesao ou B7 que sdo necessarias para a
sua interacdo com células CD8+ T. Algumas células de tumores suprimem
ativamente a reac&o imunologica por meio da produc¢éo de citocina supressiva,
tal como TGF beta, que inibe a imunidade celular.

[0349] Exemplos de antigenos de tumores notadamente

compreendem:

- reguladores do ciclo celular, tais como quinase 4 dependente de

ciclina (melanoma);
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- transdutores de sinais, tais como beta-catenina (melanoma);

- reguladores da apoptose, tais como caspase 8 (carcinoma de
células escamosas);

-proteinas dos testiculos, tais como antigenos MAGE (melanoma,
tumores de mama e glioma), como MAGE-1 (nUmero de acesso P43355),
MAGE-2 (numero de acesso P43356), MAGE-3 (numero de acesso P43357),
MAGE-4 (numero de acesso P43358), MAGE-6 (numero de acesso P43360),
MAGE-8 (numero de acesso P43361), MAGE-9 (numero de acesso P43362),
MAGE-10 (nimero de acesso P43363), MAGE-11 (nUmero de acesso P43364),
MAGE-12 (niUmero de acesso P43365);

- composto envolvido na sintese de melanina (melanoma), tal
como tirosinase (nUmero de acesso P14679);

- idiotipos BCR, tais como idiotipo Ig de superficie (linfoma);

- receptores de tirosino quinase, tais como Her-2/neu, MUC-1
(cancer de mama e ovario);

- mucinas subglicosiladas, tais como MUC-1 (tumores de mama e
do pancreas);

- produtos de gene viral, tais como HPV E6 e E7 (carcinoma da

cervical).

[0350] Composicdo ou farmaco de acordo com a presente
invencédo pode destinar-se a prevencao e/ou paliacdo e/ou tratamento de doenca
infecciosa (infecgdo por microorganismo, tal como virus, bactéria, levedura,
fungo etc.).

[0351] Composicdo ou farmaco de acordo com a presente
invencdo pode destinar-se a prevencdo e/ou paliagdo e/ou tratamento de
imunodeficiéncia (tal como imunodeficiéncia induzida como efeito colateral por
tratamento especifico, tal como tratamento antitumoral ou tratamento pré-

enxerto; ou induzida por virus, tal como HIV).
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[0352] Composicdo ou farmaco de acordo com a presente
invencdo pode destinar-se a prevenc¢do e/ou paliagdo e/ou tratamento de SCID-
X (imunodeficiéncia combinada severa X-ligada, que é ligada a disfungéo de IL-
15R gama).

[0353] A formulagéo de composicéo farmacéutica que compreende
pelo menos um dos produtos de acordo com a presente invencao encontra-se
bem dentro do conhecimento da técnica. O mesmo € verdade para os detalhes
de administracdo da mencionada composi¢cdo. O médico que trata o paciente
necessitard considerar, entre outros parametros, a idade, condicbes gerais e
estado da doenca.

[0354] Os compostos terapeuticamente Uteis identificados
segundo o método de acordo com a presente invencao podem ser administrados
a paciente por meio de qualquer método apropriado para o composto especifico,
tal como oral, intravenoso, parenteral, transdérmico, transmucosa ou por meio
de cirurgia ou implante (tal como com o composto na forma de matriz
reabsorvivel e biologicamente compativel sélida ou semi-sélida) no local em que
se deseja o efeito do composto ou perto dele. Doses terapéuticas séo
determinadas como sendo apropriadas pelos técnicos no assunto e sao fungao
do peso do corpo.

[0355] A presente invencdo também se refere a método de
tratamento por meio de terapia e/ou paliacdo e/ou prevencédo de paciente ou
animal ndo humano dele necessitado com composto.

[0356] A presente invencdo também se refere a método de
tratamento de paciente dele necessitado (tratamento por meio de terapia e/ou
paliacéo e/ou prevencéo), por meio de administracéo de produto, composi¢éo ou

farmaco de acordo com a presente invengao.
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[0357] A presente invencdo também se refere a via de inducéo
e/ou estimulo da proliferagcdo e/ou ativacdo de células IL-15R beta/gama-
positivas, caracterizado pelo fato de que compreende:

- contato de células IL-15R beta/gama-positivas com pelo menos
um dos elementos a sequir:

- composto de acordo com a presente invencao;

- &cido nucléico de acordo com a presente invencao;

- vetor de acordo com a presente invencao;

- célula hospedeira de acordo com a presente invencao;

por meio do qué a proliferacdo e/ou ativacdo das mencionadas

células IL-15R beta/gama-positivas € induzida e/ou estimulada.

[0358] O mencionado contato € realizado sob condi¢cdes que
permitem a proliferacdo e/ou ativacdo das mencionadas células IL-15R
beta/gama-positivas. Essas condi¢cdes notadamente compreendem o periodo de
duracéo e as condicbes ambientais (temperatura, atmosfera, meio de cultura). O
ajuste destas condi¢cbes pertence a competéncia dos técnicos comuns no
assunto.

[0359] A presente invencdo também se refere a processo in vitro
de inducdo e/ou estimulo da proliferacdo e/ou ativacdo de células IL-15R
beta/gama-positivas, caracterizado pelo fato de que compreende:

- fornecimento de amostra de células que compreende células IL-
15R beta/gama-positivas;

- contato da mencionada amostra com pelo menos um dos
elementos a sequir:

- composto de acordo com a presente invencao;

- &cido nucléico de acordo com a presente invenc¢ao;

- vetor de acordo com a presente invencao;

- célula hospedeira de acordo com a presente invenc¢ao;
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por periodo de tempo e sob condicBes ambientais que permitam
gue o mencionado contato induza e/ou estimule a proliferacédo e/ou ativacdo das

mencionadas células IL-15R beta/gama-positivas.

[0360] A presente invencdo também se refere a processo de
producdo de células T e/ou NK ativadas, caracterizado pelo fato de que

compreende:

- contato de células T e/ou NK em repouso com pelo menos um
dos elementos a seguir:

- composto de acordo com a presente invencao;

- &cido nucléico de acordo com a presente invencgao;

- vetor de acordo com a presente invencao;

- célula hospedeira de acordo com a presente invencao;

por periodo de tempo e sob condicbes ambientais que permitam
gue o mencionado contato induza a ativacdo das mencionadas células T e/ou

NK em repouso compreendidas na mencionada amostra.

[0361] A presente invencdo também se refere a processo in vitro
de producdo de células T e/ou NK ativadas, caracterizado pelo fato de que

compreende:

- fornecimento de amostra de células que compreende células T
e/ou NK em repouso;

- contato da mencionada amostra com pelo menos um dos
elementos a sequir:

- composto de acordo com a presente invencao;

- &cido nucléico de acordo com a presente invenc¢ao;

- vetor de acordo com a presente invengao;

- célula hospedeira de acordo com a presente invencao;

por periodo de tempo e sob condi¢bes ambientais que permitam

que o mencionado contato induza a ativacdo das mencionadas células T e/ou
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NK em repouso compreendidas na mencionada amostra.

[0362] No processo de inducéo e/ou estimulo da proliferacao e/ou
ativacdo de células IL-15R beta/gama-positivas e no processo de producao de
células T e/ou NK ativadas, as células contatadas podem ser linhagens celulares.
Elas podem alternativamente ser células ex vivo recolhidas de organismo (tal
como paciente humano) e destinadas a ser devolvidas para esse ou outro
organismo (tal como o mesmo paciente) apds tratamento in vitro.

[0363] Desta forma, a presente invencao engloba a realizacédo ex
vivo dos mencionados processos e sua implementacdo no transcurso de
tratamento por meio de terapia e/ou paliacéo e/ou prevencao.

[0364] No presente pedido, o codon de “parada” (TAG, TGA ou
TAA) normalmente ndo é declarado como estando compreendido no CDS.

[0365] A expressao “que compreende”, que é sinbnima de “que
inclui” ou “que contém”, possui significado aberto e ndo inclui elemento(s),
ingrediente(s) ou etapa(s) de método(s) adicionais ndo indicados, enquanto a
expressao “que consiste de” é expressao fechada, que exclui qualquer elemento,
etapa ou ingrediente adicional que nao € indicado explicitamente. A expressao
“‘que consiste essencialmente de” é expressao parcialmente aberta, que nao
exclui elemento(s), etapa(s) ou ingrediente(s) adicional(is) n&o indicado(s),
desde que esse(s) elemento(s), etapa(s) ou ingrediente(s) adicional(is) néo
afete(m) materialmente as propriedades basicas e inovadoras da presente
invencao.

[0366] A expressao “que compreende(m)” (ou “compreende(m)”)
inclui, portanto, a expresséao “que consiste(m) de” (“consiste(m) de”), bem como
a expressao “que consiste(m) essencialmente de” (“consiste(m) essencialmente
de”). Consequentemente, a expressdo “que compreende(m)” ou
(“‘compreende(m)”) é compreendida, no presente pedido, como englobando mais

particularmente a expressao “que consiste(m) de” (“consiste(m) de”) e a

Peticaio 870180145120, de 26/10/2018, pég. 85/131



74/98

expressao “que consiste(m) essencialmente de” (“consiste(m) essencialmente
de”).

[0367] O termo “significativamente” é utilizado no presente pedido
no seu significado habitual no campo de estatistica (tal como teste t, teste z, valor
chi quadrado ou razéo F etc.), ou seja, para comparar um valor com outro e
determinar se esses valores diferem entre si. O termo “significativamente”
engloba, portanto, o fato de que os técnicos no assunto podem considerar o
desvio padrdo (se houver), que mede a quantidade de difusdo de dados em
distribuicdo de freqiéncias. O valor p desejado normalmente € definido em nivel
alfa de 5% ou no nivel alfa mais estringente de 1%.

[0368] Cada uma das revelacdes relevantes de todas as
referéncias mencionadas no presente pedido € especificamente incorporada
como referéncia. Os exemplos a seguir sao oferecidos como forma de ilustracéo
e ndo como forma de limitagé&o.

EXEMPLOS

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

CULTURA CELULAR E CITOCINAS:

[0369] IL-15 humano recombinante (rIL-15) foi da Peprotech Inc.
(Rocky Hill NJ). A linhagem de células de leucemia mieléide Mo-7 (linhagem de
células humanas que expressam IL-15RB/y mas nédo IL-15Ra) e a linhagem de
células humanas de eritroleucemia TF-1 (linhagem celular que expressa IL-15Ra
e IL-15Ry, mas néo IL-15RpB; ATCC CRL-2003) foram cultivadas em meio RPMI
1640 que contém 10% de soro de feto de bezerro desativado por calor (FCS), 2
mM de glutamina e 1 ng/ml de GM-CSF (R&D Systems; Abington, Reino Unido).
Células TF1-B (22) foram cultivadas no mesmo meio suplementado com 250
ug/ml de geneticin. A linhagem de células de linfoma T humanas Kit 225

(linhagem celular dependente de IL-2) foi cultivada em meio RPMI 1640
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contendo 6% FCS, 2 mM de glutamina e 10 ng/ml de rIL-2 (Chiron, Emeryville
CA).

[0370] A linhagem de células 32D de camundongo que expressa
cadeia IL-15Ry de camundongo enddgeno e cadeia IL-15RB humana
transfectada (linhagem de células 32D disponivel por meio da ATCC CRL-11346)
foi cultivada em RPMI, 10% FCS, 0,4 ng/ml de m-IL-3, 10 pg/ml de b-
mercaptoetanol e 250 ug/ml de geneticina.

SIL-15Ra-IL2, SIL-15Ra-SUSHI-IL-2 E SIL-15Ra-SUSHI:

[0371] sIL-15Ra-IL-2 foi expresso em células CHO e preparado
conforme descrito (23). Foi elaborada construcao similar na qual o dominio sushi
de IL-15Ra (aminoé&cidos 1 a 66 de sequéncia de codificacdo madura) foi ligado
a molécula de IL-2 humano (slL-15Ra-sushi-IL-2).

[0372] O dominio sushi de IL-15Ra foi amplificado por meio de
PCR. Produtos de PCR foram purificados, digeridos com BamHI e Hindlll
(Fermentas, Vilna, Lituania) e ligados a vetor de expressdo de pQE3O0.
Expresséo foi realizada em células de E. coli SG13009 sob inducéo de IPTG.
Apos a lise celular, corpos de inclusédo foram lavados, solubilizados em 6 mM de
guanidina HCI, 20 mM de fosfato de sddio, pH 7,4, 20 mM de imidazol, 150 mM
de cloreto de sédio e 1 mM de DTT. O IL-15Ra-sushi foi capturado sobre coluna
de Ni-NTA agarose (Qiagen) equilibrada com o tampéo de solubilizacdo mais 1
mM de glutationa reduzida e 0,2 M de glutationa oxidada. Ele foi novamente
dobrado por meio de gradiente de 6 a 0 M guanidino HCL em tampéao de coluna
(24) e eluido com 250 mM de imidazol.

PROTEINAS DE FUSAODE ILR ERLI:

[0373] As construcdes das proteinas de fusdo sdo exibidas na
Fig. 2E. Dominio sushi de IL-15Ra humano (aa 1-77) e IL-15 humano foram
separados pelo ligante 20 (SGGSGGGGSGGGSGGGGSLQ; SEQ ID N° 50)
para RLI, ou pelo ligante 26 (SGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGSLQ,
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SEQ ID N° 52) para ILR. Codificacdo de sequéncias para o epitopo Flag e
sitio de ligacdo de Fator Xa (DYKDDDDKIEGR, SEQ ID N° 54, para RLI;
TTRDYKDDDDKIEGR, de SEQ ID N° 56, para ILR) foi adicionada entre o
peptideo de sinal (sp) e as sequéncias de codificacdo. O sp enddgeno de IL-
15Ra humano (SEQ ID N° 5) foi utilizado para RLI e o sp de preprolactina
bovina (SEQ ID N° 58) para ILR.

[0374] Estas constru¢fes foram inseridas entre o sitio BamHI e
Hindlll de vetor de expressdo pFastBac 1 (In Vitrogen) para gerar dois
vetores de expressao que foram recombinados no DNA de bacilovirus
utilizando o sistema de expressdo de Bac em Bac (In Vitrogen). Os
bacilovirus recombinantes foram utilizados para infectar células SF9 (ATCC
CRL-1711) e proteinas de fusdo foram expressas no meio SF 900 Il (Gibco®
Invitrogen Corp.) e colhidas quatro dias apés a infeccdo. As concentracfes
das proteinas de fusdo foram medidas por meio de ELISA com o mAb 247
anti-IL-15 (R & D Systems) como anticorpo de captura e o conjugado de M2-
peroxidase anti-Flag (Sigma; St. Louis MO) como anticorpo revelador.

EsTubos DE RESSONANCIA DE PLASMON DE SUPERFICIE:

[0375] Estes experimentos foram realizados com biossensor
BIACore 2000 (BIACore, Uppsala, Suécia). rIL-15 foi ligado covalentemente
a chips sensores CM5 e a ligacao de concentracdes crescentes de slL-15Ra-
IL-2, sIL-15Ra-sushi-IL-2 ou slIL-15Ra-sushi foi monitorada. Andlise de
sensogramas foi realizada utilizando software de avaliagdo cinética
BlAlogue.

TESTES DE PROLIFERACAOQO:

[0376] As reacOes proliferativas de Mo-7, TF-13 e células Kit
225 a rIL-15, rIL-2, RLI ou ILR foram medidas por meio de incorporacédo de
[3H]-timidina conforme descrito (19) apds quatro horas em meio sem citocina,

48 horas de cultura e 16 horas com [*H]-timidina.
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APOPTOSE:!

[0377] O teste de anexina V foi realizado utilizando citbmetro de
fluxo FACScan e o kit de deteccdo de apoptose Anexina V-FITC (BD
Biosciences Pharmingen, Franca). Apos a auséncia de citocina, as células
foram semeadas em placas com multiplas cavidades a 5 x 10°
células/cavidade em 1 ml e cultivadas em meio suplementado com os
diversos reagentes (rIL-15, slL-15Ra-sushi e proteina de fusdo de RLI).
Dados foram obtidos e analisados com o uso do software CellQuest.

TESTES DE LIGACAO E INTERNALIZACAO:

[0378] Marcacdo com ['?°l]-iodo de rIL-15, slL-15Ra-sushi e
proteinas de fusdo de RLI humanas e experimentos de ligacdo subsequentes
foram realizados conforme descrito anteriormente (19). Para internalizacéo,
as células foram equilibradas a 4 °C com slL-15Ra-sushi ou RLI marcado e
a temperatura foi alterada para 37 °C. Em diferentes intervalos de tempo,
duas amostras foram lavadas e centrifugadas. Uma das pelotas celulares foi
tratada com tampao glicina-HCI 0,2 M, pH 2,5, enquanto a outra foi tratada
com PBS pH 7,4 a 4 °C por cinco minutos. ApGs a centrifugacéao, o total de
ligacdo de ligante foi determinado a partir da pelota das células tratadas com
PBS, enquanto as fracOes internalizadas e unidas por membrana foram
determinadas, respectivamente, a partir do sobrenadante e pelota de células
tratadas com pH &cido.

SIL-15RA-SUSHI*: SIL-15Ra-SUSHI +

[0379] Marcado com Flag-Fator Xa foi expresso em meio de
células SF9 de insetos (ATCC CRL-1711), SF 900 II (In Vitrogen, Cergy-
Pontoise, Franca), conforme descrito para as proteinas de fusédo RLI e ILR.
Os sobrenadantes foram concentrados por meio de precipitacdo com sulfato
de amonio a 90% de saturacao e carregados sobre coluna de imunoafinidade

de agarose anti-Flag (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, Franca). A
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pureza do sIL-15Ra-Sushi* foi de 100% com massa molecular aparente de
12 kDa, conforme determinado por meio de SDS-PAGE apds iodacado com
método de cloramina-T conforme descrito anteriormente (Lehours et al, Eur.
Cyotkine Netw. 11 (2000), 207-5). A sua concentracéo foi determinada por
meio de teste de proteina com base em acido bicinchoninico (BCA) (Pierce,
Perbio Science, Brebiéres, Franca).

RESULTADOS

A LIGACAO DE IL-15Ra A IL-15 DEVE-SE PRINCIPALMENTE AO DOMINIO SUSHI:

[0380] Estudo anterior (25) demonstrou que a remocdo do
dominio “sushi” codificado pelo exon 2 de IL-15R resultou em completa
anulacdo da ligagdo de IL-15 a IL-15Ra ancorado por membrana, o que
sugere que o dominio sushi foi indispensavel para ligagdo. A fim de medir
diretamente a contribuicAo do dominio sushi em ligacdo de IL-15, formas
soluveis de IL-15Ra que contém o dominio extracelular completo ou somente
o dominio sushi N-terminal foram preparadas e testadas para determinar a
ligacdo de IL-15 em teste de competicdo e utilizando a tecnologia de
ressonancia de plasmon de superficie (SPR).

[0381] Conforme exibido na Fig. 1A, proteina de fusdo slL-
15Ra-IL-2 produzida em células CHO e que compreende o dominio
extracelular de IL-15Ra completo ligado a molécula de IL-2 humano
(utilizado como marcador para purificacdo), uniu IL-15 com alta afinidade
(kon = 3,7 10° M1s!; koff = 1,4 10°° s'1; Kd = 38 pM). Construcgéo similar que
liga 0 dominio sushi de IL-15Ra a IL-2 humano também uniu IL-15 (Fig. 1B)
mas com afinidade dez vezes mais baixa, principalmente devido a taxa de
desligamento mais rapida (kon = 3,1 10° M-!s'%; koff = 1,3 104 s1; Kd = 420
pM).
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[0382] Dominio sushi soluvel também foi produzido em E. coli.
Este slL-15Ra-sushi também uniu IL-15 com afinidade mais baixa (kon = 2,5
10° M-tst; koff = 3,8 10* s'1; Kd = 1,5 nM) (Fig. 1C).

[0383] Estes resultados indicam que o dominio sushi é
responsével pela maior parte da afinidade de ligacdo de IL-15, mas que ele
nao reconstitui completamente a ligacdo de alta afinidade exibida pelo
dominio extracelular de comprimento completo.

[0384] Conforme exibido na Figura 1E, dominio sushi solavel
estendido até os primeiros treze aminoacidos codificados por exon 3,
denominado regido de articulagdo, exibiu aumento de quatro vezes da
afinidade de ligagdo em comparacao com slL-15Ra-Sushi-IL-2, que contém
dominio sushi ndo estendido, e afinidade apenas trés vezes mais baixa que
o IL-15Ra soltuvel de comprimento total, enquanto todas as trés construcdes
foram produzidas em sistemas eucariéticos que possuem capacidades de
dobra similares. Estes resultados indicam que o dominio sushi estendido até
a regido de articulagcdo reconstitui quase totalmente a ligacdo de alta
afinidade exibida pelo dominio extracelular de comprimento total.

[0385] Os resultados da andlise de sensorgramas que geram as
constantes de afinidade para IL-15 (Kb), calculadas para as varias proteinas
IL-15Ra soluveis, e a constante de teste estatistico (Chi 2), sdo exibidos na

Tabela 3 abaixo.

TABELA 3
Ko (pM) Chi 2
sIL-15R-IL-2 34 0,183
Sushil5-IL-2 428 0,159
Sushi 15+ 102 0,443
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PROTEINAS IL-15Ra SOLUVEIS INIBEM A LIGACAO DE IL-15 A IL-15Ra ANCORADO

POR MEMBRANA:

[0386] As trés formas soluveis de IL-15Ra foram testadas para
determinar a sua capacidade de competir pela ligacdo de IL-15 a IL-15Ra
radioiodados expressos pela linhagem de células humanas TF-1 que
também expressa a cadeia IL-15Ry, mas nédo a cadeia IL-15Rp (Fig. 1D). As
trés proteinas inibiram completamente a ligacéo de IL-15 a células TF-1 com
IC50s correspondentes que foram similares aos Kds medidos por meio da
tecnologia SPR: 100 pM (sIL-15R (-IL-2), 270 pM (sIL-15Ra-sushi-IL-2) e 1,3
NM (slL-15Ra-sushi).

SiL-15Ra-SUSHI AUMENTA A PROLIFERACAO DE CELULAS DIRIGIDAS POR IL-15

POR MEIO DO COMPLEXO IL-15RB/y.

[0387] Como o dominio sushi soltvel foi facilmente produzido
em E. coli em altos rendimentos, ele foi selecionado para todos os estudos
adicionais. Em primeiro caso, ele foi testado sobre linhagens celulares que
expressam somente o complexo de IL-15RB/y (linhagem de células Mo-7
humanas e linhagem de células 32DB de camundongos que expressam
cadeia IL-15Ry de camundongo enddgeno e cadeia IL-15Rp humana
transfectada). Conforme esperado, a linhagem de células Mo-7 proliferou-se
em resposta a concentragdes nanomolares de rIL-15 ou rIL-2 (Fig. 2A e 2B).
Inesperadamente, a adicdo no teste de concentracao fixa de slL-15Ra-sushi
(10 nM) aumentou a reacao proliferativa que foi alterada em cerca de quatro
vezes em direcdo a concentragdes mais baixas de rIL-15. Por si proprio, sIL-
15Ra-sushi ndo induziu nenhuma reacéao proliferativa. Em 32D, resultados
similares foram obtidos com alteracdo de cerca de dez vezes. A
especificidade foi determinada pelo fato de que sIL-15Ra-sushi ndo afetou a
proliferacdo dirigida por riL-2 de células Mo-7 (Fig. 2B). A Fig. 2C demonstra
que, de forma dependente de dose, slL-15Ra-sushi, com IC50 (3,5 nM)
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similar ao seu Kd para IL-15, potencializou o efeito de concentracéo fixa de
riL-15 (1 nM) que sozinho induz efeito proliferativo apenas pequeno.

PROTEINAS DE FUSAO RLI E ILR SA0 POTENTES INDUTORES DA PROLIFERACAO

CELULAR POR MEIO DO COMPLEXO DE IL-15RB/y:

[0388] A fim de avaliar se o efeito sinérgico de sushi sobre a
bioatividade de IL-15 podera ser transferido sobre uma Unica molécula, foram
elaboradas constru¢des moleculares que codificam proteinas de fusdo que ligam
IL-15 e o dominio sushi. Para as duas construcdes, ligante flexivel foi introduzido
entre o terminal C de IL-15 e o terminal N do dominio sushi (ILR) ou vice-versa
(RLI) (Fig. 2E). Modelos moleculares que ilustram as estruturas dessas proteinas
sdo exibidos na Fig. 2F. Estas duas proteinas de fusédo foram testadas sobre a
proliferacéo de células Mo-7.

[0389] Conforme exibido na Fig. 2D, as duas proteinas induziram
inducéo dependente de dosagem da proliferacdo de células Mo-7, com EC50s
gue foram similares (cerca de 25 pM) e muito mais baixos que os EC50s de rIL-
15 isoladamente (3 nM) ou de quantidade equimolar de rIL-15 mais sl-15Ra-
sushi (0,9 nM). Estes resultados confirmam ainda o efeito sinérgico de slL-15Ra-
sushi sobre a agao de IL-15 e indicam que a estabilizagdo do complexo de IL-15
e slL-15Ra-sushi com ligante covalente aumenta notadamente esta agéo
sinérgica.

SiIL-15Ra-SuUsHI AUMENTA A PREVENCAO INDUZIDA POR IL-15 DE APOPTOSE E RL |

EVvITA EFICIENTEMENTE A APOPTOSE CELULAR:

[0390] ApGs a retirada de citocina, a fracdo de células Mo-7
apoptoticas elevou-se de 10% para 80% em 48 horas (Fig. 3A, gréficos a e b).
Quando adicionado no momento zero, riL-15 (5 nM) reduziu essa apoptose para
70% (Fig. 3A, grafico c). Isoladamente, sIL-15Ra-sushi (10 nM) ndo apresentou
efeito (Fig. 3Ab). Entretanto, ela potencializou notadamente o efeito

antiapoptotico de rIL-15 (35% apoptose em 48 horas) (Fig. 3A, grafico c). O efeito
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sinérgico de sIL-15Ra-sushi sobre a prevencdo de apoptose por IL-15 é
confirmado por meio de analise cinética (Fig. 3B) e por curvas de reacdo a
dosagem (Fig. 3C). rIL-15 agiu com IC50 de cerca de 1,5 nM, valor de acordo
com a saturagcao de receptores de IL-15B/y. Este IC50 foi cerca de dez vezes
mais baixo (170 pM) na presenca de 10 nM de sIL-15Ra-sushi. A proteina de
fusdo de RLI notadamente evitou a apoptose (Fig. 3B). Em base molar, ela foi
ainda mais ativa que a associacéo de IL-15 e sIL-15Ra-sushi, com IC50 de cerca
de 40 pM (Fig. 3C).

SIL-15Ra-SusHI AUMENTA A LIGACAO DE IL-15 A CELULAS MO-7 E A PROTEINA DE

FusAo DE RLI LIGA-SE A CELULAS MO-7 E E INTERNALIZADA POR ELAS:

[0391] Conforme esperado, células Mo-7 se ligaram a IL-15 com
afinidade intermediaria (Kd = 13,5 nM), com capacidade méxima de ligacédo de
800 sitios /célula (Fig. 4A). A adicdo de sIL-15Ra-sushi (10 nM) aumentou a
afinidade de ligagdo de IL-15 (Kd = 7 nM) sem afetar significativamente a
capacidade maxima de ligacdo (1180 sitios /célula). Ao utilizar proteina de fusao
de RLI radioiodada (Fig. 4B), concluimos que ela se uniu a quantidade similar de
sitios receptores (730 sitios por célula) e a afinidade de ligagdo (Kd = 780 pM)
foi notadamente mais alta que a de IL-15. A Fig. 4C demonstra que RLI pode ser
rapida e eficientemente internalizado. A fracdo de radioatividade ligada por célula
caiu em cerca de vinte minutos e foi acompanhada por aumento simultaneo da
radioatividade intracelular.

SIL-15Ra-SusHI NAO AFETA A PROLIFERACAO CELULAR DIRIGIDA POR IL-15 NEM A

INIBICAO DE APOPTOSE POR MEIO DO COMPLEXO DE IL-15Ra/B/y cOM ALTA

AFINIDADE:
[0392] A linhagem de células de linfoma humano Kit 225 expressa
cadeias de IL-15Ra, B e y endogenas e a linhagem de células TF-13 humanas
expressa cadeias IL-15Ra e y enddgenas mais cadeia IL-15R humana

transfectada. Consequentemente, essas linhagens celulares proliferam-se em
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resposta a baixas concentracdes picomolares de IL-15 conforme exibido nas
Figs. 5A e 5B (EC50 = 19 pM e 21 pM, respectivamente). Ao contrario do
encontrado em células Mo-7 ou 32D, a adicdo de concentragBes equimolares
de sIL-15Ra-sushi a IL-15 ndo afetou significativamente a curva de reacdo a
dosagem de IL-15 em nenhum tipo de célula. A proteina de fuséo de ILR foi tédo
ativa quanto rlL-15 nas duas linhagens celulares. RLI foi também t&o ativa quanto
riL-15 sobre células Kit 225, mas foi cerca de dezesseis vezes mais eficiente
(EC50 = 1,2 pM) que rIL-15 sobre células TF-1p.

[0393] Os efeitos de sIL-15Ra-sushi e RLI foram adicionalmente
analisados sobre apoptose de células TF-1p induzida por esgotamento de
citocinas. Histogramas séo exibidos na Fig. 5C (graficos a, b, ¢ e d), enquanto
curvas de reacdo a dosagem e cinética sdo exibidas nas Figs. 5D e 5E,
respectivamente. rlL-15 inibiu, de forma dependente de tempo e dosagem, a
apoptose de TF-1pB. sIL-15Ra-sushi isoladamente ndo apresentou efeito nem
alterou o efeito de IL-15. A proteina de fusé@o de ILR foi tdo ativa quanto riL-15,
embora RLI apresentasse efeito protetor que foi cerca de trés vezes mais alto
que o de riL-15 (IC50 = 2,5 pM para RLI em vez de 6,5 pM para riL-15 ou sIL-
15Ra-sushi mais riL-15).

LIGACAODE IL-15, SIL-15Ra-SUsSHIE RLI A CELULAS TF1[:

[0394] Enquanto IL-15Ra-sushi ndo afetava a proliferacédo de IL-15
de TF-1B, examinamos o0 seu efeito sobre a ligacédo de IL-15 que foi analisada
em ampla faixa de concentracédo (Fig. 6A). Analise Scatchard da curva de
saturacao de ligacéo indicou a presenca de duas classes de sitios de ligacao de
IL-15, compativeis com a presenca de pequena quantidade de sitios de ligacéo
com alta afinidade (complexos de IL-15Ra/Bly, Kd = 22 pM, Bmax = 100 sitios
/célula) mais quantidades mais altas de sitios de ligacdo de afinidade
intermediarios (complexos de IL-15RpB/y, Kd = 30 nM, 2800 sitios /célula). slIL-

15Ra-sushi induziu aumento da ligacdo de IL-15 que, sob analise Scatchard,
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deveu-se principalmente a aumento da afinidade de ligagdo de IL-15 para o
componente de afinidade intermediaria (Kd = 3,5 nM).

[0395] A fim de testar mais especificamente o efeito de sIL-15Ra
sobre o componente de alta afinidade, o seu efeito foi analisado sob baixas
concentragdes de IL-15 radiomarcado. Conforme exibido na Fig. 6B, sIL-15Ra-
sushi, sob concentracdes de até 25 nM, ndo afetou a ligacao de IL-15 de baixas
concentracdes de IL-15 (200 pM) que se dirigem principalmente ao receptor de
alta afinidade (Fig. 6B).

[0396] A ligacdo de slL-15Ra-sushi radiomarcado a células TF-1
(Fig. 6C) revelou componente de ligacdo especifico que foi estritamente
dependente da presenca de rIL-15. Na presenca de 1 nM de rIL-15, o Kd que
reflete a ligagcdo de sIL-15Ra-sushi foi de 3,5 nM, valor compativel com a sua
afinidade para IL-15, com capacidade maxima de ligacdo (3300 sitios /célula)
compativel com o numero de sitios de ligacao intermediarios de IL-15. Conforme
exibido adicionalmente na Fig. 6D, o slL-15Ra-sushi radiomarcado foi
internalizado eficientemente. Proteina de fusédo de RLI radiomarcada também se
uniu a células TF1p (Fig. 6E). Observou-se componente de ligacdo especifico
isolado com Kd de 250 pM e capacidade maxima (4000 sitios /célula) novamente
comparavel com a quantidade de sitios de ligacdo com afinidade intermediaria
de IL-15. Uma vez ligado, RLI também foi internalizado eficientemente (Fig. 6F).

DISCUSSAO

[0397] Demonstrou-se anteriormente que a excluséo de exon 2 de
IL-15Ra humano anula completamente a ligacéo de IL-15, o que indica o papel
dispensavel do dominio sushi em reconhecimento de citocinas (25). A presente
invencdo demonstra que a remocéo da extremidade C-terminal (exons 3 a 5) da
parte extracelular de IL-15Ra (no contexto da proteina de fusédo sIL-15Ra-1L-2)

resulta em reducéo de dez vezes a sua afinidade de ligacao para IL-15, conforme
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observado por meio de SPR, e reducao de 3,5 vezes da sua afinidade conforme
observado em teste de competigcao.

[0398] Em termos de termodinamica, a reducao de dez vezes da
afinidade foi calculada para corresponder a perda de 10% da energia livre de
interacdo de IL-15 com IL-15Ra. Desta forma, o dominio estrutural N-terminal
codificado por exon 2 (dominio sushi) contém a maior parte (90%), mas nao toda
a capacidade de ligacao de IL-15. Dados recentes do nosso laboratério indicam
que dominio codificado por exon 3 também contribui com a ligacéo de IL-15.

[0399] O sIL-15Ra-sushi produzido em E. coli apresentou
afinidade que foi de trés a quatro vezes mais baixa que a de slL-15Ra-sushi-IL-
2 produzido em células CHO. Esta diferenca ndo pode ser explicada por
diferencas na posicao de glicosilacdo das duas proteinas, pois 0 dominio sushi
ndo contém nenhum sitio potencial para glicosilagdes N ou O-ligadas (2). E
portanto provavel devido a diferencas das dobras estruturais das duas proteinas.

[0400] Embora competindo com a ligacéo de IL-15 a membrana IL-
15Ra, concluiu-se que slL-15Ra-sushi exerce efeitos agonistas aumentando a
acdo de IL-15 através do complexo de IL-15B/y. Estudos sobre células que
expressam apenas receptores de IL-15 com afinidade intermediaria (Mo-7,
32Dp) ou receptores de IL-15 com afinidade alta e intermediaria (TF-1p, Kit 225)
demonstraram que a acdo agonista de sIL-15Ra-sushi foi dirigida
especificamente ao complexo de IL-15RB/y: (i) ndo apresentou efeito na
auséncia de IL-15, (ii) uniu-se a células TF-1p na presenca de IL-15 com uma
Unica classe de afinidade de sitios de ligacdo, cuja densidade foi comparavel
com a de sitios de ligacdo de IL-15 intermediarios, (iii) sobre células Mo-7 e
células TF-1B, ela aumentou a afinidade de IL-15 para o complexo de IL-15Rp/y
embora ndo tenha afetado a ligacao de IL-15 ao complexo de alta afinidade sobre
células TF-1B, (iv) ela aumentou a eficiéncia da acédo biolégica de IL-15

(proliferacéo, prevencao contra apoptose) por meio de IL-15Rp/y sobre células
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Mo-7, mas ndo apresentou efeito sobre os mesmos efeitos biolégicos mediados
por meio do receptor de alta afinidade sobre células TF-1p.

[0401] A funcionalidade desta acdo agonista foi adicionalmente
sustentada pelo fato de que sIL-15Ra-sushi, uma vez ligado em conjunto com
IL-15 a IL-15Rp/y sobre células Mo-7, foi eficientemente internalizado em células.
A sua poténcia foi fortalecida no contexto das proteinas de fusédo ILR e RLI: (i)
RLI ligado a IL-15RpB/y com afinidade quase vinte vezes melhor que o proprio IL-
15, (ii) a ligacdo de RLI foi seguida por rapida internalizagéo da proteina de fusao,
(iii) as proteinas de fusdo RLI ou ILR foram muito mais potentes que IL-15 nos
testes funcionais. As curvas de reacdo a dosagem das duas proteinas de fusédo
sobre células Mo-7 foram comparaveis com as de IL-15 através do receptor de
alta afinidade sobre células TF-1p ou Kit 225, o que indica que essas proteinas
de fuséo reconstituiram quase completamente a reacao de alta afinidade sobre
células que expressam apenas o receptor com afinidade intermediéria.

[0402] Os resultados indicam, portanto, que slL-15Ra-sushi e IL-
15 compdem complexo que aumenta cooperativamente as suas afinidades de
ligacdo ao receptor de IL-15Rp/y. Por outro lado, sIL-15Ra-sushi ndo é capaz de
afetar a ligacéo e a bioatividade de IL-15, pois este Ultimo ja esta associado ao
complexo receptor de alta afinidade de membrana. O fato de se slL-15Ra-sushi
possa ainda ligar-se a IL-15 ja comprometido nesse complexo de alta afinidade
nao pode, entretanto, ser excluido e podera ser testado com a disponibilidade de
células que expressam principalmente receptor de alta afinidade, ou seja, células
gue expressam niveis similares das trés subunidades receptoras.

[0403] O nosso laboratorio demonstrou anteriormente que SIL-
15Ra expresso em ceélulas COS ou produzido naturalmente por células IL-15Ra
positivas comporta-se como antagonistas poderosos unindo IL-15 com alta
afinidade (Kd = 166 pM) e inibindo a proliferacéo induzida por IL-15 de células
Kit 225 sob baixas concentracdes (IC50 de 3 a 10 pM) (19). Estes resultados sao
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contrarios a presente invencdo, o que demonstra que slL-15Ra-sushi néo
apresenta efeito sobre a proliferacdo de células Kit 225 ou de células TF-1p e é
agonista sobre células Mo-7.

[0404] Outro resultado contrastante € relatério recente que
demonstra que mistura de rIL-15 com quimera homodimérica de sIL-15Ra (sem
exon 3)-Fc humana recombinante podera induzir efeito antiapoptético sobre
células Mo-7, enquanto rlL-15 isoladamente na mesma dose ndo apresentou
efeito (26).

[0405] Em tentativa de explicar estas diferencas de acdo, é
proposto modelo na Fig. 7 do presente pedido de patente. No contexto da reacéo
de IL-15 com alta afinidade, sIL-15Ra age como concorrente de IL-15Ra de
membrana para o recrutamento de IL-15 (Fig. 7A). O complexo de sIL-15Ra-
sushi com IL-15, por outro lado, é capaz de associar-se a IL-15Rp/y de
membrana e aumentar o efeito bioldgico de IL-15 (Fig. 7B). Para explicar a
auséncia de efeito inibidor de sIL-15Ra-sushi no contexto do receptor de alta
afinidade, existem duas alternativas (Fig. 7C). Segundo a primeira alternativa,
sIL-15Ra-sushi possui afinidade mais baixa para IL-15 (Kd = 1,5 nM, este
documento) que possui sIL-15Ra (Kd = 160 pM) (19) e, portanto, ndo € capaz
de concorrer eficientemente com IL-15Ra de membrana sobre células Kit 225 ou
TF-1B. Conforme a segunda alternativa, slL-15Ra-sushi pode concorrer com IL-
15Ra de membrana para se ligar a IL-15 e formar complexos com IL-15RpB/y
similares aos formados sobre células Mo-7. Esses complexos sdo menos
eficientes, pois necessitam de concentracdes mais altas de IL-15 para que sejam
ativados (IC50 = 750 pM em vez de 20 pM para receptores de alta afinidade,
Figs. 2 e 5). Dado o fato de que IL-15RB/y encontram-se em excesso a IL-15Ra
em células Kit 225 ou TF-1p, a eficiéncia mais baixa desses complexos podera
ser compensada pela sua densidade mais alta (cerca de trés mil receptores com

afinidade intermediaria em vez de cem receptores com alta afinidade sobre
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células TF-1p, cf. Fig. 6). Isso resultaria em auséncia de alteragbes observaveis
em termos de efeitos bioldgicos. A nossa observacgéo de que slL-15Ra-sushi ndo
afeta a ligacdo de alta afinidade de IL-15 sobre células TF-1p (Fig. 6B) favorece,
entretanto, a primeira alternativa.

[0406] As diferencas funcionais entre sIL-15Ra e slL-15Ra-sushi
indicam que a extremidade C-terminal de sIL-15Ra desempenha papel
fundamental para competir com IL-15Ra de membrana e, portanto, para a agao
antagonista de slL-15Ra. Esta extremidade impediria a associacao de IL-15Ra
soluvel com IL-15RB/y, ou permitiria essa associagcdo, mas resultaria em
conformacéao inadequada de IL-15Rp/y para funcionamento. Mecanismo similar
foi proposto no caso de cadeia y comum soluvel (27). A atividade inibidora desta
cadeia y soluvel (correspondente a parte extracelular inteira da cadeia y) foi
abolida por meio de remocéao da sua parte C-terminal ou por meio de mutacdes
do motivo WSXWS, duas regides néo envolvidas na ligacao de citocinas.

[0407] Os efeitos agonistas de sushi sdo reminiscentes dos efeitos
agonistas descritos para receptores sollveis dentro da familia IL-6 estendida de
citocinas (nomeadamente, sIL-6R, sIL-11R, sSCNTFR e a subunidade IL-12p40)
(28). Essa acdo agonista no caso de IL-15R, entretanto, ndo podera ser
antecipada enquanto todos os receptores solUveis até aqui descritos na familia
vC (sIL-2Ra, sIL-2Rp, sIL-4R) e o proprio sIL-15Ra comportarem-se como
antagonistas de citocinas (19, 29). Os resultados do presente pedido identificam,
portanto, o dominio sushi solivel de IL-15Ra como agonista inesperado e
eficiente nesta familia.

[0408] O conceito de trans sinalizagao de citocinas foi utilizado em
primeiro lugar no caso de IL-6, em que se demonstrou que IL-6R soltvel aumenta
a sensibilidade de células que reagem a IL-6 a acao de IL-6 e faz com que células
gue expressam gpl30 mas nao IL-6R de membrana reajam a IL-6 (30). Este

conceito foi estendido a outros membros da familia de citocinas gp130 (IL-11R,
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CNTFR, CLC) (31-34). No caso de IL-15, foi exibido mecanismo de
transapresentacdo de citocinas (12), em que IL-15 produzido por
mondcitos/células dendriticas é associado a IL-15Ra. de membrana, expresso
pelas mesmas células, e pode estimular a proliferacdo de células observadoras
IL-15RB/y* IL-15Ror. Relatorios recentes sugeriram que a transapresentagéo €
mecanismo dominante in vivo, que necessita da expressao de IL-15 e IL-15Ra
pelas mesmas células (13, 14, 35, 36). Ele possui alguma similaridade com o
conceito de trans sinalizacdo, pelo fato de que complexo de IL-15/IL-15Ra
transpresentado pode sensibilizar células IL-15Rp/y* IL-15Ra” a concentracdes
fisiologicas de IL-15. Neste particular, IL-15Ra. de membrana age como agonista
da acéo de IL-15 aumentando a sua avidez para o complexo de IL-15RB/y e a
eficiéncia de sinalizagdo (12). Nossos dados demonstram que slL-15Ra-sushi
comporta-se de forma similar e sensibiliza células IL-15RB/y* IL-15Ra” a acdo de
IL-15. Isso sugere que o dominio sushi de IL-15Ra de membrana é fundamental
para transpresentacao. Demonstramos que slL-15Ra produzido por células que
expressam IL-15Ra e que engloba a parte extracelular completa de IL-15Ra é
inibidor da acédo de IL-15 (19). Provavelmente constitui mecanismo de
retroalimentagdo negativa que limita os efeitos biolégicos de IL-15. Por outro
lado, o sIL-15Ra-sushi descrito neste estudo exibe efeito agonista. Caso esse
sushi soluvel seja gerado por células que expressam IL-15Ra, ele podera
participar do mecanismo de transapresentacdo de IL-15. A existéncia desses
dominios sushi soltveis produzidos naturalmente ainda n&o foi descrita, mas é
sustentada pelos fatos de que (i) diferentes isoformas de IL-15Ra de membrana
foram descritas, incluindo algumas que néo incluem a extremidade (codificada
pelos exons 3 a 5) que liga o dominio sushi ao dominio de transmembrana (3,
25, 37) e (ii) foi demonstrada a geracéo de correspondentes solUveis para alguns

deles por meio de divisédo (19). Desta forma, sIL-15Ra e slL-15Ra-sushi poderéao
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apresentar efeitos reguladores opostos e, como tal, ambos participam da sintonia
da magnitude e duragdo da a¢éo biologica de IL-15.

[0409] A presente invencdo também demonstra que o uso de
ligante flexivel para produzir proteina de fuséo tal como ILR ou RLI é abordagem
vélida no caso de IL-15. Foi gerado modelo molecular de IL-15 com o dominio
sushi (Fig. 2) que ajudou a projetar ligante flexivel que permite ligar o terminal C
de IL-15 ao terminal N de sushi (proteina de fusdo ILR) ou vice-versa (proteina
de fusdo RLI). O modelo também previu que o ligante ndo estava mascarando
as areas de IL-15 que se demonstrou estarem envolvidas na ligacdo as cadeias
IL-15Rp e y. Conforme discutido acima, as duas proteinas de fuséo resultaram
ser muito mais ativas que IL-15 e a combinacéo de IL-15 mais slL-15Ra-sushi
na ativacdo do complexo de IL-15Rp/y sobre células Mo-7. Sobre células TF-1
e, no contexto de ativacdo do receptor de alta afinidade, a proteina de fusdo ILR
foi tdo ativa quanto IL-15 e a proteina de fusdo RLI foi até dez vezes mais ativa,
com EC50 de até 1,2 pM na inducao da proliferacao celular. Devido a sua alta
atividade, essas proteinas de fusdo hiper-IL-15 aparentemente constituem
ferramentas valiosas para a expansdo de subconjuntos de linfécitos,
especialmente aquelas (células T de memodria CD8, NK) para as quais a
transapresentacédo de IL-15 foi sugerida para que seja 0 processo de ativacao
fisiologica (13). Elas s&o, portanto, moléculas adjuvantes muito eficientes em
estratégias terapéuticas destinadas a cura de pacientes com cancer,
imunodeficiéncias ou doencas infecciosas.
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TABELA 4

LiSTA DE SEQ ID Neo

[0410] hIL-15R alfa = IL-15R alfa humano
[0411] hIL-2 = IL-2 humano

SEQ ID N°

1

cDNA de IL-15R alfa (1610 bp)

2

CDS de hIL-15R alfa (83..883 de SEQ ID N° 1)

3

proteina hiL-15R alfa (267 aa)

CDS de peptideo de sinal hiL-15R alfa (83..172 de SEQ ID N° 1)

peptideo de sinal hiL-15R alfa (1..30 de SEQ ID N° 3)

CDS de mat_peptideo de hiIL-15R alfa (173..883 de SEQ ID N° 1)

mat_peptideo de hiL-15R alfa (31..267 de SEQ ID N° 3)

Exon 1 de hIL-15R alfa (1..170 de SEQ ID N° 1)

Exon 2 de hIL-15R alfa (171..365 de SEQ ID N° 1)

10

Exon 3 de hIL-15R alfa (366..464 de SEQ ID N° 1)

11

Exon 4 de hIL-15R alfa (465..665 de SEQ ID N° 1)

12

Exon 5 de hIL-15R alfa (666..698 de SEQ ID N° 1)

13

CDS de dominio sushi de hIL-15R alfa; de C1 a C4 (179..361 de
SEQ ID N°1)

14

dominio sushi de hIL-15R alfa; de C1 a C4 (179..361 de SEQ ID N° 1)

15

CDS de [it + dominio sushi de hIL-15R alfa] (173..361 de SEQ ID N° 1)

16

[it + dominio sushi de hIL-15R alfa] (31..93 de SEQ ID N° 3)

17

CDS + [t + dominio sushi de hIL-15R alfa] (176..361 de SEQ ID N° 1)

18

[t + dominio sushi de hIL-15R alfa] (32..93 de SEQ ID N° 3)

19

CDS de regiao de articulacéo de hiL-15R alfa (362..403 de SEQ ID
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SEQ ID N°

Ne 1)

20

regido de articulacdo de hiL15-R alfa (94..107 de SEQ ID N° 3;
irdpalvhgrpapp)

21

CDS de [dominio sushi de hIL-15R alfa +j] (179..364 de SEQ ID N° 1)

22

[dominio sushi de hIL-15R alfa + i] (33..94 de SEQ ID N° 3)

23

CDS de [it + dominio sushi de hIL-15R alfa + i] (173..364 de SEQ ID
NP 1)

24

[it + dominio sushi de hIL-15R alfa + i] (31..94 de SEQ ID N° 3)

25

CDS de [t + dominio sushi de hIL-15R alfa + i] (176..364 de SEQ ID N°
1)

26

[t + dominio sushi de hIL-15R alfa + i] (32..94 de SEQ ID N° 3)

27

CDS de [it + dominio sushi de hIL-15R alfa + i + rd] (173..370 de SEQ
ID N° 1)

28

[it + dominio sushi de hIL-15R alfa + i + rd] (31..96 de SEQ ID N° 3)

29

CDS de [it + dominio sushi de hIL-15R alfa +i + rd + 11 aa
codificados por exon 3(173..403 de SEQ ID N° 1)

30

[it + dominio sushi de hIL-15R alfa +i + rd + 11 aa codificados por
exon 3] (31..107 de SEQ ID N° 3)

31

CDS de regido rica em sitios de glicosilagao de hIL-15R alfa
(404..709 de SEQ ID N° 1)

32

Regido rica em sitios de glicosilacdo de hIL-15R alfa (108..209 de
SEQ ID N° 3)

33

codificacdo de sequéncias para a parte codificada por exon 3 da
regido rica em sitios de glicosilagcéo de IL-15R alfa humano
(404..464 de SEQ ID N° 1)

34

Parte codificada por exon 3 da regido rica em sitios de glicosilacédo de
IL-15R alfa humano (108..127 de SEQ ID N° 3)

35

CDS de [it + dominio sushi de hIL-15R alfa + i + todos os aa
codificados por exon 3] (173..464 de SEQ ID N° 1)

36

[it + dominio sushi de hIL-15R alfa + i + todos os aa codificados por
exon 3] (31..127 de SEQ ID N° 3)

37

CDS de fragmento de hIL-15R alfa extracelular (83..967 de SEQ ID N°
1)

38

Fragmento de hlIL-15R alfa extracelular soltvel (1..205 de SEQ ID N°
3)

39

CDS de hIL-15R alfa extracelular soltvel (83..709 de SEQ ID N° 1)

40

hIL15-R alfa extracelular soltuvel (1..209 de SEQ ID N° 3)
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SEQ ID N°

41

CDS de fragmento de hIL-15R alfa extracelular com peptideo de sinal
excluido solavel (173..697 de SEQ ID N° 1)

42

Fragmento de hIL-15R alfa extracelular com peptideo de sinal solavel
(31..205 de SEQ ID N° 3)

43

CDS de hIL-15R alfa extracelular com peptideo de sinal excluido
solavel (173..709 de SEQ ID N° 1)

44

hIL-15R alfa extracelular com peptideo de sinal excluido soltvel
(31..209 de SEQ ID N° 3)

45

cDNA de hiL-15 (1496 bp)

46

Proteina precursora de hlL-15 (162 aa)

a7

CDS de hlIL-15 do tipo selvagem maduro (517..858 de SEQ ID N° 45)

48

hIL-15 do tipo selvagem maduro (49..162 de SEQ ID N° 46)

49

Sequéncia de acidos nucléicos do ligante 20

50

Sequéncia de aminodcidos do ligante 20

51

Sequéncia de acidos nucléicos do ligante 26

52

Sequéncia de amino&cidos do ligante 26

53

Sequéncia de &cidos nucléicos de marcador Flag e sitio de ligacdo de
Xa

54

Sequéncia de amino&cidos de marcador Flag e sitio de ligagdo de Xa

55

Sequéncia de &cidos nucléicos de marcador Flag e sitio de ligacdo Xa

56

Sequéncia de amino&cidos de marcador Flag e sitio de ligagcao Xa

S7

CDS de peptideo de sinal de preprolactina bovina

58

Peptideo de sinal de preprolactina bovina

59

Sequéncia de acidos nucléicos de proteina de fuséo RLI

60

Proteina de fusdo RLI

61

Sequéncia de acidos nucléicos de proteina de fuséo ILR

62

Proteina de fusao ILR

63

cDNA de hiIL-2 (1047 bp)

64

CDS de hlL-2 maduro (355..753 de SEQ ID N° 63)

65

hiL-2 maduro (133 aa)
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66

Sequéncia de &cidos nucléicos de fragmento de hlL-15R alfa que
contém sushi, marcada com IL-2 (peptideo de sinal de hIL-15R alfa +
it + dominio sushi de hIL-15R alfa +i + rd + ligante Ig + hlL-2)

67

Fragmento de hIL-15R alfa que contém sushi, marcado com IL-2
(peptideo de sinal de hiL-15R alfa + it + dominio sushi de hIL-15R alfa
+i+rd + ligante Ig + hIL-2)

68

Sequéncia de acidos nucléicos de fragmento de hiL-15R alfa
extracelular, marcada com IL-2 (peptideo de sinal de hiL-15R alfa +
fragmento de regido extracelular de hiL-15R alfa + ligante Ig + hiIL-2)

69

Fragmento de hIL-15R alfa extracelular, marcado com IL-2 (peptideo
de sinal de hlL-15R alfa + fragmento de regido extracelular de hiL-15R
alfa + ligante Iq + hiL-2)

70

Primer senso de cadeia beta (GAGAGACTGGATGGACCC)

71

Primer reverso de cadeia beta (AAGAAACTAACTCTTAAAGAGGC)

72

cDNA de IL-15R alfa de camundongo (Mus musculus) (792 bp)

73

Proteina IL-15R alfa de camundongo (263 aa)

74

Regido extracelular de IL-15R alfa de camundongo (1..205 de SEQ ID
N° 73)

75

Dominio sushi de IL-15R alfa de camundongo (36..96 de SEQ ID N°
73)

76

Regido de articulagcdo de IL-15R alfa de camundongo (97..109 de SEQ
ID N° 73)

77

Regido de extremidade de IL-15R alfa de camundongo (110..205 de
SEQ ID N° 73)

78

cDNA de IL-15R alfa de chimpanzé (Pan troglodytes) (1035 bp)

79

Proteina IL-15R alfa de chimpanzé (344 aa)

80

Regido extracelular de IL-15R alfa de chimpanzé (1..286 de SEQ ID
N° 79)

81

Dominio sushi de IL-15R alfa de chimpanzé (13..73 de SEQ ID N° 79)

82

Regido de articulacdo de IL-15R alfa de chimpanzé (74..88 de SEQ ID
N° 79)

83

Regido de extremidade de IL-15R alfa de chimpanzé (89..286 de SEQ
ID N° 79)

84

cDNA de IL-15R alfa de Rattus norvegicus (765 bp)

85

Proteina IL-15R alfa de Rattus norvegicus (254 aa)

86

Regido extracelular de IL-15R alfa de Rattus norvegicus (1..182 de
SEQ ID N° 85)

87

Dominio sushi de IL-15R alfa de Rattus norvegicus (24..84 de SEQ ID
N° 85)

88

Regido de articulacdo de IL-15R alfa de Rattus norvegicus (85..96 de
SEQ ID N° 85)
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89

Regido de extremidade de IL-15R alfa de Rattus norvegicus (97..182
de SEQ ID Ne° 85)

90

Exon 3 de IL-15R alfa de Mus musculus

91

Exon 3 de IL-15R alfa de Pan troglodytes

92

Exon 3 de IL-15R alfa de Rattus norvegicus

93

Parte codificada por exon 3 de IL-15R alfa humano

94

Parte codificada por exon 3 de IL-15R alfa de Mus musculus

95

Parte codificada por exon 3 de IL-15R alfa de Pan troglodytes

96

Parte codificada por exon 3 de IL-15R alfa de Rattus norvegicus

97

Parte codificada por exon 3 de IL-15R alfa de Mus musculus

98

Parte codificada por exon 3 de IL-15R alfa de Pan troglodytes

99

Parte codificada por exon 3 de IL-15R alfa de Rattus norvegicus

100

Primer senso para cadeia gama (5° GAAGAGCAAG CGCCATGTTG
3)

101

Primer antisenso para cadeia gama (5 TCAGGTTTCAGGCTTTAGGG
3)
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REIVINDICACOES

1. COMPOSTO DESTINADO A ESTIMULAR A VIA DE
SINALIZACAO DE IL-15R BETA/GAMA, de forma a induzir e/ou estimular a
ativacdo e/ou proliferacdo de células IL-15R beta/gama-positivas, tais como
células T e/ou NK, caracterizado por compreender pelo menos uma entidade de
ligacdo de IL-15R beta/gama, ligada direta ou indiretamente por meio de
covaléncia a pelo menos um polipeptideo que contém o dominio sushi da regido
extracelular de IL-15R alfa, sendo que:

- a mencionada pelo menos uma entidade de ligacdo de IL-15R
beta/gama é IL-15 humano, em que a sequéncia de aminoacidos do mencionado
IL-15 humano é a sequéncia de SEQ ID N° 48; e

- a sequéncia de aminoacidos do mencionado pelo menos um
polipeptideo que contém sushi compreende a sequéncia do dominio sushi de IL-
15R alfa humano e a regido de articulagdo do mencionado IL-15R alfa, em que
o mencionado pelo menos um polipeptideo que contém sushi € o polipeptideo
de SEQ ID N° 30.

2. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado por compreender peptideo de sinal, ligado direta ou indiretamente
ao mencionado pelo menos um polipeptideo que contém sushi.

3. COMPOSTO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicagdes 1 a 2, caracterizado pela mencionada pelo menos uma entidade
de ligagéo de IL-15R beta/gama néo se ligar a IL-2R alfa.

4. COMPOSTO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicagdes 1 a 3, caracterizado pelo mencionado pelo menos um polipeptideo
que contém sushi ser ligado a mencionada pelo menos uma entidade de ligacdo
de IL-15R beta/gama por meio de ligante peptidico que compreende pelo menos
um, mas menos de trinta aminoacidos.

5. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdo 4,
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caracterizado pela sequéncia de aminoacidos do mencionado ligante peptidico
ser a sequéncia de SEQ ID N° 50 ou N° 52.

6. COMPOSTO, de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 1 a 5, caracterizado pelo mencionado polipeptideo que contém
sushi encontrar-se na posi¢cao N-terminal relativa a mencionada pelo menos uma
entidade de ligacéo de IL-15R beta/gama.

7. COMPOSTO, de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 1 a 6, caracterizado pela sua sequéncia de aminoacidos ser a
sequéncia de SEQ ID N° 60.

8. ADJUVANTE PARA COMPOSICAO IMUNOTERAPEUTICA,
caracterizado por compreender um composto, conforme definido em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 7.

9. COMPOSICAO FARMACEUTICA, caracterizada por
compreender um composto, conforme definido em qualguer uma das
reivindicacbes 1 a 7.

10. FARMACO, caracterizado por compreender um composto,
conforme definido em uma das reivindicacbes 1 a 7.

11. FARMACO, de acordo com a reivindicac&o 10, caracterizado

por compreender adicionalmente pelo menos um antigeno de tumor.
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