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“IMUNOTOLERANCIA ALVEJADA”.

REFERENCIA REMISSIVA A PEDIDOS RELACIONADOS

[C001] O presente pedido reivindica prioridade ao
Pedido Provisério dos Estados Unidos N° 62/510, 586,
depositado em 24 de maio de 2017, Pedido Provisério dos
Estados Unidos N° 62/510,816, depositado em 25 de maio de
2017, Pedido Provisério dos Estados Unidos N° 62/558,175,
depositado em 13 de setembro de 2017 e Pedido Provisério dos
Estados Unidos N° 62/595,352, depositado em 6 de dezembro de
2017, cada um dos gquais é incorporado por referéncia na
integra.

CAMPO

[0002] As modalidades fornecidas aqui se referem, por
exemplo, a métodos e composicdes para privilégio imunoldgico
local ou alvejado.

ANTECEDENTES

[0003] Casos de respostas imunes indesejadas, por
exemplo, conforme na rejeicdo de tecidos transplantados ou
em doencas autoimunes, constituem um grande problema de salde
para milh&es de pessoas em todo o mundo. Os resultados a
longo prazo para o transplante de 6rgdos sdo frequentemente
caracterizados por rejeicdo crdnica e eventual falha do 6rgédo
transplantado. Sdo conhecidos mais de wvinte transtornos

autoimunes que afetam essencialmente todos os 6rgdos do corpo
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e afetam mais de cinquenta milhdes de pessoas somente na
América do Norte. Os medicamentos imunossupressores
amplamente ativos usados para combater a resposta imune
patogénica em ambas as situacgbes tém sérios efeitos
colaterais.

SUMARIO

600471 Séo descritos aquil métodos e compostos
terapéuticos que conferem privilégio imunoldégico especifico
para uma localizacdo. As modalidades descritas aqui sdo
incorporadas por referéncia nesta secéo.

[0005] Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende um composto multiespecifico manipulado, por
exemplo, uma molécula biespecifica manipulada, por exemplo,
uma molécula de anticorpo biespecifico manipulada, que
compreende:

1) uma porgdo de alvejamento especifica selecionada a
partir de:

a) uma porgdo de alvejamento especifica para doador a
qual, por exemplo, se liga preferencialmente a um alvo do
doador {(de preferéncia quando comparado com a ligacdo a um
antigeno do receptor) e é util para conferir privilégio
imunoldégico especifico para uma localizacdo a um tecido de

transplante, por exemplo, um 6rgdo, de um doador; ou
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b) uma porcdo de alvejamento especifica para um tecido
a qual, por exemplo, se liga preferencialmente a um tecido
alvo do individuo (de preferéncia gquando comparado com o
tecido n&do-alvo do individuo) e ¢é Util para conferir
privilégio imunoldégico especifico para uma localizacdo a um
tecido do individuo que sofre atagque imune indesejado, por
exemplo, em um transtorno autoimune); e

2) uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora selecionada
a partir de:

(a) uma porcdo de ligacdo/modulacdo de molécula
inibidora de células imunes (denominada aqui como uma porgdo
de ligacdo/modulacdo ICIM);

(b) uma porcdo de ligacdo/modulacdo de célula imune
imunossupressora (denominada aqui como uma porgdo de
ligacdo/modulacdo IIC);

(c) uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que, como
parte de um composto terapéutico, promove um microambiente
local imunossupressor, por exemplo, ao fornecer, na
proximidade do alvo, uma substdncia que inibe ou minimiza o
ataque pelo sistema imune do alvo (denominada aqui como uma
porcdo de ligacdo/modulacdo SM); ou

(d) uma porcdo de ligacdo/modulacdo de molécula
estimuladora de células imunes (denominada aqui como uma

porcdo de 1ligacdo/modulacdo ICSM), em que a ICSM inibe a
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ativacdo imune, por exemplo, ao bloquear a interacdo entre
uma molécula coestimuladora e sua contraestrutura.

[0006] Uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora pode
calr em mais de uma das classes a, b e c. Por exemplo,
conforme é mostrado abaixo, uma molécula de ligacdo a CTLA4
cal em ambas as categorias a e b.

{00C07] Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM. Em algumas
modalidades, uma molécula de ligacdo/modulacdo ICIM se liga
e é agonista de uma molécula inibidora, por exemplo, uma
molécula inibidora do ponto de verificacdo imune ou inibe ou
reduz a atividade de uma célula imune, por exemplo, uma
célula T citotdéxica, uma célula B, célula NK ou uma célula
mieloide, por exemplo, um neutré6filo ou macrdédéfago.

{CC08] Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende um composto multiespecifico manipulado, por
exemplo, uma molécula biespecifica manipulada, por exemplo,
uma molécula de anticorpo biespecifico manipulada, que
compreende:

1) uma porgdo de alvejamento especifica, por exemplo,
uma porcdo de alvejamento especifica para doador (a qual se
liga a um alvo do doador e é 1ttil para conferir privilégio

imunoldégico especifico para uma localizacdo a um tecido de

transplante, por exemplo, um 6rgdo, de um doador) ou uma
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porcdo de alvejamento especifica para um tecido (a qual se
liga a um tecido alvo do individuo e é Util para conferir
privilégio imunoldégico especifico para uma localizacdo a um
tecido do individuo que sofre atagque imune indesejado, por
exemplo, em um transtorno autoimune); e

2) uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora dque
compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM que se liga
a uma molécula efetora em uma célula imune, por exemplo, um
receptor inibidor, por exemplo, PD-1 em que, apds a ligacédo
da porcdo de alvejamento especifica ao seu alvo e ligacdo da
porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM a uma molécula efetora na
célula imune, uma atividade da célula imune, por exemplo, a
capacidade da célula imune de montar um ataque imune, é
negativamente regulada, por exemplo, através de um sinal
inibidor dependente do agrupamento de moléculas efetoras na
célula imune. Em algumas modalidades, o composto
multiespecifico manipulado compreende porgdes de ligacédo
adicionals para de modo que ele se liga a mais de duas
moléculas especificas tal como, porém sem limitacgbes, 3 ou
4.

[{CC02] Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM e tem uma ou
ambas das seguintes propriedades: (a) o nivel de regulacéio

negativa de uma célula imune é maior gquando o composto
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terapéutico estd ligado ao seu alvo do que gquando o composto
terapéutico ndo estd ligado ao seu alvo; e (b) o composto
terapéutico, quando acoplado com um receptor inibidor sobre
a superficie celular, por exemplo, PD-1, em uma célula imune,
ndo 1inibe ou ndo inibe substancialmente a capacidade do
receptor inibidor sobre a superficie celular de se ligar a
um ligante enddbgeno.

[0010] Em algumas modalidades, o nivel de regulacéio
negativa de uma célula imune é maior gquando o composto
terapéutico estd ligado ao seu alvo do que quando o composto
terapéutico ndo estd ligado ao seu alvo. Nas modalidades, o
nivel de regulacédo negativa pelo composto terapéutico ligado
ao alvo é igual ou mailor do que 1,5 vezes, 2 vezes, 4 vezes,
8 vezes ou 10 vezes malor do gque aquele gque é observado
quando ele ndo estd ligado ao seu alvo. Nas modalidades, o
composto terapéutico ndo regula negativamente ou ndo regula
negativamente de forma significativa as células imunes
quando ndo estd ligado ao alvo. Assim, o agonismo
indiscriminado ou indesejado de um receptor inibidor, por
exemplo, PD-1, é minimizado ou eliminado. Por exemplo, quando
o composto terapéutico estd ligado a uma célula imune, mas
ndo ligado a porcdo alvejada, o acoplamento de uma molécula
inibidora do ponto de verificacdo imune pelo composto

terapéutico ndo resulta em regulacdo negativa ou ndo resulta
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em regulacdo negativa substancial, por exemplo, o receptor
inibidor na célula imune a qual o composto terapéutico esté
ligado, ndo estd agrupado ou ndo estd suficientemente
agrupado para resultar em um sinal inibidor suficiente para
conferir regulacdo negativa ou inibicdo substancial da
célula imune.

{0011] Em modalidades, o composto terapéutico, quando
acoplado com um receptor inibidor sobre a superficie celular,
por exemplo, PD-1, em uma célula imune, ndo inibe ou nédo
inibe substancialmente a capacidade do receptor inibidor
sobre a superficie celular de se ligar a um ligante
endégeno. Em algumas modalidades, o composto terapéutico
pode se ligar ao sitio de ligacdo de PD-L1/2 no PD-1. Assim,
o antagonismo indiscriminado ou indesejado de um receptor
inibidor, por exemplo, PD-1, é minimizado ou eliminado. Em
modalidades, a ligacdo do composto terapéutico a um receptor
inibidor, por exemplo, PD-1, em uma célula imune ndo impede,
ou ndo impede substancialmente, a capacidade do receptor
inibidor de se ligar a um ligante natural, por exemplo, PD-
Ll. Em modalidades, a ligacdo do composto terapéutico a um
receptor inibidor, por exemplo, PD-1, em um [sistema] imune
reduz a ligacdo de um ligante natural, por exemplo, PD-11,
em menos de 50, 40, 30, 20, 10 ou 5 % daquele que é observado

na auséncia de composto terapéutico.
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0012] Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM e, quando
administrado a um individuo em uma dose terapeuticamente
eficaz, ndo resulta em niveis inaceit&vels de supressdo imune
sistémica, conforme seria possivel se ocorresse agonismo
indiscriminado do receptor inibidor em todas as células
imunes de um tipo, por exemplo, todas as células T, ou niveis
inaceitaveis de ativacdo imune sistémica, conforme seria
possivel se o composto terapéutico antagonizasse a interacédo
do receptor inibidor com seu ligante natural.

[0013] Embora ndo deseje estar limitado pela teoria,
acredita-se que, apds a administracdo a um individuo, um
composto terapéutico que compreende uma porgao de
ligacdo/modulacdo ICIM pode existir em qualquer um dos quatro
estados: i) ndo ligado e livre em solucdo; ii) ligado apenas
a um receptor inibidor expresso sobre a superficie de uma
célula imune, por exemplo, uma célula T, através da porcgdo
de ligacdo/modulacdo ICIM; 1ii) ligado apenas a superficie
do transplante alvo ou tecido do individuo através da porcgédo
de alvejamento; e iv) ligado a superficie do transplante
alvo ou tecido do individuo através da porcdo de alvejamento
e a um receptor inibidor expresso por uma célula imune, por
exemplo, uma célula T, através da porcdo de ligacdo/modulacéao

ICIM. Quando o composto terapéutico estd ligado apenas ao
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transplante alvo ou tecido do individuo (iii) através da
porcdo de alvejamento, ele ndo tem, ou ndo tem nenhum efeito
substancial, sobre o transplante ou tecido alvo. Quando o
composto terapéutico estd ligado ao transplante ou tecido
alvo através da porcdo de alvejamento e ligado a um receptor
inibidor expresso por uma célula imune, por exemplo, uma
célula T, através da porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM (iv),
ele cria privilégio imune no &érgdo ou tecido alvo. Embora
ndo deseje estar limitado pela teoria, acredita-se que isto
seja alcancado por multimerizacdo, pelo transplante alvo ou
tecido do doador, das moléculas do composto terapéutico sobre
sua superficie, por exemplo, ao imobilizar uma pluralidade
de moléculas de composto terapéutico em uma alta densidade
e valéncia. A multimerizacdo das moléculas do composto
terapéutico permite que as porcdes de ligacdo/modulacdo ICIM
dos compostos terapéuticos promovam o agrupamento de
receptores inibidores expressos sobre a superficie da célula
imune, por exemplo, uma célula T patogénica, e transmissédo
de um sinal inibidor que funciona para silenciar ou regular
negativamente a célula imune. Por exemplo, no caso de células
T, pode ser usado um composto terapéutico gque compreende uma
porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM que compreende uma molécula
de PD-L1 ou um Ab anti-PD-1. A ligacdo de uma pluralidade de

moléculas do composto terapéutico ao alvo resulta em
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multimerizacdo das moléculas do composto terapéutico o que,
por sua vez, em virtude da molécula de PD-L1 ou uma molécula
de anticorpo anti-PD-1 funcional, leva ao agrupamento de PD-
1 sobre a célula T. Se este agrupamento ocorrer no contexto
de apresentacdo de antigeno pelo MHC alvo, no receptor de
células T sobre a célula T, um sinal negativo é gerado e a
célula T serd inativada. Em modalidades, a porcgdo de
ligacdo/modulacdo ICIM, por exemplo, uma molécula de
anticorpo funcional, se liga a molécula efetora, mas nédo
inibe, ou inibe substancialmente, a interagdo da molécula
efetora com seu(s) ligante(s) nativo(s).

[0014] Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende uma porcgdo de ligacdo/modulacdo IIC, a gqual se
liga e recruta uma célula imune imunosupressora, por exemplo,
uma Treqg, por exemplo, uma Treg Foxp3+ CD25+, para a
proximidade do tecido alvo.

(00151 Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo SM a qual modula,
por exemplo, se liga e inibe, captura, degrada ou neutraliza
uma substédncia, por exemplo, uma molécula soltivel que modula
uma resposta imune, por exemplo, ATP ou AMP.

[CC16] Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende uma porcdo de alvejamento que é especifica para

um alvo sobre uma célula imune. Em algumas modalidades, o
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alvo é conforme descrito aqui. Em algumas modalidades, o
alvo ¢é MAdCAM. Em algumas modalidades, a porgdo de
alvejamento é um anticorpo que se liga a MAdCAM.

(00171 Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICSM a qual se
liga a uma molécula estimuladora, por exemplo, uma molécula
coestimuladora. Em algumas modalidades, a ICSM inibe a
contraestrutura da molécula coestimuladora através de
ligacdo/modulacéao da molécula coestimuladora ou a
contraestrutura da molécula coestimuladora pode servir para
regular negativamente a capacidade de uma célula imune de
montar uma resposta imune. Em algumas modalidades, a porgdo
de 1ligacdo/modulacdo ICSM pode se 1ligar a uma molécula
estimuladora, por exemplo, molécula coestimuladora sobre uma
célula imune, por exemplo, 0X40 sobre células T, ou o membro
oposto da molécula estimuladora, por exemplo, OX40L em outra
célula tal como, porém sem limitacles, células imunes, tais
como células NK, mastdécitos, células dendriticas ou, por
exemplo, células ndo imunes, tails como células endoteliais
ou células do musculo liso.

{CC18] Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende uma porcgdo de alvejamento especifica para doador
e confere privilégio imune especifico para uma localizacédo

ao tecido de transplante de doador implantado em um
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individuo. Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende uma porgdo de alvejamento especifica para um
tecido e confere privilégio imune especifico para uma
localizacédo ao tecido de um individuo, por exemplo, um tecido
afetado por uma resposta imune indesejada em um transtorno
autoimune.

[0018] A porgcdo de alvejamento é especifica para o
transplante do doador ou tecido do individuo a ser protegido
do sistema imune. Em algumas modalidades, a porcgdo de ligacdo
da molécula efetora compreende um dominio de ligacgdo gerado
de novo, por exemplo, uma molécula de anticorpo funcional. Em
algumas modalidades, a porcdo de ligacdo/modulacdo efetora
compreende a sequéncia de aminodcidos derivada do ligante
natural que reconhece um receptor inibidor expresso sobre a
superficie de uma célula imune, por exemplo, uma célula T.

[CC20] Em algumas modalidades, o composto terapéutico
silencia células imunes, por exemplo, células T, prdéximas ao
transplante ou tecido do doador a ser protegido, mas né&o
silencia células imunes, por exemplo, células T, distantes
do alvo, uma vez que o composto terapéutico requer a presenca
do transplante alvo ou tecido do doador para funcdo. Isto
contrasta com quando o composto terapéutico se liga apenas
ao receptor inibidor expresso pela célula imune, por exemplo,

célula T, caso no qual ndo had consequéncia funcional.
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f0021] Os métodos e compostos terapéuticos descritos
aqul se baseiam, pelo menos em parte, no fornecimento de
privilégio imunoldégico especifico para uma localizacdo. Os
compostos terapéuticos e o método de uso dos mesmos descritos
aqul permitem a minimizacdo, por exemplo, a redugdo ou
eliminacdo, de administracdo sistémica ndo especifica para
uma localizacdo de agentes terapéuticos imunossupressores em
contextos clinicos, por exemplo, onde a reversdo e supressédo
de uma resposta imune sdo desejadas, tal como em doencgas ou
tecidos autoimunes, por exemplo, transplante de
6rgdos. Embora capazes de uma resposta clinicamente
significativa quando a fisiopatologia subjacente disparada
por um sistema imune aberrante é afetada, 0os
imunossupressores de acdo ampla tém o efeito indesejavel de
reduzir a funcdo do sistema imune sistémico do paciente. Uma
vez que o papel de um sistema imune que funciona normalmente
é combater a constante barragem de organismos patogénicos e
oportunistas existentes no ambiente circundante e eliminar
constantemente células cancerosas de individuos saudaveis,
os pacientes submetidos & imunossupressdo crdnica tém um
risco aumentado de desenvolver infecgdes e cdncer. Os métodos
e compostos terapéuticos descritos aquil fornecem terapias
que tém como alvo e atenuam, reduzem ou extinguem

seletivamente apenas a resposta imune patogénica no local da
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patologia, ao mesmo tempo em gque tém inibicdo minima da
funcdo normal do sistema imune sistémico em outro local.
{CC0Z22] Em algumas modalidades, é fornecido um composto
terapéutico conforme fornecido aqui. Em algumas modalidades,
o composto compreende i) uma porcdo de alvejamento especifica
selecionada a partir de: a) uma porcdo de alvejamento
especifica para doador a qual, por exemplo, se liga
preferencialmente a um alvo do doador; ou b) uma porcdo de
alvejamento especifica para um tecido a qual, por exemplo,
se liga preferencialmente ao tecido alvo de um individuo; e
ii) uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora selecionada a
partir de: (a) uma porcdo de ligacdo/modulacdo de molécula
inibidora de célula imune (porcdo de ligacdo/modulacéao
ICIM); (b) uma porcdo de ligacdo/modulacdo imunossupressora
de célula imune (porcdo de ligacdo/modulacdo IIC); ou (c)
uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que, como parte de
um composto terapéutico, promove um microambiente local
imunossupressor, por exemplo, ao fornecer, na proximidade do
alvo, uma substdncia gque inibe ou minimiza o ataque pelo
sistema imune do alvo (porcgdo de ligacdo/modulacdo SM).
[G0Z3]7 Em algumas modalidades, a porcdo de
ligacdo/modulacéao efetora compreende uma porgao de
ligacdo/modulacdo ICIM. Em algumas modalidades, a porcdo de

ligacdo/modulacéao efetora compreende uma porgao de
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ligacdo/modulacdo ICIM que compreende uma molécula ligante
da molécula inibidora do ponto de verificacdo imune. Em
algumas modalidades, a molécula contraligante da molécula
imune inibidora compreende uma molécula de PD-L1. Em algumas
modalidades, a ICIM é aquela em que a molécula contraligante
da molécula imune inibidora se acopla a uma molécula
inibidora do ponto de verificacdo imune cognata selecionada
a partir de PD-1, KIR2DL4, LILRB1, LILRB ou CTLA-4. Em
algumas modalidades, a ICIM é um anticorpo. Em algumas
modalidades, a ICIM compreende um anticorpo que se liga a
PD-1, KIR2DL4, LILRB 1, LILRB ou CTLA-4. Em algumas
modalidades, a porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM compreende
uma molécula de anticorpo funcional para uma molécula
inibidora sobre a superficie celular.

[CCZ24] Em algumas modalidades, a molécula inibidora
sobre a superficie celular é uma molécula inibidora do ponto
de verificacdo imune. Em algumas modalidades, a molécula
inibidora do ponto de verificacdo imune é selecionada a
partir de PD-1, KIR2DL4, LILRRBI, LILRBZ, CTLA-4 ou
selecionada a partir da Tabela 1.

[CG0Z5]7 Em algumas modalidades, a porcdo de
ligacdo/modulacéao efetora compreende uma porgao de

ligacdo/modulacdo IIC.
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[002¢] Em algumas modalidades, o© composto tem a
férmula, a partir do N-terminal para o C-terminal:
Rl --- Regido Ligante A — R2 ou R3 - Regido Ligante B — R4,

em que R1, R2, R3 e R4 compreendem, cada um
independentemente, uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora,
por exemplo, uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM, uma porgao
de 1ligacdo/modulacdo IIC, uma porcdo de ligacdo/modulacéao
ICSM ou uma porcgdo de ligacdo/modulacdo SM; uma porcdo de
alvejamento especifica; ou estd ausente; contanto que uma
porcdo de ligacdo/modulacdo efetora e uma porcdo de
alvejamento especifica estejam presentes.

[C0271 Em algumas modalidades, sdo fornecidos
polipeptideos gue compreendem uma porcgdo de alvejamento que
se liga a uma célula-alvo e uma porcdo de ligacdo/modulacéo
efetora, em que a porcdo de ligacdo/modulacdo efetora & um
polipeptideo de muteina de IL-2 (muteina de IL-2), a qual é
uma proteina IL-2 mutante. Em algumas modalidades, a porcgédo
de alvejamento compreende um anticorpo que se liga a uma
proteina alvo sobre a superficie de uma célula-alvo. Em
algumas modalidades, o polipeptideo compreende duas cadeias
polipeptidicas, conforme fornecido aqui. Em algumas
modalidades, a primeira cadeia compreende um dominio VH e a
segunda cadeia compreende um dominio VL de um anticorpo gque

se liga a célula-alvo ou a uma proteina gque é expressa na

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 141/504



17/351

célula-alvo tal como, porém sem limitacles, MAdCAM. Em
algumas modalidades, a porgdo de alvejamento é& um anticorpo
que se liga a MAdCAM. Em algumas modalidades, a porcgdo de
alvejamento se liga a OAT1l (SLC22A6) e OCT2 (SLC22A2). Em
algumas modalidades, a porgdo de alvejamento é& um anticorpo
que se liga a OAT1 (SLC22A6) e OCT2 (SLC22A2). Em algumas
modalidades, a porgdo de alvejamento ndo se liga a OAT1
(SLC22A6) e OCT2 (SLC22A2). Para evitar duvidas, a OCT2
mencionada aqui ndo é o fator de transcricdo, mas a proteina
na superficie expressa em tecido renal. Em algumas
modalidades, a porgdo de alvejamento é uma Pporcado dJque se
liga especificamente a uma proteina encontrada no
padncreas. Em algumas modalidades, a porcdo de alvejamento se
liga a FXYD2, TSPAN7, DPP6, HEPACAM2, TMEM27 ou GPR119. Em
algumas modalidades, a porcdo de alvejamento ndo se liga a
FXYD2, TSPAN7, DPP6, HEPACAMZ2, TMEM27 ou GPR119. Em algumas
modalidades, a porgdo de alvejamento é um anticorpo que se
liga a FXYD2, TSPAN7, DPP6, HEPACAM2, TMEM27 ou GPR119.

[C028] Em algumas modalidades, o) polipeptideo
compreende uma primeira cadeia e uma segunda cadeia que
formam o polipeptideo ou composto terapéutico, em que

a primeira cadeia compreende:

Vi—He-Ligante-Ci, em que Vg é um dominio pesado variavel

que se liga & célula-alvo com um dominio VL da segunda
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cadeia; Hc € uma cadela pesada de anticorpo que compreende o
dominio CH1-CH2-CH3, o Ligante é uma sequéncia de aminoacidos
glicina/serina conforme fornecido aqui ou estd ausente, e Ci
é uma muteina de IL-2 que pode ser fundida a uma proteina Fc
na orientacdo N-terminal ou C-terminal conforme fornecido
aqui, em que pode haver um ligante de glicina/serina que
liga a muteina de IL-2 & proteina Fc; e

a segunda cadela compreende:

Vi—Le, em que Vi é um dominio varidvel de cadeia leve que
se liga a célula-alvo com o dominio Vy da primeira cadeia e
o dominio Lc é um dominio CK de cadeia leve. Em algumas
modalidades, a primeira cadela compreende Ci-Ligante-Vy-Hc,
com as varidveis conforme definido acima.

[C028] Em algumas modalidades, o) polipeptideo
compreende a férmula Ci-ligante-CH2-CH3-Ligante-scFv, em que
C1 e o Ligante sdo conforme definidos acima e aqui, CH2 e
CH3 sdo dominios de cadela pesada e sckFv é um fragmento
semelhante a anticorpo de cadeila tGnica que atua como a porgdo
de alvejamento para ligacdo aos alvos teciduals, conforme
fornecido aqui. Em algumas modalidades, a muteina é fundida
a regido Fc conforme fornecido agquil e um ou mais dos ligantes
estdo ausentes. Em algumas modalidades, o Ligante é um
ligante de glicina/serina, conforme fornecido aqui. Em

algumas modalidades, o ligante é uma sequéncia peptidica.
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C030] Em algumas modalidades, sdo fornecidos aqui
métodos de tratamento de doencas ou condigdes autoimunes, os
métodos compreendendo administrar um ou mais dos compostos
terapéuticos ou polipeptideos fornecidos aqui.

[00321] Em algumas modalidades, sdo fornecidos aqui
métodos de tratamento de doencas ou condigdes, os métodos
compreendendo administrar um ou mals dos compostos
terapéuticos ou polipeptideos fornecidos aqui.

{CC032] Em algumas modalidades, sdo fornecidos métodos
de tratamento de um individuo com doenca inflamatéria
intestinal, os métodos compreendendo administrar um composto
terapéutico ou polipeptideos conforme fornecido aqui ao
individuo para tratar a doenca inflamatdéria intestinal. Em
algumas modalidades, o individuo tem doenca de Crohn e/ou
colite ulcerativa.

[CC33] Em algumas modalidades, sdo fornecidos métodos
de tratamento de um individuo com hepatite autoimune, os
métodos compreendendo administrar um composto terapéutico ou
polipeptideos conforme fornecido aqui ao individuo para
tratar a hepatite autoimune.

[CC34] Em algumas modalidades, sdo fornecidos métodos
de tratamento de colangite esclerosante primaria, os métodos

compreendendo administrar um composto terapéutico ou
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polipeptideos conforme fornecido aqui ao individuo para
tratar a colangite esclerosante primaria.

{CC353] Em algumas modalidades, sdo fornecidos métodos
de tratamento (por exemplo, reducdao) de inflamacéio
intestinal, os métodos compreendendo administrar um composto
terapéutico ou polipeptideos conforme fornecido aqui ao
individuo para tratar a inflamacdo intestinal. Em algumas
modalidades, a inflamacdo estd no intestino delgado. Em
algumas modalidades, a inflamacdo estd no intestino
grosso. Em algumas modalidades, a inflamacdo estd no
intestino ou no célon.

[0036] Em algumas modalidades, sdo fornecidos métodos
de tratamento (por exemplo, redugdo) de inflamacdo no
padncreas, os métodos compreendendo administrar um composto
terapéutico ou polipeptideos conforme fornecido aqui ao
individuo para tratar a inflamacdo no pancreas. Em algumas
modalidades, os métodos tratam a pancreatite.

[0037] Em algumas modalidades, sdo fornecidos métodos
de tratamento de diabetes de tipo 1, os métodos compreendendo
administrar um composto terapéutico ou ©polipeptideos
conforme fornecido aqui ao individuo para tratar o diabetes
de tipo 1.

[0038] Em algumas modalidades, sdo fornecidos métodos

de tratamento de um individuo transplantado, os métodos
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compreendendo administrar uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um composto terapéutico ou polipeptideos conforme
fornecido aqui ao individuo, deste modo, tratando um
individuo transplantado (receptor).

[0039] Em algumas modalidades, sdo fornecidos métodos
de tratamento de GVHD em um individuo que tem um tecido do
doador transplantado, os métodos compreendendo administrar
uma gquantidade terapeuticamente eficaz de um composto
terapéutico ou polipeptideos conforme fornecido aqui ao
individuo.

[0040] Em algumas modalidades, sdo fornecidos métodos
de tratamento de um individuo que tem, ou estd em risco ou
risco elevado de ter, um transtorno autoimune, os métodos
compreendendo administrar uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um composto terapéutico ou polipeptideos conforme
fornecido aqui, deste modo, tratando o individuo.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0041] A FIG. 1 representa modalidades ndo limitativas
dos compostos terapéuticos fornecidos aqui.

(00427 A FIG. 2 representa uma 1lustracdo nédo
limitativa de como um composto terapéutico fornecido aqui
poderia funcionar.

(00437 A FIG. 3 representa uma 1lustracdo nédo

limitativa dos compostos terapéuticos fornecidos aqui.
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Pedido dos Estados Unidos N° 15/922,592, depositado em 15 de

marco de

2018, e o

Pedido

depositado em 15 de marco de 2018,

incorporado por referéncia na integra.

[0062]

outra forma,

[o}

95 a 105.

[0063]

anexas, as formas no singular "um",

a referéncia no plural,

Conforme

% do valor que ele modifica.

claramente o contrério.
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[0064] Conforme wusado aqui, o termo "cerca de"
significa que o valor numérico é aproximado e pequenas
variacgdes ndo afetariam significativamente a pratica das
modalidades descritas. Quando uma limitagcdo numérica é
usada, a menos gque indicado de outra forma pelo contexto,
"cerca de" significa que o valor numérico pode variar em %
10 % e permanecer dentro do escopo das modalidades descritas.

[0065%] Conforme usado aqui, o termo "animal" inclui,
porém ndo estd limitado a, humanos e vertebrados ndo humanos,
tais como animais selvagens, domésticos e de fazenda.

[0066] Conforme usado aqui, o) termo "contatar"
significa reunir dois elementos em um sistema in vitro ou em
um sistema in vivo. Por exemplo, "contatar" um composto
terapéutico com um individuo ou paciente ou célula inclui a
administracdo do composto a um individuo ou paciente, tal
como um humano, bem como, por exemplo, introduzir um composto
em uma amostra gque contém uma preparagdo celular ou
purificada que contém um alvo.

[0067] Conforme usado aqui, os termos "compreendendo"
(e qualquer forma de compreendendo, tal como "compreendem",
"compreende" e "compreendido"), "tendo" (e qualquer forma de
ter, tal como "tém" e "tem"), "incluindo" (e qualquer forma
de incluindo, tal como "inclui" e "incluem") ou "contendo"

(e qualquer forma de contendo, tal como "contém" e "contém"),
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sdo inclusivos ou abertos e ndo excluem elementos ou etapas
do método ndo citados e adicionais. Qualgquer composicdo ou
método que cite o termo "compreendendo" também deve ser
entendido como descrevendo estas composicdes como
consistindo, consistindo em ou consistindo essencialmente
nos componentes ou elementos citados.

[0068] Conforme usado aqui, o termo "fundido" ou
"ligado", quando usado em referéncia a uma proteina com
diferentes dominios ou sequéncias heterbélogas, significa que
os dominios de proteina fazem parte da mesma cadeia peptidica
que estdo conectados uns aos outros com ligacgdes peptidicas
ou outra ligacdo covalente. Os dominios ou secdes podem ser
ligados ou fundidos diretamente entre si ou outro dominio ou
sequéncia peptidica pode estar entre os dois dominios ou
sequéncias e estas sequéncias ainda seriam consideradas
fundidas ou ligadas uma & outra. Em algumas modalidades, os
varios dominios ou proteinas fornecidas aqui estdo ligados
ou fundidos diretamente entre si ou com sequéncias de
ligantes, tais como as sequéncias de glicina/serina
descritas aquil ligam os dois dominios.

[C062] Conforme usado aqui, os termos "individuo",
"pessoa" ou "paciente", usados de forma alternada,
significam qualgquer animal, incluindo mamiferos, tais como

camundongos, ratos, outros roedores, coelhos, cdes, gatos,
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suinos, bovinos, ovinos, cavalos ou primatas, tals como
humanos.

[C070] Conforme usado aqui, o termo "inibir" se refere
a um resultado, sintoma ou atividade que é reduzida comparado
com a atividade ou resultado na auséncia do composto gque
estd inibindo o resultado, sintoma ou atividade. Em algumas
modalidades, o resultado, sintoma ou atividade é inibida em
cerca de, ou pelo menos, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %,
70 %, 80 %, 90 %, 95 % ou 99 %. Um resultado, sintoma ou
atividade também pode ser inibida se for completamente
eliminada ou extinta.

[0071] Conforme usado aqui, a frase "que precisa do
mesmo" significa que o individuo foi identificado como tendo
necessidade do método ou tratamento especifico. Em algumas
modalidades, a identificacdo pode ser através de qualquer
meio diagnbéstico. Em qualquer um dos métodos e tratamentos
descritos aqui, o individuo pode precisar dos mesmos. Em
algumas modalidades, o individuo estd em um ambiente ou
viajard para um ambiente em que uma doenga, transtorno ou
condicdo especifica é predominante.

[CC72] Conforme usado aqui, a frase "nuUmero inteiro de
X a Y" significa qualgquer numero inteiro que inclua os pontos
finais. Por exemplo, a frase "numero inteiro de X a Y"

significa 1, 2, 3, 4 ou 5.
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[0073] Conforme usado aqui, o) termo "mamifero"
significa um roedor (isto é, um camundongo, um rato ou um
porquinho-da-india), um macaco, um gato, um cachorro, uma
vaca, um cavalo, um porco ou um humano. Em algumas
modalidades, o mamifero & um humano.

[0074] Em algumas modalidades, sdo fornecidos aqui
compostos terapéuticos. Em algumas modalidades, o composto
terapéutico é uma proteina ou um polipeptideo gque tem
miltiplas cadeias que interagem umas com as outras. Os
polipeptideos podem interagir entre si por meio de interacdes
ndo covalentes ou interagdes covalentes, tal como através de
ligacgdes de dissulfeto ou outras ligacgdes
covalentes. Portanto, se uma modalidade se referir a um
composto terapéutico, também pode-se dizer que ela se refere
a uma proteina ou polipeptideo conforme fornecido aqui e
vice-versa, de acordo com a orientacdo do contexto.

[0075] Conforme usado aqui, a frase "oftalmicamente
aceitavel" significa nédo ter efeito prejudicial persistente
sobre o olho tratado ou seu funcionamento ou a satde geral
do individuo a ser tratado. No entanto, serd reconhecido que
efeitos transitdérios, tais como irritacdo menor ou sensacédo
de ardéncia, sdo comuns na administracdo oftdlmica tdépica de
medicamentos e a existéncia de tais efeitos transitdérios nédo

é inconsistente com a composicdo, formulacdo ou ingrediente
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(por exemplo, excipiente) em questdo ser "oftalmicamente
aceitavel", conforme definido aqui. Em algumas modalidades,
as composicgbdes farmacéuticas podem ser oftalmicamente
aceitaveis ou adequadas para administracdo oftalmica.

[007¢] "Ligacédo especifica" ou "se liga
especificamente a" ou é "especifico para" um antigeno, alvo
ou epitopo especifico significa uma ligacdo que é diferente,
de forma mensuravel, de uma interacdo ndo especifica. A
ligacdo especifica pode ser medida, por exemplo, ao
determinar a ligacdo de uma molécula comparado com a ligacédo
de uma molécula de controle, a qual geralmente é uma molécula
de estrutura similar que ndo tem atividade de ligacdo. Por
exemplo, a ligacdo especifica pode ser determinada pela
competicdo com uma molécula de controle que é similar ao
alvo.

[CC77] A ligacdo especifica para um antigeno, alvo ou
um epitopo particular pode ser exibida, por exemplo, por um
anticorpo que tem uma Kp para um antigeno ou epitopo de pelo
menos cerca de 104 M, pelo menos cerca de 1075, pelo menos
cerca de 10°¢¥, pelo menos cerca de 10-™, pelo menos cerca
de 10784, pelo menos cerca de 107%, alternativamente pelo
menos cerca de 10710, pelo menos cerca de 107114, pelo menos
cerca de 10712, ou maior, em que Kp se refere a uma taxa de

dissociacdo de uma determinada interacdo anticorpo-alvo.
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Tipicamente, um anticorpo que se liga especificamente a um
antigeno ou alvo terad uma Kp que é&, ou é pelo menos, 2, 4,
5, 10, 20, 50, 100, 500, 1.000, 5.000, 10.000 ou mais vezes
maior para uma molécula de controle em relagcdo ao antigeno
ou epitopo.

[0078] Em algumas modalidades, a ligacdo especifica
para um antigeno, alvo ou um epitopo particular pode ser
exibida, por exemplo, por um anticorpo que tem uma Ka ou
Ks para um alvo, antigeno ou epitopo de pelo menos 2, 4, 5,
20, 50, 100, 500, 1000, 5.000, 10.000 ou mais vezes maior
para o alvo, antigeno ou epitopo em relacdo a um controle,
em que Ka ou K; se refere a uma taxa de assoclacdo de uma
interacdo anticorpo-antigeno particular.

[0078] Conforme fornecido aqui, os compostos e
composicles terapéuticos podem ser usados em métodos de
tratamento conforme fornecido aqui. Conforme usado aqui, os
termos "tratar", "tratado" ou "tratamento" significam tanto
tratamento terapéutico quanto medidas profildticas, em que
o) objetivo é desacelerar (diminuir) uma condicédo
fisiolbébgica, transtorno ou doenca 1indesejada ou obter
resultados clinicos desejados ou benéficos. Para fins destas
modalidades, os resultados clinicos benéficos ou desejados
incluem, porém ndo estdo limitados a, alivio dos

sintomas; reducdo de extensdo da condicdo, transtorno ou
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doenca; estado estabilizado (isto é, sem piora) da condicgéo,
transtorno ou doenca; retardo no inicio ou diminuigdo de
progressdo da condigdo, transtorno ou doenca; melhora da
condigdo, transtorno ou estado patoldédgico ou remisséo
(parcial ou total), detectédvel ou indetectavel; uma melhora
de pelo menos um pardmetro fisico mensuravel, néo
necessariamente discernivel pelo paciente; ou otimizacdo ou
melhora da condicdo, transtorno ou doenca. O tratamento
incluil provocar uma resposta clinicamente significativa sem
niveis excessivos de efeitos colaterais. O tratamento também
inclui prolongar a sobrevida comparado com a sobrevida
esperada se ndo recebesse tratamento.

[0080] S&o fornecidos aqui compostos terapéuticos, por
exemplo, moléculas de proteina terapéuticas, por exemplo,
proteinas de fusdo, incluindo uma porcdo de alvejamento e
uma porcdo de 1ligacdo/modulacdo efetora, tipicamente como
dominios separados. Também sdo fornecidos métodos de uso e
producdo dos compostos terapéuticos. A porcgdo de alvejamento
serve para diriglir o composto terapéutico e, portanto, a
porcdo de ligacdo/modulacdo efetora, a um local no qual o
privilégio imune é desejado. A porcdo de ligacdo/modulacéo
efetora compreende um ou mais de: (a) wuma porgdo de
ligacdo/modulacdo de molécula inibidora de células imunes

(uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM); (b) uma porcdo de
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ligacdo/modulacdo imunossupressora de célula imune (uma
porcdo de ligacdo/modulacdo 1IIC); (c) uma porgdo de
ligacdo/modulacdo de molécula soluvel (uma porgao de
ligacdo/modulacdo SM) ou (d) uma molécula que bloqueila ou
inibe a porcdo de ligacdo/modulacdo de molécula estimuladora
de células imunes (denominada aqui como uma porgdo de
ligacdo/modulacdo ICSM). Em algumas modalidades, a ICSM
inibe a ativacdo imune, por exemplo, ao bloquear a interacdo
entre uma molécula coestimuladora e sua contraestrutura. Em
algumas modalidades, um composto terapéutico compreende: (a)
e (b); (a) e (c); (a) e (d); (b) e (c); (b) e (d); (c) e
(d); ou (a), (b), (c) e (d).

[0081] A ©presente 1invencdo fornece, por exemplo,
moléculas gque podem atuar como agonistas de PD-1. Sem estar
preso a nenhuma teoria em particular, o agonismo de PD-1
inibe a ativacdo/sinalizacdo de células T e pode ser
realizado através de diferentes mecanismos. Por exemplo, a
reticulacdo pode 1levar ao agonismo e foram descritos
agonistas de PD-1 funcionais ligados a esferas (Akkaya. Ph.D.
Thesis: Modulation of the PD-1 pathway by inhibitory antibody
superagonists. Christ Church College, Oxford, Reino Unido,
2012), o gual é aqui incorporado por referéncia.

[0082] A reticulacdo de PD-1 com dois mAbs que se ligam

a eplitopos ndo sobrepostos induz a sinalizacdo de PD-1
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(Davis, documento US 2011/0171220), o qual é aqui incorporado
por referéncia. Outro exemplo é ilustrado pelo uso de um
antissoro anti-PD-1 de cabra (por exemplo, AF1086, R&D
Systems), o qual é aqui incorporado por referéncia, que atua
como agonista quando soltuvel (Said et al., 2010, Nat Med),
o qual é aqui incorporado por referéncia. Exemplos nédo
limitativos de agonistas de PD-1 que podem ser usados nas
presentes modalidades incluem, porém ndo estdo limitados a,
clone 19 ou clone 10 UCB, PD1AR-1, PD1AB-2, PD1AB-3, PDl1AB-
4 e PD1AB-5, PD1AB-6 (Anaptys/Celgene), PD1-17, PD1-28, PDl-
33 e PD1-35 (Collins et al., documento US 2008/0311117 a1,
Antibodies against PD-1 and uses therefor, o qual ¢é
incorporado por referéncia), ou pode ser um anti-PD-1/anti-
CD3 (Ono) monovalente, biespecifico e assim por diante. Em
algumas modalidades, os anticorpos agonistas de PD-1 podem
ser anticorpos que bloqueiam a ligacdo de PD-L1 a PD-1. Em
algumas modalidades, os anticorpos agonistas de PD-1 podem
ser anticorpos que ndo bloqueiam a ligacdo de PD-L1 a PD-1.

[0083] O agonismo de PD-1 pode ser medido por meio de
qualquer método, tais como os métodos descritos nos
exemplos. Por exemplo, podem ser construidas células que
expressam, incluindo expressam de forma estdvel, construcgbes
que incluem um polipeptideo de PD-1 humana fundido com um

"doador enzimdtico" de b-galactosidase e 2) um polipeptideo
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de SHP-2 fundido com um aceptor enzimdtico de b-
galactosidase. Sem estar preso a nenhuma teoria, quando a
PD-1 é ativada, a SHP-2 é recrutada para a PD-1. O aceptor
enzimdtico e o doador enzimadtico formam uma enzima b-
galactosidase totalmente ativa que pode ser testada. No
entanto, o ensaio ndo mostra diretamente o agonismo de PD-
1, porém, mostra a ativacdo da sinalizagcdo de PD-1. O
agonismo de PD-1 também pode ser medido ao medir a inibicédo
da ativacdo de células T uma vez dque, sem estar preso a
nenhuma teoria, o agonismo de PD-1 inibe a ativacdo de
células T induzida por anti-CD3. Por exemplo, o agonismo de
PD-1 pode ser medido ao pré-ativar células T com PHA (para
células T humanas) ou ConA (para células T de camundongo),
de modo que elas expressem PD-1. As células podem, entéo,
ser reativadas com anti-CD3 na presenca de anti-PD-1 (ou PD-
Ll) para o ensaio de agonismo de PD-1. As células T que
recebem um sinal agonista de PD-1 na presenca de anti-CD3
mostrardo uma ativacdo reduzida em relacdo apenas a
estimulacdo de anti-CD3. A ativacdo pode ser 1lida pela
proliferacdo ou producdo de citocinas (IL-2, IFNg, IL-17) ou
outros marcadores, tal como o marcador de ativacédo
CD69. Assim, o agonismo de PD-1 pode ser medido pela producédo
de citocinas ou proliferacdo celular. Outros métodos também

podem ser usados para medir o agonismo de PD-1.
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008417 A PD-1 é um membro da superfamilia Ig expressa
sobre células T ativadas e outras células imunes. Os ligantes
naturais para PD-1 parecem ser PD-L1 e PD-L2. Sem estar preso
a nenhuma teoria em particular, quando PD-L1 ou PD-L2 se
liga a PD-1 em uma célula T ativada, uma cascata de
sinalizacdo inibidora é iniciada, resultando em atenuacédo de
funcdo da célula T efetora ativada. Assim, o bloqueilio da
interacdo entre PD-1 em uma célula T, e PD-L1/2 em outra
célula (por exemplo, célula tumoral) com um antagonista de
PD-1 é conhecido como inibicdo do ponto de verificacdo e
liberta as células T da inibicdo. Em contraste, os anticorpos
agonistas de PD-1 podem se ligar a PD-1 e enviar um sinal
inibidor e atenuar a funcdo de uma célula T. Assim, os
anticorpos agonistas de PD-1 podem ser incorporados em varias
modalidades descritas aquil como uma porcdo de
ligacdo/modulacdo de molécula efetora, a qual pode realizar
imunomodulacdo localizada especifica para um tecido gquando
emparelhada com uma porcdo de alvejamento.

[0085] A porgcdo de 1ligacdo/modulacdo de molécula
efetora pode fornecer um sinal ou ambilente imunossupressor
de varias maneilras. Em algumas modalidades, a porgdo de
ligacdo/modulacéao efetora compreende uma porgao de
ligacdo/modulacdo ICIM que se liga diretamente e (sob as

condicdes apropriadas conforme descrito aqui) ativa um
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receptor inibidor expresso por células imunes responsaveis
por controlar a patologia da doenca. Em outra modalidade, a
porcdo de ligacdo/modulacdo efetora compreende uma porcgdo de

ligacdo/modulacdo IIC e se liga e acumula células imunes

imunossupressoras. Em algumas modalidades, as <células
imunossupressoras acumuladas promovem privilégio
imunolégico. Em outra modalidade, a porcdo

de ligacdo/modulacéao efetora compreende uma porgdo
de 1ligacdo/modulacdo SM gque manipula o microambiente
circundante para tornad-lo menos admissivel para funcdo das
células imunes, por exemplo, células imunes que controlam a
patologia da doenca. Em algumas modalidades, a porcdo de
ligacdo/modulacdo SM esgota uma entidade que promove ataque
ou ativacdo imune. Em algumas modalidades, a porgdo de
ligacdo/modulacéao efetora compreende uma porgao de
ligacdo/modulacdo ICSM que liga um membro de um par de
moléculas estimuladoras, por exemplo, moléculas
coestimuladoras, e inibe a interacdo entre a molécula
coestimuladora e a contraestrutura da molécula
coestimuladora tal como, porém ndo limitado a, 0X40 ou CD30
ou CD40 e 0OX40L ou CD30L ou CD40L, e inibe o estimulo imune
de uma célula tal como, porém ndo limitado a, uma célula T,
célula B, célula NK ou outra célula imune que constitui um

membro do par.
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[008c] A porgcdo de alvejamento e a porcdo de
ligacdo/modulacdo efetora sdo fisicamente unidas, de forma
covalente ou ndo covalente, diretamente ou através de uma
entidade ligante, uma a outra, por exemplo, como um membro
da mesma molécula de proteina em uma molécula de proteina
terapéutica. Em algumas modalidades, as porgdes de
alvejamento e efetora sdo fornecidas em uma molécula de
proteina terapéutica, por exemplo, uma proteina de fusdo,
tipicamente como dominios separados. Em algumas modalidades,
a porgcdo de alvejamento, a porcdo de 1ligacdo/modulacédo
efetora ou ambas compreendem uma molécula de anticorpo com
um Unico dominio, por exemplo, uma molécula de VHH de
anticorpo de camelideo ou dominio VH soltvel humano. Ela
também pode conter um dominio Fab ou variavel de fragmento
com uma Unica cadeia (scFv). Em algumas modalidades, a
molécula de proteina terapéutica, ou um Acido nucleico, por
exemplo, um mRNA ou DNA, que codifica a molécula de proteina
terapéutica, pode ser administrado a um individuo. Em algumas
modalidades, as porcdes de ligacdo/modulacdo de moléculas de
alvejamento e efetora estdo ligadas a uma terceira entidade,
por exemplo, um carreador, por exemplo, um carreador
polimérico, um dendrimero ou uma particula, por exemplo, uma
nanoparticula. Os compostos terapéuticos podem ser usados

para regular negativamente uma resposta imune sobre ou em um
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tecido em um alvo ou local selecionado, ao mesmo tempo em
que nao tem ou tem uma funcdo imunossupressora
substancialmente menor. O alvo ou 1local pode compreender
tecido do doador ou tecido autdlogo.

[0087] S&do fornecidos aqui métodos para conferir
privilégio imunoldégico especifico para uma localizacdo a um
tecido do doador transplantado, por exemplo, um tecido de
aloenxerto, por exemplo, um tecido descrito aqui, por
exemplo, um figado de aloenxerto, um rim de aloenxerto, um
coracdo de aloenxerto, um pancreas de aloenxerto, um timo ou
tecido timico de aloenxerto, pele de aloenxerto ou pulmdo de
aloenxerto, com os compostos terapéuticos descritos agqui. Em
modalidades, o tratamento minimiza a rejeicdo, minimiza o
dano mediado por células imunes efetoras, prolonga a
aceltagdo ou prolonga a vida funcional do tecido
transplantado do doador.

[0088] Também sdo fornecidos aqul métodos para inibir
a doenca enxerto contra hospedeiro (GVHD) pela minimizacdo
da capacidade das células imunes doadoras, por exemplo,
células T doadoras, de mediar o atagque imune ao tecido do
receptor com os compostos terapéuticos descritos aqui.

[C082] Também sdo fornecidos aqui métodos de
tratamento, por exemplo, tratamento terapéutico ou

tratamento profildtico (ou prevencdo), de um transtorno ou
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resposta autoimune em um individuo pela administracdo de um
composto terapéutico descrito aqui, por exemplo, para
conferir modulacdo especifica para uma localizacdo ou tecido
do sistema imune. Em algumas modalidades, o método confere
tolerdncia, minimizacdo de rejeicdo, minimizacdo do dano
mediado por células efetoras imunes ou prolongamento de uma
funcdo do tecido do individuo. Em algumas modalidades, o
composto terapéutico inclui uma porcdo de alvejamento que
tem como alvo, por exemplo, alvos especificos, o tecido sob
ou em risco de ataque autoimune. Tecidos exemplificativos
ndo limitativos incluem, porém ndo estdo limitados a,

padncreas, mielina, gldndulas salivares, sinovidécitos e

mibdcitos.
[0080] Conforme wusado aqui, os termos "tratar",
"tratado" ou "tratamento" se refere ao tratamento

terapéutico em que o objetivo é desacelerar (diminuir) uma
condicdo fisiolbégica, transtorno ou doenca indesejada ou
obter resultados «clinicos benéficos ou desejados. Por
exemplo, os resultados <clinicos benéficos ou desejados
incluem, porém ndo estdo limitados a, alivio dos
sintomas; reducdo de extensdo da condicdo, transtorno ou
doenca; estado estabilizado (isto é, sem piora) da condicgéo,
transtorno ou doenca; retardo no inicio ou diminuigdo de

progressdo da condigdo, transtorno ou doenca; melhora da
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condigdo, transtorno ou estado patoldédgico ou remisséo
(parcial ou total), detectdvel ou indetectavel; melhora de
pelo menos um parametro fisico mensuravel, néo
necessariamente discernivel pelo paciente; ou otimizacdo ou
melhora da condicdo, transtorno ou doenca. O tratamento
incluil provocar uma resposta clinicamente significativa sem
niveis excessivos de efeitos colaterais. O tratamento também
inclui prolongar a sobrevida comparado com a sobrevida
esperada se ndo recebesse tratamento. Assim, "tratamento de
uma doenca/transtorno autoimune" significa uma atividade que
alivia ou melhora gqualquer um dos fendmenos primadrios ou
sintomas secundarios associados a doenca/transtorno
autoimune ou outra condicgdo descrita aqui. VArias doencas ou
condigcdes sdo fornecidas aqui. O tratamento terapéutico
também pode ser administrado profilaticamente para prevenir
ou reduzir a doenca ou condigdo antes do inicio.

[009%1] Em algumas modalidades, a administracdo do
composto terapéutico comeca apbds o transtorno ficar
evidente. Em algumas modalidades, a administracdo do
composto terapéutico comeca antes do inicio ou inicio
completo do transtorno. Em algumas modalidades, a
administracdo do composto terapéutico comeca antes do inicio
ou inicio completo do transtorno, por exemplo, em um

individuo gque tem o transtorno, um individuo de alto risco,
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um individuo com um biomarcador de risco ou presencga do
transtorno, um individuo com histérico familiar do
transtorno ou outro indicador de risco ou presenca
assintomatica do transtorno. Por exemplo, em algumas
modalidades, um individuo que tem danos nas células das
ilhotas, mas que ainda ndo é diabético, é tratado.

[0092] Embora sem desejar estar preso pela teoria,
acredita-se que a porcdo de alvejamento funcione para ligar
e acumular o produto terapéutico a um alvo seletivamente
expresso no local anatdmico em que o privilégio imune é
desejado. Em algumas modalidades, por exemplo, no contexto
de transplante de tecido do doador, a porcdo de alvejamento
se liga a um alvo, por exemplo, um produto alélico, presente
no tecido do doador, mas ndo no receptor. Para o tratamento
de transtornos autoimunes, a porcgdo de alvejamento se liga
a um alvo expresso preferencialmente no local anatdmico em
que o privilégio imune ¢é desejado, por exemplo, no
padncreas. Para o tratamento de GVHD, a porcdo de alvejamento
tem como alvo o tecido do hospedeiro e protege o hospedeiro
contra ataques de células efetoras imunes transplantadas
derivadas de tecido transplantado.

[0093] Novamente, embora sem desejar estar preso pela

teoria, acredita-se que a porcdo de ligacdo/modulacéao
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efetora serve para fornecer um sinal imunossupressor ou, de
outro modo, criar um ambiente imune privilegiado.

[C094] A menos que definido de outra forma, todos os
termos técnicos e cientificos usados aqui tém o mesmo
significado conforme comumente entendido por aqueles
versados na técnica a qual estas modalidades
pertencem. Embora métodos e materiais similares ou
equivalentes aqueles descritos aqui possam ser usados na
pratica ou testagem das presentes modalidades, métodos e
materiais adequados sdo descritos abaixo. Todas as
publicacdes, pedidos de patente, patentes e outras
referéncias mencionadas aqui sdo incorporados por referéncia
na integra. Além disso, os materiais, métodos e exemplos sdo
apenas ilustrativos e nao se destinam a ser
limitativos. Cabecalhos, subtitulos ou elementos numerados
ou com letras, por exemplo, (a), (b), (i), etc., séo
apresentados apenas para facilitar a 1leitura. O uso de
cabecalhos ou elementos numerados ou com letras aqui néo
requer que as etapas ou elementos sejam executados em ordem
alfabética ou que as etapas ou elementos sejam
necessariamente distintos uns dos outros. Outras
caracteristicas, objetivos e vantagens das modalidades serédo
evidentes a partir da descricdo e desenhos, e a partir das

reivindicacdes.
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DEFINICOES ADICIONAIS

[C095] A menos que definido de outra forma, todos os
termos técnicos e cientificos usados aqui tém o mesmo
significado conforme comumente entendido por aqueles
versados na técnica a qual as modalidades pertencem. Ao
descrever e reivindicar as ©presentes modalidades, a
terminologia a seguir e a terminologia de outra forma citada
ao longo do presente pedido serdo usadas de acordo com a
forma como ela é definida, onde uma definicdo é fornecida.

[CC96] Também deve ser entendido gque a terminologia
usada aqui tem o objetivo apenas de descrever modalidades
particulares, e ndo se destina a ser limitativa.

{0087] Molécula de anticorpo, conforme o termo é usado
aqui, se refere a um polipeptideo, por exemplo, uma cadeia
de imunoglobulina ou um fragmento da mesma, que compreende
pelo menos uma sequéncia de dominio wvariével de
imunoglobulina funcional. Uma molécula de anticorpo abrange
anticorpos (por exemplo, anticorpos completos) e fragmentos
de anticorpos. Em algumas modalidades, uma molécula de
anticorpo compreende um fragmento de ligacdo ao antigeno ou
fragmento funcional de um anticorpo de comprimento total ou
uma cadeia de imunoglobulina de comprimento total. Por
exemplo, um anticorpo completo é uma molécula de

imunoglobulina (Ig) (por exemplo, um anticorpo IgG) que
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ocorre naturalmente ou é formada por meio de processos
recombinatdérios normais de fragmentos de genes de
imunoglobulina) . Nas modalidades, uma molécula de anticorpo
se refere a uma porgdo de ligacdo a antigeno imunologicamente
ativa de uma molécula de imunoglobulina, tal como um
fragmento de anticorpo. Um fragmento de anticorpo, por
exemplo, fragmento funcional, compreende uma porcdo de um
anticorpo, por exemplo, Fab, Fab', F(ab')2, F(ab)2, fragmento
variavel (Fv), anticorpo de dominio (dAb) ou fragmento de
variidvel com wuma Unica cadeia (scFv). Um fragmento de
anticorpo funcional se liga ao mesmo antigeno que aquele
reconhecido pelo anticorpo intacto (por exemplo, comprimento
total). Os termos "fragmento de anticorpo" ou "fragmento
funcional™ também incluem fragmentos isolados que consistem
nas regldes variaveis, tais como fragmentos "Ev" que
consistem nas regibes variaveis das cadeias pesada e leve ou
moléculas de polipeptideo recombinante com uma Unica cadeia
nas quals as regifes varidveis de cadeias leve e pesada sédo
conectadas por um ligante peptidico ("proteinas scFv"). Em
algumas modalidades, um fragmento de anticorpo ndo inclui
partes de anticorpos sem atividade de ligacdo a antigeno,
tais como fragmentos Fc, ou residuos de aminoacido
individuais. Moléculas de anticorpo exemplificativas incluem

anticorpos de comprimento total e fragmentos de anticorpo,
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por exemplo, dAb (anticorpo de dominio), fragmentos com uma
Gnica cadeia, Fab, Fab' e F(ab'): e fragmentos variadveis com
uma unica cadeia (scFvs).

(00981 O termo "molécula de anticorpo" também abrange
fragmentos inteiros ou de ligacdo a antigeno de anticorpos
de dominio ou dominio unico, os quals também podem ser
denominados como "sdAb" ou "VHH". Os anticorpos de dominio
compreendem Vy ou Vi que podem atuar como fragmentos de
anticorpos isolados. Além disso, os anticorpos de dominio
incluem anticorpos com cadela pesada apenas (HCAbs). Os
anticorpos de dominio também incluem um dominio CH2 de uma
IgG como a estrutura (cerne) na qual as algcas de CDR sé&o
enxertadas. Eles também podem, em geral, ser definidos como
um polipeptideo ou proteina que compreende uma sequéncia de
aminodcidos que é constituida por quatro regides estruturais
interrompidas por trés regides determinantes de
complementaridade. Isto é representado como FR1-CDR1-FR2-
CDR2-FR3-CDR3-FR4. Os sdAbs podem ser produzidos em
camelideos, tais como lhamas, mas também podem ser gerados
sinteticamente usando métodos bem conhecidos na técnica. A
numeracdo dos residuos de aminodcidos de um sdAb ou
polipeptideo estd de acordo com a numeragdo geral para
dominios VH fornecida por Kabat et al. ("Sequence of Proteins

of Immunological Interest"™, US Public Health Services, NIH
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Bethesda, MD, Publicacdo N° 91, o qual é aqui incorporado
por referéncia). De acordo com esta numeracdo, a FR1 de um
sdAb compreende os residuos de aminodcidos nas posigbes 1-
30, a CDR1 de um sdAb compreende os residuos de aminodcidos
nas posigbes 31-36, a FR2 de um sdAb compreende os
aminodcidos nas posicgdes 36-49, a CDR2 de um sdAb compreende
os residuos de aminoadcidos nas posicgdes 50-65, a FR3 de um
sdAb compreende os residuos de aminocdcidos nas posicdes 66-
94, a CDR3 de um sdAb compreende os residuos de aminoacidos
nas posicgbes 95-102 e a FR4 de um sdAb compreende os residuos
de aminoAcidos nas posigdes 103-113. Os anticorpos de dominio
também sdo descritos nos documentos W02004041862 e
W02016065323, cada um dos gquais é agqui incorporado por
referéncia. Os anticorpos do dominio podem ser uma porcdo de
alvejamento, conforme descrito aqui.

[C099] As moléculas de anticorpo podem ser
monoespecificas (por exemplo, monovalentes ou bivalentes),
biespecificas (por exemplo, bivalentes, trivalentes,
tetravalentes, pentavalentes ou hexavalentes),
triespecificas (por exemplo, trivalentes, tetravalentes,
pentavalentes, hexavalentes) ou com ordens mais elevadas de
especificidade (por exemplo, tetraespecificas) e/ou ordens
de valéncia mais elevadas do que a hexavaléncia. Uma molécula

de anticorpo pode compreender um fragmento funcional de uma
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regido variavel de cadeia leve e um fragmento funcional de
uma regido varidvel de cadeia pesada, ou as cadeias pesada
e leve podem ser fundidas em um Gnico polipeptideo.

[0100] Exemplos de formatos para compostos
terapéuticos multiespecificos, por exemplo, moléculas de
anticorpos biespecificas, sdo mostrados nos exemplos nédo
limitativos a seguilr. Embora i1lustradas com moléculas de
anticorpo, elas podem ser usadas como plataformas para
moléculas terapéuticas que incluem outras porcgdes que ndo é
com base em anticorpos como porgdes de ligacdo ou efetoras
especificas. Em algumas modalidades, estes exemplos né&o
limitativos sdo com base em formatos Fc simétricos ou
assimétricos.

[0101] Por exemplo, as figuras ilustram uma abordagem
simétrica ndo limitativa e variada do homodimero. Em algumas
modalidades, a interface de dimerizacdo esti centralizada em
torno dos dominios CH2-CH3 de IgGl humana, os quals dimerizam
através de uma interface de contato que abrange CH2/CH2 e
CH3/CH3. Os anticorpos biespecificos resultantes mostrados
tém uma valéncia total compreendida de quatro unidades de
ligacdo, com duas unidades de ligacdo idénticas no N-terminal
de cada lado do dimero e duas unidades idénticas no C-
terminal de cada lado do dimero. Em cada caso, as unidades

de ligacdo no N-terminal do homodimero sdo diferentes
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daquelas no C-terminal do homodimero. O uso deste tipo de
bivaléncia para um receptor inibidor de células T em qualqgquer
um dos terminails da molécula e a bivaléncia para um antigeno
de unido tecidual podem ser obtido em cada extremidade da
molécula.

[0102] Por exemplo, na FIG. 3, ¢é ilustrada uma
modalidade ndo limitativa. O N-terminal do homodimero contém
dois dominios Fab idénticos compreendidos de duas cadeias
leves idénticas, os gquais s&do polipeptideos separados, em
interface com os dominios VH-CH1 N-terminais de cada cadeia
pesada por meio da interacdo VH/VL e interacdo Ccapa ou
Clambda com CH1. A ligacdo de dissulfureto nativa entre Ccapa
ou Clambda com CHl1 estd presente, constituindo uma &ncora
covalente entre as cadelas leve e pesada. No C-terminal desta
concepcgdo, h& duas unidades scFv idénticas, nas quais (neste
exemplo) o C-terminal do dominio CH3 de Fc é seguido por um
ligante hidrofilico flexivel tipicamente compreendido (porém
sem limitacdes) de residuos de serina, glicina, alanina e/ou
treonina, os quais s&do seguidos pelo dominio VH de cada
unidade scFv, o qual é seguido por um ligante rico em
glicina/serina, seguido por um dominio VL. Estes dominios VH
e VL em tandem se associam para formar um fragmento varidvel
com uma Unica cadeia (scFv) preso ao C-terminal do Fc. HA

duas unidades no C-terminal desta molécula em virtude da
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natureza homodimérica centralizada no Fc. A ordem de dominio
dos scFvs pode ser configurada para ser do N- para o C-
terminal como VH-Ligante-VL ou VL-Ligante-VH.

[0103] Um exemplo ndo limitativo de uma molécula que
tem diferentes regides de ligacédo nas diferentes
extremidades é onde uma extremidade é um agonista de PD-1 e
o anticorpo que confere especificidade ao alvo é um anticorpo
anti-MAdCAM-1. Isto pode ser ilustrado conforme mostrado,
por exemplo, na Figura 3 A, a qual ilustra as moléculas em
diferentes orientacdes.

[0104] Em algumas modalidades, o anticorpo anti-MAdCAM
é um anticorpo blogqueador ou ndo bloqueador, conforme
descrito em outra parte aqui. Sem estar preso a nenhuma
teoria, foi mostrado que a MAdCAM interage com a "cabeca"”" da
integrina o4p7 expressa em linfécitos por meio de varios
residuos em seus dois dominios da superfamilia I de Ig e a
base estrutural de nivel atdmico para esta interacdo foi
descrita (Viney J.L. et al. J Immunol. 157, 2488-2497; Yu Y
et al. (2013). J Biol Chem. 288, 6284-6294; Yu Y. et al.
(2012). J Cell Biol. 196, 131-146, cada um dos quais
incorporado por referéncia na 1integra). Fol mostrado em
grandes detalhes estruturals, mecanicistas e funcionais em
sistemas moleculares tanto de seres humanos (Chen J. et al.

(2003) . Nat Struct Biol. 10, 995-1001; de Chateau M. et al.
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(2001) . Biochemistry. 40, 13972-13979) quanto camundongos
(Day E.S. et al. (2002). Cell Commun Adhes. 9, 205-219;
Hoshino H. et al. (2011). J Histochem Cytochem. 59, 572-583)
que qualgquer interacdo da MAdCAM com o4B7 depende de trés
sitios de 1ligacgdo presentes no dominio de tipo I da
subunidade 7 de beta integrina e que estes sitios de ligacgédo
de metal podem se coordenar com Caz+, Mny+ e Mgzt+. Usando
ensaios de adesdo celular, citometria de fluxo e/ou ensaios
de cdmara de fluxo na presenca de altos niveils de Cax+ com
ou sem Mgz+ ou Mnz+, foi mostrado que a interacdo MAdCAM/ocdp7
é de menor afinidade funcional e permite a adesdo continua
de linfécitos, enquanto que em um baixo nivel de Ca2+, mas
um nivel maior de Mgz+ ou Mnz+, o qual ativa a integrina, a
interacdo MAACAM/ocdp7 é de maior afinidade funcional e media
a adesdo firme de linfdécitos (Chen J. et al. (2003). Nat
Struct Biol. 10, 995-1001). VAarios grupos mostraram que
diversos ensaios de adesdo/interacdo com base em células,
membrana celular e/ou proteina celular podem ser usados, com
FACS, contagens com base em cédmaras de fluxo celular ou
leituras com base em IHC para monitorar o impacto de
anticorpos anti-MAdCAM ou anti-oc4p7 apds interacdo de
MAdCAM com adp7, permitindo identificar anticorpos
bloqueadores ou ndo bloqueadores (Nakache, M. et al. (1989).

Nature. 337, 179-181; Streeter, P.R. et al. (1988) Nature.
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331. 41-46; Yang Y. et al. (1995). Scand J. Immunol. 42.
235-247; Leung E. et al. (2004). Cell Immunol Biol. 82. 400-
409; Pullen N. et al. (2009). B. J. Pharmacol. 157. 281-
293; Soler D. et al. (2009). J. Pharmacol Exp Ther. 330.
864-875; Qi J. et al. (2012). J. Biol Chem. 287. 15749-
15759).

[0105] 1Isto foi exemplificado no caso do sistema de
camundongo com a identificacdo de anticorpos anti-MAdCAM de
camundongo, tais como MECA-89 (ndo bloqueador) e MECA-367
(bloqueador)) Nakache, M. et al. (1989). Nature 337, 179-
181; Streeter, P.R. et al. (1988). Nature 331. 41-46; Yang
Y. et al. (1995). Scand J. Immunol. 42. 235-247). Em um
sistema humano, foram identificados anticorpos que blogqueiam
a interacdo de MAdCAM humana com o4pf7 humana, tal como o
anticorpo anti-MAdCAM humana PF-00547659 (Pullen N. et al.
(2009). B. J. Pharmacol. 157. 281-293) e o anticorpo anti-
a4B7 humana vedolizumabe (Soler D. et al. (2009). J Pharmacol
Exp Ther. 330. 864-875), bem como anticorpos que né&o
bloqueiam a interacdo, tals como o clone anti-MAdCAM humana
17F5 (Soler D. et al. (2009). J. Pharmacol Exp Ther. 330.
864-875) e o clone anti-a4pB7 humana J19 (Qi J. et al. (2012).
J. Biol Chem. 287. 15749-15759). Assim, o anticorpo pode ser
bloqueador ou ndo com base no efeito desejado. Em algumas

modalidades, o anticorpo ¢é um anticorpo MAdCAM néo
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bloqueador. Em algumas modalidades, o anticorpo é um
anticorpo MAdCAM bloqueador. Um exemplo ndo limitativo para
demonstrar se um anticorpo é bloqueador ou ndo pode ser
encontrado no Exemplo 6, porém, gqualquer método pode ser
usado. Cada uma das mencdes descritas aqui é incorporada por
referéncia na integra. Em algumas modalidades, o agonista de
PD-1 é substituido por uma muteina de IL-2 tal como, porém
sem limitacdes, aquelas descritas aqui.

[C10¢6] Em outro exemplo, e conforme representado na
Figura 4, o N-terminal do homodimero contém dois dominios
Fab idénticos compreendidos de duas cadeias leves idénticas,
as quais sédo polipeptideos separados, em interface com os
dominios VH-CHl N-terminais de cada cadeia pesada por meio
da interacdo VH/VL e interacdo Ccapa ou Clambda com CHl1. A
ligacdo de dissulfureto nativa entre Ccapa ou Clambda com
CHl1 estid presente, constituindo uma &ncora covalente entre
as cadeias leve e pesada. No C-terminal desta concepcdo, héa
duas unidades VH idénticas (embora porgdes que ndo é com
base em anticorpos também possam ser substituidas aqui ou em
qualquer um dos quatro pontos terminais de ligacdo/fuséio)
onde (neste exemplo) o C-terminal do dominio CH3 de Fc é
seguido por um ligante hidrofilico flexivel tipicamente
compreendido de (porém sem limitacdes) residuos de serina,

glicina, alanina e/ou treonina, o qual é seguido por um
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dominio VH com base na familia de linhagem germinativa VH3
independente e soltivel. H& duas unidades no C-terminal desta
molécula em virtude da natureza homodimérica centralizada na
Fc.

[0167] Em outro exemplo ndo limitativo, conforme
representado na FIG. 5, o N-terminal do homodimero contém
dois dominios Fab idénticos compreendidos de duas cadeias
leves idénticas as gquais, diferentemente da Figura 3 e
Figura 4, estdo fisicamente ligadas & cadeia pesada no N-
terminal por meio de um ligante entre o C-terminal de Ccapa
ou Clambda e o N-terminal da VH. O ligante pode ter 36-80
aminodcidos de comprimento e compreender residuos de serina,
glicina, alanina e treonina. As cadeias leves N-terminais
fisicamente conectadas fazem interface com os dominios VH-
CH1 N-terminais de cada cadela pesada via interacdo VH/VL e
interacdo Ccapa ou Clambda com CH1. A ligacdo de dissulfureto
nativa entre Ccapa ou Clambda com CH1 estd presente,
conferindo estabilidade adicional entre as cadeias leve e
pesada. No C-terminal desta concepcdo hd duas unidades Fab
idénticas, nas quais (neste exemplo) o C-terminal do dominio
CH3 da Fc é seguido por um ligante hidrofilico flexivel
tipicamente compreendido de (porém sem limitacdes) residuos
de serina, glicina, alanina e/ou treonina, os quais séo

seguidos por um dominio CHl, seguido por um dominio VH no C-
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terminal. A cadeia leve que é concebida para emparelhar com
os dominios CH1/VH do C-terminal é expressa como um
polipeptideo separado, diferentemente da cadeia leve do N-
terminal que é conjugada aos dominios VH/CH1 do N-terminal,
conforme descrito. As cadelas leves do C-terminal formam uma
interface entre VH/VL e Ccapa ou Clambda com CHl1. A ligacéao
de dissulfureto nativa ancora esta cadeia leve a cadeila
pesada. Novamente, qualquer uma das por¢des de anticorpo em
qualquer um dos quatro pontos de 1ligacdo/fusdo pode ser
substituida por uma porcdo gue ndo é com base em anticorpos,
por exemplo, uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que néao
compreende uma molécula de anticorpo.

[0108] Os anticorpos biespecificos também podem ser
assimétricos, conforme mostrado nos exemplos ndo limitativos
a seqgulr. Um exemplo ndo limitativo também é representado na
Figura 6, Figura 7 e Figura 8, as quals ilustram uma
abordagem assimétrica/heterodimero. Novamente, em gqualquer
um destes formatos, qualquer uma das porgdes de anticorpo em
qualquer um dos quatro pontos de ligacdo/fusdo pode ser
substituida por uma porgdo gue ndo é com base em anticorpos,
por exemplo, uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que néao
compreende uma molécula de anticorpo. Em algumas
modalidades, a interface de dimerizacdo esti centralizada em

torno dos dominios CH2-CH3 de IgGl humana, os quals dimerizam
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por meio de uma interface de contato que abrange CH2/CH2 e
CH3/CH3. No entanto, para alcancar heterodimerizacdo em vez
de homodimerizacdo de cada cadeia pesada, sdo introduzidas
mutacdes em cada dominio CH3. As mutacdes de
heterodimerizacdo incluem a mutacdo T366W (Kabat) em um
dominio CH3 e as mutacgbes T366S, L368A e Y407V (Kabat) no
outro dominio CH3. A interface de heterodimerizacdo pode ser
adicionalmente estabilizada com ligacg®es de dissulfureto de
novo por meio de mutacdo de residuos nativos em residuos de
cisteina, tais como 8354 e Y349, em lados opostos da
interface CH3/CH3. Os anticorpos biespecificos resultantes
mostrados tém uma valéncia total compreendida de quatro
unidades de ligacdo. Com esta abordagem, a molécula geral
pode ser concebida para ter biespecificidade em apenas um
terminal e monoespecificidade no outro terminal
(triespecificidade geral) ou biespecificidade em qualquer
terminal com uma especificidade molecular geral de 2 ou 4.
Nos exemplos i1lustrativos abaixo, o C-terminal compreende
dois dominios de ligacdo idénticos os quais poderiam, por
exemplo, conferir monoespecificidade bivalente para um alvo
de unido tecidual. No N-terminal de todos os trés exemplos
ilustrativos, ambos os dominios de ligagdo compreendenm
diferentes elementos/paratopos de reconhecimento e os quais

poderiam alcancar o reconhecimento de dois epitopos
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diferentes no mesmo alvo da porcdo efetora, ou poderiam
reconhecer, por exemplo, um receptor inibidor de células T
e CD3. Em algumas modalidades, as porgdes de ligacdo ao N-
terminal podem ser substituidas por outros formatos de
polipeptideo tGnico, tails como configuracgdes de anticorpo de
dominio scFv, Fab com uma Unica cadeia, scFv em tandem, VH
ou VHH, por exemplo. Outros tipos de elemento de
reconhecimento também podem ser usados, tais como peptideos
lineares ou ciclicos.

[C102] Um exemplo de uma molécula assimétrica é
representado na Figura 6. Em referéncia a Figura 6, o N-
terminal da molécula é compreendido de uma primeira cadeia
leve emparelhada com uma primeira cadeia pesada via
interacdes VH/VL e Ccapa ou Clambda/CH1 e um elemento de
unido covalente compreendido da 1ligacdo de dissulfureto
nativa da cadeia pesada/cadeia leve. No lado oposto desta
molécula heterodimérica, no N-terminal h& uma segunda cadeia
leve e uma segunda cadeia pesada as quals estdo fisicamente
ligadas através de um ligante entre o C-terminal de Ccapa ou
Clambda e o N-terminal da VH. O 1ligante pode ter 36-80
aminodcidos de comprimento e compreender residuos de serina,
glicina, alanina e treonina. As cadeias leves N-terminais
fisicamente conjugadas fazem interface com os dominios VH-

CH1 N-terminails de cada cadeia pesada através da interacédo
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VH/VL e interacdo Ccapa ou Clambda com CHl1. A ligacdo de
dissulfureto nativa entre Ccapa ou Clambda com CHlesté&
presente, conferindo estabilidade adicional entre as cadeias
leve e pesada. No C-terminal da molécula, h&d dois dominios
idénticos da familia da linhagem germinativa VH3-VH3
soltveis unidos por meio de um ligante no N-terminal de
glicina/serina/alanina/treonina ao C-terminal do dominio CH3
da cadeia pesada 1 e da cadeia pesada 2.

[C1107 Em algumas modalidades, uma molécula
assimétrica pode ser ilustrada conforme representado na
Figura 7. Por exemplo, o N-terminal da molécula &
compreendido de dols dominios VH diferentes solGvels com
base na linhagem germinativa VH3 ligados & regldo de
dobradica de IgGl humana por meio de um ligante com base em
glicina/serina/alanina/treonina. O dominio VH conectado a
primeira cadeia pesada é diferente do dominio VH conectado
4 segunda cadela pesada. No C-terminal de cada cadela pesada,
hd um dominio VH soltivel adicional com base na linhagem
germinativa VH3 o qual é idéntico em cada uma das duas
cadeias pesadas. A cadeia pesada heterodimeriza através dos
botdes (knobs) descritos anteriormente em mutacgdes nos furos
(holes) presentes na interface CH3 do mdédulo Fc.

(81117 Em algumas modalidades, uma molécula

assimétrica pode ser conforme ilustrado na Figura 8. Este
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exemplo é similar a molécula mostrada na Figura 7, exceto
que as duas unidades Fab do N-terminal sdo configuradas de
maneira que a cadeia leve 1 e a cadeia 1leve 2 estejam
fisicamente ligadas & cadeia pesada 1 e a cadeia pesada 2
por meio de um ligante entre o C-terminal de Ccapa ou Clambda
e o N-terminal de cada respectiva VH. O ligante pode, em
cada caso, ter 36-80 aminoadcidos de comprimento e compreender
residuos de serina, glicina, alanina e treonina. As cadeias
leves N-terminais fisicamente conectadas fazem interface com
os dominios VH-CHl1 N-terminais de cada cadeia pesada via
interacdo VH/VL e interacdo Ccapa ou Clambda com CH1l. A
ligacdo de dissulfureto nativa entre Ccapa ou Clambda com
CHl1 estd presente, conferindo estabilidade adicional entre
as cadeias leve e pesada.

[C112] Moléculas biespecificas também podem ter um
formato misto. Isto é ilustrado, por exemplo, na FIG. 9,
FIG. 10 e FIG. 11.

[0113] Por exemplo, conforme ilustrado na FIG. 9, é
mostrada uma abordagem com base no homodimero de Fc (vide
FIGS. 3, 4 e 5) combinado com a selecdo de formato de porcgédo
da FIG. 7, em que a valéncia molecular total é& quatro, porém,
a especificidade estd restrita a duas especificidades. O N-

terminal é compreendido de dois dominios VH idénticos

soltiveis da 1linhagem germinativa VH3 e o C-terminal ¢é
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compreendido de dols dominios VH idénticos solliveis de
linhagem germinativa VH3 com especificidade diferente dos
dominios N-terminais. Portanto, cada especificidade tem uma
valéncia de dois. Novamente, neste formato, gqualgquer uma das
porcdes de anticorpo em qualquer um dos gquatro pontos de
ligacdo/fusdo pode ser substituida por uma porcdo que ndo é
com base em anticorpos, por exemplo, uma porgdo de
ligacdo/modulacdo efetora que ndo compreende uma molécula de
anticorpo.

[0114] A FIG. 10 ilustra outro exemplo. Neste exemplo,
a molécula é compreendida de quatro dominios VH soltiveis com
base na linhagem germinativa VH3. Os dois primeiros dominios
tém a mesma especificidade (por exemplo, um receptor
inibidor), o terceiro dominio do N-terminal pode ter
especificidade por um antigeno tecidual e o gquarto dominio
do N-terminal pode ter especificidade pela albumina sérica
humana (HSA), deste modo, assegurando a meila-vida prolongada
da molécula na auséncia de um dominio Fc de Ig. H& trés
ligantes ricos em glicina, serina, alanina e/ou treonina
entre os dominios 1 e 2, dominios 2 e 3 e dominios 3 e 4.
Este formato pode ser configurado até com
tetraespecificidade, porém, monovalente em cada caso ou ter
biespecificidade com bivaléncia em cada caso. A ordem dos

dominios pode ser alterada. Novamente, neste formato,
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qualquer uma das porcgdes de anticorpo pode ser substituida
por uma porgdo que ndo é com base em anticorpos, por exemplo,
uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que ndo compreende
uma molécula de anticorpo.

[0115] A FIG. 11 ilustra ainda outra abordagem. Este
exemplo é similar as FIGS. 3 e 4, na medida em que é o
homodimero de Fc com base em duas unidades Fab idénticas
(monoespecificidade bivalente) no N-terminal da
molécula. Este exemplo difere pelo fato de gque o C-terminal
de cada cadeia pesada é ligado com um scFv em tandem. Assim,
em cada caso, o C-terminal do dominio CH3 da Fc é ligado por
meio de um ligante com base em
glicina/serina/alanina/treonina ao N-terminal de um primeiro
dominio VH, o qual é ligado via o C-terminal através de um
ligante rico em glicina/serina de 12-15 aminoAcidos ao N-
terminal de um primeiro dominio VL, o qual é ligado através
de um ligante com base em glicina/serina/alanina/treonina de
25-35 aminocadcidos no C-terminal ao N-terminal de um segundo
dominio VH, o qual é ligado através do C-terminal através de
um ligante com base em glicina/serina de 12-15 aminoacidos
ao N-terminal de um segundo dominio VL. Nesta molécula com
base em homodimero de Fc, portanto, h&d dois scFvs em tandem
idénticos no C-terminal da molécula, conferindo

tetravaléncia para um antigeno tecidual tnico, por exemplo,
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ou bivaléncia para duas moléculas diferentes. Este formato
também poderia ser adaptado com um nlGcleo de Fc
heterodimérico que permite dois scFvs em tandem diferentes
no C-terminal da Fc, conferindo tetraespecificidade
monovalente no C-terminal, ao mesmo tempo em gue mantém
monoespecificidade bivalente no N-terminal ou
biespecificidade monovalente no N-terminal através do uso de
configuragbes Fab com uma Unica cadeia, conforme nas
Figuras 5, 6 e 7. Esta molécula pode, portanto, ser
configurada para ter 2, 3, 4, 5 ou 6 especificidades. A ordem
de dominio dos scFvs nas unidades de scFv em tandem pode ser
configurada para ser, a partir do N- para o C-terminal, VH-
Ligante-VL ou VL-Ligante-VH. Novamente, neste formato,
qualquer uma das por¢des de anticorpo em gqualgquer um dos
quatro pontos de ligacdo/fusdo pode ser substituida por uma
porcdo gque ndo é com base em anticorpos, por exemplo, uma
porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que ndo compreende uma
molécula de anticorpo.

[0116] Anticorpos Dbiespecificos também podem ser
construidos para ter, por exemplo, PK sistémica mais curta
e, ao mesmo tempo, aumentar a penetracdo tecidual. Estes
tipos de anticorpos podem ser com base, por exemplo, em um
formato de anticorpo de dominio humano com base em VH3. Estes

sdo 1ilustrados, por exemplo, nas Figuras 12, 13 e 14. As
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Figuras 12, 13 e 14 compreendem, cada uma, um mdébdulo de
dominio VH soltvel <com base na familia da linhagem
germinativa VH3. Cada dominio tem aproximadamente 12,5 kDa,
permitindo um pequeno MW geral o qual, sem estar preso a
nenhuma teoria especifica, seria benéfico para a penetracédo
tecidual aumentada. Nestes exemplos, nenhum dos dominios VH
reconhece alvos gque prolongam a meia-vida, tais como FcRn ou
HSA. Conforme ilustrado na Figura 12, a molécula &
compreendida de dois dominios VH unidos a um ligante com
base em glicina/serina hidrofilico flexivel entre o C-
terminal do primeiro dominio e o N-terminal do segundo
dominio. Neste exemplo, um dominio pode reconhecer um
receptor coestimulador de <células T e o segundo pode
reconhecer um antigeno de unido tecidual. Conforme ilustrado
na Figura 13, a molécula é compreendida de trés dominios VH
com ligagdes N-C terminais de ligantes com base em
glicina/serina hidrofilicos. A molécula pode ser configurada
para ser triespecifica, porém, monovalente para cada
alvo. Ela pode ser biespecifica com bivaléncia para um alvo
e monovaléncia para outro. Conforme ilustrado na Figura 14,
a molécula é compreendida de quatro dominios VH com ligantes
ricos em glicina/serina N-C terminais entre cada
dominio. Esta molécula pode ser configurada para ser

especifica, triespecifica ou bilespecifica com diferentes
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valéncias antigénicas em cada caso. Novamente, neste
formato, qualquer uma das porgdes de anticorpo em pode ser
substituida por uma porcdo gue ndo é com base em anticorpos,
por exemplo, uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que néao
compreende uma molécula de anticorpo.

[0117] Outras modalidades de anticorpos biespecificos
sdo 1ilustradas nas FIGS. 15 e 16. As FIGS. 15 e 16 sdo
compreendidas de um nlGcleo naturalmente heterodimerizante da
interface CHl1/Ccapa de IgG humana, incluindo a ligacdo de
dissulfureto das cadeias pesada/leve C-terminal que ancora
a interacdo de forma covalente. Este formato ndo contém uma
Fc ou nenhuma porcgdo para prolongar a meia-vida. Conforme
ilustrado na FIG. 15, a molécula, no N-terminal do dominio
capa constante, é ligada a um fragmento scFv que consiste em
um dominio VH N-terminal ligado, em seu C-terminal, ao N-
terminal de um dominio VL através de um ligante com base em
Gly/Ser de 12 a 15 aminocadcidos o qual estad ligado, através
de seu C-terminal, ao N-terminal do dominio capa constante
através da sequéncia de dobradica VL-Ccapa nativa. O dominio
CH1 é ligado ao N-terminal com um fragmento scFv que consiste
em um dominio VL N-terminal ligado ao seu C-terminal através
de um ligante de Gly/Ser de 12-15 aminoadcidos ao N-terminal
de um dominio VH o qual estd ligado, em seu C-terminal, ao

N-terminal dos dominios CHl através da sequéncia de dobradica
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VH-CH1 nativa. Conforme ilustrado na Figura 16, a molécula
tem a mesma configuracdo N-terminal do Exemplo 13. No
entanto, o C-terminal dos dominios capa e CHl1 constantes é
ligado a médulos scFv que podem estar na configuracdo VH-VL
ou VL-VH e podem ser especificos para o mesmo antigeno ou
especificos para dois antigenos diferentes. Os ligantes
entre os dominios VH/VL podem ter 12-15 aminodcidos de
comprimento e consistir em <residuos de Gly/Ser. As
subunidades de ligacdo ao scFv podem ser substituidas por
dominios VH soluveis ou elementos de reconhecimento
peptidicos ou mesmo elementos scFv em tandem. Esta abordagem
também pode ser configurada para usar dominios lambda
varidveis e/ou lambda constantes. Novamente, neste formato,
qualquer uma das porc¢des de anticorpo em qualquer um dos
pontos de ligacdo/fusdo pode ser substituida por uma porgdo
que ndo é com base em anticorpos, por exemplo, uma porgdo de
ligacdo/modulacdo efetora que ndo compreende uma molécula de
anticorpo.

[0118] A FIG. 17 ilustra outra modalidade. A Figura 17
representa um formato scFv em tandem que consiste em um
primeiro dominio VL N-terminal ligado, em seu C-terminal, ao
N-terminal de um primeiro dominio VH com um ligante rico em
Gly/Ser de 12-15 aminoacidos segquido, no primeiro C-terminal

VH, por um ligante com base em Gly/Ser/Ala/Thr de 25 a 30
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aminodcidos no N-terminal de um segundo dominio VL. O segundo
dominio VL estéd ligado, no C-terminal, ao N-terminal de um
segundo dominio VH por um 1ligante de Gly/Ser de 12 a 15
aminodcidos. Cada scFv reconhece um antigeno alvo diferente,
tal como uma molécula de célula T coestimuladora e um alvo
de unido tecidual. Novamente, neste formato, qualquer uma
das porcgdes de anticorpo pode ser substituida por uma porgdo
que ndo é com base em anticorpos, por exemplo, uma porcgdo de
ligacdo/modulacdo efetora que ndo compreende uma molécula de
anticorpo.

[011%] A FIG. 18 ilustra outra modalidade. A Figura 18
€ uma fusdo de F(ab')z/scFv. Esta consiste em doils
componentes Fab idénticos unidos através de duas ligacgles de
dissulfureto na regido de dobradica de IgGl humana nativa C-
terminal do dominio CHl1 de IgG humana. Os dominios CH2 e CH3
de IgGl humana estdo ausentes. No C-terminal das cadeias
pesadas 1 e 2, h& dois fragmentos scFv 1dénticos ligados
através de um ligante rico em Gly/Ser/Ala/Thr ao C-terminal
da regido de dobradica de hulgGl. Na configuracdo mostrada,
a VH é N-terminal em cada unidade scFv e ligada através de
um ligante rico em Gly/Ser de 12-15 aminoadcidos ao N-terminal
de um dominio VL. Uma configuracdo alternativa seria N-term-

V9L-Ligante-VH-C-term. Nesta concepcdo, a construgcdo é

biespecifica com bivaléncia para atingir o alvo. Novamente,
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neste formato, gqualquer uma das porc¢des de anticorpo em
qualquer um dos quatro pontos de 1ligacdo/fusdo pode ser
substituida por uma porgdo gue ndo é com base em anticorpos,
por exemplo, uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que néao
compreende uma molécula de anticorpo.

[0120] Molécula de CD39, conforme este termo é usado
aqui, se refere a um polipeptideo gque tem uma sequéncia de
CD39 suficiente que, como parte de um composto terapéutico,
fosfo-hidrolisa ATP em AMP. Em algumas modalidades, uma
molécula de CD39 fosfo-hidroliza ATP em AMP equivalente a,
ou pelo menos, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 95 % da
taxa de uma CD39 de ocorréncia natural, por exemplo, a CD39
da qual a molécula de CD39 foi derivada. Em algumas
modalidades, uma molécula de CD39 tem pelo menos 60, 70, 80,
90, 95, 99 ou 100 % de identidade de sequéncia, ou identidade
de sequéncia substancial, com uma CD39 de ocorréncia natural.
Qualquer i1soforma funcional pode ser usada (com CD39 ou
outras proteinas discutidas aqui). Uma sequéncia de CD39
exemplificativa inclui o Numero de Acesso Genbank #
NP 001767.3 ou uma forma madura da seguinte sequéncia:
MEDTKESNVKTFCSKNILAILGFSSIIAVIALLAVGLTONKALPENVKYGIVLDAGSSH
TSLYIYKWPAEKENDTGVVHQVEECRVKGPGISKEVQKVNEIGIYLTDCMERAREVIPR
SQHQETPVYLGATAGMRLLRMESEELADRVLDVVERSLSNYPFDFQGARIITGQEEGAY

GWITINYLLGKFSQKTRWESIVPYETNNQETFGALDLGGASTQVTEVPONQTIESPDNA
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LOFRLYGKDYNVYTHSFLCYGKDQALWQKLAKDIQVASNEILRDPCFHPGYKKVVNVSD
LYKTPCTKRFEMTLPFQQFETIQGIGNYQQCHQSILELEFNTSYCPYSQCAFNGIFLPPLQ
GDFGAFSAFYFVMKFLNLTSEKVSQEKVTEMMKKEFCAQPWEETIKTSYAGVKEKYLSEYC
FSGTYILSLLLOQGYHFTADSWEHIHFIGKIQGSDAGWTLGYMLNLTNMIPAEQPLSTPL
SHSTYVFLMVLEFSLVLFTVAIIGLLIFHKPSYFWKDMV (SEQ ID NO: 1).

[0121] Em algumas modalidades, uma molécula de CD39
compreende uma forma soltvel cataliticamente ativa de CD39
encontrada em circulacdo no soro humano ou de murino; vide,
por exemplo, Metabolism of Circulating ADP in the Bloodstream
Is Mediated Via Integrated Actions of Soluble Adenylate
Kinase-1 and NTPDasel/CD39 Activities, Yegqutkin et al.,
FASEB J. setembro de 2012; 26(9): 3875-83. Um fragmento de
CD39 recombinante solGivel também é descrito em Inhibition of
Platelet Function by Recombinant Soluble Ecto-ADPase/CD39,
Gayle et al., J Clin Invest. 01 de maio de 1998; 101(9):
1851-1859.

01221 Molécula de CD73, conforme o termo é usado aqui,
se refere a um polipeptideo que tem uma sequéncia de CD73
suficiente gque, como parte de um composto terapéutico,
desfosforila AMP extracelular em adenosina. Em algumas
modalidades, uma molécula de CD73 desfosforila AMP
extracelular em adenosina equivalente a, ou pelo menos, 10,

20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 95 % da taxa de uma CD73

de ocorréncia natural, por exemplo, a CD73 a partir da qual
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a molécula de CD73 foi derivada. Em algumas modalidades, uma
molécula de CD73 tem pelo menos 60, 70, 80, 90, 95, 99 ou
100 % de identidade de sequéncia, ou identidade de sequéncia
substancial, com uma CD73 de ocorréncia natural. Exemplos de
sequéncias de CD73 incluem GenBank  AAH65937.1 57—
nucleotidase, ecto (CD73) [Homo sapiens] ou uma forma madura
da seguinte sequéncia:
MCPRAARAPATLLLALGAVLWPAAGAWELTILHTNDVHSRLEQTSEDSSKCVNASRCMG
GVARLFTKVQQIRRAEPNVLLLDAGDQYQGTIWFTVYKGAEVAHFMNALRYDAMALGNH
EFDNGVEGLIEPLLKEAKFPILSANIKAKGPLASQISGLYLPYKVLPVGDEVVGIVGYT
SKETPFLSNPGTNLVFEDEITALQPEVDKLKTLNVNKIIALGHSGFEMDKLIAQKVRGV
DVVVGGHSNTFLYTGNPPSKEVPAGKYPFIVTSDDGRKVPVVQAYAFGKYLGYLKIEFD
ERGNVISSHGNPILLNSSIPEDPSIKADINKWRIKLDNYSTQELGKTIVYLDGSSQSCR
FRECNMGNLICDAMINNNLRHADETFWNHVSMCILNGGGIRSPIDERNNGTITWENLAA
VLPFGGTFDLVQLKGSTLKKAFEHSVHRYGQOSTGEFLQVGGIHVVYDLSRKPGDRVVKL
DVLCTKCRVPSYDPLKMDEVYKVILPNFLANGGDGFOQMIKDELLRHDSGDQDINVVSTY
ISKMKVIYPAVEGRIKFSTGSHCHGSFSLIFLSLWAVIEFVLYQ (SEQ ID NO: 2).
[0123] Em algumas modalidades, uma molécula de CD73
compreende uma forma soltvel de CD73 gque pode ser eliminada
da membrana das células endoteliais por meio de clivagem
proteolitica ou hidrdélise da dncora de GPI através de tensédo
de cisalhamento; vide, por exemplo, referéncia: Yegutkin G.,
Bodin P., Burnstock G. Effect of Shear Stress on the Release

of Soluble Ecto-Enzymes ATPase and 5’-Nucleotidase Along
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with Endogenous ATP from Vascular Endothelial Cells. Br J
Pharmacol 2000; 129: 921-6. Para funcdo da CD73 vide Colgan
et al., Physiological Roles for Ecto-5’-Nucleotidase (CD73),
Purinergic Signalling, junho de 2006, 2: 351.

[0124] Ligante de molécula na superficie celular,
conforme este termo é usado aqui, se refere a uma molécula,
tipicamente um polipeptideo, que se liga, por exemplo,
especificamente, a uma molécula na superficie celular em uma
célula, por exemplo, uma célula imune imunossupressora, por
exemplo, uma Treg. Em algumas modalidades, o ligante na
superficie celular tem uma sequéncia suficiente de um ligante
de ocorréncia natural da molécula na superficie celular para
que possa se ligar especificamente a molécula na superficie
celular (um ligante de molécula na superficie celular). Em
algumas modalidades, a ligacdo a superficie celular é uma
molécula de anticorpo que se liga, por exemplo, se 1liga
especificamente, & molécula na superficie celular.

[0125] Porgcdo de alvejamento especifica para doador,
conforme este termo é usado aqul, se refere a uma porcgdo,
por exemplo, uma molécula de anticorpo a qual, como um
componente de um composto terapéutico, localiza o composto
terapéutico preferencialmente em um tecido transplantado do
doador em oposicdo ao tecido de um receptor. Como um

componente de um composto terapéutico, a porgao de
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alvejamento especifica para doador confere privilégio imune
especifico para uma localizacdo a um tecido de transplante,
por exemplo, um 6rgdo, de um doador.

[812¢17 Em algumas modalidades, uma porcdo de
alvejamento especifica para doador que se liga ao produto,
por exemplo, um produto polipeptidico, de um alelo presente
em um Iocus, alelo o gqual ndo estd presente no locus no
individuo (receptor). Em algumas modalidades, uma porcdo de
alvejamento especifica para doador se liga a um epitopo no
produto, epitopo o qual ndo estd presente no individuo
(receptor).

(01277 Em algumas modalidades, uma porcdo de
alvejamento especifica para doador, como um componente de um
composto terapéutico, se liga preferencialmente a um alvo ou
antigeno do doador, por exemplo, tem uma afinidade de ligacédo
pelo alvo do doador gque é maior pelo antigeno ou tecido do
doador, por exemplo, pelo menos 2, 4, 5, 10, 50, 100, 500,
1.000, 5.000 ou 10.000 vezes maior do que sua afinidade pelo
antigeno ou tecido do individuo. Em algumas modalidades, uma
porcdo de alvejamento especifica para doador tem uma
afinidade de ligacdo por um produto de um alelo de um locus
presente no tecido do doador (mas ndo presente no individuo)
pelo menos 2, 4, 5, 10, 50, 100, 500, 1.000, 5.000 ou 10.000

vezes maior do que sua afinidade pelo produto do alelo do
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locus presente no individuo (alelo o qual ndo estd presente
no tecido do doador). A afinidade de um composto terapéutico
do qual a porcdo especifica para doador é um componente pode
ser medida em uma suspensdo celular, por exemplo, a afinidade
por células suspensas com o alelo é comparada com sua
afinidade por células suspensas que ndo possuem o alelo. Em
algumas modalidades, a afinidade de ligacdo por células do
alelo do doador estéd abaixo de 10 nM. Em algumas modalidades,
a afinidade de ligacdo por células do alelo do doador esté
abaixo de 100 pM, 50 pM ou 10 pM.

[0128] Em algumas modalidades, a especificidade por um
produto de um alelo do doador é suficlente para gque, gquando
a porcgdo de alvejamento especifica para doador é acoplada a
um efetor de regulacdo negativa imune: i) o ataque imune do
tecido transplantado, por exemplo, conforme medido pela
resposta inflamatéria histoldgica, infiltracdo de células T
efetoras ou funcdo do 6rgdo, no ambiente clinico - por
exemplo, creatinina para o rim, seja substancilalmente
reduzido, por exemplo, comparado com aquele gque seria
observado em um implante similar, porém, sem a porcdo de
alvejamento especifica para doador estar acoplada a um efetor
de regulacdo negativa imune; e/ou 1i) a funcdo imune no
receptor, fora ou distante do tecido transplantado, seja

substancialmente mantida. Em algumas modalidades, um ou mais
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dos seguintes sdo observados: em nivels terapéuticos do
composto terapéutico, a contagem de 1linfbécitos no sangue
periférico ndo é substancialmente afetada, por exemplo, o
nivel de células T estd dentro de 25, 50, 75, 85, 90 ou 95
% do normal, o nivel de células B estd dentro de 25, 50, 75,
85, 90 ou 95 % do normal e/ou o nivel de granuldécitos (PMNs)
estd dentro de 25, 50, 75, 85, 90 ou 95 % do normal ou o
nivel de monécitos estd dentro de 25, 50, 75, 85, 90 ou 95
% do normal; em nivels terapéuticos do composto terapéutico,
a funcéo proliferativa ex vivo de PBMCs (células
mononucleares de sangue ©periférico) contra antigenos
relevantes para a doenca é substancialmente normal ou esté
dentro de 70, 80 ou 90 % do normal; em niveis terapéuticos
do composto terapéutico, a incidéncia ou risco de infeccgbes
oportunistas e cénceres associados a imunossupressdo néo
aumenta substancialmente acima do normal; ou em niveils
terapéuticos do composto terapéutico, a incidéncia ou risco
de infeccgdes oportunistas e cédnceres associados a
imunossupressdo é substancialmente menor do que aquele gque
seria observado com o tratamento padrédo ou com
imunossupressdo ndo alvejada. Em algumas modalidades, a
porcdo de alvejamento especifica para doador compreende uma

molécula de anticorpo, um polipeptideo de ligacdo especifica

ao alvo ou uma molécula de ligacdo a ligante alvo.
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0128] Efetor, conforme este termo é usado aqui, se
refere a uma entidade, por exemplo, uma célula ou molécula,
por exemplo, uma molécula soltvel ou na superficie celular,
que media uma resposta imune.

[0130] Molécula de ligacgdo a ligante efetora, conforme
usado aqui, se refere a um polipeptideo que tem uma sequéncia
suficiente de um contraligante de ocorréncia natural de um
efetor que pode se ligar ao efetor com especificidade
suficiente para servir como molécula de ligacdo/modulacéo
efetora. Em algumas modalidades, ela se liga ao efetor com
pelo menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 95 % da
afinidade do contraligante de ocorréncia natural. Em algumas
modalidades, ela tem pelo menos 60, 70, 80, 90, 95, 99 ou
100 % de identidade de sequéncia, ou identidade de sequéncia
substancial, com um contraligante de ocorréncia natural para
o efetor.

[0131] Polipeptideo efetor de 1ligacdo especifica,
conforme usado agqui, se refere a um polipeptideo gque pode se
ligar com especificidade suficiente para servir como uma
porcdo de ligacdo/modulacdo efetora. Em algumas modalidades,
um polipeptideo de 1ligacdo especifica compreende uma
molécula efetora de ligacdo a ligante.

[0132] Risco elevado, conforme usado aqui, se refere

ao risco de um transtorno em um individuo, em que o individuo
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tem um ou mais antecedentes médicos do transtorno ou um
sintoma do transtorno, um bilomarcador associado ao
transtorno ou um sintoma do transtorno ou um histérico
familiar do transtorno ou sintoma do transtorno.

[0133] Molécula de anticorpo funcional para uma
molécula inibidora ou efetora do ponto de verificacdo imune,
conforme este termo é usado aqui, se refere a uma molécula
de anticorpo que, quando presente como a porgdo de
ligacdo/modulacéao ICIM de um composto terapéutico
multimerizado, pode se 1ligar e ¢é agonista da molécula
inibidora ou efetora do ponto de verificacdo imune. Em
algumas modalidades, a molécula de anticorpo antimolécula
inibidora ou efetora do ponto de verificacdo imune, gquando
de ligacdo como um mondmero (ou ligacdo quando o composto
terapéutico ndo é multimerizado) & molécula inibidora ou
efetora do ponto de verificacdo imune, ndo antagoniza, ou
antagoniza substancialmente, impede a ligacdo, ou impede
substancialmente a ligacgdo, de um contraligante enddgeno da
molécula inibidora do ponto de verificacdo imune a molécula
inibidora do ponto de verificacdo imune. Em algumas
modalidades, a molécula de anticorpo antimolécula efetora ou
inibidora do ponto de verificacdo imune, quando de ligacdo
como um mondmero (ou ligacdo quando o composto terapéutico

ndo é multimerizado) &a molécula inibidora do ponto de
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verificacdo imune, ndo é agonista, ou ndo é substancialmente
agonista, da molécula efetora ou inibidora.

[0134] Porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM, conforme este
termo é usado aqui, se refere a uma porgao de
ligacdo/modulacdo efetora que, como parte de um composto
terapéutico, se liga e é agonista de uma molécula inibidora
na superficie celular, por exemplo, uma molécula inibidora
do ponto de verificacdo imune, por exemplo, PD-1, ou se liga
ou modula a sinalizacdo celular, por exemplo, se liga ao
FCRL, por exemplo, FCRL1-6, ou se liga e antagoniza uma
molécula gque promove a funcdo imune.

[01325] Porcdo de ligacdo/modulacdo IIC, conforme este
termo é usado aqui, se refere a uma porgao de
ligacdo/modulacdo efetora que, como parte de um composto
terapéutico, se liga a uma célula imune imunossupressora. Em
algumas modalidades, a porcdo de ligacdo/modulacdo 1IIC
aumenta o numero ou a concentragcdo de uma célula imune
imunossupressora no sitio de ligacéo.

[013¢6] Porcdo de ligacdo/modulacdo ICSM, conforme este
termo é usado aqui, se refere a uma porgao de
ligacdo/modulacéao efetora que antagoniza um efelito
estimulador imune de um par de 1ligacdo estimulador, por
exemplo, coestimulador. Um par de ligacdo estimulador ou

coestimulador, conforme o termo é usado agui, compreende
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dois membros: 1) uma molécula sobre a superficie de uma
célula imune; e 2) o parceiro de ligacdo para esta molécula
celular, o qual pode ser uma célula imune adicional ou uma
célula ndo imune. Normalmente, quando de ligacdo de um membro
ao outro, assumindo que outros requisitos sejam atendidos,
o membro sobre a superficie da célula imune estimula a célula
imune, por exemplo, uma molécula coestimuladora, e ¢é
promovida uma resposta imune. Em situacdes onde a molécula
coestimuladora e a contraestrutura da molécula
coestimuladora sdo ambas expressas nas células imunes, pode
ocorrer a ativacdo bidirecional de ambas as células. Em uma
modalidade, uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICSM se liga e
antagoniza o membro expresso por uma célula imune de um par
de ligacdo. Por exemplo, ela se liga e antagoniza 0X40. Em
outra modalidade, uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICSM se
liga e antagoniza o membro do par de ligacdo que se liga ao
membro expresso pela célula imune, por exemplo, se liga e
antagoniza OX40L. Em ambos os casos, inibicdo da estimulacédo
ou coestimulacdo de uma célula imune é alcancada. Em uma
modalidade, a porcdo de ligacdo/modulacdo ICSM diminui o
numero ou atividade de uma célula imune imunoestimuladora no
sitio de ligacéo.

[0137] Molécula de muteina de IL-2, conforme o termo

é usado aqui, se refere a uma variante de IL2 que se liga
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com alta afinidade a CD25 (cadeia alfa de IL-2R) e com baixa
afinidade aos outros componentes de sinalizacdo ao IL-2R,
CD122 (IL-2R beta) e CD132 (IL-2R gama). Esta molécula de
muteina de IL-2 ativa preferencialmente células Treg. Em
modalidades, 1soladamente ou como um componente de um
composto terapéutico, uma muteina de IL-2 ativa as Tregs
pelo menos 2, 5, 10 ou 100 vezes mais do gque células T
citotbéxicas ou efetoras. Moléculas de muteina de IL-2
exemplificativas sdo descritas nos documentos W02010085495,
W02016/164937, UsS2014/0286898A1, W02014153111A2,
W02010/085495, W02016014428 A2, WO02016025385A1 e
US20060269515. As muteinas descritas nestas referéncias, as
quais incluem dominios adicionais, por exemplo, um dominio
Fc ou outro dominio para extensdo da meia-vida, podem ser
usadas nos compostos terapéuticos e métodos descritos aqui
sem estes dominios adicionais. Em outra modalidade, uma
porcdo de ligacdo/modulacdo IIC compreende uma muteina de
IL-2, ou um fragmento ativo da mesma acoplado, por exemplo,
fundido, a outro polipeptideo, por exemplo, um polipeptideo
que estende a meia-vida in vivo, por exemplo, uma regildo
constante de imunoglobulina ou um multimero ou dimero da
mesma, por exemplo, AMG 592. Em uma modalidade, o composto
terapéutico compreende a porgdo IL-2 de AMG 592. Em uma

modalidade, o composto terapéutico compreende a porcgdo de
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IL-2, mas ndo a porcdo de imunoglobulina de AMG 592. Em
algumas modalidades, a muteina ndo compreende uma regldo
Fc. Para algumas muteinas de IL-2, as muteinas s&do concebidas
para conter uma regido Fc, uma vez que fol mostrado que esta
regido aumenta a meia-vida da muteina. Em algumas
modalidades, a meia-vida prolongada ndo é necessaria para os
métodos descritos e incorporados aqui. Em algumas
modalidades, a regido Fc que é fundida com a muteina de IL-
2 compreende uma mutacdo N297 tal como, porém sem limitacdes,
N297A. Em algumas modalidades, a regido Fc que é fundida com
a muteina de IL-2 ndo compreende uma mutacdo N297 tal como,
porém sem limitacdes, N297A.

[0138] Uma "molécula ligante da molécula inibidora do
ponto de verificacdo imune", conforme este termo é usado
aqui, se refere a um polipeptideo que tem uma sequéncia
ligante da molécula inibidora do ponto de verificacdo imune
suficiente, por exemplo, no caso de uma molécula de PD-L1,
uma sequéncia suficiente de PD-L1 que, quando presente como
uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM de um composto
terapéutico multimerizado, pode se ligar e é agonista de sua
molécula inibidora do ponto de verificacdo imune cognata,
por exemplo, novamente no caso de uma molécula de PD-L1, PD-

1.
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0139] Em algumas modalidades, a molécula ligante da
molécula inibidora do ponto de verificacdo imune, por
exemplo, uma molécula de PD-L1, gquando de ligacdo como
mondémero (ou ligacdo quando o composto terapéutico ndo é
multimerizado) ao seu ligante cognato, por exemplo, PD-1,
ndo antagoniza, ou antagoniza substancialmente, ou impede a
ligacdo, ou impede substanclalmente a ligacdo, de um ligante
da molécula inibidora do ponto de verificacdo imune enddgeno
a molécula inibidora do ponto de verificagcdo imune. Por
exemplo, no caso de uma molécula de PD-L1, a molécula de PD-
L1l ndo antagoniza a ligacdo de PD-L1 enddégeno a PD-1.

[0140] Em algumas modalidades, o ligante da molécula
inibidora do ponto de verificacdo imune, quando se liga como
mondmero, a sua molécula inibidora do ponto de verificacéo
imune cognata ndo ¢é agonista a ou ¢é agonista a
substancialmente a molécula inibidora do ponto de
verificacdo imune. A titulo de exemplo, por exemplo, uma
molécula de PD-L1 quando se liga a PD-1, ndo é agonista a ou
é substancialmente agonista a PD-1.

[0141] Em algumas modalidades, uma molécula ligante da
molécula inibidora do ponto de verificacdo imune tem pelo
menos 60, 70, 80, 90, 95, 99 ou 100 % de identidade de

sequéncia, ou identidade de sequéncia substancial, com um
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ligante da molécula inibidora do ponto de verificacdo imune
que ocorre naturalmente.

[C142] Moléculas ligantes da molécula inibidora do
ponto de verificacdo imune exemplificativos incluem: uma
molécula de PD-L1, a qual se liga a molécula inibidora do
ponto de verificacdo imune PD-1 e, em modalidades, tem pelo
menos 60, 70, 80, 90, 95, 95, 99 ou 100 % de identidade de
sequéncia, ou identidade de sequéncia substancial, com um
PD-L1 de ocorréncia natural, por exemplo, a molécula de PD-
L1l gque compreende a sequéncia de
MRIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEM
EDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISY
GGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSG
KTTTTNSKREEKLENVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAELVIPELPLAHPPN
ERTHLVILGAILLCLGVALTFIFRLRKGRMMDVKKCGIQDTNSKKQSDTHLEET (SEQ
ID NO: 3) ou um fragmento ativo da mesma; em algumas
modalidades, o fragmento ativo compreende os residuos 19 a
290 da sequéncia de PD-L1; uma molécula de HLA-G, a qual se
liga a qualquer uma das moléculas inibidoras de ponto de
verificacdo imune KIR2DL4, LILRB1 e LILRB2 e, em modalidades,
tem pelo menos 60, 70, 80, 90, 95, 99 ou 100 % de identidade
de sequéncia, ou sequéncia de identidade substancial, com
uma HLA-G que ocorre naturalmente. Sequéncias de HLA-G

exemplificativas incluem, por exemplo, uma forma madura
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encontrada na sequéncia no GenBank P17693.1 RecName:
Completo = antigeno de histocompatibilidade HLA classe I,
cadeia alfa G; AltName: Completo = antigeno HLA G; AltName:
Completo = antigeno MHC classe I G; Sinalizadores: Precursor,
ou na sequéncia
MVVMAPRTLFLLLSGALTLTETWAGSHSMRYFSAAVSRPGRGEPRFIAMGYVDDTQFEFVR
FDSDSACPRMEPRAPWVEQEGPEYWEEETRNTKAHAQTDRMNLQTLRGYYNQSEASSHT
LOWMIGCDLGSDGRLLRGYEQYAYDGKDYLALNEDLRSWTAADTAAQI SKRKCEAANVA
EQRRAYLEGTCVEWLHRYLENGKEMLQRADPPKTHVTHHPVFDYEATLRCWALGEFYPAE
ITLTWQRDGEDQTQODVELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLM
LRWKQSSLPTIPIMGIVA (SEQ ID NO: 4).

[0143] Molécula contraligante da molécula inibidora,
conforme este termo é usado aqui, se refere a um polipeptideo
que tem uma sequéncia contraligante da molécula inibidora
suficiente de modo que, quando presente como a porcdo de
ligacdo/modulacéao ICIM de um composto terapéutico
multimerizado, pode se ligar e é agonista de uma molécula
inibidora cognata. Em algumas modalidades, a molécula
contraligante da molécula inibidora, gquando de ligacdo como
um mondmero (ou ligacdo quando o composto terapéutico ndo é
multimerizado) & molécula inibidora, ndo antagoniza, ou
antagoniza substancialmente, impede a ligacdo, ou impede

substancialmente a ligacgdo, de um contraligante enddgeno da

molécula inibidora & molécula inibidora. Em algumas
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modalidades, a molécula contraligante da molécula inibidora,
quando de ligacdo como um mondmero (ou ligacdo gquando o
composto terapéutico ndo ¢é multimerizado) a molécula
inibidora, ndo ¢é agonista, ou ndo ¢é substancialmente
agonista, da molécula inibidora.

[0144] Identidade de sequéncia, identidade percentual
e termos relacionados, conforme estes termos sdo usados
aqui, se referem ao parentesco de duas sequéncilas, por
exemplo, duas sequéncias de A&Acidos nucleicos ou duas
sequéncias de aminodcidos ou polipeptideos. No contexto de
uma sequéncia de aminodcidos, o termo "substancialmente
idéntico"™ ¢é usado aqui para se referir a um primeiro
aminodcido gque contém um ntUmero suficiente ou minimo de
residuos de aminodcidos gque sdo i) idénticos ou ii)
substituigbes conservativas de residuos de aminodcidos em
uma segunda sequéncia de aminodcidos, de modo que as primeira
e segunda sequéncias de aminodcidos possam ter um dominio
estrutural em comum e/ou atividade funcional em comum. Por
exemplo, sequéncias de aminodcidos gque contém um dominio
estrutural em comum que tém pelo menos cerca de 85 %, 90
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % de
identidade com uma sequéncia de referéncia, por exemplo, uma

sequéncia fornecida aqui.
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[0145] No contexto de uma sequéncia de nucleotideos,
o termo "substancialmente idéntico"™ é usado aqui para se
referir a uma primeira sequéncia de A&cidos nucleicos que
contém um nuUmero suficiente ou minimo de nucleotideos gque
sdo 1dénticos aos nucleotideos alinhados em uma segunda
sequéncia de A&cidos nucleicos, de modo que as primeira e
segunda sequéncias de nucleotideos codificam um polipeptideo
que tem atividade funcional em comum ou codificam um dominio
polipeptidico estrutural em comum ou atividade polipeptidica
funcional em comum. Por exemplo, sequéncias de nucleotideos
que tém pelo menos cerca de 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94
%, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % de identidade com uma
sequéncia de referéncia, por exemplo, uma sequéncia
fornecida aqui.

[C1l46] O termo "variante funcional" se refere a
polipeptideos que tém uma sequéncia de aminodcidos
substancialmente idéntica a sequéncia que ocorre
naturalmente ou sdo codificados por uma sequéncia de
nucleotideos substancialmente idéntica e sdo capazes de ter
uma ou mais atividades da sequéncia que ocorre naturalmente.

[C147] Os calculos de homologia ou identidade de
sequéncia entre sequéncias (os termos sdo usados aqui de

forma alternada) sdo realizados da seguinte forma.
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[0148] Para determinar a identidade percentual de duas
sequéncias de aminodcidos, ou de duas sequéncilas de &acidos
nucleicos, as sequéncias sdo alinhadas para fins de
comparagao ideal (por exemplo, lacunas podem ser
introduzidas em uma ou ambas de uma primeira ou segunda
sequéncia de aminodcidos ou Acidos nucleicos para
alinhamento ideal e sequéncias ndo hombélogas podem ser
desconsideradas para fins de comparacdo). Em uma modalidade
preferida, o comprimento de uma sequéncia de referéncia
alinhada para fins de comparacdo é de pelo menos 30 %, de
preferéncia pelo menos 40 %, mais preferivelmente pelo menos
50 %, 60 % e, ainda mais preferivelmente, pelo menos 70 %,
80 %, 90 %, 100 % do comprimento da sequéncia de
referéncia. Os residuos de aminodcidos ou nucleotideos nas
posicdes correspondentes de aminocdcidos ou nas posigbes de
nucleotideos sdo, entdo, comparados. Quando uma posicdo na
primeira sequéncia é ocupada pelo mesmo residuo de aminoAcido
ou nucleotideo gque a posicdo correspondente na segunda
sequéncia, entdo, as moléculas sdo i1dénticas nesta posicdo
(conforme usado aqui, "identidade" de aminoadcido ou A&cido
nucleico é equivalente a "homologia" de aminodcido ou &cido
nucleico).

[014%] A porcentagem de 1dentidade entre as duas

sequéncias é uma funcdo do nlUmero de posicgdes idénticas
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compartilhadas pelas sequéncias, levando em consideracdo o
numero de lacunas e o comprimento de cada lacuna gue precisam
ser introduzidas para alinhamento ideal das duas sequéncias.

(01501 A comparacdo de sequéncias e a determinacdo da
porcentagem de identidade entre duas sequéncias podem ser
realizadas usando um algoritmo matemdtico. Em uma modalidade
preferida, a porcentagem de identidade entre duas sequéncias
de aminoadcidos é determinada usando o algoritmo de Needleman
e Wunsch ((1970) J. Mol. Biol. 48: 444-453) o qual foi
incorporado ao programa GAP no pacote de software GCG
(disponivel em http://www.gcg.com), usando uma matriz
Blossum 62 ou uma matriz PAM250 e um peso por lacuna de 16,
14, 12, 10, 8, 6 ou 4 e um peso por comprimento de 1, 2, 3,
4, 5 ou 6. Em ainda outra modalidade preferida, a porcentagem
de identidade entre duas sequéncias de nucleotideos &
determinada usando o programa GAP no pacote de software GCG
(disponivel em http://www.gcg.com), usando uma matriz
NWSgapdna.CMP e um peso por lacuna de 40, 50, 60, 70 ou 80
e um peso por comprimento de 1, 2, 3, 4, 5 ou 6. Um conjunto
de pardmetros particularmente preferido (e gque deve ser
usado, a menos que especificado de outra forma) sdo uma
matriz de pontuacdo Blossum 62 com uma penalidade por lacuna
de 12, uma penalidade por extensdo de lacuna de 4 e uma

penalidade por lacuna de deslocamento de quadro de 5.
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01511 A identidade percentual entre duas sequéncias
de aminocadcidos ou nucleotideos pode ser determinada usando
o algoritmo de E. Meyers e W. Miller ((1989) CABIOS, 4: 1l1-
17), o qual foi incorporado ao programa ALIGN (versdo 2.0),
usando uma tabela de residuos de peso PAM120, uma penalidade
por comprimento de lacuna de 12 e uma penalidade por lacuna
de 4.

[0182] As sequéncias de &cidos nucleicos e proteinas
descritas aqui podem ser usadas como uma "sequéncia de
consulta" para realizar uma pesquisa em bancos de dados
publicos, por exemplo, para identificar outros membros da
familia ou sequéncias relacionadas. Estas pesquisas podem
ser realizadas usando os programas NBLAST e XBLAST (versdo
2.0) de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10. As
pesquisas por nucleotideos no BLAST podem ser realizadas com
o0 programa NBLAST, pontuacdo = 100, comprimento de palavra
= 12 para obter sequéncias de nucleotideos homdélogas, por
exemplo, a qualquer sequéncia de Acidos nucleicos fornecida
aqui. As pesquisas por proteinas no BLAST podem ser
realizadas com o programa XBLAST, pontuacdo = 50, comprimento
de palavra = 3, para obter sequéncias de aminoacidos
homélogas as moléculas de proteina fornecidas aqui. Para
obter alinhamentos com lacunas para fins de comparacdo, o

Gapped BLAST pode ser usado, conforme descrito em Altschul
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et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402. Ao usar os
programas BLAST e Gapped BLAST, os pardmetros padrdo dos
respectivos programas (por exemplo, XBLAST e NBLAST) podem

s T deaey a F S vornanar v e b g oo e b N
ser usados. Vide http://www.ncbi. nlm.nih.gov.

[0153] Conforme usado aqui, o termo "hibridiza sob
condigdes de baixo rigor, médio rigor, elevado rigor ou rigor
muito elevado" descreve condig¢des para hibridizacdo e
lavagem. Orientacdes para a realizacdo de reacgles de
hibridizacdo podem ser encontradas em Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1989), 6.3.1-6.3.6,
o qual é incorporado por referéncia. Métodos aquosos e nédo
aquosos sdo descritos nesta referéncila e podem ser usados.
Condigbes especificas de hibridizacdo citadas aqui sdo as
seguintes: 1) condig¢des de hibridizacdo de baixo rigor em 6X
cloreto de sédio/citrato de sédio (SSC) a cerca de 45 °C,
seguido por duas lavagens em 0,2X SSC, SDS a 0,1 % pelo menos
a 50 °C (a temperatura das lavagens pode ser aumentada para
55 °C para condicdes de baixo rigor); 2) condicgdes de
hibridizacdo de médio rigor em 6X SSC a cerca de 45 °C,
seguido por uma ou mais lavagens em 0,2X SSC, SDS a 0,1 % a
60 °C; 3) condi¢&es de hibridizacido de elevado rigor em 6X
SSC a cerca de 45 °C, seguido por uma ou mais lavagens em
0,2X SSC, SDS a 0,1 % a 65 °C; e, de preferéncia, 4) condicgdes

de hibridizacdo de rigor muito elevado sdo fosfato de sdédio
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a 0,5M, SDS a 7 % a 65 °C, seguido por uma ou mais lavagens
em 0,2X SSC, SDS a 0,1 % a 65 °C. Condicgdes de rigor muito
elevado (4) sdo as condigdes preferidas e que devem ser
usadas, a menos que especificado de outra forma.

[0154] Deve ser entendido que as moléculas e compostos
das presentes modalidades podem ter substituigdes de
aminodcidos conservativas ou ndo essenciais adicionais, as
quais ndo tém um efeito substancial sobre suas funcgdes.

[C1553] O termo "aminocadcido" se destina abranger todas
as moléculas, naturais ou sintéticas, as gquais incluem tanto
uma funcionalidade amino quanto uma funcionalidade Aacida, e
capazes de serem incluidas em um polimero de aminodcidos que
ocorre naturalmente. Exemplos de aminodcidos incluem
aminodcidos que ocorrem naturalmente; andlogos, derivados e
congéneres dos mesmos; andlogos de aminodcidos que tém
cadeias laterais variantes; e todos os esterebdmeros de
qualquer um dos itens anteriores. Conforme usado aqui, o
termo "aminodcido" inclui os isbmeros Opticos D ou L e
peptidomiméticos.

[0156] Uma "substituicdo de aminodcidos conservativa"
é aquela na qual o residuo de aminodcido é substituido por
um residuo de aminocdcido gque tem uma cadeia lateral
similar. Familias de residuos de aminocacidos que tém cadeias

laterais similares foram definidas na técnica. Estas
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familias incluem aminodcidos com cadeias laterais basicas
(por exemplo, lisina, arginina, histidina), cadeias laterais
dcidas (por exemplo, &cido aspartico, &cido glutédmico),
cadelas laterails polares ndo carregadas (por exemplo,
glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina), cadeias 1laterais ndo polares (por exemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina, triptofano), cadeias laterais beta ramificadas
(por exemplo, treonina, valina, 1isoleucina) e cadelias
laterais aromaticas (por exemplo, tirosina, fenilalanina,
triptofano, histidina). Molécula de CD39, uma molécula de
CD73, um ligante da molécula na superficie celular, porcgédo
de alvejamentoporcdo de alvejamento especifica para doador,
molécula efetora de ligacédo a ligante, porgdo de
ligacdo/modulacdo ICIM, porcdo de ligacdo/modulacdo IIC, uma
molécula ligante da molécula inibidora do ponto de
verificacdo imune, molécula contraligante de molécula
inibidora, porgcdo de 1ligacdo/modulacdo SM ou porcdo de
ligacdo/modulacdo ICSM.

[0157] Porcdo de ligacdo/modulacdo SM, conforme este
termo é usado aqui, se refere a uma porgao de
ligacdo/modulacdo efetora que, como parte de um composto
terapéutico, promove um microambiente local imunossupressor,

por exemplo, ao fornecer, na proximidade do alvo, uma
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substédncia que inibe ou minimiza o atagque pelo sistema imune
do alvo. Em algumas modalidades, a porgdo de
ligacdo/modulacdo SM compreende, ou se liga a, uma molécula
que inibe ou minimiza o ataque pelo sistema imune do alvo. Em
algumas modalidades, um composto terapéutico compreende uma
porcdo de 1ligacdo/modulacdo SM que se liga e acumula uma
substédncia soltavel, por exemplo, uma substdncia enddgena ou
exbgena, que tem funcdo imunossupressora. Em algumas
modalidades, um composto terapéutico compreende uma porgdo
de ligacdo/modulacdo SM que liga e inibe, captura, degrada
ou de outra forma neutraliza uma substédncia, por exemplo,
uma substédncia soluvel, tipicamente uma substdncia soltvel
e enddégena, que promove ataque imune. Em algumas modalidades,
um composto terapéutico compreende uma porgao de
ligacdo/modulacéao SM que compreende uma substéncia
imunossupressora, por exemplo, um fragmento de proteina
conhecido por ser imunossupressor. A titulo de exemplo, uma
porcdo de ligacdo de molécula efetora é uma que se liga, ou
compreende, uma substdncia, por exemplo, uma molécula de
CD39 ou uma molécula de CD73, que empobrece um componente,
que promove a funcdo da célula efetora imune, por exemplo,
ATP ou AMP.

[0158] Porcdo de alvejamento especifica, conforme este

termo é wusado aqui, se refere &a porgcdo de alvejamento
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especifica para doador ou uma porgdo de alvejamento
especifica para um tecido.

{C152] 1Individuo, conforme este termo é usado aqui, se
refere a um individuo mamifero, por exemplo, um ser
humano. Em algumas modalidades, o individuo é um mamifero
ndo humano, por exemplo, um cavalo, cachorro, gato, vaca,
cabra ou porco.

[0160] Molécula de ligacdo a ligante alvo, conforme
usado aqui, se refere a um polipeptideo que tem uma sequéncia
suficiente de um contraligante de ocorréncia natural de um
ligante alvo que pode se ligar ao ligante alvo em um tecido
alvo (por exemplo, tecido do doador ou tecido alvo do
individuo) com especificidade suficiente para servir como
uma porgdo de alvejamento especifica. Em algumas
modalidades, ela se liga ao tecido ou células alvo com pelo
menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 95 % da afinidade
do contraligante de ocorréncia natural. Em algumas
modalidades, ela tem pelo menos 60, 70, 80, 90, 95, 99 ou
100 % de identidade de sequéncia, ou identidade de sequéncia
substancial, com um contraligante de ocorréncia natural para
o ligante alvo.

[0161] Localizacgdo alvo, conforme este termo é usado
aqui, se refere a uma localizacdo que contém a entidade, por

exemplo, epitopo, ligada por uma porcdo de alvejamento. Em
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algumas modalidades, a localizacdo alvo é a localizacdo na
qual o privilégio imune é estabelecido.

[0162] Porcdo de alvejamento especifica para um
tecido, conforme este termo é usado aqui, se refere a uma
porcdo, por exemplo, uma molécula de anticorpo gque, como
componente de uma molécula terapéutica, localiza a molécula
terapéutica preferencialmente em um tecido alvo em oposicgédo
a outro tecido de um individuo. Como um componente de um
composto terapéutico, a porcdo de alvejamento especifica
para um tecido confere privilégio imune especifico para uma
localizacédo a um tecido alvo, por exemplo, um 6rgdo ou tecido
que sofre ou corre risco de ataque autoimune. Em algumas
modalidades, uma porcdo de alvejamento especifica para um
tecido se 1liga a um produto, por exemplo, um produto
polipeptidico, o qual ndo estd presente fora do tecido alvo
ou estd presente em niveis suficientemente baixos que, em
concentracgdes terapéuticas da molécula terapéutica, niveis
inaceitaveis de supressao imune estdo ausentes ou
substancialmente ausentes. Em algumas modalidades, uma
porcdo de alvejamento especifica para um tecido se liga a um
epitopo, epitopo o qual ndo estd presente fora, ou ndo estéd
substancialmente presente fora, da localizacdo alvo.

(81637 Em algumas modalidades, uma porcdo de

alvejamento especifica para um tecido, como componente de um

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 216/504



92/351

composto terapéutico, se liga preferencialmente a um tecido
alvo ou antigeno no tecido alvo, por exemplo, tem uma
afinidade de ligacdo pelo tecido ou antigeno alvo que é maior
para o antigeno ou tecido alvo, por exemplo, pelo menos 2,
4, 5, 10, 50, 100, 500, 1.000, 5.000 ou 10.000 wvezes maior
do que sua afinidade pelo tecido ou antigeno ndo alvo
presente fora do tecido alvo. A afinidade de um composto
terapéutico do qual a porgédo especifica para um tecido é um
componente pode ser medida em uma suspensdo celular, por
exemplo, a afinidade para células suspensas com o antigeno
alvo é comparada com sua afinidade para células suspensas
que ndo possuem o antigeno alvo. Em algumas modalidades, a
afinidade de ligacdo para as células portadoras de antigeno
alvo estd abaixo de 10 nM.

[C164] Em algumas modalidades, a afinidade de ligacédo
para células portadoras de antigeno alvo estd abaixo de 100
pM, 50 pM ou 10 pM. Em algumas modalidades, a especificidade
por um antigeno alvo é suficiente de modo que, quando a
porcdo de alvejamento especifica para um tecido é acoplada
a um efetor de regulacdo negativa imune: i) o ataque imune
do tecido alvo, por exemplo, conforme medido pela resposta
inflamatéria histoldgica, infiltracdo de células T efetoras
ou funcdo de o&érgdo, no ambiente clinico - por exemplo,

creatinina para rim, ¢é substancialmente reduzido, por
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exemplo, comparado com aquele que seria observado em um
implante similar, porém, sem a porgcdo de alvejamento
especifica para um tecido estar acoplada a um efetor de
regulacdo negativa imune; e/ou 1i) a funcdo imune no
receptor, fora ou distante do tecido alvo, é substancialmente
mantida.

[0le5] Em algumas modalidades, um ou mais dos
seguintes sdo observados: em niveis terapéuticos do composto
terapéutico, a contagem de linfécitos no sangue periférico
ndo é substancialmente afetada, por exemplo, o nivel de
células T estd dentro de 25, 50, 75, 85, 90 ou 95 % do
normal, o nivel de células B estd dentro de 25, 50, 75, 85,
90 ou 95 % do normal e/ou o nivel de granuldbdcitos (PMNs)
estd dentro de 25, 50, 75, 85, 90 ou 95 % do normal ou o
nivel de monécitos estd dentro de 25, 50, 75, 85, 90 ou 95
% do normal; em nivels terapéuticos do composto terapéutico,
a funcéo proliferativa ex vivo de PBMCs (células
mononucleares de sangue ©periférico) contra antigenos
relevantes para a doenca é substancialmente normal ou esté
dentro de 70, 80 ou 90 % do normal; em niveis terapéuticos
do composto terapéutico, a incidéncia ou risco de infeccgbes
oportunistas e cénceres associados a imunossupressdo néo

aumenta substancialmente acima do normal; ou em niveis

terapéuticos do composto terapéutico, a incidéncia ou risco
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de infeccgdes oportunistas e cédnceres associados a
imunossupressdo é substancialmente menor do que aquele gque
seria observado com o tratamento padrédo ou com
imunossupressdo ndo alvejada. Em algumas modalidades, a
porcdo de alvejamento especifica para doador compreende uma
molécula de anticorpo. Em algumas modalidades, a porcgdo de
alvejamento especifica para doador compreende uma molécula
de anticorpo, um polipeptideo de ligacdo especifica ao alvo
ou uma molécula de 1ligacdo a 1ligante alvo. Em algumas
modalidades, a porgcdo de alvejamento especifica para um
tecido se 1liga a um produto, ou uma 1localizacdo em um
produto, que estd presente ou expresso exclusivamente, ou de
modo substancialmente exclusivo, no tecido alvo.

PORCOES DE LIGACAO/MODULACAO  ICIM: PORCOES DE

LIGACAO/MODULACAO EFEITORAS QUE SE LIGAM A RECEPTORES

INIBIDORES

[0166] Os métodos e compostos descritos aqui fornecem
um composto terapéutico com uma porcdo de ligacdo/modulacédo
efetora que compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM
a qual se liga e ativa diretamente um receptor inibidor sobre
a superficie de uma célula imune, por exemplo, para reduzir
ou eliminar, ou eliminar substancilalmente, a capacidade da
célula imune de mediar o atagque imune. O acoplamento da

porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM a uma entidade alvo promove
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a regulacdo negativa local ou especifica para uma localizacédo
da resposta da célula imune, por exemplo, confinada
substancialmente a localizacgbes que tém sitios de ligacédo
para a porgdo de alvejamento. Assim, a funcdo imune sistémica
normal é substancialmente mantida. Em algumas modalidades,
uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM compreende uma molécula
contraligante da molécula inibidora do ponto de verificacéo
imune, por exemplo, um ligante natural ou fragmento de um
ligante natural (por exemplo, PD-L1 ou HLA-G) da molécula
inibidora do ponto de verificacdo imune. Em algumas
modalidades, uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM compreende
uma molécula de anticorpo funcional, por exemplo, uma
molécula de anticorpo funcional que compreende um dominio de
ligagdo ao scFv, que ativa a molécula inibidora do ponto de
verificacdo imune.

[C167] Em algumas modalidades, a porcdo de
ligacdo/modulacdo ICIM que compreende, por exemplo, uma
molécula de anticorpo funcional ou molécula ligante da
molécula inibidora do ponto de verificacdo imune, se liga ao
receptor inibidor, porém, ndo impede a ligacdo de um ligante
natural do receptor i1nibidor ao receptor i1nibidor. Em
modalidades, ¢é usado um formato em gque uma porcgdo de
alvejamento é acoplada, por exemplo, fundida, a uma porcgéido

de ligacdo/modulacdo ICIM que compreende, por exemplo, um
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dominio scFv, e configurada de modo que, gquando de ligacédo
de um receptor inibidor enquanto em solugdo (por exemplo, no
sangue ou linfa) (e presumivelmente em um formato
monomérico), a molécula terapéutica: i) ndo é agonista, ou
ndo é substancialmente agonista (por exemplo, é agonista em
menos de 30, 20, 15, 10 ou 5 % do nivel observado com uma
molécula totalmente agonista), do receptor inibidor na
célula imune; e/ou 1i) ndo antagoniza, ou antagoniza
substancialmente (por exemplo, antagoniza em menos de 30,
20, 15, 10 ou 5 % do nivel observado com uma molécula
totalmente antagonista), o receptor inibidor na célula
imune. Uma molécula candidata pode ser avaliada, gquanto a
sua capacidade de ser agonista ou ndo agonista, por sua
capacidade de aumentar ou diminulr a resposta imune em um
ensaio com base em células in vitro, em que o alvo ndo é
expresso, por exemplo, usando um ensaio com base em MLR
(reacdo com linfécitos mistos).

[G168] Em algumas modalidades, as porcdes de
ligacdo/modulacdo ICIM candidatas podem reduzir, eliminar
completa ou substancialmente a imunossupressdo sistémica e
a ativacdo sistémica imune. Em algumas modalidades, o dominio
para alvejamento do composto terapéutico, gquando ligado ao
alvo, servird para agrupar ou multimerizar o composto

terapéutico sobre a superficie do tecido no gqual protecédo
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imunoldégica é desejada. Em algumas modalidades, a porcdo de
ligacdo/modulacdo ICIM, por exemplo, uma porgao de
ligacdo/modulacdo ICIM gque compreende um dominio scFv,
requer um estado agrupado ou multimérico para poder
distribuir um sinal agonistico e imunossupressor, ou niveis
substanciais de tal sinal, as células imunes locais. Este
tipo de produto terapéutico pode, por exemplo, conferir uma
supressdo imune local, ao mesmo tempo em que deixa o sistema
imune sistémico inalterado ou substancialmente
inalterado. Isto &, a supressdo imune é localizada onde é
necessaria a supressdo, em vez de ser sistémica e néo
localizada em uma Area ou tipo de tecido especifico.

[0168] Em algumas modalidades, quando de ligacgdo ao
alvo, por exemplo, um 6rgdo, tipo de tecido ou célula alvo,
o composto terapéutico reveste o alvo, por exemplo, O6rgédo,
tecido ou tipo de célula alvo. Quando os linfécitos em
circulacdo tentam se acoplar e destruir o alvo, este produto
terapéutico fornecerd um sinal de 'desativacdo' apenas no
local, ou em maior extensdo, no local de acumulo do composto
terapéutico.

[C170] Um composto terapéutico candidato pode ser
avaliado quanto & capacidade de se ligar, por exemplo, se
ligar especificamente, ao seu alvo, por exemplo, através de

ELISA, um ensaio com base em células ou ressondncia
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plasménica em superficie. Esta propriedade deve, em geral,
ser maximizada, uma vez que media a especificidade pelo local
e a natureza local do privilégio imune. Um composto
terapéutico candidato pode ser avaliado quanto a capacidade
de regular negativamente uma célula imune quando ligado ao
alvo, por exemplo, através de um ensaio de atividade com
base em células. Esta propriedade deve, em geral, ser
maximizada, uma vez que media a especificidade pelo local e
a natureza local do privilégio imune. O nivel de regulacédo
negativa obtido por um composto terapéutico candidato na
forma monomérica (ou ndo ligada) pode ser avaliado, por
exemplo, através de um ensaio de atividade com base em
células. Esta propriedade deve, em geral, deve ser
minimizada, uma vez que pode mediar a regulacdo sistémica do
sistema imune. O nivel de antagonismo de uma molécula
inibidora na superficie celular, por exemplo, uma molécula
inibidora do ponto de verificacdo imune, obtido por um
composto terapéutico candidato na forma monomérica (ou nédo
ligada) pode ser avaliado, por exemplo, através de um ensaio
de atividade com base em células. Esta propriedade deve, em
geral, ser minimizada, uma vez que pode mediar a ativacédo
sistémica indesejada do sistema imune. Em geral, as
propriedades devem ser selecionadas e equilibradas para

produzir um privilégio imune especifico para uma localizacédo
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suficientemente robusto, sem niveis inaceitidveis de agonismo
ou antagonismo ndo especifico para uma localizacdo da
molécula inibidora do ponto de verificacdo imune.

MOLECULAS INIBIDORAS DO PONTO DE VERIFICACAO IMUNE

EXEMPLIFICATIVAS

[0171] Moléculas inibidoras exemplificativas (por
exemplo, uma molécula inibidora do ponto de verificacédo
imune) (Juntamente com seus contraligantes) podem ser
encontradas na Tabela 1. Esta tabela lista moléculas as quais

as porgdes de ligacdo ICIM exemplificativas podem se ligar.

Tabela 1: Moléculas inibidoras na superficie celular, por
exemplo, moléculas inibidoras do ponto de verificacdo imune
(coluna A), contraligantes (coluna B) e tipos de células

afetados (coluna C).

A B C
PD-1 PD-1L1, PD-12 Células T, Células B
Fosfatase
alcalina
B7-H3 Desconhecido Células T

Neuropilina 1,

B7-H4 neuropilina 2, Plexina Células T
4A
BTLA HVEM Células T, Células B

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 224/504



100/351

CTLA-4 CD80, CD86 Células T
IDO1 Triptofano Linfdécitos
TDO2 Triptofano Linfdécitos
KIR2DL1,
KIR2DL2/3,
HLA MHC classe I Células NK
KIR3DL1,
KIR3DL2
LAG3 HLA MHC classe TII Células T
TIM-3 Galectina-9 Células T
Células T, células
VISTA Desconhecido
mieloides
TIGIT CD155 Células T
KIR2DL4 HLA-G Células NK
Células T, células NK,
LILRB1 HLA-G células B, mondcitos,
células dendriticas
Monbécitos, células
HLA-G dendriticas,
LILRB2
neutréfilos, algumas
células tumorais
glicoproteinas do MHC
NKG2A de classe I néo Células T, células NK
classicas
FCRL1 - 2 desconhecido
FCRL1-6 Células B
FCRL4 = IgA
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FCRL5 = IgG

FCRL6 = MHC Classe II

BUTIROFILINAS, por

exemplo, BTN1Al,
Modulacdo de células
BTN2A2, BTNL2Z, BTNL1,
imunes
BTNLS8

A VIA DE PD-L1/PD-1

[0172] A proteina de morte celular programada 1
(frequentemente denominada como PD-1) é um receptor na
superficie celular dgque ©pertence a superfamilia de
imunoglobulinas. A PD-1 ¢é expressa em células T e outros
tipos de células incluindo, porém sem limitacdes, células B,
células mieloides, células dendriticas, mondécitos, células
T reguladoras, células iKT. A PD-1 se liga a dois ligantes,
PD-L1 e PD-L2, e é uma molécula inibidora do ponto de
verificacdo imune. O envolvimento com um ligante cognato,
PD-L1 ou PD-L2, no contexto do acoplamento do MCH carregado
de antigenos com o Receptor de Células T em uma célula T
minimiza ou impede a ativacdo e a funcdo das células T. O
efeito inibidor da PD-1 pode incluir tanto a promocgdo de
apoptose (morte celular programada) em células T especificas
para antigeno nos linfonodos quanto a redugdo de apoptose em

células T regqguladoras (células T supressoras).

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 226/504



102/351

{0173] Em algumas modalidades, um composto terapéutico
compreende uma porgcdo de ligacdo/modulacdo ICIM que ¢é
agonista da inibicdo de PD-1. Uma porcdo de ligacdo/modulacéo
ICIM pode incluir uma molécula contraligante da molécula
inibidora, por exemplo, que compreende um fragmento de um
ligante de PD-1 (por exemplo, um fragmento de PD-L1 ou PD-
L2) ou outra porgdo, por exemplo, uma molécula de anticorpo
funcional que compreende, por exemplo, um dominio scFv gue
se liga a PD-1.

[C174] Em algumas modalidades, um composto terapéutico
compreende uma pPoOrgao de alvejamento que se liga
preferencialmente a um antigeno do doador que ndo esté
presente, presente em niveis substancialmente mais baixos no
individuo, por exemplo, um antigeno do doador da Tabela 2,
e estd localizado no tecido de enxerto do doador em um
individuo. Em algumas modalidades, ele ndo se liga, ou néo
se liga substancialmente, a outros tecidos. Em algumas
modalidades, um composto terapéutico pode incluir uma porcgdo
de alvejamento gque ¢é especifica para HLA-A2 e se liga
especificamente ao tecido de aloenxerto do doador, mas nao
se liga, ou ndo se liga substancialmente, aos tecidos do
hospedeiro. Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende uma porcdo de 1ligacdo/modulacdo ICIM, por

exemplo, uma molécula contraligante da molécula inibidora,
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por exemplo, que compreende um fragmento de um ligante de
PD-1 (por exemplo, um fragmento de PD-L1 ou PD-L2) ou outra
porcdo, por exemplo, uma molécula de anticorpo funcional gque
compreende, por exemplo, um dominio scFv que se liga a PD-
1, de modo que o composto terapéutico, por exemplo, gquando
ligado ao alvo, ative a PD-1. O composto terapéutico tem
como alvo um aloenxerto e confere privilégio imunoldgico
local ao aloenxerto.

{C175] Em algumas modalidades, um composto terapéutico
compreende uma pPoOrgao de alvejamento que se liga
preferencialmente a um antigeno da Tabela 3 e estd localizado
no alvo em um individuo, por exemplo, um individuo gque tem
um transtorno autoimune, por exemplo, um transtorno
autoimune da Tabela 3. Em algumas modalidades, ele ndo se
liga, ou ndo se liga substancilalmente, a outros tecidos. Em
algumas modalidades, o composto terapéutico compreende uma
porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM, por exemplo, uma molécula
contraligante da molécula inibidora, por exemplo, gque
compreende um fragmento de um ligante de PD-1 (por exemplo,
um fragmento de PD-L1 ou PD-L2) ou outra porcgdo, por exemplo,
uma molécula de anticorpo funcional gque compreende, por
exemplo, um dominio scFv que se liga a PD-1, de modo que o
composto terapéutico, por exemplo, quando ligado ao alvo,

ative a PD-1. O composto terapéutico tem como alvo um tecido
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do individuo para proteger contra ataque autoimune e confere
privilégio imunolégico local ao tecido.

{C176] PD-L1 e PD-L2, ou polipeptideos derivados,
podem constituir porgdes de 1ligacdo ICIM candidatas. No
entanto, na forma de mondmero, por exemplo, quando o composto
terapéutico estd em circulacdo no sangue ou na linfa, esta
molécula pode ter um efeito indesejado de antagonizar a via
de PD-L1/PD-1 e pode funcionar como agonista da via de PD-1
apenas quando agrupada ou multimerizada na superficie de um
alvo, por exemplo, um 6rgdo alvo. Em algumas modalidades, um
composto terapéutico compreende uma porgdo de
ligacdo/modulacdo ICIM que compreende uma molécula de
anticorpo funcional, por exemplo, um dominio scFv, que é&
inerte, ou substancialmente inerte, & via PD-1 em uma forma
soltvel, porém, é agonista e ativa um sinal inibidor quando
multimerizado (pela porgcdo de alvejamento) sobre a
superficie de um tecido.

A VIA DE HLA-G: KIR2DL4/LILRB1/LILRB2

[0177] KIR2DL4, LILRB1 e LILRB2 sdo moléculas
inibidoras encontradas em células T, células K e células
mieloides. HLA-G é um contraligante para cada uma.

[0178] KIR2DL4 também é conhecida como CD158D, G9P,
KIR-103AS, KIR103, KIR103AS, KIR, KIR-2DL4, receptor similar

a4 imunoglobulina de células assassinas e tem dois dominios

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 229/504



105/351

de Ig e uma cauda citoplasmatica longa 4. LILRBl1 também é
conhecida como LILRB1, CD85J, ILT-2, ILT2, LIR-1, LIR1l, MIR-
7, MIR7, PIR-B, PIRB, receptor Bl de tipo imunoglobulina
leucocitdria. LILRB2 também é conhecida como CD85D, ILT-4,
LIR-2, LIR2, MIR-10, MIR10 e ILT4.

[0178] Um composto terapéutico que compreende uma
molécula de HLA-G pode ser usado para fornecer sinais
inibidores a uma célula imune que compreende qualgquer uma de
KIR2DL4, LILRB1 e LILRB2, por exemplo, com moléculas de
composto terapéutico multimerizado que compreende uma
molécula de HLA-G e, assim, conferir privilégio imunoldégico
especifico para uma localizacéo.

[0180] Um composto terapéutico que compreende uma
molécula de anticorpo agonista anti-KIR2DL4, anti-LILRB1 ou
anti-LILRB2 pode ser usado para fornecer sinais inibidores
a uma célula imune gque compreende qualquer uma de KIR2DL4,
LILRB1 e LILRB2.

[0181] HLA-G fornece um sinal inibidor apenas quando
multimerizada, por exemplo, quando expressa sobre a
superficie de uma célula ou quando conjugada a superficie de
uma esfera. Em modalidades, ¢é fornecido um composto
terapéutico que compreende uma molécula de HLA-G, composto
terapéutico o gqual ndo multimeriza em solugcdo (ou nédo

multimeriza o) suficiente para resultar em niveis
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significativos de acdo agonistica da molécula inibidora). O
uso de moléculas de HLA-G que minimizam a multimerizacdo em
solucdo minimizard a acdo agonistica sistémica das células
imunes e a supressdo imune indesejada.

[0182] Embora ndo deseje estar preso pela teoria,
acredita-se que a HLA-G ndo seja eficaz na regulacdo
negativa, a menos que seja multimerizada, que a ligacdo do
composto terapéutico ao alvo, através da ©porgdo de
alvejamento, multimeriza a entidade de ligacdo ICIM e que a
ligacdo multimerizada da entidade ICIM 1liga e agrupa
moléculas inibidoras sobre a superficie de uma célula imune,
deste modo, mediando um sinal negativo que regula
negativamente a célula imune. Assim, células imunes
infiltradas que tentam danificar o tecido alvo, incluindo
células apresentadoras de antigeno e outras células
mieloides, células NK e <células T, sdo negativamente
reguladas.

[0183] Embora as moléculas de HLA-G minimizem o
antagonismo gquando desejavel na forma monomérica, a
redunddncia de LILRB1 e LILRB2Z minimizard o impacto
sistémico, mesmo com algum antagonismo monomérico.

[C184] Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM que

compreende uma molécula de HLA-G, por exemplo, uma isoforma
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livre de B2M (por exemplo, HLA-G5); vide Carosella et al.,
Advances in Immunology, 2015, 127: 33. Em um formato livre
de B2M, a HLA-G se liga preferencialmente a LILRB2.

[0185] Sequéncias adequadas para a construcdo de
moléculas de HLA-G incluem GenBank PI 7693.1 RecName:
Completo = antigeno de histocompatibilidade HLA classe I,
cadeia alfa G; AltName: Completo = antigeno HLA G; AltName:
Completo = antigeno MHC classe I G; Sinalizadores: precursor
ou
MVVMAPRTLFLLLSGALTLTETWAGSHSMRYFSAAVSRPGRGEPRFIAMGYVDDTQFEFVR
FDSDSACPRMEPRAPWVEQEGPEYWEEETRNTKAHAQTDRMNLQTLRGYYNQSEASSHT
LOWMIGCDLGSDGRLLRGYEQYAYDGKDYLALNEDLRSWTAADTAAQISKRKCEAANVA
EQRRAYLEGTCVEWLHRYLENGKEMLQRADPPKTHVTHHPVFDYEATLRCWALGEFYPAE
ITLTWQRDGEDQTQODVELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLM
LRWKQSSLPTIPIMGIVAGLVVLAAVVTGAAVAAVLWRKKSSD (SEQ ID NO: 5).
Uma molécula de HLA-G candidata pode ser testada gquanto a
adequabilidade para uso em métodos e compostos, por exemplo,
por meio de métodos andlogos aqueles descritos em "Synthetic
HLA-G Proteins For Therapeutic Use in Transplantation”,
LeMaoult et al., 2013 The FASEB Journal 27: 3643.

{C186] Em algumas modalidades, um composto terapéutico
compreende uma pPoOrgao de alvejamento que se liga
preferencialmente a um antigeno do doador que ndo esté

presente, presente em niveis substancialmente mais baixos no
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individuo, por exemplo, um antigeno do doador da Tabela 2,
e estd localizado no tecido de enxerto do doador em um
individuo. Em algumas modalidades, ele ndo se liga, ou néo
se liga substancialmente, a outros tecidos. Em algumas
modalidades, um composto terapéutico pode incluir uma porcgdo
de alvejamento gque ¢é especifica para HLA-A2 e se liga
especificamente a um aloenxerto do doador, mas ndo se liga
a tecidos do hospedeiro e é combinada com uma porgdo de
ligacdo/modulacdo ICIM que compreende uma molécula de HLA-G
que se liga a KIR2DL4, LILRB1 ou LILRB2, de modo gque o
composto terapéutico, por exemplo, quando ligado ao alvo,
ative a KIR2DL4, LILRBl1 ou LILRB2. O composto terapéutico
tem como alvo um aloenxerto e confere privilégio imunoldgico
local ao aloenxerto.

{C187] Em algumas modalidades, um composto terapéutico
compreende uma pPoOrgao de alvejamento que se liga
preferencialmente a um antigeno tecido-especifico, por
exemplo, um antigeno da Tabela 3, e estd localizado na
localizacédo alvo em um individuo, por exemplo, um individuo
que tem um transtorno autoimune, por exemplo, um transtorno
autoimune da Tabela 3. Em algumas modalidades, ele ndo se
liga, ou ndo se liga substancilalmente, a outros tecidos. Em
modalidades, o composto terapéutico compreende uma porcgdo de

ligacdo/modulacdo ICIM que compreende uma molécula de HLA-G
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que se liga a KTR2DL4, LILRB1 ou LILRB2, de modo gque o
composto terapéutico, por exemplo, quando ligado ao alvo,
ative a KIR2DL4, LILRBl1 ou LILRB2. O composto terapéutico
tem como alvo um tecido do individuo para proteger contra
ataque autoimune e confere privilégio imunoldégico local ao
tecido.

[0188] E provavel que seja possivel conceber uma
proteina de fusdo HLA-G-B2M estavel e sollivel que também
possa se ligar a LILRBl. Por exemplo, a estrutura cristalina
de HLA-G foi determinada usando mondmeros de HLA-G/B2M
(Clements et al., 2005 PNAS 102: 3360).

FAMILIA FCRL

[0188] FCRL1-6 geralmente inibe a ativacdo ou funcdo
de células B. Estas glicoproteinas transmembrana de tipo 1
sdo compostas por diferentes combinacgdes de 5 tipos de
dominios de tipo imunoglobulina, com cada proteilna
consistindo em 3 a 9 dominios e nenhum tipo de dominio
individual conservado em todas as proteinas FCRL. Em geral,
a expressdo de FCRL é restrita aos linfécitos, com expresséio
primadria em linfécitos B. Em geral, as FCRLs funcionam para
reprimir a ativacdo de células B.

[C190] Uma porcdo de 1ligacdo/modulacdo ICIM pode
compreender uma molécula de anticorpo anti-BCMA

agonistica. Em algumas modalidades, o composto terapéutico
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compreende uma molécula de anticorpo anti-FCRL e uma molécula
de anticorpo antirreceptor de células B (BCR). Embora néio
deseje estar preso a teoria, acredita-se que um composto
terapéutico que compreende moléculas de anticorpo de ambas
as especificidades manterd a FCRL em estreita proximidade
com o BCR e inibir4d a sinalizacdo ao BCR.

BUTIRROFILINAS E MOLECULAS DE TIPO BUTIRROFILINAS

[0191] A porcdo de 1ligacdo/modulacdo efetora pode
compreender um agonista ou antagonista de uma
butirofilina. Em algumas modalidades, uma porgdo de
ligacdo/modulacdo efetora é uma molécula de BTN1Al, molécula
de BTN2A2, molécula de BTL2 ou molécula de BTNL1 agonistica
ou funcional.

[0192] Uma molécula de BTNXi funcional (em que Xi =
1A1, 2A2, L2 ou Ll1l), conforme o termo é usado aqui, se refere
a um polipeptideo que tem uma sequéncia de BTNXi suficiente
que, como parte de um composto terapéutico, inibe células
T. Em algumas modalidades, uma molécula de BTNXi tem pelo
menos 60, 70, 80, 90, 95, 99 ou 100 % de identidade de
sequéncia, ou identidade de sequéncia substancial, com uma
butirofilina que ocorre naturalmente ou uma molécula de tipo

butirofilina.
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[0193] Em algumas modalidades, uma porcdo de
ligacdo/modulacéao efetora é uma molécula de  BTNLS
antagonista.

(01941 Uma molécula de BTNL8 antagonista, conforme o
termo é usado aqui, se refere a um polipeptideo que tem uma
sequéncia suficiente de BTNL8 gque, como parte de um composto
terapéutico, inibe a ativacdo, proliferacdo ou secrecdo de
citocinas por uma célula T em repouso. Em algumas
modalidades, uma molécula de BTNL8 tem pelo menos 60, 70,
80, 90, 95, 99 ou 100 % de identidade de sequéncia, ou
identidade de sequéncia substancial, com uma butirofilina de

ocorréncia natural.

PORCOES DE LIGACAO/MODULACAO IIC: PORCOES DE

LIGACAO/MODULACAO EFETORAS QUE RECRUTAM CELULAS T

IMUNOSSUPRESSORAS

[C1953] Em algumas modalidades, um composto terapéutico
compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora, por
exemplo, uma porcdo de ligacdo/modulacdo IIC, que se liga,
ativa ou retém células imunossupressoras, por exemplo,
células T imunossupressoras, na localizacdo mediada pela
porcdo de alvejamento, conferindo privilégio imunolégico
especifico para uma localizacdo. A porgdo de
ligacdo/modulacéao IIC, por exemplo, uma porgao de

ligacdo/modulacdo IIC que compreende uma molécula de
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anticorpo que compreende, por exemplo, um dominio de ligacédo
a scFv, se liga a tipos de células imunossupressoras, por
exemplo, Tregs, por exemplo, Tregs Foxp3+ CD25+. A toleréncia
especifica para tipos de o6rgdos, tecidos ou células estéd
associada a um aumento esmagador de Tregs proximais e
infiltrantes no 6rgdo alvo; nas modalidades, os métodos e
compostos descritos aqul recriam sinteticamente e 1imitam
este estado fisioldégico. Apbs o acumulo de Tregs, é criado
um microambiente imunossupressor que serve para proteger o
6rgdo de interesse contra o sistema imune.

LIGANTES DE GARP COMO UMA MOLECULA DE ALVEJAMENTO TREG

E TGFB

[0186] GARP é um receptor de proteinas na membrana para
TGF-beta latente expresso sobre a superficie de Tregs
ativadas (Tran et al. 2009 PNAS 106: 13445 e Wang et al.
2009 PNAS 106: 13439). Em algumas modalidades, um composto
terapéutico compreende uma entidade de ligacdo IIC que se
liga tanto a células que expressam GARP como GARP soluvel,
tais como Tregs humanas ativadas, e uma porcgdo de alvejamento
que tem como alvo o composto terapéutico no tecido alvo de
interesse. As porgdes de 1ligacdo/modulacéo IIC que
compreendem um ligante de GARP incluem, por exemplo, uma
porcdo de ligacdo/modulacdo IIIC que compreende uma molécula

de anticorpo anti-GARP, por exemplo, um dominio scFv anti-
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GARP. Embora ndo deseje estar preso pela teoria, acredita-
se que o composto terapéutico gque compreende um ligante de
GARP efetue o acumulo de Tregs gque expressam GARP na
localizagdo alvo da porcdo de alvejamento do composto
terapéutico, por exemplo, um local de transplante ou lesédo
de oérgdo. Novamente, embora ndo deseje estar preso pela
teoria, acredita-se gque um composto terapéutico que
compreende os efeitos do ligante de GARP também possa afetar
o actumulo de GARP soltvel no local da lesdo do 6rgdo, o que
servird para ligar e ativar TGFBl, uma imunocitocina
supressora, de maneilra localizada (Fridrich et al. 2016 PLoS
One 11: e0153290; doi: 10.1371/journal.pone.0153290 e Hahn
et al. 2013 Blood 15: 1182). Assim, uma porcdo de
ligacdo/modulacdo efetora que compreende um ligante de GARP
pode atuar como uma porcdo de ligacdo/modulacdo IIC ou uma
porcdo de ligacdo/modulacdo SM.

CTLA4 COMO UMA MOLECULA SILENCIADORA DE CELULAS T

EFETORAS E DE ALVEJAMENTO TREGS

[0197] Em algumas modalidades, uma porcdo de
ligacdo/modulacdo efetora, por exemplo, compreende uma
molécula de anticorpo, por exemplo, um dominio scFv, que se
liga a CTLA4 expressa sobre a superficie de Tregs. A molécula
terapéutica acumula ou retém Tregs CTLA4+ na localizacédo

alvo, com imunossupressdo localizada como consequéncia.
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[0198] Embora expressa mais altamente em Tregs, a
CTLA4 também é expressa em células T ativadas. Um composto
terapéutico que compreende uma porcdo de ligacdo/modulacéao
efetora, por exemplo, um anticorpo anti-CTLA4 ou um anticorpo
anti-CTLA4 funcional, pode regular negativamente a célula T
que expressa CTLA4. Assim, em um composto terapéutico que
compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que se
liga a CTLA4, a porcdo efetora também pode atuar como uma
porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM.

[019%] Em algumas modalidades, o ligante anti-CTLA4
ndo ¢é antagonista ou ¢é agonista gquando em um formato
monomérico e é agonista apenas quando agrupado ou
multimerizado apds ligacdo ao alvo.

[0200] Embora ndo deseje estar limitado pela teoria,
acredita-se que a ligacdo do composto terapéutico al alvo,
através da porcdo de alvejamento, afeta a multimerizacdo do
composto terapéutico. No caso de células T de membria e
células T ativadas, a CTLA4 ligada a porgcdo de
ligacdo/modulacdo efetora do composto terapéutico é agrupada
e gera um sinal inibidor pela ativacdo de CTLA4 expressa
pelas células T de memdéria e células T ativadas.

[0201] Em algumas modalidades, o ligante anti-CTLA4

ndo ¢é antagonista ou ¢é agonista gquando em um formato
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z

monomérico e é agonista apenas quando agrupado ou
multimerizado apds ligacdo ao alvo.

MOLECULAS DE MUTEINA DE IL-2: LIGANTES DE RECEPTORES DE

IL2 QUE ATIVAM TREGS

[0202] Moléculas de muteina de IL-2 gue expandem ou
estimulam preferencialmente células Treg {(em relacdo a
células T citotdéxicas) podem ser usadas como uma porcdo de
ligacdo/modulacdo IIC.

[C203]7 Em algumas modalidades, a porcdo de
ligacdo/modulacdo IIC compreende uma molécula de muteina de
IL-2. Conforme usado aqui, o termo "molécula de muteina de
IL-2" ou "muteina de IL-2" se refere a uma variante de IL-2
que ativa preferencialmente células Treg. Em algumas
modalidades, isoladamente ou como componente de um composto
terapéutico, uma molécula de muteina de IL-2 ativa Tregs
pelo menos 2, 5, 10 ou 100 vezes mais gque células T
citotbéxicas. Um ensaio adequado para avallar a ativacéo
preferencial de células Treg pode ser encontrado na Patente
dos Estados Unidos N° 9.580.486, por exemplo, nos Exemplos 2
e 3, ou no documento W02016014428, por exemplo, nos Exemplos
3, 4 e 5, cada um dos quais é incorporado por referéncia na

integra. A sequéncia da IL-2 madura é
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APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCL
EEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFL
NRWITFCQSIISTLT (sequéncia de IL-2 madura) (SEQ ID NO: 6)

[Q2047 A sequéncia da IL-2 imatura pode ser
representada por
MYRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLOQLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRM
LTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKG
SETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFCQSIISTLT (SEQ ID NO: 15).

[C205]7 Em algumas modalidades, uma porcdo de
ligacdo/modulacdo IIC compreende uma muteina de IL-2, ou
fragmento ativo da mesma, acoplada, por exemplo, fundida, a
outro polipeptideo, por exemplo, um polipeptideo que estende
a meia-vida in vivo, por exemplo, de uma regido constante de
imunoglobulina, ou um multimero ou dimero do mesmo.

[C206] Uma molécula de muteina de IL-2 pode ser
preparada através de mutacdo de um ou mals dos residuos de
IL-2. Exemplos ndo limitativos de muteinas de IL-2 podem ser
encontrados nos documentos W02016/164937, UsS9580480,
US7105653, US9616105, Us 9428567, USsS2017/0051029,
US2014/0286898A1, W02014153111A2, W02010/085495,
W02016014428 A2, WO2016025385A1 e US20060269515, cada um dos
quais é incorporado por referéncia na integra.

[0207] Em algumas modalidades, a alanina na posicdo 1

da sequéncia acima é excluida. Em algumas modalidades, a
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molécula de muteina de IL-2 compreende uma serina substituida
por cisteina na posicdo 125 da sequéncia madura de IL-
2. Outras combinacdes de mutacgdes e substitulic¢des para
moléculas de muteina de IL-2 sdo descritas no documento
Us20060269515, o gqual é incorporado por referéncia na
integra. Em algumas modalidades, a cisteina na posicdo 125
também é substituida por uma valina ou alanina. Em algumas
modalidades, a molécula de muteina de IL-2 compreende uma
substituicdo V91K. Em algumas modalidades, a molécula de
muteina de IL-2 compreende uma substituicdo N88D. Em algumas
modalidades, a molécula de IL-2 muteina compreende uma
substituicdo N88R. Em algumas modalidades, a molécula de
muteina de IL-2 compreende uma substituicdo H16E, D84K, V91N,
N88D, V91K ou VI91R ou qualquer combinacdo das mesmas. Em
algumas modalidades, estas moléculas de muteina de IL-2
também compreendem uma substituicdo na posicdo 125, conforme
descrito aqui. Em algumas modalidades, a molécula de muteina
de IL-2 compreende uma ou mals substituic¢des selecionadas a
partir do grupo que consiste em: T3N, T3A, L12G, L12K, L12Q,
L12s, Q13G, E15A, E15G, E15S, H16A, H16D, Hle6G, H16K, H1le6M,
H16N, H16R, H16S, H16T, Hlév, H16Y, L1SA, L19D, L1SE, L19G,
L19N, L1SR, L19S, L19T, L1%v, D20A, D20E, D20H, D20I, D20Y,
D20F, D20G, D20T M23R, R81A, R81G, R81 S, R81T, D84A, D84E,

D84G, D841, D84M, D84Q D84R, D84S, D84T, S87R, N88A, N88D,
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N88E, N88I, N88F, N88G, N88M, N88R, N88S, N88V N88W, V91D,
V91E, V991G, V91 S, 1I92K, 1I92R, E9G e Q1l26. Em algumas
modalidades, a sequéncia de aminodcidos da molécula de
muteina de IL-2 difere da sequéncia de aminodcidos
apresentada na sequéncia de IL-2 madura por uma substituicédo
Cl25A ou Cl25S e por uma substitulcdo selecionada a partir
de T3N, T3A, L12G, Ll12K, L12Q L12S, Q13G, E15A, E15G, E15S,
H16A, H1le6D, H16G, H16K, H16M, H16N, H16R, H16S, H16T, H1lé6V,
HleY, L19A, 119D, L19E, L19G, L19N, L19R, L19S, L19T, L16S
D20A, D20E, D20F, D20G, D20T, D20w, M23R, R81A, R81G, RS81S,
R81T, D84A, D84E, D84G, D84I, D84M, D84Q, D84R, D84S, D84T,
S87R, N88A, N88D, N88E, N88I, N88G, N88M, N88R, N88S, N88V,
N88wW, V91D, VO91lE, V91G, V91S, I92K, I92R, E95G, Q126I, Q1l26L
e Ql26F. Em algumas modalidades, a molécula de muteina de
IL-2 difere da sequéncia de aminodcidos apresentada na
sequéncia de IL-2 madura por uma substituicdo C1l25A ou C125S
e por uma substituicdo selecionada a partir de D20H, D20I,
D20Y, D20E, D20G, D20wW, D84A, D84S, H16D, H16G, H16K, HI16R,
H1eT, Hl1l6V, I92K, I92R, L12K, L19D, L19N, L19T, N88D, N88R,
N88S, V91D, V991G, V91K e V91S. Em algumas modalidades, a
muteina de IL-2 compreende as mutacdes N88R e/ou D20H.
[C208] Em algumas modalidades, a molécula de muteina
de IL-2 compreende uma mutacdo na sequéncia polipeptidica em

uma posicdo selecionada a partir do grupo gque consiste no
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aminodcido 30, aminodcido 31, aminoacido 35, aminocécido 69
e aminoacido 74. Em algumas modalidades, a mutacdo na posicédo

30 é N30S. Em algumas modalidades, a mutacdo na posicdo 31

(O

é Y31H. Em algumas modalidades, a mutacdo na posicdo 35
K35R. Em algumas modalidades, a mutacdo na posicdo 69 é
V69A. Em algumas modalidades, a mutacdo na posicdo 74 é
Q74P. Em algumas modalidades, a muteina compreende uma
mutacdo V69A, uma mutacdo Q74P, uma mutacdo N88D ou N88R e
uma ou mais mutacgdes L53I, L56I, L80I ou L118I. Em algumas
modalidades, a muteina compreende uma mutacdo V69A, uma
mutacdo Q74P, uma mutacdo N88D ou N88R e uma mutacdo L para
I selecionada a partir do grupo que consiste em: uma mutacdo
L53I, L56I, L80I e L1181. Em algumas modalidades, a muteina
de IL-2 compreende uma mutacdo V69A, Q74P, N88D ou N88R e
uma mutacdo L53I. Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
compreende uma mutacdo V69A, Q74P, N88D ou N88R e uma mutacdo
L56I. Em algumas modalidades, a muteina de IL-2 compreende
uma mutacdo V69A, Q74P, N88D ou N88R e uma mutacdo L80I. Em
algumas modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma mutacdo
V69A, Q74P, N88D ou N88R e uma mutacdo LI 181. Conforme
apresentado aqui, as muteinas também podem compreender uma
mutacdo C125A ou C125S.

[0202] Em algumas modalidades, a molécula de muteina

de IL-2 compreende uma substituicdo selecionada a partir do
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grupo que consiste em: N88R, N88I, N88G, D20H, D109C, Ql1l26L,
Q126F, D84G ou D8B4I em relacdo a sequéncia de IL-2 humana
madura fornecida acima. Em algumas modalidades, a molécula
de muteina de IL-2 compreende uma substituicdo D109C e uma
ou ambas de uma substituicdo N88R e uma substituicéo
Cl1l258. Em algumas modalidades, a cisteina gque estd na
molécula de muteina de IL-2 na posicdo 109 estd ligada a uma
porcdo de polietileno glicol, em que a porcgdo de polietileno
glicol tem um peso molecular entre 5 e 40 kDa.

[0210] Em algumas modalidades, gqualquer uma das
substituicgdes descritas aquil é combinada com uma
substituicdo na posicdo 125. A substituicdo pode ser uma
substituicdo C125S8, C125A ou Cl1l25V.

[0211] Além das substituigSes ou mutacbes descritas
aqui, em algumas modalidades, a muteina de IL-2 tem uma
substituicdo/mutacdo em uma ou mais das posigbes 73, 76, 100
ou 138 gue correspondem a SEQ ID NO: 15 ou em uma ou mais
das posicgdes 53, 56, 80 ou 118 que correspondem a SEQ ID NO:
6. Em algumas modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma
mutacdo nas posicgdes 73 e 76; 73 e 100; 73 e 138; 76 e
100; 76 e 138; 100 e 138; 73, 76 e 100; 73, 76 e 138; 73,
100 e 138; 76, 100 e 138; ou em cada uma das posigdes 73,
76, 100 e 138 que correspondem a SEQ ID NO: 15. Em algumas

modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma mutacdo nas
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posicdes 53 e 56; 53 e 80; 53 e 118; 56 e 80; 56 e 118; 80
e 18; 53, 56 e 80; 53, 56 e 118; 53, 80 e 118; 56, 80 e
118; ou em cada uma das posicgdes 53, 56, 80 e 118 que
correspondem a SEQ ID NO: 6. Uma vez que a IL-2 pode ser
fundida ou unida a outras proteinas, conforme usado aqui, o
termo que corresponde a referéncia a uma de SEQ ID NOs: 6 ou
15 se refere a como as sequéncias se alinham as configuracdes
padrdo do software de alinhamento, tal como aquele que pode
ser usado a partir do site da NCBI. Em algumas modalidades,
a mutacdo é leucina para isoleucina. Assim, a muteina de IL-
2 pode compreender uma ou mais isoleucinas nas posicgbes 73,
76, 100 ou 138 que correspondem a SEQ ID NO: 15 ou em uma ou
mails das posicdes 53, 56, 80 ou 118 gque correspondem a SEQ
ID NO: 6. Em algumas modalidades, a muteina compreende uma
mutacdo em L53 gque corresponde a SEQ ID NO: 6. Em algumas
modalidades, a muteina compreende uma mutacdo em L56 gque
corresponde a SEQ ID NO: 6. Em algumas modalidades, a muteina
compreende uma mutacdo L80 que corresponde a SEQ ID NO: 6.
Em algumas modalidades, a muteina compreende uma mutacido
L118 que corresponde a SEQ ID NO: 6. Em algumas modalidades,
a mutacdo é leucina para isoleucina. Em algumas modalidades,
a muteina também compreende uma mutacdo nas posicdes 69, 74,
88, 125 ou qualquer combinacdo das mesmas nestas muteinas

que correspondem a SEQ ID NO: 6. Em algumas modalidades, a

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 246/504



122/351

mutacdo é uma mutacdo V69A. Em algumas modalidades, a mutacédo
é uma mutacdo Q74P. Em algumas modalidades, a mutacdo é uma
mutacdo N88D ou N8BR. Em algumas modalidades, a mutacdo é
uma mutacdo Cl25A ou C125S.

[0212] Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
compreende uma mutacdo em uma ou mais das posigdes 49, 51,
55, 57, 68, 89, 91, 94, 108 e 145 que correspondem a SEQ ID
NO: 15 ou uma ou mais das posicgdes 29, 31, 35, 37, 48, 69,
71, 74, 88 e 125 gque correspondem a SEQ ID NO: 6. As
substitui¢cdes podem ser usadas individualmente ou em
combinacdo umas com as outras. Em algumas modalidades, a
muteina de IL-2 compreende substituic¢des nas posigbes 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9 ou em cada uma das posicgdes 49, 51, 55, 57,
68, 89, 91, 94, 108 e 145. Exemplos ndo limitativos de tais
combinacfes incluem, porém sem limitagbes, uma mutacdo nas
posig¢des 49, 51, 55, 57, 68, 89, 91, 94, 108 e 145; 49, 51,
55, 57, 68, 89, 91, 94 e 108; 49, 51, 55, 57, 68, 89, 91 e
94; 49, 51, 55, 57, 68, 89 e 91; 49, 51, 55, 57, 68 e 89; 49,
51, 55, 57 e ©68; 49, 51, 55 e 57; 49, 51 e 55; 49 e 51; 51,
55, 57, 68, 89, 91, 94, 108 e 145; 51, 55, 57, 68, 89, 91,
94 e 108; 51, 55, 57, 68, 89, 91 e 94; 51, 55, 57, 68, 89 e
91; 51, 55, 57, 68 e 89; 55, 57 e 68; 55 e 57; 55, 57, 68,
89, 91, 94, 108 e 145; 55, 57, 68, 89, 91, 94 e 108; 55, 57,

68, 89, 91 e 94; 55, 57, 68, 89, 91 e 94; 55, 57, 68, 89 e
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91; 55, 57, 68 e 89; 55, 57 e 68; 55 e 57; 57, 68, 89, 91,
94, 108 e 145; 57, 68, 89, 91, 94 e 108; 57, 68, 89, 91 e
94; 57, 68, 89 e 91; 57, 68 e 89; 57 e 68; 68, 89, 91, 94,
108 e 145; 68, 89, 91, 94 e 108; 68, 89, 91 e 94; 68, 89 e
91; 68 e 89; 89, 91, 94, 108 e 145; 89, 91, 94 e 108; 89, 91
e 94; 89 e 91; 91, 94, 108 e 145; 91, 94 e 108; 91 e 94; ou
94 e 108. Cada mutacdo pode ser combinada entre si. As mesmas
substituicbdes podem ser feitas em SEQ ID NO: 6, porém, a
numeracdo seria ajustada adequadamente, conforme é evidente
a partir da presente invencdo (20 menos do que a numeracgdo
para SEQ ID NO: 15 nas posicgdes correspondentes em SEQ ID
NO: 6).

[0213] Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
compreende uma mutacdo em uma ou mais das posigdes 35, 36,
42, 104, 1 15 ou 146 que correspondem a SEQ ID NO: 15 ou
posicdes equivalentes em SEQ ID NO: 6 (por exemplo, posicgdes
15, 16, 22, 84, 95 ou 126). Estas mutacdes podem ser
combinadas com outras mutacgdes de leucina para isoleucina
descritas aqul ou a mutacdo nas posigbes 73, 76, 100 ou 138
que correspondem a SEQ ID NO: 15 ou em uma ou mais das
posicdes 53, 56, 80 ou 1 18 que correspondem a SEQ ID NO: 6.
Em algumas modalidades, a mutacdo é uma mutacdo E35Q, H36N,
Q42E, D104N, E115Q0 ou Q1l46E ou qualquer combinacdo das

mesmas. Em algumas modalidades, uma ou mails destas
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substituicdes sdo de tipo selvagem. Em algumas modalidades,
a muteina compreende um residuo de tipo selvagem em uma ou
mais das posicgdes 35, 36, 42, 104, 115 ou 146 que
correspondem a SEQ ID NO: 15 ou posigbes equivalentes em SEQ
ID NO: 6 (por exemplo, posigdes 15, 16, 22, 84, 95 e 1206).
[G214] As mutacdes nestas posicdes podem ser
combinadas com qualquer uma das outras mutacgdes descritas
aqul incluindo, dentre outras, substituic¢des nas posicgdes
73, 76, 100 ou 138 gue correspondem a SEQ ID NO: 15 ou
posicdes em uma ou mais das posigdes 53, 56, 80 ou 118 que
correspondem & SEQ ID NO: 6 descritas aqui e acima. Em
algumas modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma mutacdo
N49S gue corresponde a SEQ ID NO: 15. Em algumas modalidades,
a muteina de IL-2 compreende uma mutacdo Y51S ou Y51H que
corresponde a SEQ ID NO: 15. Em algumas modalidades, a
muteina de IL-2 compreende uma mutacdo K55R que corresponde
a SEQ ID NO: 15. Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
compreende uma mutacdo T57A que corresponde a SEQ ID NO: 15.
Em algumas modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma
mutacdo K68E que corresponde a SEQ ID NO: 15. Em algumas
modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma mutacdo V89A
que corresponde a SEQ ID NO: 15. Em algumas modalidades, a
muteina de IL-2 compreende uma mutacdo N91R que corresponde

a SEQ ID NO: 15. Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
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compreende uma mutacdo Q94P que corresponde a SEQ ID NO: 15.
Em algumas modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma
mutacdo N108D ou N108R que corresponde a SEQ ID NO: 15. Em
algumas modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma mutacdo
Cl45A ou Cl45S que corresponde & SEQ ID NO: 15. Estas
substitui¢cdes podem ser usadas individualmente ou em
combinacdo umas com as outras. Em algumas modalidades, a
muteina compreende cada uma destas substituig¢bes. Em algumas
modalidades, a muteina compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8
destas mutacgdes. Em algumas modalidades, a mutelna
compreende um residuo de tipo selvagem em uma ou mails das
posicgdes 35, 36, 42, 104, 115 ou 146 que correspondem a SEQ
ID NO: 15 ou posicgdes equivalentes em SEQ ID NO: 6 (por
exemplo, posicgdes 15, 16, 22, 84, 95 e 126).

{C215] Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
compreende uma mutacdo N29S que corresponde a SEQ ID NO: 6.
Em algumas modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma
mutacdo Y31S ou Y31H gque corresponde a SEQ ID NO: 6. Em
algumas modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma mutacdo
K35R que corresponde a SEQ ID NO: 6. Em algumas modalidades,
a muteina de IL-2 compreende uma mutacdo T37A que corresponde
a SEQ ID NO: 6. Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
compreende uma mutacdo K48E que corresponde a SEQ ID NO: 6.

Em algumas modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma
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mutacdo V69A gque corresponde a SEQ ID NO: 6. Em algumas
modalidades, a muteina de IL-2 compreende uma mutacdo N71R
que corresponde a SEQ ID NO: 6. Em algumas modalidades, a
muteina de IL-2 compreende uma mutacdo Q74P que corresponde
a SEQ ID NO: 6. Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
compreende uma mutacdo N88D ou N88R que corresponde a SEQ ID
NO: 6. Em algumas modalidades, a muteina de IL-2 compreende
uma mutacdo Cl25A ou C1l25S que corresponde a SEQ ID NO: 6.
Estas substituicbdes podem ser usadas individualmente ou em
combinacdo umas com as outras. Em algumas modalidades, a
muteina compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 destas
mutagdes. Em algumas modalidades, a muteina compreende cada
uma destas substituigbes. Em algumas modalidades, a muteilna
compreende um residuo de tipo selvagem em uma ou mails das
posicgdes 35, 36, 42, 104, 115 ou 146 que correspondem a SEQ
ID NO: 15 ou posicgdes equivalentes em SEQ ID NO: 6 (por
exemplo, posicgdes 15, 16, 22, 84, 95 e 126).

[0216] Para gqualquer uma das muteilnas de IL-2
descritas aqui, em algumas modalidades, uma ou mais das
posicgdes 35, 36, 42, 104, 115 ou 146 que correspondem a SEQ
ID NO: 15 ou posicgdes equivalentes em SEQ ID NO: 6 (por
exemplo, posicgdes 15, 16, 22, 84, 95 ou 126) sdo de tipo
selvagem (por exemplo, conforme mostrado em SEQ ID NOs: 6 ou

15). Em algumas modalidades, 2, 3, 4, 5, 6 ou cada uma das
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posicgdes 35, 36, 42, 104, 115 ou 146 que correspondem a SEQ
ID NO: 15 ou posicgdes equivalentes em SEQ ID NO: 6 (por
exemplo, posicgdes 15, 16, 22, 84, 95 e 126) sdo de tipo
selvagem.

[0217] Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
compreende uma sequéncia de:
MYRMOQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGISNHKNPRLARM
LTFKFYMPEKATEIKHLQCLEEELKPLEEALRLAPSKNFHLRPRDLISDINVIVLELKG
SETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLT (SEQ ID NO: 16)

[C218] Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
compreende uma sequéncia de:
MYRMOQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGISNHKNPRLARM
LTFKFYMPEKATELKHIQCLEEELKPLEEALRLAPSKNFHLRPRDLISDINVIVLELKG
SETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLT (SEQ ID NO: 17)

[{C212] Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
compreende uma sequéncia de:
MYRMOQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGISNHKNPRLARM
LTFKFYMPEKATELKHLQCLEEELKPLEEALRLAPSKNFHIRPRDLISDINVIVLELKG
SETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLT (SEQ ID NO: 18)

022017 Em algumas modalidades, a muteina de IL-2
compreende uma sequéncia de:
MYRMOQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGISNHKNPRLARM
LTFKFYMPEKATELKHLQCLEEELKPLEEALRLAPSKNFHLRPRDLISDINVIVLELKG

SETTFMCEYADETATIVEFINRWITFSQSIISTLT (SEQ ID NO: 19)
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[0221] Em algumas modalidades, as sequéncias de
muteina de IL-2 descritas aqui ndo compreendem a sequéncia
lider de 1IL-2. A sequéncia 1lider de IL-2 pode ser
representada pela sequéncia MYRMQLLSCIALSLALVTNS (SEQ ID NO:
20). Portanto, em algumas modalidades, as sequéncias
ilustradas acima também podem incluir peptideos sem a
sequéncia lider. Embora SEQ ID NOs: 16-20 sejam ilustradas
com mutacdo apenas em uma das posigdes 73, 76, 100 ou 138
que correspondem & SEQ ID NO: 15 ou posigSes em uma ou mais
das posigbes 53, 56, 80 ou 118 que correspondem a SEQ ID NO

6, os peptideos podem compreender uma, duas, trés ou 4 das
mutacdes nestas posicgdes. Em algumas modalidades, a
substituicdo em cada posicdo é isoleucina ou outro tipo de
substituicdo de aminocdcidos conservativa. Em algumas
modalidades, a leucina nas posigSes citadas é substituida,
independentemente, por isoleucina, wvalina, metionina ou
fenilalanina.

[0222] Em algumas modalidades, a molécula de muteina
de IL-2 é fundida com uma regido Fc ou outra regido de
ligacdo, conforme descrito aqui. Exemplos de tals proteinas

de fusdo podem ser encontrados nos documentos US9580486¢,

US7105653, US9616105, Us9428567, USsS2017/0051029,
W02016/164937, US2014/0286898A1, W02014153111A2,
W02010/085495, W02016014428 A2, W02016025385A1,
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UsS2017/0037102 e US2006/0269515, cada um dos quais &
incorporado por referéncia na integra.

[0223] Em algumas modalidades, a regido Fc compreende
aquilo que é conhecido como a mutagdo LALA. Usando a
numeracdo de Kabat da regido Fc, isto corresponderia a L2474,
1248A e G250A. Em algumas modalidades, usando a numeracdo EU
da regido Fc, a regido Fc compreende uma mutacdo L234A, uma
mutacdo L235A e/ou uma mutacdo G237A.

[C224] Independentemente do sistema de numeracdo
usado, em algumas modalidades, a porcdo Fc pode compreender
mutagcbes gue correspondem a estes residuos. Em algumas
modalidades, a regido Fc compreende mutacgdes N297G ou N297A
(numeracdo de Kabat). A numeracdo de Kabat é baseada em uma
sequéncia completa, porém, poderia ser usada em um fragmento
com base em um alinhamento tradicional usado por aqueles
versados na técnica para a regido Fc.

[0225] Em algumas modalidades, a regido Fc compreende
uma sequéncia de:
DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG. (SEQ 1ID
NO: 21)

ou
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DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG. (SEQ 1ID
NO: 28)

[0226] Em algumas modalidades, a muteina de IL-2 estéa
ligada a regido Fc. Exemplos ndo limitativos de ligantes séo
ligantes de glicina/serina. Por exemplo, um ligante de
glicina/serina pode ser uma sequéncia GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(SEQ ID NO: 22) ou GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 30). Este é
simplesmente um exemplo ndo limitativo e o ligante pode ter
um numero varidvel de repetigbes GGGGS (SEQ ID NO: 23) ou
GGGGA (SEQ ID NO: 29). Em algumas modalidades, o ligante
compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 das repeticgdes
GGGGS (SEQ ID NO: 23) ou GGGGA (SEQ ID NO: 29).

[0227] Assim, a fusdo IL-2/Fc pode ser representada
pela férmula Zin-ou—Lgs—Zrc, €m que Zir-om € uma muteina de IL-2
conforme descrito aqui, Lgs € uma sequéncia ligante conforme
descrito aqui (por exemplo, ligante de glicina/serina) e
Zrc € uma regido Fc descrita aqul ou conhecida por aqueles
versados na técnica. Em algumas modalidades, a férmula pode
estar na orientagdo inversa Zrc—Lgs—Z1n-2M.

[0228] Em algumas modalidades, a fuséo IL-2/Fc

compreende uma sequéncia de
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MYRMQLLSCIALSLALVTINSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGISNHKNPRLARM
LTFKFYMPEKATEIKHLQCLEEELKPLEEALRLAPSKNFHLRPRDLISDINVIVLELKG
SETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFSQSTIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTH
TCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:

24)

MYRMQLLSCIALSLALVTINSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGISNHKNPRLARM
LTFKFYMPEKATELKHIQCLEEELKPLEEALRLAPSKNFHLRPRDLISDINVIVLELKG
SETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFSQSTIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTH
TCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:

25)

MYRMQLLSCIALSLALVTINSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGISNHKNPRLARM
LTFKFYMPEKATELKHLQCLEEELKPLEEALRLAPSKNFHIRPRDLISDINVIVLELKG
SETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFSQSTIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTH
TCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ

PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
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GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:

26)

MYRMOQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGISNHKNPRLARM
LTFKFYMPEKATELKHLQCLEEELKPLEEALRLAPSKNFHLRPRDLISDINVIVLELKG
SETTFMCEYADETATIVEFINRWITEFSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTH
TCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:
27) .

[0228] Em algumas modalidades, a fuséo IL-2/Fc
compreende uma sequéncia selecionada a partir da Tabela 2 a
seguir:

Tabela 2: Sequéncias de aminodcidos da proteina de fusdo IL-

2/Fc
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Identificacéo

de sequéncia

Sequéncia

SEQ ID NO: 7

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISRINVIVLELKGSETTFM
CEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLTGGGGAGGGGDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGOPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPGK

SEQ ID NO: 8

APTSSSTKKTQLOLEHLLLHLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFM
CEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLTVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
FRVVSVLTVVHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTL
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGS

FFLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 9

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISRINVIVLELKGSETTFM
CEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLTDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD

SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Identificacéo

de sequéncia

Sequéncia

SEQ ID NO: 10

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE

LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISRINVIVLELKGSETTFM

CEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLTGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGP

SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK

PREEQYASTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQ

PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT

PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO: 11

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE

LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISRINVIVLELKGSETTFM

CEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLTGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPE

LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH

NAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS

KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN

NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL

SLSPG

SEQ ID NO: 12

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE

LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISRINVIVLELKGSETTFM

CEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPP

CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVD

GVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT

EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN

GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNYH

TQKSLSLSPG
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Identificacéo
Sequéncia
de sequéncia

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISRINVIVLELKGSETTFM
CEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKF
SEQ ID NO: 13
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEA

LHNHYTQKSLSLSPG

APTSSSTKKTQLOLEHLLLHLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFM
CEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVD
SEQ ID NO: 14
GVEVHNAKTKPREEQYASTYPVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPT
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN

GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSLSLSPG

[C230] Em algumas modalidades, as muteinas de IL-2
compreendem uma ou mais das sequéncias fornecidas na tabela
a sequlr a qual, em algumas modalidades, mostra a muteina de
IL-2 fundida com outras proteinas ou 1ligantes. A tabela
também fornece sequéncias para uma variedade de dominios Fc

ou variantes com as quals a IL-2 pode ser fundida:

SEQ ID Breve Sequéncia de aminoacidos

NO: descricio
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31

IL-2 humana
com mutacdo

Cl25s

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRP

RDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLT

32

IL-2 humana
com mutacdes

Cl258 e T3A

APASSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRP

RDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLT

33

IL-2 humana

com N88R e

Cl25s

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRP

RDLISRINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLT

34

IL-2 humana
com mutacdes
V69A, Q74P e

Cl25s

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP

RDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLT

35

IL-2 humana
com mutacdes
V69A, Q74p,

N88D e C1258

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP

RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLT

36

IL-2 humana
com mutacdes
V69A, Q74p,

N88R e C1258

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP

RDLISRINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLT
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APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLT
IL-2 humana
FKEFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRP
37 com N88D e
RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT
C125s
FSQSIISTLT
IL-2 humana APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLT
com mutacgdes FKFYMPKKATEIKHLQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP
38 L53I, Vé69A, RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT
Q74P, N88D e FSQSIISTLT
C125s
IL-2 humana APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLT
com mutacgdes FKEFYMPKKATELKHIQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP
39 L56I, V69A, RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT
Q74P, N88D e FSQSIISTLT
C125s
IL-2 humana APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLT
com mutacgdes FKEFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHIRP
40 V69A, Q74p, RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT
L80I, N88D e FSQSIISTLT
C125s
IL-2 humana APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLT
com mutacgdes FKEFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP
41 V69A, Q74p, RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADxX ETATIVEFINRW
N88D, L118I, ITFSQSIISTLT
e Cl125s
Fc de IgGl DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
12 humana VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
(fusdes N- VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQP
terminais) REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
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com mutacgdes GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSC
L234A, L235A SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
e G237A
Ligante GGGGSGGGGSGGGGS
30 GGGGSGGGGSGGG
GS (15
aminoacidos)
Ligante GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
22 GGGGSGGGGSGGG
GSGGGGS (20
aminoacidos)
Ligante GGGGS | GGGGS
23 (5
aminoacidos)
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
Fc de IgGl VVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYGSTYRV
numana VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
43 (truncada) REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
com mutacdo | GOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
N297¢G SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
Dominios CH1l- | ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
CH2-CH3 de NSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
14 cadeia pesada | CNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGAPSV
de anticorpo FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDG
(IgGl humana VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
com L234A, VSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
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L235A e

G237A)

SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF

FLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

G

45

Dominio
constante
Kappa de
anticorpo

(humano)

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQOW

KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH

KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

46 IL

-2-G45x3-Fc

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRP

RDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPEAAG

APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNW

YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE

YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT

KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL

SLSPG

47

IL-2 T3A-

G4Sx3-Fc

APASSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRP

RDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPEAAG

APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNW

YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE

YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT
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KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL

SLSPG

48

IL-2 N88R-

G4Sx3-Fc

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRP

RDLISRINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPEAAG

APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNW

YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE

YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT

KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL

SLSPG

49

IL-2 V694,
Q74P, -G4Sx3-

Fec

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP

RDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPEAAG

APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNW

YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE

YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT

KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL

SLSPG
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50

IL-2 N88D
V69A, Q74P-

G4Sx3-Fc

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP

RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPEAAG

APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNW

YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE

YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT

KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL

SLSPG

51

IL-2 N88R
V69A, Q74P-

G4Sx3-Fc

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP

RDLISRINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPEAAG

APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNW

YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE

YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT

KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL

SLSPG

52

IL-2 N88D-

G4Sx3-Fc

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRP

RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPEAAG

APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNW
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YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE

YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT

KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL

SLSPG

Q7

IL-2 L53I

33 N88D V69A,

4P-G4Sx4-Fc

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATEIKHLOQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP

RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPA

PEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPE

VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW

LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS

REEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP

PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSLSLSPG

Q7

IL-2 L561I

54 N88D V69A,

4P-G4Sx4-Fc

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHIQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP

RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPA

PEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPE

VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW

LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS

REEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP

PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSLSLSPG
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55

IL-2 L80I
N88D V69A,

Q74P-G4Sx4-Fc

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHIRP

RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPA

PEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPE

VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW

LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS

REEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP

PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSLSLSPG

56

IL-2 Ll18I
N88D V69A,

Q74P-G4Sx4-Fc

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP

RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFINRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPA

PEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPE

VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW

LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS

REEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP

PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSLSLSPG

57

IL-2 N88D
V69A, Q74P-

G4Sx4-Fc

APTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLT

FKFYMPKKATELKHLOQCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRP

RDLISDINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWIT

FSQSIISTLTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPA
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PEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPE

VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW

LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS

REEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP

PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSLSLSPG

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYGSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQP

REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN

Fc-G45-IL-2
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFESC

58 N88D V69A,
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSAPTSSSTKKTOLOLE

Q74P
HLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHL
QCLEEELKPLEEALNLAPSKNFHLRPRDLISDINVIVLELK

GSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLT

(02311 Em algumas modalidades, as sequéncias mostradas
na tabela ou ao longo do presente pedido compreendem ou nao
compreendem uma ou mais mutacgdes que correspondem as posicgdes
L53, L56, L80 e L118. Em algumas modalidades, as sequéncias
mostradas na tabela ou ao 1longo do presente pedido
compreendem ou ndo compreendem uma ou mais mutagdes gque
correspondem as posigbes L59I, L63I, I24L, L94I, L96I ou
L1321 ou outras substituic¢des nas mesmas posicdes. Em algumas

modalidades, a mutagdo é leucina em isoleucina. Em algumas
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modalidades, a muteina ndo compreende outra mutacdo além
daquelas mostradas ou descritas aqui. Em algumas
modalidades, o peptideo compreende uma sequéncia de SEQ ID
NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID
NO: 35, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID
NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID
NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID
NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID
NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID
NO: 54, SEQ ID NO: 55 ou SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57 ou SEQ
ID NO: 58.

[0232] Em algumas modalidades, a porgcdo Fc da fusédo
ndo estd incluida. Em algumas modalidades, o peptideo
consiste essencialmente em uma muteina de IL-2 fornecida
aqui. Em algumas modalidades, a proteina é livre de uma
porgdo Fc.

[0233] Apenas para fins ilustrativos, modalidades das
muteinas de IL-2 fundidas com uma Fc e com uma porcgdo de
alvejamento sdo ilustradas na FIG. 19.

[0234] As sequéncias sdo apenas para fins ilustrativos
e ndo se destinam a ser limitativas. Em algumas modalidades,
o composto compreende uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 53, 54, 55 ou 56. Em algumas modalidades, o composto
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compreende uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53,
54, 55 ou 56 com ou sem uma mutacdo Cl25A ou C1l25S.

(02357 Em uma modalidade, uma molécula de muteina de
IL-2 compreende pelo menos 60, 70, 80, 85, 90, 95 ou 97 % de
identidade ou homologia de sequéncia com uma molécula de IL-
2 humana de ocorréncia natural, por exemplo, a sequéncia de
uma IL-2 de ocorréncia natural descrita ou incorporada aqui
por referéncia.

[C236] Conforme descrito aqui, as muteinas de IL-2
podem ser parte de uma molécula biespecifica com uma porgdo
de unido, tal como um anticorpo MAdCAM que terd como alvo a
muteina de IL-2 em uma célula que expressa MAdCAM. Conforme
descrito aquil, a molécula biespecifica pode ser produzida a
partir de duas cadeias polipeptidicas. Em algumas

modalidades, o seguinte pode ser usado:

Tabela de Compostos Biespecificos de MAdCAM- IL-2 Muteina

Cadeia 2 N-
terminal aos IDs
Cadeia 1 N-terminal aos IDs de sequéncia de sequéncia de
Detalhes do componente da molécula C-terminal componente da
molécula C-

terminal
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Dominios
CH1-CH2- " Dominio | Dominio
Dominio VH Porcao
CH3 de Ligante . VK de CK de
de C-termi
cadeia 1 cadeia cadeia
anticorpo nal
pesada de leve leve
anticorpo
1. Anti- Anti-
Anti-
MAdCam-Fc- SEQ ID NO: SEQ ID SEQ ID MAdCam- SEQ ID
MAdCam-VH1
IL-2 N88D 44 NO: 23 NO: 35 VK1 de NO: 45
de rato
V69A, Q74P rato
2. Anti-
Anti-
MAdCam - Anti-
SEQ ID NO: SEQ ID SEQ ID MAdCam- SEQ ID
Fc-IL-2 MAdCam-VH2
44 NO: 23 NO: 35 VK2 de NO: 45
N88D V69A, de rato
rato
Q74P
3. Anti-
Anti-
MAdCam - Anti-
SEQ ID NO: SEQ ID SEQ ID MAdCam- SEQ ID
Fc-IL-2 MAdCam-VH1
44 NO: 23 NO: 41 VK3 de NO: 45
L118I N88D de rato
rato
V69A, Q74P
4. TTJ2-
Fc-IL-2 TTJ2-VH SEQ ID NO: SEQ ID SEQ ID TTJ2-VK SEQ ID
L118I N88D humana 44 NO: 23 NO: 41 humana NO: 45
V69A, Q74P
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5. anti
Anti-
hu.MAdJCAM- Anti-
SEQ ID NO: SEQ ID SEQ ID MAdCam— SEQ ID
Fc-IL-2 MAdCam-VH3
44 NO: 23 NO: 41 VK3 NO: 45
L118I N88D humana
humana
V69A, Q74P
6. anti
Anti-
hu.MAdJCAM- Anti-
SEQ ID NO: SEQ ID SEQ ID MAdCam— SEQ ID
Fc-IL-2 MAdCam-VH4
44 NO: 23 NO: 41 VK4 NO: 45
L118I N88D humana
humana
V69A, Q74P
7. anti
Anti-
hu.MAdJCAM- Anti-
SEQ ID NO: SEQ ID SEQ ID MAdCam— SEQ ID
Fc-IL-2 MAdCam-VH5
44 NO: 23 NO: 41 VK5 NO: 45
L118I N88D humana
humana
V69A, Q74P
(02371 As proteinas podem ser produzidas com ou sem

uma mutagdo C125A ou C125S na muteina de IL-2.

[0238] Em algumas modalidades, o dominio kappa
constante em qualquer uma das cadeias leves pode ser
substituido por um dominio lambda constante.

Ligantes de GITR

(023921 GITR (CD357) ¢é um marcador na superficie

celular presente em Tregs. O bloqueio da interacdo GITR-

GITRL mantém a funcdo de Tregs. Em algumas modalidades, um

composto terapéutico compreende uma entidade de ligacgdo IIC
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que se liga a células Tregs que expressam GITR e uma porgdo
de alvejamento que tem como alvo o composto terapéutico no
tecido alvo de interesse.

(02401 Em algumas modalidades, um composto terapéutico
compreende uma molécula de anticorpo anti-GITR, por exemplo,
uma molécula de anticorpo anti-GITR gque inibe a ligacédo de
GITR ao GITRL.

[0241] Em algumas modalidades, um composto terapéutico
compreende uma molécula de anticorpo anti-GITR, molécula de
anticorpo anti-GITR a qual inibe a ligacdo de GITR ao GITRL
e é& agonista de PD-1, molécula de muteina de IL-2 ou outro
efetor descrito aqui.

[0242] Embora ndo deseje estar limitado pela teoria,
acredita-se que o composto terapéutico que compreende um
ligante de GITR efetue o actmulo de Tregs que expressam GITR
na localizacdo alvo da porcdo de alvejamento do composto
terapéutico, por exemplo, um transplante ou local de lesédo
de o6rgédo.

BUTIROFILINAS/MOLECULAS DE TIPO BUTIRROFILINA

[0243] A porcdo de 1ligacdo/modulacdo efetora pode
compreender uma molécula agonistica de BTNL2Z. Embora néo
deseje estar preso a teoria, acredita-se que as moléculas

agonisticas de BTL2 induzam a células Treg.

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 274/504



150/351

{0244] Uma molécula agonistica de BTNL2, conforme o
termo é usado aqui, se refere a um polipeptideo que tem uma
sequéncia de BTNL2 suficiente gque, como parte de um composto
terapéutico, induz a células Treg. Em algumas modalidades,
uma molécula de BTL2 tem pelo menos 60, 70, 80, 90, 95, 99
ou 100 % de 4identidade de sequéncia, ou identidade de
sequéncia substancial, com uma butirofilina de ocorréncia
natural.

[0245]7 Em algumas modalidades, uma porcdo de
ligacdo/modulacdo efetora é uma molécula antagonista de
BTNLS8.

COMPOSTOS TERAPEUTICOS QUE COMPREENDEM UMA PORCAO DE

LIGACAO/MODULACAO SM: MANIPULACAO DO MICROAMBIENTE LOCAL

[0246] Um composto terapéutico pode compreender uma
porcdo de ligacdo/modulacdo efetora gque promove um
microambiente local imunossupressor, por exemplo, ao
fornecer, na proximidade do alvo, uma substédncia que inibe
ou minimiza o ataque pelo sistema imune do alvo, denominada
aqul como porcdo de ligacdo/modulacdo SM.

[0247]7 Em algumas modalidades, a porcdo de
ligacdo/modulacdo SM compreende uma molécula que inibe ou
minimiza o ataque pelo sistema imune do alvo (denominada
aqul como uma porcdo de ligacdo/modulacdo SM). Em algumas

modalidades, um composto terapéutico compreende uma porgdo
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de ligacdo/modulacdo SM que se liga e acumula uma substédncia
soltvel, por exemplo, uma substdncia endbgena ou exdbgena,
que tem funcdo imunossupressora. Em algumas modalidades, um
composto terapéutico compreende uma porgdo de
ligacdo/modulacdo SM, por exemplo, uma molécula de CD39 ou
uma molécula de CD73 ou molécula de fosfatase alcalina, que
se liga, inibe, captura, degrada ou neutraliza uma substédncia
soltvel, tipicamente uma substédncia soltvel enddbgena, por
exemplo, ATP no caso de uma molécula de CD39 ou molécula de
fosfatase alcalina ou AMP no caso de uma molécula de CD73,
que promove um ataque imune. Em algumas modalidades, um
composto terapéutico compreende uma porgdo de
ligacdo/modulacéao SM que compreende uma substéncia
imunossupressora, por exemplo, um fragmento de proteina que
é imunossupressor.

COMPOSTOS TERAPEUTICOS QUE COMPREENDEM UMA PORCAO DE

LIGACAO/MODULACAO ICSM: INIBICAO DE ESTIMULACAO, POR

EXEMPLO, INIBICAO DE COESTIMULACAO DE CELULAS IMUNES

[0248] Um composto terapéutico pode compreender uma
porcdo de ligacdo/modulacdo ICSM que inibe ou antagoniza a
um par de ligacdo estimulador, por exemplo, coestimulador,
por exemplo, 0X40 e OX40L. A porcdo de ligacdo/modulacéao

ICSM pode se ligar e antagonizar qualquer membro do par.
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[0248]7 Em uma modalidade, a porcdo de
ligacdo/modulacdo ICSM compreende uma molécula de anticorpo
que se liga e antagoniza qualquer membro de um par de ligacdo
estimulador, por exemplo, coestimulador. Em uma modalidade,
a porcdo de ligacdo/modulacdo ICSM compreende um analogo
antagonista de um dos membros do par de ligacdo. Em tails
modalidades, a porgcdo de 1ligacdo/modulacdo ICSM pode
compreender um fragmento soltvel de um dos membros que se
liga ao outro. Tipicamente, o andlogo terid pelo menos 50,
60, 70, 80, 90, 95 ou 98 % de homologia ou ildentidade de
sequéncia com um membro de ocorréncia natural que se liga ao
membro alvo do par. No caso de uma porgao de
ligacdo/modulacdo ICSM que se liga ao membro presente sobre
a superficie de uma célula imune, a porgdo de
ligacdo/modulacdo ICSM normalmente se liga, porém ndo ativa,
ou permite que o membro enddgeno oposto ligue e ative.

[0250] Assim, no caso do par de ligacdo gque inclui,
por exemplo, o membro da célula imune 0X40 e o membro oposto
0X40L, uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICSM pode compreender
qualquer um dos seguintes:

[C251] a) uma molécula de anticorpo gque se liga ao
membro da célula imune 0X40 e antagoniza a estimulacédo, por
exemplo, pelo bloqueio da ligacdo do membro oposto 0X40L

endbdgeno;
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025217 Db) uma molécula de anticorpo gque se liga ao
membro oposto OX40L e antagoniza a estimulacdo, por exemplo,
pelo bloqueio da ligacdo efetiva do membro enddgeno oposto
OX40L ao membro da célula imune 0X40;

(025317 c¢) um fragmento soltvel ou andlogo do membro
oposto OX40L gque se liga ao membro da célula imune 0X40 e
antagoniza a estimulacdo; e

(02541 d) um fragmento soltvel ou andlogo do membro da
célula imune 0X40 que se liga ao membro OX40L e antagoniza
a estimulacéio.

[0255] Por exemplo, a porcdo de ligacdo/modulacédo
ICSM, por exemplo, uma molécula de anticorpo ou um andlogo
antagonista ou o membro oposto, pode se ligar a CD2, ICOS,
Cch40L, CD28, LFAl, SLaM, TIM1, CD30, ©0X40 (CD134), 41BB
(Cb137), CD27, HVEM, DR3, GITR, BAFFR, TACI, BCMA ou CD30 e
CD40. Em outra modalidade, a porcdo de ligacdo/modulacéao
ICSM, por exemplo, uma molécula de anticorpo ou um andlogo
antagonista ou o membro oposto, pode se ligar a B7.1, B7.2,
ICOSL (B7-H2, B7RP1l), LFA3, CD48, CD58, ICAM1, SLAM, TIM4,
CD40, CD30L, OX40L (CD252), 41BBL (CD137L), CD70, LIGHT,
TLIA, GITRL, BAFF, APRIL ou CD30 e CD40L.

[C25¢] Em algumas modalidades, a molécula de
ligacdo/modulacdo ICSM se liga e antagoniza uma molécula

ativadora ou coestimuladora, por exemplo, uma molécula
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coestimuladora, presente em uma célula imune, ou se liga ao
membro oposto, impedindo que o membro oposto ative a molécula
coestimuladora ©presente na célula imune. Em algumas
modalidades, a ICSM compreende uma molécula de anticorpo
antagonista, por exemplo, uma molécula de anticorpo que se
liga a molécula coestimuladora em uma célula imune ou se
liga ao membro oposto da ICSM, impedindo que o membro oposto
ative a molécula coestimuladora na célula imune e resultando
em inibicdo de atividade da molécula coestimuladora. Em
algumas modalidades, a ICSM compreende uma molécula de
contraparte antagonista, por exemplo, um fragmento de uma
molécula que se liga a molécula coestimuladora e resulta em
inibigdo de atividade da molécula coestimuladora.

[0257] Em algumas modalidades, um membro do par de
ligacdo estard sobre a superficie de uma célula imune, por
exemplo, uma célula T, B ou NK ou célula dendritica, enquanto
que o membro oposto estard em outra célula imune ou em uma
APC, tal como uma célula dendritica, ou células ndo imunes,
tals como células do musculo liso ou células endoteliais.

[02E8] A tabela a sequir fornece exemplos néo
limitativos de pares de moléculas <coestimuladoras e

contraestrutura:
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TABELA 2: Pares de molécula coestimuladora e
contraestrutura
Molécula coestimuladora (por exemplo,
Contraestrutura
sobre células T)
CD28 B7.1 ou B7.2
ICOSL (B7H-2,
ICOS
B7RP1)
CD2 LFA3, CD48, CD58
LFAl ICAM1
SLAM SLAM
TIM1 TIM4
CD40L CD40
CD30 CD30L
0X40/CD134 0X40L (CD252)
41BB/CD137 41BBL (CD137L)
CD27 CD70
HVEM LIGHT
DR3 TL1A
GITR GITRL
Molécula coestimuladora (por exemplo,
Contraestrutura
sobre células B)
BAFEFR BAFF
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TACI BAFF e APRIL
BCMA BAFF e APRIL
CD40 CD40L
CD30L CD30

TECIDO DO DOADOR

[0259] Os compostos e métodos terapéuticos descritos
aqul podem ser usados em conjunto com um transplante de
tecido do doador para um individuo e podem minimizar a
rejeicdo, minimizar o dano mediado por células imunes
efetoras, prolongar a aceitacdo ou prolongar a vida funcional
do tecido transplantado do doador. O tecido pode ser um
tecido de xenoenxerto ou aloenxerto. O tecido transplantado
pode compreender todo ou parte de um O6rgdo, por exemplo,
figado, rim, coracdo, péncreas, timo, pele ou pulmido. Em
modalidades, os compostos terapéuticos descritos aqui
reduzem ou eliminam a necessidade de supressdo 1mune
sistémica. Os compostos e métodos terapéuticos descritos
aqgqui também podem ser usados para tratar GVHD. Em algumas
modalidades, as células hospedeiras sdo revestidas com um
composto terapéutico que compreende, como uma porgdo de
ligacdo/modulacdo efetora, uma molécula de PD-L1.

[Gze0] A Tabela 2 fornece moléculas alvo para
indicagbes de transplante. Uma molécula alvo é o alvo ao

qual uma porcgdo de alvejamento se liga. Conforme discutido
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em outra parte aqui, em algumas modalidades, é selecionada
uma porcdo de alvejamento que se liga a um produto de um
alelo presente no tecido do doador e que ndo é expresso pelo
individuo (receptor) ou expresso em um nivel diferente (por

exemplo, reduzido ou substancilalmente reduzido).

Tabela 2: Moléculas Alvo para Indicacgdes de Transplante
Orgdo /
Indicacédo tipo de Alvo
célula
Tecido transplantado
de aloenxerto, por
exemplo, transplante HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DP, HLA-DQ
Todos
de 6rgdo sbélido de ou HLA-DR
aloenxerto,
GvHD
Antigenos expressos no rim onde
células imunes se infiltram, por
exemplo, incluindo, porém nédo
limitado a, a regido intestinal
tubular, por exemplo, Uromodulina,
Transplante Rim
SLC22A2, SLC22A6, FXYD4, SLC5A10,
SLC6Al13, AQP6, SLC13A3, TMEM72,
BSND, NPR3, e o0 epitélio tubular
proximal e distal, tal como OATI1,
OCT2

TRANSTORNOS AUTOIMUNES
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[0261] Os compostos e métodos terapéuticos descritos
aqui podem ser usados para tratar um individuo com ou em
risco de ter uma resposta autoimune indesejada, por exemplo,
uma resposta autoimune em Diabetes de Tipo 1, Esclerose
Maltipla, Cardiomiosite, vitiligo, alopecia, doenca
inflamatéria intestinal (IBD, por exemplo, doenca de Crohn
ou colite wulcerativa), sindrome de Sjogren, esclerose
glomerular segmentada focal (FSGS), esclerodermia/esclerose
sistémica (SSc) ou artrite reumatoide. Em algumas
modalidades, o tratamento minimiza a rejeicdo, minimiza o
dano mediado por células imunes efetoras, prolonga a
sobrevivéncia do tecido do individuo que estd sofrendo ou um
risco de sofrer um ataque autoimune. A Tabela 3 fornece
moléculas alvo para varias indicacgdes autoimunes e tipos de
6rgdo/célula. Uma molécula alvo é o alvo ao qual uma porcao

de alvejamento se liga.

Tabela 3: Moléculas alvo para indicacdes autoimunes

Orgdo / tipo de
Indicacédo Molécula alvo
célula

SEZ6L2, LRP11, DISP2,

SLC30A8, FXYD2 TSPAN7

Diabetes de tipo 1 Pancreas/ilhotas
TMEM27 (referéncia: Hald
e transplante pancreaticas, células
et al., 2012
beta

Diabetelogia 55:154);

FXYD2; GPR119; HEPACAMZ,
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DPP6 ou MAJCAM

CNS / bainha de

Esclerose multipla mielina de MOG, PLP, MBP
oligodendrécitos
Cardiomidécitos,
Cardiomiosite, mondcitos,
SIRPA (CD172a)
artrite reumatoide macréfagos, células
mieloides
Doenca inflamatéria
do intestino
(colite ulcerativa,
Intestino MAdCAM
doenca de Crohn) ou
GVHD; doenca
celiaca
Hepatite autoimune
(AIH); colangite
esclerosante
primaria (PSC);
Figado MAJCAM
esclerose biliar
primaria (PBC);
transplante
Esclerose COL1Al1, Caderina 2,
glomerular Rim, podécitos, VCAM-1, Thyl, Podocina,
segmentada focal tubulos, células KIM1 (Hodgin et al., Am
(FSGS) e outras epiteliais J Pathol 177: 1675;

doencas que podem

2010);
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afetar os rins, por
exemplo, nefrite
por lupus,
escleroderma
sistémico,
nefropatia
glomerular
membranosa (MGN) ;
nefropatia
membranosa (MN);
doenca de alteracdo
minima (MCD);
nefropatia por IgA;
vasculite associada

a ANCA (AAV)

PLA2R; OAT1l; OCT2; K-

caderina 6

Sindrome de Sjogren

Glandulas salivares,
células epiteliais,

rim

FCGR3B, HLAB, KIMl (Hu
et al., Arth and Rheum

56: 3588; 2007)

Escleroderma,

esclerose sistémica

Pele, rim, pulmio,

fibroblastos, tecido

Cola&geno I, III, VI,

VII, fibronectina (Wang

et al., Arth and Rheum

(SSc) conectivo 54: 2271; 2006)
Pele, epiderme, COL17Al1, CDl1a, CD207,
Vitiligo células de desmogleina 1-4,

Langerhans,

queratina 1
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queratinécitos,
melanécitos
Pele, foliculo CD133 (Yang e
Alopecia areata capilar / bulbo Cotsarelis, J Dermatol
capilar, derme Sci 57: 2; 2010)

[0262] Outros exemplos de transtornos e doencgas
autoimunes gque podem ser tratados com os compostos descritos
aqui incluem, porém sem limitagdes, miocardite, sindrome
pés-infarto de miocardico, sindrome pbs-pericardiotomia,
endocardite bacteriana subaguda, nefrite da membrana basal
antiglomerular, cistite intersticial, nefrite por lupus,
glomerulonefropatia membranosa, doenca renal crbnica
("CKD"), hepatite autoimune, cirrose Dbiliar priméaria,
colangite esclerosante primaria, sindrome antissintetase,
alopecia areata, angioedema autoimune, dermatite autoimune
4 progesterona, urticdria autoimune, penfigoide bolhoso,
penfigoide cicatricial, 1lupus eritematoso, epidermblise
bolhosa adquirida, eritema nodoso, penfigoide gestacional,
hidradenite supurativa, 1liquen plano, liquen escleroso,
doenca morfeia 1linear por IgA (LAD), pénfigo wvulgar,
pitiriase liquenoide e varioliforme aguda, doenca de Mucha-
Habermann, psoriase, escleroderma sistémico, vitiligo,
doenca de Addison, sindrome poliendbécrina autoimune (APS) de

tipo 1, sindrome polienddécrina autoimune (APS) de tipo 2,
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sindrome poliendbécrina autoimune (APS) de tipo 3,
pancreatite autoimune (AIP), diabetes mellitus de tipo 1,
tireoidite autoimune, tireoidite de Ord, doenca de Grave,
ooforite Autoimune, endometriose, orquite autoimune,
sindrome de Sjogren, enteropatia autoimune, doenca celiaca,
doenca de Crohn, colite microscépica, colite wulcerativa,
trombocitopenia, adipose dolorosa, doenca de Still de inicio
adulto, espondilite anquilosante, sindrome de CREST, lupus
induzido por farmacos, artrite relacionada a entesite,
fasciite eosinofilica, sindrome de Felty, doenca relacionada
a IgG4, artrite juvenil, doenca de Lyme (crbnica), doencga
mista do tecido conjuntivo (MCTD), reumatismo palindrdémico,
sindrome de Parry-Romberg, sindrome de Parsonage-Turner,
artrite psoriatica, artrite reativa, policondrite
recidivante, fibrose retroperitoneal, febre reumatica,
artrite reumatoide, sarcoidose, sindrome de Schnitzler,
lipus eritematoso sistémico (SLE), doenga do tecido
conjuntivo indiferenciada (UCTD) , dermatomiosite,
fibromialgia, miosite por corpos de inclusdo, miosite,
miastenia grave, neuromiotonia, degeneracdo cerebelar
paraneopldsica, polimiosite, encefalomielite disseminada
aguda (ADEM), neuropatia axonal motora aguda, encefalite
pelo antirreceptor de N-metil-D-aspartato (anti-NMDA),

esclerose concéntrica de Balo, encefalite de Bickerstaff,
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desmielinizacdo inflamatéria crbnica, polineuropatia,
sindrome de Guillain-Barre, encefalopatia de Hashimoto,
doenca idiopatica, doencas inflamatdédrias desmielinizantes,
sindrome miasténica de Lambert-Eaton, esclerose multipla,
sindrome de Oshtoran, transtorno neuropsiquidtrico autoimune
pedidtrico associado a estreptococos (PANDAS), neuropatia
inflamatbéria progressiva, sindrome das pernas inquietas,
sindrome da pessoa rigida, coreia de Sydenham, mielite
transversal, retinopatia autoimune, uveite autoimune,
sindrome de Cogan, oftalmopatia de Graves, uveite
intermediaria, conjuntivite 1lineal, Glcera de Mooren,
neuromielite Optica, sindrome de Opsoclonus mioclonus,
neurite Optica, esclerite, sindrome de Susac, oftalmia
simpatica, sindrome de Tolosa-Hunt, doenca autoimune do
ouvido interno (AIED), doenca de Meniere, doenca de Behcet,
granulomatose eosinofilica com poliangiite (EGPA), arterite
de células gigantes, granulomatose com poliangiite (GPA),
vasculite por IgA (IgAV), doenca de Kawasaki, wvasculite
leucocitocléastica, vasculite por ldpus, poliangiite
microscdépica (MPA), poliarterite nodosa (PAN), polimialgia
reumatica, vasculite, imunodeficiéncia primaria e
semelhantes.

[0263] Outros exemplos de possiveis transtornos e

doencas autoimunes, bem como comorbidades autoimunes, que
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podem ser tratados com os compostos descritos aqui incluemnm,
dentre outros, sindrome da fadiga crdnica, sindrome complexa
de dor regional, esofagite eosinofilica, gastrite, doenca
pulmonar intersticial, sindrome POEMS, fendmeno de Raynaud,
imunodeficiéncia primaria, pioderma gangrenoso,
agamaglobulinemia, amiloidose, esclerose lateral
amiotrdéfica, nefrite antitubular de membrana basal, alergia
atdépica, dermatite atdpica, neuropatia periférica autoimune,
doenca de Blau, doenca de Chagas, doenca pulmonar obstrutiva
crbnica, osteomielite multifocal recorrente, deficiéncia de
componente 2 do complemento, dermatite de contato, sindrome

de Cushing, angiite leucocitocléastica cutédnea, doenca de

Dego, eczema, gastroenterite eosinofilica, pneumonia
eosinofilica, eritroblastose fetal, fibrodisplasia
ossificante progressiva, penfigoide gastrintestinal,

hipogamaglobulinemia, miocardite de células gigantes
idiopatica, fibrose pulmonar idiopatica, nefropatia por Iga,
lipoproteinas imunorregquladoras, sindrome IPEX, conjuntivite
ligenosa, sindrome de Majeed, narcolepsia, encefalite de
Rasmussen, esquizofrenia, doenca do soro,
espondiloartropatia, sindrome de Sweet, arterite de Takayasu
e semelhantes.

[0264] Em algumas modalidades, o transtorno autoimune

ndo compreende pénfigo vulgar ou pénfigo. Em algumas
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modalidades, o transtorno autoimune ndo compreende pénfigo
foliadceo. Em algumas modalidades, o transtorno autoimune néo
compreende penfigoide bolhoso. Em algumas modalidades, o
transtorno autoimune nao compreende a doenca de
Goodpasture. Em algumas modalidades, o transtorno autoimune
ndo compreende psoriase. Em algumas modalidades, o
transtorno autoimune nao compreende um transtorno
cutédneo. Em algumas modalidades, o transtorno ndo compreende
um transtorno neoplasico, por exemplo, cancer.

COMPOSTOS TERAPEUTICOS

[0265] Um composto terapéutico compreende uma porgido
de alvejamento especifica funcionalmente associada a uma
porcdo de ligacdo/modulacdo efetora. Em algumas modalidades,
a porgcdo de alvejamento especifica e a porgdo de
ligacdo/modulacdo efetora sdo ligadas uma a outra através de
uma ligacdo covalente ou ndo covalente, por exemplo, uma
ligacdo covalente ou ndo covalente que liga diretamente uma
a4 outra. Em outras modalidades, uma porcdo de alvejamento
especifica e uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora séao
ligadas, por exemplo, de forma covalente ou ndo covalente,
através de uma porcdo ligante. Por exemplo, no caso de um
polipeptideo de fusdo, uma sequéncia polipeptidica que
compreende a porcdo de alvejamento especifica e uma sequéncia

polipeptidica podem ser diretamente ligadas uma a outra ou
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ligadas através de uma ou mails sequéncilas ligantes. Em
algumas modalidades, a porcdo 1ligante compreende um
polipeptideo. Os ligantes ndo estdo, no entanto, limitados
a polipeptideos. Em algumas modalidades, uma porcdo ligante
compreende outras estruturas principais, por exemplo, um
polimero ndo peptidico, por exemplo, um polimero de PEG. Em
algumas modalidades, uma porcdo ligante pode compreender uma
particula, por exemplo, uma nanoparticula, por exemplo, uma
nanoparticula polimérica. Em algumas modalidades, uma porcgédo
ligante pode compreender uma molécula ramificada ou um
dendrimero. No entanto, em modalidades nas quais a porcdo de
ligacdo/modulacéao efetora compreende uma porgao de
ligacdo/modulacdo ICIM (a qual se liga a um efetor, tal como
PD-1), estruturas gque resultam em agrupamento na auséncia de
ligacdo ao alvo devem ser evitadas, uma vez que podem causar
agrupamento na auséncia de ligagcdo ao alvo. Assim, em
modalidades, o composto terapéutico tem uma estrutura, por
exemplo, onde as cépias de uma ICIM sdo suficientemente
limitadas, de modo que o agrupamento na auséncia de ligacéo
ao alvo seja minimizado ou substancialmente eliminado, ou
eliminado, ou seja suficientemente minimizado para que
supressdo imune sistémica substancial ndo ocorra.

[0266] Em algumas modalidades, um composto terapéutico

compreende um polipeptideo que compreende uma porgdo de
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alvejamento especifica conjugada de forma covalente ou nédo
covalente a uma porcdo de 1ligacdo/modulacdo efetora. Em
algumas modalidades, uma molécula terapéutica compreende uma
proteina de fusdo que compreende uma porgdo de alvejamento
especifica fundida, por exemplo, diretamente ou através de
uma porcdo de ligacdo que compreende um ou mais residuos de
aminodcidos, a uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora. Em
algumas modalidades, uma molécula terapéutica compreende um
polipeptideo gque compreende uma porgcdo de alvejamento
especifica ligada através de uma ligacdo ndo covalente ou
uma ligacdo covalente, por exemplo, uma ligacdo covalente
que ndo uma ligacdo peptidica, por exemplo, uma ligacdo de
sulfidrila, a uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora.

[0267] Em algumas modalidades, um composto terapéutico
compreende um polipeptideo, por exemplo, um polipeptideo de
fusdo, que compreende:

l.a) uma porcdo de alvejamento especifica que
compreende um polipeptideo de ligacdo especifico para o alvo;

1.b) uma porcdo de alvejamento especifica que
compreende uma molécula de ligacdo de ligante do alvo;

l.c) uma porcdo de alvejamento especifica que

compreende uma molécula de anticorpo;
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1.d) uma porcdo de alvejamento especifica que
compreende uma molécula de anticorpo com uma Unica cadeia,
por exemplo, um dominio scFv; ou

l.e) uma porcdo de alvejamento especifica que
compreende uma primeira da regldo variavel de cadeia leve ou
pesada de uma molécula de anticorpo e em que a outra regido
varidvel estd associada de forma covalente ou ndo covalente

a primeira;

2.a) uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que
compreende um polipeptideo de ligacdo especifico efetor;

2.b) uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que
compreende uma molécula de ligacdo de ligante do efetor;

2.c) uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que
compreende uma molécula de anticorpo;

2.d) uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora dque
compreende uma molécula de anticorpo com uma Unica cadeia,
por exemplo, um dominio scFv; ou

2.e) uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora que
compreende uma primeira regido varidvel de cadeia leve ou
pesada de uma molécula de anticorpo e em que a outra regido
varidvel estd associada de forma covalente ou ndo covalente

a primeira.
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[0280]
compreende 1.
[0281]
compreende 1.
[0282]
compreende 1.
[0283]
compreende 1.
[0284]
compreende 1.
[0285]
compreende 1.
[028¢]
compreende 1.
[0287]
compreende 1.
[0288]
compreende 1.
[0289]
compreende 1.
[0290]
compreende 1.
[02911]

compreende 1.
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[0292] Em algumas modalidades, um composto terapéutico
compreende l.e e 2.e.

[C293] Os compostos terapéuticos descritos aqui podem,
por exemplo, compreender uma pluralidade de porgdes de
ligacdo/modulacdo efetoras e porgdes para alvejamento
especificas. Qualquer ligante ou plataforma adequada pode
ser usada para apresentar a pluralidade de porgdes. O ligante
é, tipicamente, acoplado ou fundido a uma ou mais porgdes de
ligacdo/modulacdo efetoras e porgdes de alvejamento.

[0294] Em algumas modalidades, dois (ou mais) ligantes
se associam, de forma covalente ou ao ndo covalente, por
exemplo, para formar um composto terapéutico Hetero- ou homo-
dimérico. Por exemplo, o ligante pode compreender uma regldo
Fc e duas regides Fc associladas uma a outra. Em algumas
modalidades de um composto terapéutico gque compreende duas
regides 1ligantes, as regides ligantes podem se auto-
associar, por exemplo, como duas regiles Fc idénticas. Em
algumas modalidades de um composto terapéutico que
compreende duas regides ligantes, as regides ligantes néo
sdo capazes ou ndo sdo <capazes de auto-associlacdo
substancial, por exemplo, as duas regides Fc podem ser

membros de um par knob and hole.
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[0295] Configuracbes exemplificativas ndo limitativas
de compostos terapéuticos compreendem o seguinte (por
exemplo, na ordem do N- para o C-terminal):

Rl --- Regido do Ligante A --- R2

R3 --- Regido do Ligante B --- R4,

[029¢] em que,

[0297] Rl, R2, R3 e R4, cada um independentemente,
compreendem uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetora, por
exemplo, uma porcgdo de ligacdo/modulacdo ICIM, uma porcdo de
ligacdo/modulacdo IIC, uma porcgdo de ligacdo/modulacdo ICSM
ou uma porcdo de 1ligacdo/modulacdo ICSM; uma porcdo de
alvejamento especifica; ou estd ausente;

[0298] as regides do Ligante A e Ligante B compreendem
porgdes que podem se associar umas as outras, por exemplo,
o ligante A e o ligante B compreendem uma porgdo Fc, contanto
que uma porcdo de ligacdo/modulacdo efetoras e uma porcdo de
alvejamento especifica estejam presentes.

[0298] Em algumas modalidades:

[0300] R1 compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo
efetora, por exemplo, uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM,
uma porcdo de ligacdo/modulacdo IIC, uma porgao de
ligacdo/modulacdo ICSM ou uma porcdo de ligacdo/modulacéao

SM, ou estéd ausente;
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[0301] R2 compreende uma porcdo de alvejamento
especifica ou estd ausente;

[0302] R3 compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo
efetora, por exemplo, uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM,
uma porcdo de ligacdo/modulacdo IIC, uma porgao de
ligacdo/modulacdo ICSM ou uma porcdo de ligacdo/modulacéao
SM, ou estéd ausente;

[0303] R4 compreende uma porcdo de alvejamento
especifica ou estd ausente;

[0304] As regides do Ligante A e Ligante B compreendem
porgdes que podem se associar, por exemplo, o Ligante A e o
Ligante B compreendem uma porcgdo Fc, contanto que um de Rl
ou R3 esteja presente e um de R2 ou R4 esteja presente.

[0305] Em algumas modalidades:

[C30¢6] Rl compreende uma porcdo de alvejamento
especifica ou estd ausente;

[0307] R2 compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo
efetora, por exemplo, uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM,
uma porcdo de ligacdo/modulacdo IIC, uma porgao de
ligacdo/modulacdo ICSM ou uma porcdo de ligacdo/modulacéao
SM, ou estéd ausente;

[0308] R3 compreende uma porcdo de alvejamento

especifica ou estd ausente;
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0308] R4 compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo
efetora, por exemplo, uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM,
uma porcdo de ligacdo/modulacdo IIC, uma porgao de
ligacdo/modulacdo ICSM ou uma porcdo de ligacdo/modulacéao
SM, ou estéd ausente;

[0310] as regides do Ligante A e Ligante B compreendem
porgdes que podem se associar, por exemplo, o Ligante A e o
Ligante B compreendem uma porg¢do Fc, contanto que um de Rlou
R3 esteja presente e um de R2 ou R4 esteja presente.

[0311] Exemplos n&do limitativos incluem, porém né&o

estdo limitados a:

Regido Regido
do do
R1 R2 R3 R4 Outros
Ligante Ligante
A B
Regides de
HCVR
Regido HCVR e Regido Ligantes de
e fcFv scFv
Fc LCVR Fc Auto-
LCVR
emparelhamento
Regides de
HCVR
Regido HCVR e Regido Ligantes sem
e fcFv scFv
Fc LCVR Fc auto-
LCVR
emparelhamento
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Regides de
HCVR
Ligantes de
e
HCVR e Auto-
LCVR Regido Regido
fcFv LCVR (ou scFv emparelhamento
(ou Fc Fc
ausente)
ausen
Um de R1 ou R3
te)
estd ausente.
Regides de
HCVR
Ligantes sem
e
HCVR e auto-
LCVR Regido Regido
fcFv LCVR (ou scFv emparelhamento
(ou Fc Fc
ausente) Unm de R1 ou R3
ausen
estd ausente.
te)
Regides de
Ligantes de
HCVR
Regido fcFv (ou HCVR e Regido scFv (ou Auto-
e
Fc ausente) LCVR Fc ausente) emparelhamento
LCVR
Um de R2 ou R4
estd ausente.
de Regides de
Ligantes sem
HCVR
Regido fcFv (ou HCVR e Regido scFv (ou auto-
e
Fc ausente) LCVR Fc ausente) emparelhamento
LCVR
Um de R2 ou R4
estd ausente.
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Regides de
Ligantes de
HCVR
Regido HCVR e Regido Auto-
e fcFv scFv
Fc LCVR Fc emparelhamento
LCVR
Rl e R3 sdo os
mesmos
Regides de
Ligantes Sem
HCVR
Regido HCVR e Regido auto-
e fcFv scFv
Fc LCVR Fc emparelhamento
LCVR
Rl e R3 séo
diferentes
Regides de
Ligantes de
HCVR
Regido HCVR e Regido Auto-
e fcFv scFv
Fc LCVR Fc emparelhamento
LCVR
R2 e R4 sdo os
mesmos
Regides de
Ligantes sem
HCVR
Regido HCVR e Regido auto-
e fcFv scFv
Fc LCVR Fc emparelhamento
LCVR
R2 e R4 séo
diferentes
HCVR e LCVR: se refere a uma porgdo que compreende uma porcdo de ligacgéo
a antigeno de uma regido varidvel de cadeias pesada e leve, tipicamente
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com a cadelia pesada fundida a regido do Ligante.

Auto-emparelhamento: em que uma regido Ligante pode emparelhar consigo
mesma, por exemplo, uma regido Fc que pode emparelhar com uma cdépia de si
mesma.

Auto-emparelhamento: em que uma regido Ligante pode emparelhar consigo
mesma, por exemplo, uma regido Fc que pode emparelhar com uma cdépia de si

mesma (knob and hole).

[0312] Em algumas modalidades:

R1, R2, R3 e R4 compreendem, independentemente: uma
porcdo moduladora de ligacdo efetora que ativa um receptor
inibidor em uma célula imune, por exemplo, uma célula T ou
uma célula B, por exemplo, uma molécula de PD-L1 ou uma
molécula de anticorpo anti-PD-1 funcional (um agonista de
PD-1); uma porcdo de alvejamento especifica; ou estd ausente;

contanto que uma porcgdo de ligacdo efetora e uma porgdo
de alvejamento especifica estejam presentes.

[0313] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento) .

[0314] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem, independentemente, uma porgdo
moduladora de ligacdo efetora que ativa um receptor inibidor
em uma célula imune, por exemplo, uma célula T ou uma célula
B, por exemplo, uma molécula de PD-L1 ou uma molécula de

anticorpo anti-PD-1 funcional (um agonista de PD-1); e
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R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0315] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento) .

[031¢] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem, independentemente, uma molécula de
anticorpo anti-PD-1 funcional (um agonista de PD-1); e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0317] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento) .

[0318] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem, independentemente, porg¢des para
alvejamento especificas, por exemplo, um anticorpo contra um
antigeno tecidual; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, uma molécula de
anticorpo anti-PD-1 funcional (um agonista de PD-1), por

exemplo, uma molécula de scFv.
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0318] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento) .

[0320] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem, independentemente, uma molécula de
PD-L1 (um agonista de PD-1); e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0321] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento) .

[0322] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem, independentemente, porg¢des para
alvejamento especificas, por exemplo, um anticorpo contra um
antigeno tecidual; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, uma molécula de
PD-L1 (um agonista de PD-1).

[0323] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento) .

[0324] Em algumas modalidades:

R1, R2, R3 e R4 compreendem, cada um independentemente:

uma porcdo de ligacdo/modulacdo SM que modula, por exemplo,
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se 1liga e 1inibe, captura, degrada ou de outra forma
neutraliza uma substédncila, por exemplo, uma molécula soltivel
que modula uma resposta imune, por exemplo, ATP ou AMP, por
exemplo, uma molécula de CD39 ou uma molécula de CD73; uma
porcdo de alvejamento especifica; ou estd ausente;

contanto que uma porcdo de ligacdo/modulacdo SM e uma
porcdo de alvejamento especifica estejam presentes. Em
algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante B compreendem
porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-emparelhamento
ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem auto-
emparelhamento substancial).

[0325] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem, independentemente, uma porcdo de
ligacdo/modulacdo SM que modula, por exemplo, se liga e
inibe, captura, degrada ou de outra forma neutraliza uma
substédncia, por exemplo, uma molécula soltivel que modula uma
resposta imune, por exemplo, ATP ou AMP, por exemplo, uma
molécula de CD39 ou uma molécula de CD73; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0326] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante

B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
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emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0327] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem, independentemente, uma molécula de
CD39 ou uma molécula de CD73; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0328] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0328] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem, cada um, uma molécula de CD39; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual; e

em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante B
compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0330] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem, cada um, uma molécula de CD73; e
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R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0331] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0332] Em algumas modalidades:

um de Rl e R3 compreende uma molécula de CD39 e o outro
compreende uma molécula de CD73; e R2 e R4 compreendem,
independentemente, porcgdes para alvejamento especificas, por
exemplo, moléculas de scFv contra um antigeno tecidual.

[0333] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0334] Em algumas modalidades:

R1, R2, R3 e R4 compreendem, cada um independentemente:
uma molécula de HLA-G; uma  porgao de alvejamento
especifica; ou estd ausente;

contanto que uma molécula de HLA-G e uma porcdo de
alvejamento especifica estejam presentes.

[0335] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante

B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
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emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[033¢] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem uma molécula de HLG-A; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0337] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0338] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem uma molécula de anticorpo anti-
LILRB1 agonistica; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0338] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0340] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem, cada um, uma molécula de anticorpo

anti-KIR2DL4 agonistica; e
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R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0341] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0342] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem uma molécula de anticorpo anti-
LILRB2 agonistica; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0343] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0344] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem uma molécula de anticorpo anti-KG2A
agonistica; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv

contra um antigeno tecidual.
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[0345] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[034¢6] Em algumas modalidades:

um de R1 e R3 compreende uma primeira porcdo escolhida
dentre, e a outra compreende uma porcdo diferente escolhida
entre: uma molécula de anticorpo anti-LILRBl1 antagonista,
uma molécula de anticorpo anti-KG2A agonista e uma molécula
de anticorpo anti-NKG2A agonista; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0347] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0348] Em algumas modalidades:

um de R1 e R3 compreende uma molécula de anticorpo anti-
LILRB1 antagonista e o outro compreende uma molécula de
anticorpo anti-KG2A agonista; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv

contra um antigeno tecidual.
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[0348] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0350] Em algumas modalidades:

um de R1 e R3 compreende uma molécula de anticorpo anti-
LILRB1 antagonista e o outro compreende uma molécula de
anticorpo anti-NKG2A agonista; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0351] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[C352] Em uma modalidade:

R1, R2, R3 e R4 compreendem, cada um independentemente:
uma molécula de muteina de IL-2; uma porcdo de alvejamento
especifica; ou estd ausente;

contanto que uma molécula de muteina de IL-2 e uma
porcdo de alvejamento especifica estejam presentes.

[0353] Em uma modalidade, o Ligante A e o Ligante B

compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
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emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[{C354] Um de R1l, R2, R3 e R4 compreende uma molécula
de muteina de IL-2, um compreende uma molécula de anticorpo
anti-GITR, por exemplo, uma molécula de anticorpo anti-GITR
que inibe a ligacdo de GITRL a GITR, e um compreende uma
porcdo de alvejamento especifica.

[0355] Em uma modalidade, o Ligante A e o Ligante B
compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[035¢] Em uma modalidade:

Rl e R3 compreendem uma molécula de muteina de IL-2; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0357] Em uma modalidade, o Ligante A e o Ligante B
compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0358] Em uma modalidade:

um de R1 e R3 compreende uma molécula de ligacdo a GARP,
por exemplo, uma molécula de anticorpo anti-GARP ou uma

molécula de ligacdo a GITR, por exemplo, uma molécula de
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anticorpo anti-GITR e o outro compreende uma molécula de
muteina de IL-2; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0358] Em uma modalidade, o Ligante A e o Ligante B
compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[C360] Em uma modalidade:

um de R1 e R3 compreende uma molécula de ligacdo a GARP,
por exemplo, uma molécula de anticorpo anti-GARP, e o outro
compreende uma molécula de muteina de IL-2; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0361] Em uma modalidade, o Ligante A e o Ligante B
compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0362] Em uma modalidade:

um de R1 e R3 compreende uma molécula de ligacdo a GITR,
por exemplo, uma molécula de anticorpo anti-GITR, e o outro

compreende uma molécula de muteina de IL-2; e
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R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0363] Em uma modalidade, o Ligante A e o Ligante B
compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0364] Em algumas modalidades:

R1, R2, R3 e R4 compreendem, cada um independentemente:
uma porcgdo moduladora de 1ligacdo efetora dque ativa um
receptor inibidor em uma célula B, por exemplo, uma molécula
de anticorpo anti-FCRL, por exemplo, uma molécula de
anticorpo anti-FCRL agonista; uma porgdo de alvejamento
especifica; ou estd ausente;

contanto que uma porcgdo de ligacdo efetora e uma porgdo
de alvejamento especifica estejam presentes.

[0365] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0366] Na modalidade, a molécula anti-FCRL compreende:
uma molécula de anticorpo anti-FCRL, por exemplo, uma
molécula de anticorpo anti-FCRL agonista, dirigida ao FCRLI1,

FCRL2, FCRL3, FCRL4, FCRL5 ou FCRL6.

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 314/504



190/351

[0367] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem uma molécula de anticorpo anti-FCRL
agonista; e

R2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0368] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial).

[0369] Na modalidade, a molécula anti-FCRL compreende:
uma molécula de anticorpo anti-FCRL, por exemplo, uma
molécula de anticorpo anti-FCRL agonista dirigida ao FCRL1,
FCRL2, FCRL3, FCRL4, FCRL5 ou FCRL6.

[C370] Em algumas modalidades:

Rl e R3 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de anticorpo
contra um antigeno tecidual; e

R2 e R4 compreendem, cada um, uma molécula de anticorpo
anti-FCRL, por exemplo, uma molécula de anticorpo anti-FCRL
agonista, por exemplo, uma molécula de scFv.

[0371] Em algumas modalidades, ¢ Ligante A e o Ligante

B compreendem porgdes Fo (por exemplo, porcdes Fc de autoe-
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emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto—-emparelhamento substancial).

[C372] Na mcocdalidade, a molécula anti-FCRL compreende:
uma molécula e anticorpo anti-rFCRL, por exemple, uma
melécula de anticorpo anti-FCRL agonista dirigida ao FCRLL,
FCRLZ, FCRL3, FCRL4, ¥FCRLS ou FCRLG.

[0373] Em algumas modallidades:

um de R1l, RZ, R3 e R4 compreende uma molécula de
anticorpo antli~BCR, por exemplo, uma molécula de anticorpo
anti-BCR antagonista, um  compreende  uma molécula de
anticorpe anti FCRL e outro compreende uma porgdo de
alveijamento especifica.

[0374] Em algumas modalidades, ¢ Ligante A e ¢ Ligante
B compreendem porcgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamente ou porgdes Fo sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial}.

[0375] Em algumas modalidades, a molécula anti-FCRL
compreende: uma molécula de anticorpe anti-FCRL, por
ezxemplo, uma molécula de anticorpoe anti~-FCRL agonista
dirilgida ao FCRL1, FCRLZ, FCRL3, FCRL4, FCRL5 cu FCRLS.

[037¢] Em algumas modalldades:

um de R1l, R2, R3 e R4 compreende uma molécula de
anticorpo Dbilespecifica gue compreende uma molécula de

anticorpe anti~BCR, por exemplo, uma molécula de anticorpo
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anti-BCR antagonista e uma molécula de anticorpo anti FCRL,

e um compreende uma porgdc de alveiamento especifica.

[0377] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante
B compreendem porgdes Fo (por exemplo, porcdes Fc de autoe-
emparelhamento ou porgdes Fo sem auto-emparelhamento, ou sem
auto~emparelhamento substancial}.

[0378] Na medalidade, a molécula anti-FCRL compreende:
uma molécula de anticorpo anti-FCRL, or exemplo, uma
molécula de anticorpo anti~-FCRL agonista dirigida aoc FCRLL,
FCRLZ, FCRL3, PFCRL4, FCRL> ou FCRLS.

[037%] Em algumas modalidades:

Ri, RZ2, R3 e R4 compreendem independentemente:

i} uma porcgido de ligacdo/modulacdo efetora, por
exemplo, uma porgdo de ligacdo/modulacdce ICIM, uma porcido de
ligagdo/modulacdo IIC, uma porcdo de ligacédo/modulacdc ICSM
ou uma porgido de ligagdo/modulacde SM que minimiza ou inibe
a atividade, expansdo ou funcdce celular de células T {(uma
porgdo de ligacdo/modulacidc efetora de células T);

ii) uma porcdoc de ligacgdo/modulacdo efetora, por
exemplo, uma porcgdo de ligacdo/modulacdc ICIM, uma porcdo de
ligagdo/modulacdo IIC, uma porcdo de ligacédo/modulacdc ICSM
ou uma porgido de ligagdo/modulacde SM que minimiza ou inibe
a atividade, expansdo ou funcido celular de células B funcio

{uma porcidoc de ligacdo/modulacgdo efetora de células B):
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iii} uma porcdo de alvejamento especifica; ou

iv) esté ausente;

contanto gque uma porcgdoc de ligacgdo/modulacdo efetora de

células T, uma porgdo de ligacdo/medulacgdo efetora de células

o

-

e uma porcdo de alvediamentc especifica estejam presentes.

[0380] Em algumas modalidades, ¢ Ligante A e ¢ Ligante

B compreendem porgdes Fo {(por exemplo, porgdes Fc de auto-

emparelhamento) .

[0381] Em algumas modalidades, um de R1, RZ, R3 & R4

compreende um anticorpo anti-FD-1 agonil

me =

sta & um compreende
uma moelécula de HLA-G.

[0382] Em algumas modalidades, um de R1, RZ2, R3 e R4

compreende uma porgdo de ligacdo/modulacdo SM, por exemplo,

uma molécula de CD39 ou uma molécula de CD73.

Em algumas
modalidades, um de R1l, RZ, R3 e R4 compreende uma entidade
que se liga, ativa ou mantém uma célula imune reguladora,
exemplo, uma célula Treg ou

'y
Lally

a célula Breg, por exemplo,

uma molécula de muteina de IL-2.

[0383]

i

m algumas modalidades, um de R1, RZ, R3 e R4

compreende um anticorpo anti-PD-1 agonista cu um compreende

uma molécula de HLA-~G e um compreende uma molécula de mutelina
de IL-2. Em

algumas modalidades, o anticorpe Pbh-1 &
substituido por uma molécula de muteina de IL-2. Em algumas
modalidades, um de R1l, R2Z, R3 e R4 compreende um anticorpo

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 318/504



194/351

anti-PD-1 agonista, um compreende uma molécula de HLA-G e um
compreendes uma molécula de CD39% ou uma molécula de CD73. Em
algumas modalidades, o anticorpo PD-1 é substituldo por uma

molécula de muteina de IL-2.

Regides Ligante

[0384] Conforme discutido em outra parte no presente
documento, porgdes para alvejamento e porgdes de

ligacdo/modulacdo efetoras especificas podem ser ligadas por

in]

eglides llgantes. Qualguer regido Ligante descrita aguil pode
ser usada como um ligante. Por exenplo, as regides Ligantes
A e B podem compreender regifes Fo. Em algumas modalidades,
um composto terapéutico compreende uma regido Ligante gue
pode se auto-assoclar. Em algumas modalidades, um composto
terapéutico compreende uma regifo Ligante gue tem uma porgio
gue minimiza a auto-assoclagdoe e, tipicamente, a reglio
Ligante A & a regido Ligante B sdo heterodimercs. 0Oz ligantes
também incluem ligantes de glicina/serina. Em algumas
modalldades, o ligante pcode compreender uma ou  mals
repeticdes GGGEGS (SEQ ID NO: 23). Em algumas modalidades, o
ligante compreende 1, 2, 3, 4 ocu 5 repeticbes de SEQ ID NO:
23. Em algumas modalidades, o ligante compreende

GGGGSGGEEGSGEEGEESGEEES  (SEQ ID NO: 22) ou GGGEGSGGGGEGSGEGEGES

{(SEQ ID NO: 30). Estes ligantes podem ser usados em gualquer
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um dos compostos ou composicdes terapéuticas fornecidas no
presente documento.

ot

[03853] A regildo Ligante pode compreender uma regldo Fo
gue foli modificada ({(por exemplo, sofreu mutacdce) para
produzir um hetercdimero. Em algumas modalidades, o dominio
CH3 da regido Fr pode ter sofrido mutacdo. Exemplos de tals
regides Fc podem ser encontrados, por exemplo, na Patente
dos Estades Unidos N° 9,574,010, a qual é aquli incorporada
per referéncia na integra. A regido Fc, conforme definido
agul, compreende um dominio CH3 ou um fragmento do mesmo e
pode, adicionalmente, compreender um ou mais dominics da
regidc constante ou fragmentos dos mesmos, incluindo
dobradica, CHI ou CHZ. Serd entendido que a numeracgdo dos
residuocs de amincdcidos Foc € aquela do indice EU conforme em
Kabat et al., 19%1, Publicacdoc NIH 91-3242, National
Technical Information Service, Springfield, Vva. O "indice
EUY, conforme apresentado em Kabat, se refere & numeracéoc de
Kabat no indice EU do anticorpe IgGl humano. Por

conveniéncia, a Tabela B da Patente dos Estados Unidog N°

i

5.574.010 fornece os aminodcidos numerados de acordo com ©
indice EU, conforme apresentado em Kabat, do dominic CHZ e
CH3 e IgGl humana, o gqgual & agul incorporado por
referéncia. A Tabela 1.1 da Patente dos Estados Unidos Ne

9.574.010 fornece mutacgdes de hetercodimercos variantes de Fo
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gue podem ser usados como regifes Ligantes. A Tabela 1.1 da

Patente dos Estados Unidos Ne 9,574,010 €& aqui incorporada

1)

por referéncia.

[0386] Em algumas modalidades, a regidoc Ligante A
compreende um primeiro polipeptideo de dominio CH3 e a regido
Ligante B compreends um segundo polipeptideo de dominio CH3,
o8 primeirce e segundo polipeptidecss de dominio CH3
compreendendo, independentemente, modificacdes de
aminodcides comparado com um polipeptideo de dominic CH3 de
tipo selvagen, em gue primeiro polipeptidec de dominio CH3
compreende modificacBes de amincacidos nas posicdes T350,
L351, F405 e Y407 e ¢ szsegundo polipeptidec de dominioc CH3
compreende modificacdes de amincacidos nas posicgdes T350,
T366, K392 e T394, em gue a modificacdo de aminocadcidos na
pesicdo T350 & T350V, T3501, T350L ou T350M; a modificacgdo

de aminocdcidos na posicdo L351 & L351Y:; a modificacgio de

aminocidcidos na posicdo F405 & F405R, F405V, F405T ou F4058; a
modificacdo de amincéaclidos na posicido Y407 & Y407V, Y407A ou
Y4CT7I; a modificacdo de amincdcidos na posicéde T366 & T366L,
T366I, T366V ou T366M, a mnodificacdo de amincicidos na
pesicdo K392 é K392F, K352L ou K392M e a modificacéde de
aminodcidos na posicdo T394 & T384W e em gue a numeragdo de

residuos de amincdcides estd de acorde com o indice EU,

conforme apresentade em Kabat.

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 321/504



197/351

[0387] Em algumas modalidades, a modificacdo de
aminodcides na posicdce K39%2 & K392M ou K39ZL. Em algumas
modalidades, a modificacg8o de aminocidcidos na posiglo T350 é
T350V. Em algumas modalidades, o primeiro polipeptideo de
dominio CH3 compreende ainda uma cu mais modificagdes de
aminoacidos selecionadas a partir de Q347R e uma de S400R ocu
S4C0E. Em algumas modalidades, o ssgundo polipeptideo de
dominioc CH3 compreende ainda uma ou mais modificacBes de
aminodcides selecionadas a partir de L351 ¥, K36CE e uma de
N390R, N390D ou N38%CE. Em algumas meodalidades, © primeiro
polipeptidec de dominioc CH2 compreende ainda uma ou mais
modificacfes de aminocdcidos seleclonadas a partir de Q347R
e uma de S400R ou S400E e o segundo polipeptidec de dominio
CH3 compreende ainda uma ou mals modificagSes de amincdcidos
selecionadas a partir de L351Y, K360E e uma de N390R, N390D
ou  N390%8. Em algumas modalidades, a modificacioc de

= 7

amincidcidos na posicgédo T350 & T350V. Em algumas modalidades,

a modificacdo de amincdcidos na posicdo F405 & F405A. Em
algumas modalidades, a modificacdo de amincacidos na posicgéo

Y407 & Y407V. Em algumas meodalidades, a modificacio de
aminodcides na posic8o T366 & T366L ou T3661I. Em algumas
modalidades, a modificacio de amincdcidos na posicgio F405 é

F405A;, a modificacioc de amincidcidos na posicdo Y407 & e

¥4C7V, a modificacédo de amincacidos na posicdo T366 & T366L
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ou T3¢6I e a modificacdo de amincicidos na posigdo K392 &
K392M ou K3%2L. Em algumas mcodalidades, o primelro
pelipeptidec de dominio CH3 compreende as modificacdes de
amincidcidos T350V, L351Y, S400E, F405V e Y407V e o segundo
polipeptideoc de deominio CH3 compreende as modificacdes de
aminocacidos T350V, T306L, N3%0R, K39Z2M e T394W. Em algumas
modalidades, o primeiro polipeptideos de dominio CH3
compreende as modificacles de aminoécidos T350V, L351 Y,
54008, F405T e Y407V e o segundo polipeptidec de dominio CH3
compreende as modificacbes de amincacidos T350V, T366L,
N390R, K392M e T394W. Em algumas modalidades, o primeiro
polipeptideo de dominlo CH3Z compreende as modificacdes de
amincacidos T350V, L351Y, S5400E, F405S8 e Y407V e o segundo
polipeptidec de dominio CH3 compreende as modificacgdes de
aminodcideos T350V, T366L, N3%0R, K3%2M e T3%94W. Em algumas
modalidades, ¢ primeiro polipeptideco de dominio CH3
compreende as modificacdes de amincacidos T350V, L351Y,
S4C0E, F405A e Y407V e o segundo polipeptidec de dominio CH3
compreende as modificagdes de aminocdcidos T350V, L351Y,
T366L, N390R, K39ZM e T394W. Em algumas mcdalldades, o
primeirc polipeptidec de dominio CH3 compreende  as
modificacgdes de amincdcides Q347R, T350V, L351Y, 8400E,
F405A e Y407V e o segundo polipeptidec de dominioc CH3

compreende as modificacgdes de amincdécldos T350V, K360E,
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T366L, N390R, K392M e T3%4W. Em algumas moedalidades, o
primeirce polipeptideoc de dominio CH3 compreende as
modificacdes de amincacides T350V, L351Y¥, S4C0R, F405A e
Y407V e o segundo polipeptidec de dominic CH3 compreende as
modificacdes de aminodcidos T350V, T366L, N39%0D, K39%2M e
T3%4W. Em algumas modalidades, o primeiro polipeptidec de
dominio CH3 compreende as modificacdes de aminoédcidos T350V,
L351Y, S400R, F405A e Y407V e o segundce polipeptideo de
dominic CH3 conmpreende as modificacdes de aminocdcidos T350v,
T366L, N3S0E, K39Z2M e T3924W. Em algumas modalldades, o
primeiro polipeptideo de dominio CH3 compreende as
modificacdes de amincécidos T350V, L351Y, 8400, FAQBA e
Y407V e o segundo polipeptideo de dominico CH3 compreende as
modificacBes de amincdcidos T350V, T366L, N3%0R, K322ZL e
T3%24W. Em algumas modalidades, o primeirc polipeptidec de
dominic CH3 compreende as modificacbes de aminocacidos T350v,
L351Y, S400E, F405A e Y407V e o segundo polipeptidec de
dominio CH3 compreende as modificacdes de amincécidos T350V,
T3¢6L, N320R, K392F e T394W.

[0388] Em algumas modalidades, um heteromultimero
isolado qgue compreends um dominio CH3 hetercodimérico que
compreende um primeiro polipeptideo de dominio CH3 e um
segundo polipeptidec de dominioc CH3, o primeiro polipeptideo

de dominio CH3 compreendendo modificacdes de amincicidos nas
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posicdes F405 e Y407 e o segundo polipeptidec de dominio CH3
compreendendo modificacdes de aminodcidos nas posicles T366
e T3%4, em que: (1} © primeiro polipeptideo de dominioc CH3
compreende ainda uma modificacdc de amincidcidos na posicéo
L3551 & {ii) o segundo polipeptidec de dominio CH3 compreende
ainda uma modificacdo de amincdcidos na posicglco K3%82, em gue
a modificacdo de aminoécidos na posicédo F405 & F405A, F405T7,
FA4058 ocu F408V; e a modificacdoc de amincicidos na posicdo
Yag7 & Y407V, Y407RA, YEL0TL ou Y407I; a wmodificacide de

aminodcidos na posicdo T3%4 & T3%4W; a modificacgdco de

-4

aminoidcidos na posicdo L3551 & L35lY: a modificacdo de
aminoacidos na posicdo K392 & K392L, K392M, K352V ou K392ZF
e a modificagdo de amincacidos na posicdco T36t & T366I,
T366L, T366M ou T36¢V, em que o dominio CH3 heterodimérico
tem uma temperatura de fusfdoc (Tm} de cerca de 70°C ou malor
e uma pureza malor do que cerca de 80%, e em gue a numeracdo
de residuos de aminocdcidos estd de acorde com o indice EU,
conforme apresentade em Kabat.

[0388] Em algumas modalidades, a regifo Ligante A
compreende um primeiro polipeptideo de dominio CH3 e a regido
Ligante B compreende um segundo polipeptideo de dominic CH3,
em gue o primeiro polipeptidec de dominic CH3 compreende
modificacdes de aminocdcidos nas posicles F405 e Y407 e o

segundo polipeptideo de dominico CH3 que compreende amino
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modificacfes de Acido nas posicdes T366 e T3%4, em gue: (i}
o primeirc polipeptideoc de dominioc CH3 compreende ainda uma
modificacdo de amincidcidos na posicdo L3551, e (il} o segundeo
polipeptideoc de dominio CH3 compreende ainda uma medificacéo
de amincacidos na posicdo K392, em gue a modificacdo de
aminocacidos na posicéc F405 & F405A, F405T, F405S5 ou F405V; e
a modificacdo de aminoédcidos na posicédo Y407 & Y407V, Y4CQTA,
YA40T7L ou Y407I; a modificacdc de amincicidos na posigédo T354

z

& T39%94W:; a modificacido de aminodcldos na posicido 1351 é
L351Y; a modificacdo de aminocacidos na posicgdo K382 & R3%92L,
K382M, K332V ou K382F e a modificacdo de aminocédcidos na
posicdo T366 & T366I, T366L, T360M ou T366V, em que o dominio
CH3 heterodimérico tem uma temperatura de fusdo (Tm} de cerca
de 70°C ou maior e uma pureza maior do gue cerca de 90% e em
gue a numeracdoc de residuocs de amincacidos estd de acordo

H = T
17} T

com ¢ indice EU, conforme apresentado em Kabat. Em algumas

<

modalidades, a modificacdoc de amincdcidos na posicdo F405 é

ficag8do de aminodcidos

}..J .

F405A. Em algumas modalidades, a mod
na posiclo T366 & T3661 ou T366L. Em algumas modalidades, a
modificacdco de aminoacidos na posicdc Y407 & Y407V. Em
algumas modalidades, a modificacido de amincécldos na posicéo
FA05 & F405a, a modificacido de aminciAcidos na posigdo Y407
& Y407V, a modificacio de amincAcidos na posicédo T366 & T3661

P

ou T366L e a modificacdo de amincéclidos na posicdce K352 &
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K392L ou K392M. Em algumas modalidades, a modificacio de
aminodcides na posicdc F405 é F405A, a modificacdo de
aminodcides na posicdo Y407 é Y407V, a modificacdo de
amincidcidos na posicdce T3¢bh & T366L e a modificacgido de
aminoacidos na posicdo K392 & K392M. Em algumas modalidades,
a modificacdo de amincdcidos na posicdo F405 & F405A, a
modificacdo de amincacidos na posicdo Y407 & Y407V, a
modificacdco de amincacidos na posicdc T366 & T366L e a
modificacdco de amincédcldos na posicdc K392 é K39%2L. Em
algumas modalidades, a modificacio de amincédcidos na posicéo
F405 & F40534, a modificacdo de amincaAcidos na posicio Y407
é& Y407V, a modificacio de amincacidos na posicdo T366 & T3661
e a modificacdo de amincdcidos na posicdo K382 & K392M. Em
algumas modalidades, a modificacdo de aminocacidos na posicéo
F405 & F4054A, a modificacido de amincdcidos na posicdo Y407

& Y407V, a modificacdo de amincicidos na posicdo T366 & T366I

O
5/‘

e a modificagdo de amincidcidos na posigido K392 & K392L. Em
algumas modalldades, ¢ primeiro polipeptidec de dominio CH3
compreende ainda uma modificacdo de aminocdcidos na posicéo
3400 selecicnada a partir de 84000 e B400E e o segundoc
pelipeptidec de dominioc CH2 compreende ainda a modificacgdo

T
H

de amincacidos N390R. Em algumas modalidades, a modificacédo

de amincédcidos na posicdo F405 & F405A, & modificacio de

amincacidos na posicdo Y407 & Y405V, a modificacido de
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o

aminodcidos na posicdo 85400 é S400E, a modificacdo de

aminodcides na posicdo T366 & T368L e a modificacdoe de

1)

aminoédclideos na posicglo K392 & K382M.

[0390] Em algumas modalidades, o primeiro e segundo
dominios CH3 medificados s80 compreendidos por uma
construcdo Fo com base em uma imunoglobulina de tipo G
{IgG). A IgG pode ser uma IgGl, IgGZ2, IgG3 ou IgG4.

[0391] Outras Regifes Ligante A e Regldes Ligante B
qgue compreendem dominios CH3 varilantes s8o descritas nas
Patentes dos Estados Unidos Nes 9,499,634 e 9,562,108, cada
uma das quais & incorporada por referéncia na integra.

[0392] Uma regldo Ligante A e uma regidc Ligante B
podem ser fragmentos complementares de uma proteina, por
exemplo, uma proteina de ocorréncia natural, tal como
albumina sérica humana. Em modalidades, uma da regldo Ligante
A e da regido Ligante B compreende um primelro, por exenplo,
um fragmento N-terminal da proteina, por exemplo, hSA, e o
outro compreende um segundo, por exXemplo, um fragmento -
terminal da proteina, por exemplo. Em uma modalidade, os
fragmentos compreendem um fragmento N-terminal e um C-
terminal. Em uma modalidade, oz fragmentos compreendem dols
fragmentos interncs. Normalmente, os fragmentos ndo se

sobrepdem. Em uma modalidade, ¢ primeiro e segundo

fragmentos, juntos, constituem toda a sequénclia da proteina
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original, por exemplo, hSA. O primeiro fragmentco fornece um
N-terminal e um C-terminal para ligacgdce, por exemplo, fusio,
a outras seguéncias, por exemnplo, sequéncias de R1, RZ, R3
ou R4 {(conforme definido aguil).

[0383] A regido Ligante A e a regidoc Ligante B podem

er derivadas do polipeptidec de albumina. Em algumas

n

modalidades, ¢ polipeptideo de albumina ¢é selecionado a
partir do polipeptideo de albumina sérica humana nativa e do
pelipeptidec de aloalbumina umana. O polipeptideo de
albumina pode ser modificado de modo gue a regido Ligante A
e a reglidc Ligante B interajam uma com a cutra para formar
heterodimeros. Exemplos de polipeptidecs de albumina
modificados sdo descritos nas Patentes dos Estados Unidos
Nes 9,388,231 e 9,489,605, cada uma das guais & aqui
incorporada por referéncia na integra.

[0394] Consequentemente, =zdo fornecidas agul proteinas
heteromultiméricas multifuncionais da fdérmula Rl --- Reglio
Ligante A -~-- RZ e R3 -~~~ Regldo Ligante B -~- R4, em gque a
regifio Ligante A e a regido Ligante B formam um
heteromultimero. Em algumas modalidades, a regido Ligante A
compreende um primeliro polipeptidec e a regido Ligante B
compreende um segundo polipeptidec; em que cada um dos ditos
primeiro e segundo polipeptidecs compreende uma sequéncia de

amincacidos que compreende um fragmento de um polipeptideo
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de albumina selecionado a partir do polipeptidec de albumina
sérica humana nativa e polipeptideo de aloalbumina humana; em
gue o035 ditos primeiro e segundo polipeptidecs s8o obtidos
por meio de segmentacido do dito polipeptidec de albumina em
um sitio de segmentacdc, de modo gue a segmentacgido resulte

P

em uma =liminacdc de zero a 3 residucs de amincacidos no

sitio de segmentacdo; em gue o diteo primeirc polipeptideo

onada a partir de

;..l -

compreende pelo menos uma mutagdo selec
Al94C, L19BC, W214C, AZ1l7C, L331C e A333C e o dito segundo
polipeptidec compresende pelc menos uma mutacde selecionada
a partir de L331C, A335C, V343C, L346C, A350C, V455C e
N45BC; e em que os ditos primeirce e segundo polipeptideocs se
auto~asscciam para formar uma estrutura guase nativa da forma
monomérica do polipeptideo de albumina.

[C395] Em algumas modalidades, o sitio de segmentacdo
reside em um lIoop do polipeptideo de albumina gque tem uma
drea de superficie acessivel a solvente (SASA} e contato
limitade com © yestante da estrutura da albumina, b} a
segmentagdo resulta em uma interface complementar entre o©s

polipeptidecs transportadores. Estes sitios de segmentacgdo

32

f

sdo descritos, por exemplo, na Patente dos Estados Unidos N°
9,388,231, a gual & aguili incorporada por referéncia na

integra.
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[0396] Em algumas modalidades; © primeiro polipeptideo
compreende o088 residuos 1-337 ocu residucs 1-293 do
pelipeptidec de albumina com uma ou mals das mutacgdes
descritas agui. Em algumas modalidades, o segundo
polipeptideoc compreende residucs 342-585 ou 304-585 do
polipeptideos de albumina com uma ou mais das mutacles
descritas agui. Em algumas modalidades, ¢  primeiro
pelipeptidec compreende os residucos 1-339, 1-300, 1-364, 1-
441, 1-83, 1-171, 1-281, 1-283, 1-114, 1-337 ou 1-336 da
proteina albumina. Em algumas modalidades, o ssasgundo
polipeptideoc compreende os residuos 301-585, 365-585, 442-
585, B5-585, 172-585, 282-585 ou 115-585, 304-585, 340-585
ou 342-585 da proteina albumina.

[0397] Em algumas modalidades, o primeirce e segundo
pelipeptidecs compreendem os residuos da proteina albumina,
conforme mostrado na tabela abaixo. A sequéncia da proteina

<

albumina & descrita abaixo.

Residuos do primeiro Residuos do segundo
polipeptideo polipeptideo
1-300 301-585
1-364 365-585
1-441 442-585
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1-83 85-585
1-171 172-585
1-281 282-585
1-114 115-585
1-339 340-585
1-337 342-585
1-293 304-585
1-336 342-585

[0388] Em algumas modalidades, o primeirc e segundo
polipeptideos compreendem um ligante gque pode formar uma
ligacdo covalente um com o outro, tal como uma ligagdo de
dissulfeto. Um exemplo nde limitativo do ligante & um ligante
peptidico. Em algumas modalidades, o ligante peptidico
compreende GGGES. O ligante pode ser fundido ao C~terminal
do primeirco polipeptidec e ao N-terminal do segundo
polipeptideo. O ligante também pode ser usado para fixar as
porgbes descritas agul sem anular a capacidade dos ligantes
de formar uma ligacg8o de dissulfeto. Em algumas mcedalidades,
o primelro e segundo polipeptidecs ndo compreendem um ligante
gque pode formar uma ligacdoe covalente. Em algumas
meodalidades, o primeirc e segunde polipeptidecs tém as

seguintes substituicdes.
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Substituigdo no primeiro Substituigdo no segundo
polipeptideo polipeptidec
A217C V343C
L331C A350C
A217C L346C
W214cC V343C
A335C L346C
L198C V455C
A217C A335C
A217C L331C
L198C N458C
Al94cC V455C

[0392] A sequéncia do polipeptidec de albumina pode
ser a sequéncia da albumina humana e & mostrada na forma de
pés~proteina com os residucs de sinalizac8o do N-terminal
(MKWVTFISLLFLFSSAYSRGVFRR) removidos:
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQOCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESA
ENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRP
EVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAAC
LLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVT

DLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVEN
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DEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYE
TTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKQONCELFEQLGEYKFQNALLVRYTK
KVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDR
VTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVE
LVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL
(albumina humana)

[0400] Em algumas modalidades, a regifo Ligante A e a
regido Ligante B formam um hetercdimerc conforme descrito no
presente documento.

[0401] Em algumas modalidades, 0! polipeptideo
compreende, no N-terminal, um anticorpo composto por Fi{ab')Z
em uma estrutura de Fc de IgGl fundida com scFvs no C-
terminal da estrutura da Fc de IgG. Em algumas modalidades,
a estrutura da Fc de IgG € uma estrutura de Fc de IgGl. Em
algumas modalldades, a estrutura de IgGl é substituida por
uma estrutura de IgG4, estrutura de IgGZ ou outra estrutura
de IgG similar. As estruturas de IgG descritos neste
pardgrafo podem ser usados ao longo do presente pedido, em
gque uma regiic Fo & citada como parte do composto
terapdutico. Assim, em algumas modalidades, o anticorpo
composte de F{ab')Z2 em uma estrutura de Fc de IgGl pode ser
um antilcorpe anti-MA4CAM ou um anticorpo anti-PD-1 em uma Fo
de IgGl ou gualgquer outra porcdo de alvejamentce ou porcdoe de

ligacdo/modulacdc efetora fornecida aqui. Em algumas

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 334/504



210/351

modalidades, os segmentos scFV fundidos ao C-terminal podem
ser um anticocrpo anti-PD-1 se a regidc N-terminal for um
anticorpo antl~-MAdCAM ou anticorpo anti-MAJCAM se a reglio
N-terminal £for um anticorpo anti-PD-1. Neste exemplo ndo
limitativo, o N-terminal pode ser a porgdce de alvejamento,
tal como qualguer uma daguelas fornecidas aqui, e o C-
terminal pode ser a porgdc de ligacdo/modulagdo efetora, tal
COmo gqualquer uma daquelas fornecidas aguil.
Alternativamente, em algumas modalidades, o N-terminal pode
ser a porgdo de ligacdo/modulacido efetora, tal como gqualguer
uma daquelas fornecidas agui, = o C-terminal pode ser a
porcdoe de alveiamento, tal como gqualgquer uma daquelas
fornecidas agul.

[0402] Em algumas modallidades, ¢ N-terminal pode ser
a porcido de alvejamento, tal come gualguer uma dagquelas
fornecidas aguli e o C-terminal pode ser a porgdo de

ligacdo/modulacédoe efetora, tal como qualquer uma daguelas

!..l -

fornecidas aqu

!..l

[0403] Em algumas modalidades, o composto terapéutico
compreende dois polipeptidecs que homodimerizam. Em algumas
modalidades, o N-terminal do polipeptideo compreende uma
porcdo de ligacdo/modulacdc efetora que é fundida com um
dominio Fc de IgGl humana {(por exemplo, dominios CHZ e/ou

modalidades, o C-terminal do dominic Fc é

n

CH3} . Em alguma
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outro ligante que é fundido
am

algumas modalidades,

A porcgédoe de alvejamento. Assim,
a molécula pode ser representada
usande a f£érmula R ~-- Ligante A --- Regido ¥Fc --- Ligante
B --- RZ2, em que Rl pode ser uma porcido de ligacdo/modulacio
efetora, R2 é uma porcidc de alvejamento, © Ligante A e ©
Ligante B =s30 ligantes Iindependentes,
aqul. Em algumas modalidades,
diferentes.
[0404]

conforme fornecido

0 Ligante 1 e o Ligante 2 =s30
Em algumas modalidades,
representada usando a férmula R1 -~-
- Ligante B

alveiamen

RZ,

a molécula
o,

-
H
i

pode s

sSexr
o Ligante A

igante A --~ Regldo Fc
em que Rl pode ser uma porgdc
R2 & uma porcde de ligacdo/modulacdc efetora,
e o Ligante B
conforme

fornecido

de
sdo liligantes Independentes,
no  presente documento. Em
modalidades, o Ligante A e o Ligante B
ligantes podem ser

algumas
B sdo diferentes.
escelhidos dentre

limitativos fornecidos aqui. Em algumas modalidades, R1

de

Os
os ezxemplos néo
e RZ
sd0 independentemente selecionados a partir dos dominiocs de
anticorpo F(ab')2 e scFV. Em algumas
s&0 diferentes dominios
modalidades,

[0405]

modalidades,
ant

;..l -

R1 e R2
COrpo.

Em algumas modalidades

& um anticorpo biespecifico.

Em algumas
o scFV estéd na corientacgic de dominic VL-VH.

o composto t

[
-

rapéutico
Em algumas modalidades,

Qs
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anticorpos biespecificos sido compeostos de guatro cadeias
pelipeptidicas gque compreendem o seguinte:

Cadeia 1: nt~-VH1-CH1-CHZ~CH3~Ligante A-scFv VL2~
Ligante B-VHZ]-ct

Cadeia 2: nt-VH1-CHl~-CHZ2~-CH3~Ligante A-scFv [(VLZ2=-
Ligante B-VHZ]~-ct

Cadeia 3: nt~-VL1-CL-ct

Cadeia 4: nt-V9L1-CL-ct,

em gue as cadeias 1 e 2 séc idénticas entre si e

1)
n

cadeias 3 e 4 sdo idénticas entre si,
em gue a cadeia 1 forma um homodimero com cadela 2;: e

as cadelas 3 e 4 se as

%]

oclam as cadelas 1 e 2. Isto &, quando
cada cadela leve se associa a cada cadela pesada, VL1 se
associa a VHL e CL se associa & CHL para formar duas unidades
Fab funcionals. Sem estar preso a nenhuma teoria enm
particular, cada unidade de scFv €  intrinsecamente
funcional, uma vez que VL2 e VH2Z sdc ligadas juntas de forma
covalente com um ligante conforme fornecido agul (por
exemplo, GGGGSGE (SEQ ID NO: 23), GGGGSGEEGSGEGEGESGEGHS (SEQ
ID NO: 22) ou GGGGESGGEGGESGEGGS (SEQ ID NO: 30) As seguéncias
do Ligante A e do Ligante B, gque sdc¢ independentes umas das
outras, podem ser iguais ou diferentes e conforme descrito
ac longo do presente pedido. Assim, em algumas modalldades,

o Ligante A compreende GGGGS (SEQ ID NO: 23), ou duas
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repeticdes GGGGSGGGEESGEESES {(SEQ iD NO: 303} ou
GGEGGEGGEESGEGEESGGEES {SEQ D NC: 22 . Em algumas
modalidades, o Ligante B compreende GEGGES (SEQ ID NO: 23),
ou duas repeticdes da mesma, GGEGSGGGGSGEGGGES (SEQ ID NO: 303

ou GEGGSCGEEGEGEGESGEEEES (SEQ ID NO: 22). O scPFv pode estar

¥

posicilonado na orientagdo NT-VHZ2-VLZ~-CT ou NT-VLZ-VHZ-CT. NT
ou nt sgignifica N-terminal e CT ou ct significa C-terminal
da proteina. CHl, CHZ e CH3 s&o os dominics da regido Fc de
IgG e CL significa cadeia leve constante, gque pode ser a
cadela leve da familia capa ou lambda. As outras definicgdes
representam © modo conforme normalmente empregado na
técnica.

[0406] Em algumas modalidades, os dominios VHI e VL1
sdo derivados da molécula efetora e os dominios VHZ e VL2
sdo derivados da porcdo de alvelamento. Em algumas
modalidades, os dominicos VHLI e VL1 sdo derivados de uma
porcdo de alveijamento & os dominios VHZ e VL2 sdo derivados
de uma porgdo de ligacdo/meodulacido efetora.

[0407] Em algumas modalidades, os dominios VH1I e VL1
s&o derivados de um anticorpo anti-PD-1 e os dominics VHZ e
V92 sdo derivados de um anticorpo anti-MAQCAM. Em algumas
modalidades, o©s dominios VHLI e VL1 sdc derivados de um
anticorpo anti-MAdCAM e os dominios VHZ e VLZ séo derivadoes

de um anticorpo anti-FD~1.
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[0408] Em algumas modalidades, ¢ Ligante A compreende
1, 2, 3, 4 cu 5 repeticBes GGGGS (SEQ ID NO: 23). Em algumas
modalidades, o Ligante B compreende 1, 2, 3, 4 ou &
repeticdes GGGES (SEQ ID NO: 23). Para evitar davidas, as
sequéncias do Ligante A & do Ligante B, usadas ao longo do
presente pedido, s8o independentes umas das
outras. Portanto, em algumas modalidades, o Ligante A e 0
Ligante B podem ser iguals ou diferentes. Em algumas
modalidades, o Ligante A compreende GEGGES (SEQ ID NO: 23),
ou duas repeticdes da mesma, GGGEESGEGEGESEGGEGS (SEQ ID NO:
30}y ou GGEGSGEGGSGEEGEEEGEEGES  {(SEQ ID NO: 22). Em algumas
modalldades, © Ligante B compreende GGGES (SEQ ID NO: 23} cu
duas repeticdes GGEGESGEGEISGGEGES {SEQ ID NOC: 30) ou
GGGGSEEEESGGEGEGESGEEGS (SEQ ID NO: 22).

[C402] Em algumas modalidades, o composto terapdéutlico
compreende uma cadela leve e uma cadela pesada. Em algumas
modalidades, a cadeia leve e pesada comega no N-terminal com
o dominio VH de uma porgdco de alvejamento seguido pelo
dominio CHl de uma IgGl humana, o gual & fundido a uma regilio
Fo {por exempleo, CHZ2-CH3} de Igil humana. Em algumas
modalidades, o C~terminal da regido Fc é fundido a um ligante
conforme fornecido aqui tal como, sem limitacdo, GGGEGS (SEQ
ID NO: 23), ou duas ou trés repeticdes da mesma, ou

GEEGESGEEESSEGEES (SEQ ID NO: 223 . © ligante pode, entdo, ser
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fundido a uma porcdo de ligacdo/modulacio efetora, tal como
gualgquer uma das porcles efetoras fornecidas noe presente
documento. Os polipeptidecs podem homedimerizar porquse,
através de homodimerizacdo da cadela pesada, 1sto resulta em
um composto terapéutico com duas porcées efetoras, tal como
dois antlicorpeos anti~PD~1. Nesta orlentacdco, a porgdo de
alveijamento & um formato de IgG, hé deois bragos Fab gue
reconhecem cada parceirc de ligacgdo da porcgdo de alvejamento,

por exemplo, MAJCAM, gue sdo ligados pela porgido de

[0410] Em algumas modalidades, se '] composto
terapéutico compreender uma porcde Fo, o dominlio Fo {porcdo)
sofrerd mutacbes para tornar a reglido Fo "sem efeito™, ou
seja, incapaz de se ligar a FcRs. Mutacdes gue tornam as
regldes Fo gsem efeito s8o conhecldas. Em algumas modallidades,
as mutacdes na regido Fg, as quals estdo de acordo com o
sistema de numeracdo conhecido, sio selecionadas a partir do
grupo gue consiste em: K322A4, LZ234A, LZ23BA, G237A, LIZ34F,
L2358, N297, P331 S ou qualquer combinacdo das mesmas. Em
algumas modalidades, as mutagdes Fc compreendem uma mutacio
em LZ234 e/ou L235 e/ou G2327. Em algumas modalidades, as
mutacgdes Fo compreendem mutacdes LZ234A e/ou LZ35A, as guais
podem ser denominadas como mutacdes LALA. Em alguns casos,

as mutacdes ¥c compreendem as mutacdes LZ34A, LZ235A e G237A.
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[0411] BS&c descrites agui polipeptideos da regilio
Ligante, peptideos terapéuticos e Acldos nucleiceos que
codificam os polipeptideos {por exemplo, compostos

terapéuticos), vetores gque compreendem as seqguéncias de

{1

cidos nucleicos e célulaz gue compreendem o©s acides
nucleicos ou vetores.

[0412] 0Os compostos terapéuticos podem compreender uma
pluralidade de porcgSes de alvejamento especificas. En
algumas modalidades, o composto terapéutico compreende uma
pluralidade de porges de alvejamento especificas, uma
pluralidade de cépias de uma porcdo de alvejamento doadora
especifica ou uma pluralidade de porgdes de alvejamento
egspecificas para tecido. Em algumas modalidades, um composto
terapéutico compreende uma primeira e uma segunda porcgioc de
alvelamento especifica para deador, por exemplo, uma
primeira porgdo de alvejamento especifica para doador
especifica para um primeiro alveo do doador e uma segunda
porcdo de alvejamento especifica para doador especifica para
um segundo alvoe do doador, por exemplo, em gue o primeiro e
segundo alvo s8¢0 encontrados no mesme tecido do doadcer. Em
algumas meodalidades, o composto terapéutico compreende, por
exemplo, uma primeira porgdo de alvejamento especifica para
um alvo especifice para tecido e uma segunda porgido de

alvejamento especifica para um segundo alve, por exemplo, em
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gue ¢ primeiro e segundo alvos sio encontrados no mesmo ou

e

em cutrce tecido alvo.

kY

[{C413] Em algumas medalidades, um composto terapdutlico
compreende uma pluralidade de porcdes de ligacdo/modulacdo
efetoras, cada uma compreaendendo uma porgdo de
ligacido/modulacédoc ICIM, O nGmero de porgles de

ligacao/modulacdc ICIM sende suficientemente baixo de modo

que o agrupamento da porcdce de ligacdo/modulacdo ICIM nas

D

células Iimunes (na auséncia de ligacdc ac alve} seja
minimizado, por exemplo, para evitar agonismo sistémico das
células imunes na auséncia de ligacdo do composto terapéutico

ac alvo.

POLIPEPTIDEQS DERIVADOS DE REFERENCIA, POR EXEMPLO,

POLIPEPTIDECS HUMANOS

[C414] Em alogumas modalidades, um componente de uma
molécula terapéutica & derivado de ou com base em uma
molécula de referéncia, por exemplo, no casco de uma molécula
terapéutica para uso em seres humanos, de um polipeptideo
humano de ocorréncia natural. Por exemplo, em algumas
modalidades, toda ou parte de uma molécula de CD39, uma
molécula de CD73, um ligante de molécula na superficie
celular, uma porcdo de alvejamento especifica para deador,
uma molécula de ligacdo a ligantes efetora, uma porcido de

ligacdo/modulacdc ICIM, uma porcgdo de ligacdo/modulacdo IIC,
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uma molécula ligante da molécula inibidora do ponto de
verificacdo imune, uma molécula contraligante de molécula
inibidora, uma porcdo de ligacdo/modulacdo SM, uma porcide de
alvejamento especifica, uma molécula para alvejamento
especifica, uma molécula de ligacdc a ligante alve ou uma
porcdo de alvejamento especifica para tecido, pode ser com
base ou derivada de um polipeptideo humance de ocorréncic
natural. Por exemplo, uma molécula de PD-L1 pode ser com

ba

n

e ou derivada de uma sequéncla de PD-L1 humana.
[0415] Em algumas modallidades, um  componente do
composto terapéutico, por exemplc, uma molécula de PD-L1:

a} compreende toda cou uma porgdo, por exemplo, de uma
porgdo ativa de uma forma e ocorréneia natural do
polipeptidec humano;

b} compreende toda ou uma parte, por exemplo, de uma
porcdo ativa de um polipeptidec humano gue tem uma sequéncia
gue aparece em um banco de dados, por exemplo, banco de dados
GenBank, em 11 de djaneirc de 2017, uma forma natural do
polipeptidec humano que ndo estd assoclado a um estado
patcoldgico;

¢} compreende um polipeptidec humanc gue tem uma
sequéncia que ndo difere em mals de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 ou
30 residuos de amincdcidos em relacdo a uma sequéncia de a)

ou bi;
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d} compreende um polipeptidec humano gque tem uma
sequéncia gue ndo difere em mais de 1, 2, 3, 4, 5 10, 20 ou
30% de seus residuos de aminocdcldeos em relacgdo & sequéncia
de a) ou b);:

e} compreende um polipeptidec humanc gue tem uma
sequéncia qgue néo difere substancialmente de uma sequéncia
de a} ou bl: ou

£} compreende um polipeptidec humano gque tem uma
sequéncia de ¢}, d} ou e) gque ndco difere substancilalmente
gquanto a uma atividade bioldgica, por exemplo, capacidade de
melhorar ou inibir uma resposta imune, de um polipeptideo
humano gue tem a seguéncia de a) ou b).

[041e] Em algumas modalidades, oS8 compostos
terapéuticos podem compreender uma pluralidade de porgdes de
ligacgédo/modulacdoe efetoras. Por exemplo; um  composto
terapéutico pode compreender dols ou mals dos seguintes
seleclionados a partir de:

{(a) uma porgdoc de ligacdo/modulacdo ICIM:

{b) uma porcgdo de ligacédo/modulacidoc IIC;

{(c) uma porcdo de ligacdc/modulacido SM ou

{(d} uma porcido de ligacdc/modulacdc ICSM.

[0417] Em algumas modalidades, por exemplo, um
composto terapéutice pode compreender uma pluralidade, por

exemplo, duas peorcgdes de ligacdo/modulacdc ICIM ({(as quals
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sdo iguais ou diferentes); a titulo de exemplo, duas qgue
ativam ou sd&oc agenistas de PD-1; uma pluralidade, por
exemplo, duas porgdes de ligagdo/modulacdo IIC {(as quals séo
iguals ou diferentes); uma pluralidade, por exemplo, duas
porcdes de ligacdo/modulacdo 8SM (as guals sdoc iguails ou
diferentes) ou uma pluralidade, por exemplo, duas, porgdes
de ligacdo/modulacado ICSM {as gquais sdo iguais ou
diferentes). Em algumas meodalidades, o composto terapfutico
pode compreender uma porcdoc de ligacdce/modulacdo ICIM e uma
rorcdo de ligagdo/modulacdo 11C; uma porgdo de
ligacdo/modulacdoc ICIM e uma porcdo de ligacdo/modulacdo
SM:; uma porgdo de ligacdo/modulacdo IIC e uma porcido de
ligacao/modulacdc SM, uma porcdo de ligacdo/modulacdo ICIM
e uma porgdo de ligacgdo/modulacdc ICSM; uma porgdo de
ligacgdo/modulacdoe IIC e uma porgde de ligacdo/modulacédo
ICSM; ou uma porcde de ligacdo/modulagdc ICSM e uma porgdo
de ligacdo/modulacdo SM. Em algumas modalidades, ¢ composto
terapéutico compreende uma pluralidade de porcgdes para
alvejamento. Em algumas modalidades, as porgdes para
alvejamento podem ser iguals ou diferentes.

COMPOSICOES E KITS FARMACEUTICOS

[0418] Em outro aspecto, as presentes medalidades
fornecem composicdes, jololn exemplo, composicdes

farmaceuticamente acelitdveils, as quals incluem um composto
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terapéutico descrit agqui formuladeo Juntamente com um
carreador farmaceuticamente aceitdvel. Confcrme usado agqui,
"rcarreador farmaceuticamente aceitdvel® dinclul todo e
qualguer solvente, meio de dispersdo, agentes isotdnicos,
agentes de retardo de abscrcdce e assim por diante gue sejam
fisiologicamente compativels.

[0418] © carreador pode ser adequado para
administracio intravenosa, intramuscular, subcuténea,
parentérica, retal, local, oftidlmica, tépica, espinhal ou
epidérmica {por exemplo, através de injecdo ou
infusido) . Conforme usado agui, o termo "carreador” significa
um diluente, adjuvante ou exclpiente com o gual um composto
é administrado. Em algumas modallidades, os carreadores
farmacéuticos também podem ser liguides, tal como &agua e
6lecs, incluindo agueles de origem animal, vegetal ou
sintética, tais come &lec de amendoim, &lec de soja, dble
mineral, &leoc de gergelim e assim por diante. 0Os carreadores
farmacéuticos também podem ser solucdo salina, goma acacia,
gelatina, pasta de amido, talco, gueratina, silica cololdal,

ureia e assim por diante. Além disso, podem ser usados

}..J .

agentes auxiliares, establiizantes, espessantes,
lubrificantes e corantes. 05 carreadores podem ser usados em

composicbes farmacéuticas que compreendem o0s compostos

o
®
IR

1]

T
jw
r
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Q

os fornecides aqgqui.
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[0420] As composic@es e compostos das modalidades
fornecidas aqul podem estar em uma variedade de formas. Isto
incluil, por exemplo, formas de dosagenm liquidas,
semissdlidas e sdolidas, tails como solugBes liguidas (por

Jetdvels e para infusdo), dispersbes ou

exemplo, solugdes in

uspensdes, lipossomos e supositdrios. A forma preferida

n

depende do modo de administracdo pretendido e da aplicacio
teraplutica. As composicles tipicas estdo na forma de
solucgdes injetavels ou para infusdo. Em algumas modalidades,
o modo de administragdc & parentérice {por exemplo,
intravenoso, subcutfneo, intraperitoneal, intramuscular). Em
algumas modalidades, a molécula terapéutica é administrada
por melo de infusdc ou Injecdo intravenosa. Em outra
modalidade, a molécula terapéutica é administrada por meio
de injecdo intramuscular ou subcuténea. Em cutra modalidade,
a molécula terapéutica ¢ administrada localmente, por
exemplo, por meio de injecdo ou aplicacdoe tépica, a um local
alvo.

[G421]1 As frases Yadministracio parentérica® e
"administrada pela via parentérica", conforme usado agui,
significam modos de administracio diferentes de
administracdo enteral e tépica, geralmente por injegdo, e
incluem, sem limitacdo, injecdce e infusdo intravenosa,

intramuscular, Iintra-arterial, intratecal, intracapsular,
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intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtragueal, subcutinea, subcuticular, intra-articular,
subcapsular, subaracncoidea, intraespinhal, epidural e
intraesternal.

(04227 As composicles terapéuticas devem ser,

normalmente, estéreis e estivels sob as condicgdes de

n
ot

fabricacd3o e armazenamento. A composicde pode ser formulada
come uma sclucdo, microemulsdce, dispersdo, lipossomo 2u
outra estrutura ordenada adequada para molécula terapéutica
em alta concentracdo. As solugdes injetdvels estéreis podem
ser preparadas por incorporacdo do composto ativo (isto &,
molécula terapéutica) na quantidade necessdria em um
solvente apropriado com um ou uma combinacdo de ingredientes
gnumerados acima, conforme necessario, seguido de
esterilizacio por filtragdo. Em geral, as dispersdes sio
preparadas por incorporacdo do composto ativo em um veiculo
estéril gue contém um meio de dispersdo basico e os ocutros
ingredientes necessarios dentre agqueles enumerados acima. No
caso de pds estéreis para a preparagdo de solugbes injetdvels
estéreis, os métodos preferidos de preparacdo si0 secagem a
vacuo e liofilizacdo, os quals produzem um pdé do ingrediente
ativo mals gualguer ingrediente adicional desejado de uma
solucio previamente filtrada estéril. A fluidez adegquada de

uma solucgdo pode ser mantlida, por exemplo, pelo uso de um
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revestimento tal como lecitina, pela manutencdo do tamanho
de particula necessirioc no caso de uma dispersidc e pelo uso
de tensoativos. A absorcgdo prolongada de composicgdes
injetdveis pode ser alcancgada pela inclusdo, na composicéo,
de um agente gue retarda a absorcdo, por exemplo, sals de
monoestearato & gelatina.

[0423] Conforme serd apreciadeo por aqueles versados na
técnica, a via e/ou modo de administracédce variardc dependendo
dos resultadeos deseljados. Em determinadas modalidades;, o
composto ativo pode ser preparado com um carreador gue
protegerd o compoesto contra liberacdoc rapida, tal como uma
formulacdo de liberacdo contreolada, incluindo implantes,
adesivos transdérmicos e sistemas dea distribuicio
microencapsulados. Podem ser usados polimercos bilodegradéaveis
e Dpilocompativels, tals como acetate de etileno wvinila,
polianidretos, dcido poliglicélico, colégeno,
poliortoésteres e Acido polilactico. Muitos métodos para a
preparacdo de tails formulacgbes 30 patenteados ou geralmente
conhecidos por aqueles versadeos na técnica. Vide, por
exemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York,
1978.

(04247 Em determinadas modalidades, um composto

terapéutico pode ser administrado por via coral, por exemplo,
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com um diluente inerte ou um carreador comestivel
assimilivel. O composto {e ocutros ingredientes, se desejado)
também pode ser encerrado em uma cdpsula de gelatina dura ou
mole, prensado em comprimidos ou incorporado diretamente na
dieta do individuc. Para administracdc terapéutica oral, os
compostos podem ser incorporados com excipientes e usados na
forma de comprimidos ingerivels, comprimidos bucais,
trociscoes, capsulas, elixires, suspensdes, xaropes, bolachas
e assim por diante. Para administrar um composto através de
outra wvia de administracdo que ndc parentérica, pode

ser necessirio revestir o composto com cu ccadministrar o

£}

composto com um material para impedir sua inativacgdo. As
composicles terapéuticas também podem ser administradas com
dispositivos médicos conhecidos na técnica.

[0425] 0Os regimes de dosagem s8co ajustados para
fornecer a resposta ideal desejada (por exemple, uma resposta
terapéutical. Por exemplo, um  unice bolo pode  ser
administrado, varias doses divididas podem ser administradas
ao longo do tempo ou a dose poede ser proporcionalmente

reduzida ou aumentada conforme indicado pelas exigéncias da

s

situaclo terapdutica. L especialmente vantajoso formular

composicbes parentéricas na forma de unidades de deosagem

para facilitar a administracdo e uniformidade da

dosagem. Forma de unidades de dosagem, conforme usado agul;
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se refere a unidades fisicamente distintas adeguadas como
dosagens unitérias para os individuos a serem tratados; cada
unidade contém uma gquantidade predeterminada de composto
ativo calculada para produzir o efeito terapéutice desejado
em assoclacdo com o carreador farmacéutico necessarico. A
especificacdc para as formas de unidade de dosagem é
orientada e diretamente dependente {a) das caracteristicas
tnicas do composto ativo e do efeitc terapéutico especifico
a ser alcancade; e (b} das limitacdes inerentes a técnlica de
composicdo de tal compesto ativo para o© tratamento de
sensibilidade em individuos.

[042¢] Uma faixa exemplificativa e ndo limitativa para
uma guantidade terapé&utica ou profilaticamente eficaz de um
compostoe  terapéutice € de 0,1 a 30 mg/kg, mais
preferivelmente 1 a 25 mg/kg. As dosagens e regimes
terapéuticos do composto terapéutlicoe podem ser determinados
por agueles versados na técnica. Em determinadas
modalidades, ¢ composto terapéutico é administrado por meio
de injecdo {(por exemplo, através da wvia subcutinea ou
intravenosa) em uma dose de cerca de 1 a 40 mg/kg, por
exemplo, 1 a 30 mg/kg, por exemplo, cerca de 5 a 25 mg/kg,
cerca de 10 a 20 mg/kyg, cerca de 1 a 5 mg/kg, 1 a 10 mg/kyg,
5 a 1% mg/kg, 10 a 20 mg/kg, 15 a 25 mg/kg ou cerca de 3

mg/kg. C esquema de dosagem pode variar, por exemplo, uma
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vez por semana a uma vez a cada 2, 3 ou 4 semanas. Em uma
modalidade, o© composto terapéutico é administrado em uma
dose de cerca de 10 a 20 mg/kg a cada duas semanas. O composto
terapéutico pode ser administradoe por meio de infusédo
intravenosa em uma taxa de mais de 20 mg/min, por exemplo,
20-40 mg/min e, tipicamente, maiocr do gue ou igual a 40
mg/min, para atingir uma dose de cerca de 35 a 440 mg/m?,
tipicamente cerca de 70 a 310 mg/m? e, mais tipicamente,
cerca de 110 a 130 mg/m?. Em modalidades, a taxa de infusdo
de cerca de 110 a 130 mg/m? atinge um nivel de cerca de 3
mg/kg. Em cutras modalidades, ¢ composto terapéutico pode
ser administrado por meic de Infusdo intravenosa em uma taxa
abaixo de 10 mg/min, por exemplo, menocr ou ilgual a 5 mg/min,
para atingir uma dose de cerca de 1 a 100 mg/m2, por exemplo,
cerca de 5 a 50 mg/m?, cerca de 7 a 25 mg/m? cu cerca de 10
mg/m?, Em algumas modalidades, o conposto terapdutico é
infundido durante um periocdo de cerca de 30 min. Deve ser
observado que 03 valores de dosagem podem varlar de acordo
com o tipo e a gravidade da condicgdo a ser aliviada. Deve
ser entendidco ainda gue, para gualguer individuo emnm
particular, regimes de dosagem especificos devem ser
ajustados ao longo do tempo, de acordo com a necessidade

individual e o Julgamento profissional da pessoca qgue

—
-l

administra ou supervisiona a administracdc das composigdes,;

¢
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e gque as faixas de dosagem fornecidas agul =s8o apenas
exemplificativas e nédc se destinam a limitar ¢ escopo ou a
pradtica da composicido reivindicada.

(04271 As composicdes farmacéuticas podem incluir uma
‘gquantidade terapeuticamente eficaz™ ou uma "quantidade

profilaticamente eficaz” de uma molécula terapéutica. Uma
Yquantidade terapeuticamente eficaz¥ se refere a uma
guantidade eficaz, nas dosagens e durante os periodos de
tempo necessarios, para alcancar ¢ resultado terapdutico
desejado. Uma gquantidade terapeuticamente eficaz de uma
melécula terapéutica pode variar de acorde com fatores tais
como o estado patoldgico, idade, sexo e peso do individuo,
e a capacidade do composto terapéutico de provocar uma
resposta desejada no individuo. Uma guantidade
terapeuticamente eficaz também & aguela em gue gualsquer
efeitos tdéxicos ou preiudicials de uma molécula terapéutica
sdo superados pelos efeitos terapeuticamente benéficos. Uma
"dosagem terapeuticamente eficaz®™ inibe preferencialmente um
pardmetro mensurdvel, por exemplo, atague imune, em pelo
mencs cerca de 20%, mals preferivelmente pelo menos cerca de
10%, ainda mals preferivelmente pelo menos cerca de 60% e,
mais preferivelmente, pelo menos cerca de 80% em relacdo a

individuos ndo tratados. A capacidade de um composto de

inibkir um parimetro mensurdvel, por exemplo, atague imune,

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 353/504



229/351

pode ser avallada em um sistema de modelo animal preditivo
de eficdcia na rejeicdo de transplantes ou transtornos
autoimunes. Alternativamente, esta propriedade de uma
composicdo pode ser avaliada ao examinar a capacidade de
inibicdo do composto, tal como inibicdo in vitro, por melo
de ensaiocs conhecildos por agueles versados na técnica.
[0428] Uma Yquantidade profilaticamente eficaz® se
refere a uma guantidade eficaz, nas dosagens e durante
periodos de tempo necessérios, para alcancar © resultado
profildtico desejado. Tipicamente, uma vez que uma dose
profiladtica é usada em individucs antes ou em um estagilo
inicial da doenga, a guantidade profilaticamente eficaz
sendo menor do gue a quantidade terapeuticamente eficaz.
[0429] Também dentro do escopo das modalidades estad um
kit gue compreende um composte terapéuticeo descrito agui. ©
kit pode incluir um ou mais de outros elementos, incluindoe:
instrucdes de uso; outros reagentes, por exemplo, um
marcador, um agente terapéutico ou um agente Gtil para quelar
ou de outra forma acoplar uma molécula terapéutica a um
marcador ou outrc agente terapéutico ou uma composicdo
radloprotetora; dispositivos ou outros materials para
preparar uma molécula terapéutica para administracéo;
carreadores farmaceuticamente aceltédveis; e dispositivos ou

outros materials para administracdo a um individuo.
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(043017 Em algumas medalidades, as modalidades
fornecidas agui também incluem, porém sem limitacdes:

[C431] 1. Um composto terapéutico caracterizade por
compreender:

(04327 i) uma porgd de alvejamento especifica

8]

seleclonada a partir de:

[0433] a} uma porgdco de alvejamento especifica para
doador a gual, por exemplce, se liga preferencialmente a um
alve do doador; ou

[0434] Db} uma porcdo de alvejamento especifica para
tecide a gual, por exemplo, se liga preferencialmente ao
tecido alvo de um individuo; e

[0435] 4ii} uma porgdo de ligagido/modulacde efetora
selecionada a partir de:

[C436] {a)} uma porcdc de ligacdo/modulacédoc de molécula
inibidora de células imunes (porgidoe de ligacido/modulacdo
ICIM) ;

[G437] {b} uma porgdo de ligacdo/modulacdo de célula
imune imuncssupressora {(porcgao de ligacdo/modulacgdo IIC); ou

[0438] {c} uma porcdco de ligacdo/modulacdoc efetora
que, como parte de um composto terapéutice, promove um
microambiente local I1munossupressor, por exemplo, ao0

fornecer, na proximidade do alvo, uma substédncia que inibe

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 355/504



231/351

ou minimiza o atague pelo sistema imune do alvo {porcido de
ligacdo/modulacido SM).

[C432] 2. O compostce terapéutice, de acordo com a
modalidade 1, em que a porcido de ligacdo/medulacgido efetora
se liga e ativa diretamente um receptor inibidor.

[0440] 3. O composto terapéutico, de acorde com a
modalidade 2, em gue a porcgido de ligagdo/modulacdo efetora
& uma mcelécula inibidora do ponto de verificacdo imune.

[C441] 4. O© composto terapéutico, de acordo com
gqualquer uma das modallidades 1-3, em qgue a a porcdo de
ligacido/mcodulacédo efetora & expressa por uma célula imune.

[0442] 5. O compost terapéutice, de acordo com a
modalidade 4, em gue a célula imune contribul para uma
resposta imune indesejada.

[C443] &. O compostce terapéutico, de acorde com as
modalidades 4 ou 5, em qgue a c¢élula imune causa uma
patologia.

(04447 7. O composto terapéutico, de acorde com a
modalidade 1, em gue a capacidade da molécula terapéutica de
ser agonista da mclécula a qual a porcgdo de ligacdo/modulacéo
efetora se liga & malor, por exemplo, 2, 5, 10, 100, 500 ou
1.00C vezes malor, guando o composto terapéutico estd ligado

a um alvo através da porgdo de alvejamento do gue guande ©
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compostoe terapéutico ndo estd ligado ao alve através da
porgdo de alvejamento.

[C445] 8. O compostce terapéutico, de acorde com as
modalidades 1-7 em que, guando ele se liga como um mondmero
{cu ligacgéc guando o composto terapéutico néao é
multimerizado} ao seu ligante cognato, por exemplo, uma
molécula inibidora do ponto de verificacio imune, ele ndoc é
agonista, ou ¢é substancialmente agonista, dc ligante
cognato.

[0446] S. O composto terapéutico, de acorde com as
modalidades 1-8, em gue em uma dose terapeuticamente eficaz
do compeosto terapéutice, hd uma ac¢8o agonista sistémica
significativa da molécula & gual a porcdc de ligagdoc/
modulacdo efetora se liga.

[C447] 10. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 1~9%, em que em uma dose terapeutlcamente eficaz
do composteo terapéutico, a € agonista agdo da molécula a
qual a porgdc de ligacdo/modulacdo efetora se liga ocorre
substancialmente apenas em um local de destino ao qual a
porgdo de alvedamento se liga a.

[C448] 11. © compeosto terapéutico, de acordeo com as
modalidades 1-9, em gue a ligacdo do composto terapéutico ao
seu ligante cognato, por exemplo, uma molécula inibideora do

ponte de verificacio imune, ndo inibe ou ndc inibe
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substancialmente a ligacgdo de um contraligante enddgeno ao
ligante cognato, por exemplc, uma molécula inibidora do ponto
de verificacldo imune.

(04421 12. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 1i-11, em que a ligacdc da porcdce de
ligacdo/modulacédc efetora ac seu ligante cognate inibe a
ligacdo de um contraligante enddgenc ao ligante cognatoe da
porcdo de ligacdo/meodulacdo efetora em menos de 60, 50, 40,
30, 20, 10 ou 5%.

[0450] 14. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 1i-11, em que a ligacdc da porcdce de
ligacdo/modulacédc efetora ao ligante cognate, néc resulta
substancialmente em antagonismo do ligante cognato da
molécula de ligacdo/modulacdo efetora.

[C451] 15. © composto terapéutice, de accrdo com a
modalidade 1, em que a porgdo de ligacdo/meodulacgio efetora
compreende uma porcdo de ligacido/modulacdce ICIM.

[0452] 16. O composto terapéutice, de acordoe com a
modalidade 15, em gue a porgdce de ligacdo/meodulacgio efetora
compreende uma porcdo de ligacédce/modulacido ICIM gue
compreende uma molécula ligante da molécula inibidora do

ponto de verificacdo imune.
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[0453] 17. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 16, em gue a molécula contraligante da molécula
imune inibidora compreende uma molécula de PD-L1.

04541 18. © composto terapéutice, de acordeo com a
modalidade 15, em gue a ICIM é agquela em gue a molécula
contraligante da molécula imune 1inibidora se acopla a uma
molécula inibidora do ponto de verificacgdc imune cognata
selecionada a partir de PD-1, KIRZ2DL4, LILRB 1, LILRB ou
CTLA~4,

[C455] 19. ¢ composto terapéuticeo, de accocrdo com a
meodalidade 18, em gue a ICIM é um anticozpo.

[045¢] 20. O composto terapéuticoe, de acordoe com a
modalidade 18, em que a ICIM compreende um anticorpoe gue se
liga & PD-1, KIR2DL4, LILRB1l, LILRE ou CTLA-4.

[C457] 21. © composto terapéutice, de accrdo com a
modalidade 20, em que o anticorpo é um anticorpo gue se liga
a PD-1.

[0458] 22. O composto terapéuticce, de acordoe com a
modalidade 20, em que o anticorpe é& um anticorpo que se liga
a P0O~1 e & um agonista de PD-1.

[C4592] 23. © composto terapéutice, de accrdo com a
modalidade 20, em que o anticorpo é um anticorpo gue se liga
4 PD-1 e é um agonista de PD-1 guando amarrado na localizacdo

alvo.
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[0460] 24. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 16, em gue a molécula contraligante da molécula
imune inibidora compreende uma molécula HLA-G.

04611 25. O composto terapéutice, de acorde com &
modalidade 15, em gue a ICIM é agquela em gue a molécula
contraligante da molécula imune 1inibidora se acopla a uma
molécula inibidora do ponto de verificacgdc imune cognata
selecionada a partir de PD-1, KIRZDL4, LILRB1, LILRB ou CTLA-~
4.

[0462] 26. ¢ composto terapéutico, de accordo com a
modalidade 15, em gue a molécula contraligante da molécula
inibidora imune inibidora se acopla a uma molécula inibideora
do ponto de verificacdo imune cognata selecicnada a partir
da Tabela 1.

[C463] 27. © composto terapéutice, de acordo com a
modalidade 15 em gue, quando a ligacdo como um monbdmero, a
sua meolécula inibidora do ponto de verificacgdo imune cognata,
ele ndo é& agonista, ou € substancialmente agonista, da
molécula inibidora do ponto de verificac8o imune.

[0464] 28B. O composto terapéutico, de accrdo com a
modalidade 15, em gue ¢ contraligante inibideor da molécula
imune tem pelo menos 60, 70, 80, 90, 25, %9 ou 100% de
homologia com um ligante da meolécula inibidora do pontoe de

verificacdo imune de cocorréncia natural.
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[0465] 29 O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 1, em que a porcdo de ligacdo/modulacdo efetora
compreende  uma porcgdc de ligacgdco/modulacde  ICIM  gue
compreende uma molécula de anticorpe funcional para uma
melécula inibideora na superficie celular.

[0466] 30. C composto terapéutico, de aceordo com a
modalidade 1, em gue a molécula inibidora na superficie

celular é uma molécula inibideora do ponto de verificacdo

[0467 31. O composte, de acorde com a modalidade 30,
em gue a molécula inibidora do ponto de verificacio imune é
seleclonada a partir de PD-1, KIR2DL4, LILRBI, LILRBZ, CITLA-
4 ou selecionada a partir da Tabela 1.

[0468] 32. O composto terapéutico, de acorde com
gualguer uma das modalidades 1-31, em que o nivel de
supressdo imune sistémica em uma dose terapeuticamente

eficaz do composto terapéutico € menor do que aguele

h

ornecido pelo padrdo de atendimento com um 1munossupressor
sistémico {se relevante) ou & menor do gue aguele fornecido
por uma guantidade equimclar de molécula de ligacdo/
modulacio efetora livre {(ndc como componente de um composto
terapéutico).

04621 33. O composto terapéutice, de acordeo com a

modalidade 1-32Z2, em gue © nivel de ativaclo imune sistémica,
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por exemplo, em uma dose terapeuticamente eficaz do composto
teraplutico, €& menor do gue aguele indicado por uma
quantidade equimolar de molécula de ligacdo/modulacdo

efetora livre ({(ndo como um componente de um composto

[0470] 34. O composte terapéutico, de acorde com
gualgquer uma das modalidades 1-33, gue compreende ainda uma
segunda porcdo de ligacido/modulacdc efetora.

[C471] 35. C composto terapéutice, de accrdo com a
modalidade 34, em gue a segunda porcdo de ligacio/modulacdo

de

8]

efetora se liga a um alvo diferente da porgd
ligacdo/modulacédoc efetora.

(04721 36. C composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 34 ou 35, em gue a segunda porgdo de
ligagédo/modulacéio efetora compreende una Porcio de
ligacdo/modulacéaoe IIC.

[0473] Composto terapéutico, de acordo com as

modalidades 34 ou 35, em gque a segunda porgdce de

ligacao/modulacédo efetora compreende uma pOrgao de

=

ligac&o/modulacido SM.
[C474] 37. © composto terapéutice, de accrdo com a

modalidade 1, em que a porgdo de ligacdo/meodulacgio efetora

compreende uma porcgdo de ligacio/modulacdo IIC.
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[0475] 38. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 1, em que a porcgdc de ligacdo/modulacdo efetora
compreende uma porcdo de ligacdo/modulacdo IIC que aumenta,

recruta ou acumula uma célula imune imunossupressora na

[047¢] 39. O composto terapéutice, de acordoe com a
modalidade 1, em gue a porcgde de ligagdo/modulacdo efetora
compreendes um ligante da molécula na superficie celular qgue
se llga, ou se liga especificamente, a uma molécula na

2z

uperficlile celular em uma célula imune imunossupressora.

]

(04771 40. O composto terapéutice, de acorde com a
modalidade 1, em que a porgde de ligacdo/modulacgdo efetora
compreende uma molécula ligante da melécula na superficie
celular gque se liga, ou se liga especificamente, a uma
molécula na superficie celular em uma célula dimune
imunossupressora.

(04781 41. © composto terapéutice, de acordeo com a
modalidade 1, em que a porcdo de ligacdo/modulacgdo efetora
compreende uma molécula de anticorpo que se liga uma molécula

na superficie celular em uma célula imune imuncssupressora.

finy

[C479] 2. 0 composto terapéutico, de acordo com
qualguer uma das modalidades 38~41, em gue a célula imune

imunossupressora compreende uma célula T reguladora, tal

como uma célula T reguladora Foxp3+ CD25+.

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 363/504



239/351

04801 43. O composto terapéutico, de acorde com
gualgquer uma das modalidades 1-42, em gque a porcido de
ligacgédo/modulacdo efetora se liga & GARP e, por exenplo,
compreende uma molécula de anticorpo gque se liga & GARP em
células imunossupressoras gue expressam GARP, por exemplo,
Tregs.

[0481] 44. O composto terapéutice, de acordo com a
modalidade 1, em que a porcdo de ligacdo/modulacdo efetora
compreende uma porcdo de ligacido/modulacgidc SM.

[0482] 45. ¢ composto terapéuticeo, de accordo com a
modalidade 44, em gue a porcido de ligacido/modulacdo SM
promove um microambiente local ilmunossupressocr.

[0483] 46. O composto terapéutico, de acorde com
gualguer uma das modalidades 44 e 45, em gue a porgde de
ligacdo da molécula efetora aumenta a dispenibilidade, por
exemplo, ao aumentar a concentracdco ou quantidade local de
uma substincia gue inibke a funcido da célula imune, por
exemplo, uma substédncia gue inibe a ativacdc de uma célula
imune ou a funcdo de uma célula imune ativada.

[0484] 17. O composte teraplutico, de acorde com
gualquer uma das modalidades 44~46, em gue a porgdce de
ligacdo da molécula efetora se liga e acumula uma substéncia
solivel, por exemplo, uma substidncia enddgena ou exégena,

que tem funcdo imunossupressora.
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[0485] 48. O composto terapéutico, de acorde com
gualgquer uma das modalidades 44-47, em gue a porgdc de
ligacdo & molécula efetora diminuli a disponibillidade, por
exemplo, ao diminuir a concentracdo ou qgquantidade local, ou
capturar, uma substincia gue promove a funcdo celular imune,
por exemplo, uma substdncila gue promove a ativacdo de uma
célula imune ou a funcio de uma célula imune ativada.

[0486] 49. O compostce terapdutico, de acordc com
gualquer uma das modalidades 44~48, em gue a porgdce de
ligacdo/modulacéao SM promove um microambiente local
imunossupresscr, por exemplo, ac fornecer, na proximidade,
do alvo uma substincia gue inibe ou minimiza o atague pelo
sistema imune do alvo.

04871 50. O composto terapéutico, de acorde com
gualquer uma das modalidades 44-49, em gue a porgdce de
ligacdo/modulacdoe SM compreende uma molécula que inibe ou
minimiza © atague pelo sistema imune do alvo.

(04881 51. O composte terapéutico, de acorde com
gualquer uma das modalidades 44-50, em gue a porgdc de
ligacdo/modulacdo SM se liga e/ou acumula uma substéncia
soltvel, por exemplo, uma substdncia enddgena ou exdgena,
que tem funcdo imunossupressora.

(048921 52. O composto terapéutico, de acordo com

qualquer uma das modallidades 44-51, em que a porgde de
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ligacdo/modulacdo SM se liga e/ou inibe, captura, degrada
ou, de cutra forma, neutraliza uma substidncia, por exemplo,
uma substincia soluvel, normalmente uma substéncia sollvel
enddgena, gue promove o atagque imune.

(04901 53. © composto terapéutico, de acordo com
qualquer uma das modalldades 44-52, em que a porgde de
ligacdo da molécula efetora diminul a disponibllidade de ATP
ou AMP.

[C491] 54. © composto terapéutico, de acorde com
gqualquer uma das modalidades 44-53, em que a porgdc de
ligacido/modulacédoc SM se liga, ou compreende, uma substéncia,
por exemplo, CD39 ou CD73, gue esgota um componente gue
promove a funcdo da célula efetora imune, por exemplo, ATP
ou AMP.

{04921 55. © composto terapéutico, de acorde com
gqualquer uma das modalidades 44-54, em que a porgdc de
ligacdo/modulacdo SM compreende uma molécula CD39.

[0493] 56. O composte terapéutico, de acorde com
gualquer uma das modalidades 44-54, em gue a porgdc de
ligac&o/modulacdo SM compreende uma molécula CD73.

{04947 57. © composto terapéutico, de acorde com
gqualquer uma das modalidades 44-54, em que a porgdc de

ligacdo/modulacédo SM compreende uma molécula anti-CD39.
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04951 58. O composto terapéutico, de acorde com
gualgquer uma das modalidades 44-54, em gue a porgdc de
ligacgédo/modulacdo SM compreende uma molécula de anticorpo
anti-CD73.

(04961 59. © composte terapéutico, de acordo com
qualquer uma das modalidades 44 a 54, em que a porcgdo de

ligacdo da melécula efetora compreende uma substéncia

[

imunossupressora, por exemplo, um fragmento de uma proteina
imunossupresscra.

[0497] ¢0. O composto terapéutico, de acordoe com
gualguer uma das modalldades 44-54, em qgue a porgdo de
ligacdo/modulacdc SM conpreende a mcolécula de fosfatase
alcalina.

[0498] 61. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 1, em gue o composto tem a férmula, a partir do
N~-terminal para o C-terminal:

Rl --- Regido Ligante A --- RZ ou R3 ~--- Regifo Ligante B -
-- R4,

em que:

Ri1, R2, R3 e R4, cada um independentemente, compreendem
uma porcde de ligacdo/modulacdc efetcora, por exemplo, uma
rorcdo de ligacao/modulacdo ICIM, uma porgaoc de
ligacdo/modulacdo IIC, ou uma porgdo de ligacdo/modulacdo

SM; uma porgdo de alvejamento especifica; cu easté
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ausente; contanto gue uma porgdce de ligacdo/medulacdo
efetora e uma porgdc de alvejamento especifica estejam
presentes.

04921 &2. O composto terapéutice, de acordeo com a
modalidade €1, em gue cada uma das regides Ligante A e
Ligante B compreende uma reglio Fc.

[0500] ©63. O composto terapéutice, de acordo com a
modalidade 281, em gue um de Rl e RZ é& um anticorpo anti-PD-
1 e um de Rl & R2 é um anticorpe anti~-MAJCAM.

[C501] ¢&4. ¢ composto terapéuticeo, de accrdo com a
modalidade 61, em gue Rl & um anticorpo anti-PD-1 e RZ & um
anticorpo antli~MAJCAM.

[0502] ¢©65. O composto terapéutice, de acordo com a
modalidade 61, em gque R1 €& um anticorpo anti-MAJCAM e R2 &
um anticorpo anti~PD-~1.

[C503] ¢&6. ¢ composto terapéutico, de accrdo com a
modalidade 61, em que um de R3 & R4 é& um anticorpo anti-PD-
1 @ um de R3 e R4 & um anticorpo anti-MAJdCAM,

[0504] ¢©7. O composto terapéutice, de acordo com a
modalidade 81, em qgue R3 & um anticorpo anti-PD-1 e R4 & um
anticorpo anti~-MAJCAM.

[C5053] 8. ¢ composto terapéuticeo, de accocrdo com a
modalidade 61, em que R3 é um anticorpo anti-MAdCAM = R4 &

um anticorpo anti-PD-1.
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[0B506] 69. O composto terapéutico, de acorde com
gualguer uma das modalidades 01-68, em gue ¢ ligante esté
ausente.

(05071 70. O composto terapéutico, de acordo com
qualquer uma das modalidades 61-08, em que ¢ ligante & uma
regidoc Fc.

(05081 71. O composte terapéutico, de acorde com
gualguer uma das modalidades 61-68, em gue o ligante €& um
ligante de glicina/serina, tal como 1, 2, 3, 4 ou 5
repeticdes GGGGS (SEQ ID NO: 23}).

(05091 72. © composto terapéutico, de acordo com
qualquer uma das meodalidades 61-68, em gque o© ligante
compreende uma regldo Fo e um ligante de glicina/serina, tal
como 1, 2, 3, 4 ou 5 repeticgdes de GGGGS (SEQ ID NO: 23).

[C510] 73. © composto terapéutico, de acorde com
gqualquer uma das modalidades 61-72, em gue o anticorpo FD~-1
é um agonista de PD-1.

[0511] 74. O composto terapéuticoe, de acordoe com a
modalidade 61, em qgue:

Rl e R3 compreendem, independentemente, uma molécula de
anticorpo anti~PD~1 funcional {(um agonista de PD-1}; =2 RZ e
R4 compreendem, independentemente, porgdes para alvejamento
especificas, por exemplo, meléculas de scFv contra um

antigenc tecidual.
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05121 75. O composto terapéutico, de acorde com
gualgquer uma das modalidades 73 & 74, em gue:

Ri e R3 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, um anticorpo contra um
antigeno tecidual; = RZ e R4 compreendem, independentemente,
uma melécula de anticorpo anti-PD-1 funcilonal {(um agonista
de PD-1).

[0513] 76. O composte terapdutico, de acordc com
gualquer uma das modalidades 73 & 74, em gue:

Ri, RZ2, R3 e R4 compreendem, cada um independentemente:

o

ma porcdce de ligacdo/modulacdo SM gque modula, por exemplo,

iga e 1inibe, captura, degrada ou de outra forma

n
®
femrt

eutraliza uma substidncia, por exemplo, uma molécula solivel

o

gue modula uma resposta imune, por exemnplo, ATP ou AMP, por
exemplo, uma molécula de CD3% ou uma molécula de CD73; uma
porcdo de alvedamento especifica; ou estéd ausente;

contanto gue uma porcdo de ligacdo/modulacdo SM e uma
porcdo de alvelamento especifica estejam presentes.

[0514] 77. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 61, em gue:

R1 e R3 compreendem, independentemente, uma molécula de

CD39 ou uma molécula de CD73; e
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RZ e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alveiamento especificas, por exemplo, mcoléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

(051851 78. O composto terapéutice, de acordeo com a
medalidade 77, em gue:

Rl e R3 compreendem, cada um, uma molécula de CD39; e

RZ2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alveiamento especificas, por exemplo, mcoléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0516] 79. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 61 ou 77, em que:

Rl e R3 compreendem, cada um, uma molécula de CD73; e

RZ2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[C517] B80. ¢ composto terapéuticeo, de accrdo com a
modalidade 61, em gue:

um de Rl & R3 conmpreende uma molécula de CB3% e o outro
compreende uma molécula de CD73; e RZ e R4 compreendem,
independentemente, porgdes para alvejamento especificas, por

o

exemplo, moléculas de scFv contra um antigeno tecidual.
[0518] B81. ¢ composto terapéuticeo, de accrdo com a

modalidade 61, em gue:

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 371/504



247/351

Ri, R2, R3 e R4 compreenden, cada um independentemente:
uma molécula de HLA-G; uma  porgdo de alvejamento
especifica; ou estd ausente;

contanto gue uma molécula de HLA-G e uma porcgdo de
alvejamento especifica estejam presentes.

[0518] 82. O compoesto terapéutice, de acordo com as
modalidades 61 ou 81, em que:

Rl e R3 compreendem uma molécula de HLG-A; e

RZ e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigenc tecidual.

[0520] Em algumas modalidades, ¢ Ligante A e ¢ Ligante
B compreendem porgdes Fo {por exemplo, porgdes Fc de auto-
emparelhamento ou porgdes Fo sem auto-emparelhamento, ou sem
auto~emparelhamento substancial}.

[0521] 83. O composto terapéutico, de acorde com
gualgquer uma das modalidades 81 e 82, em que:

Rl e R3 conpreendem uma molécula de anticorpo anti-
LILRB1 agonista; e

RZ2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvelamento especificas, por exenplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0522] Em algumas modalidades, ¢ Ligante A e ¢ Ligante

B compreendem porgdes Fo {por exemplo, porgdes Fc de auto-
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emparelhamento ou porgdes Fc sem auto-emparelhamento, ou sem
auto—-emparelhamento substancial).

[C523] 84. O© composto terapéutico, de acorde com
gualgquer uma das modalidades 81 e 82, em que:

Rl & R3 compreendem, cada um, uma molécula de anticorpo
anti~KIRZ2DL4 agonista; e

RZ2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alveiamento especificas, por exemplo, mcoléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0524] Em algumas modalidades, o Ligante A e o Ligante

™

B compreendem porgdes Fc (por exemplo, porgdes Fc de auto-

5

emparelhamentoc ou porgdes Fo sem auto-emparelhamento, ou sem
auto-emparelhamento substancial)}.

08251 85. O composto terapéutico, de acorde com
gualquer uma das modalidades 81-84, em que:

Rl e R3 compreendem uma molécula de anticorpo anti-
LILRBZ agonista; e

RZ e R4 compreendem, Iindependentemente, porgdes para
alveiamento especificas, por exemplo, moléculas e agFv
contra um antigeno tecidual.

[0526] 86. O composto terapéutico, de acorde com
gqualquer uma das modalidades B1-84, em que:

Rl & R3 compreendem uma molécula de anticorpo anti-KG2A

agonista; e
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RZ e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alveiamento especificas, por exemplo, mcoléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

(05271 87. O composto terapéutico, de acordo com
gqualguer uma das modalidades 81-84, em que:

um de Rl e R3 compreende uma primeira porgdo escolhida,
e a outra compreende uma porgdo diferente esgcolhida dentre:
uma molécula de anticorpe anti-LILRB1 antagonista, uma
molécula de anticorpe antl-KGZA agonista e uma molécula de
anticorpo antil~-NKGZA agonista; e

RZ e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplce, moléculas de scfv
contra um antigeno tecidual.

05281 88. O composto terapéutico, de acorde com
gualquer uma das modalidades 81-84, em que:

um de Rl e R3 compreande uma molécula de anticorpe anti-~

LILRB1 antagonista e o outro compreende uma melécula de

anticorpo antl~KGZA agonista; e

RZ2 e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alveiamento especificas, por exemplo, mcoléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0529] 89. O composto terapéutico, de acordoe com

gualguer uma das modalidades 81-84, em que:
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um de R1 e R3 compreende uma molécula de anticorpo anti-

LILRB1 antagonista e ¢ outry

o compreende uma molécula de
anticorpo anti~-NKGZA agonista; e

RZ e R4 compreendem, independentemente, porcdes para
alveijamento especificas, por exemplc, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

[0530] 8%A. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 81-84, em gue:

Ri, R2, R3 e R4 compreendem, cada um independentemente:

P

uma molécula de muteina de IL-2; uma porcgdco de alvejamento

i

especifica; ou estd ausente; e
contanto que uma molécula de muteina de IL-2 e uma

porcdo de alvejamento especifica estejam presentes.

modalidade 88A, em que:

Rl & R3 compreendem uma molécula de muteina de IL-2; e

RZ e R4 compreendem, independentemente, porcdes para
alvejamento especificas, por exemplce, moléculas de scfv
contra um antigeno tecidual.

[0B532]1 89C. O composto terapéutice, de acordo com as
modalidades 834 ou 89%B, em gque:

um de Rl e R3 compreende uma molécula de ligacdo &
MAACAM, por exemplo, uma molécula de anticorpo anti-MAJCAM,

e x

ou uma molécula de ligacédo & GITR, por exemplo, uma molécula
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de anticorpo anti-GITR, & o outro compreende uma melécula de
muteina de IL-2; e

RZ e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv
contra um antigenc tecidual.

[0533] 8%D. O composto terapéutice, de acordo com as
modalidades 8%A ou B8YB, em gue:

um de Rl e R3 compreende uma mclécula de ligacdo & GARP,
por exemplo, uma molécula de anticorpo anti-GARP, e o outro
compreende uma molécula de muteina de IL-2; e

RZ e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplce, moléculas de scfv
contra um antigeno tecidual.

083471 89E. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 834 ou 89%B, em gque:

um de Rl e R3 compreende uma molécula de ligacde & GARP,
por exemplo, uma nmolécula de anticorpe anti-GARP, ou uma
molécula de ligacgdoc & GITR, por exemplo, uma molécula de
anticorpe anti~GITR, e o outro compreende uma molécula de
muteina de IL-2; e

RZ e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvejamento especificas, por exemplo, moléculas de scFv

contra um antigenco tecidual.
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[0B35] 89F. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 8%A ou 8%B, em que:

um de Rl e R3 compreende uma molécula de ligacdo & GARP,
por exemplo, uma molécula de anticorpo anti-GARP, e o outro
compreende uma molécula de muteina de IL-Z2; e

RZ e R4 compreendem, Iindependentemente, porgdes para
alveiamento especificas, por exemplo, moléculas e agFv
contra um antigeno tecidual.

[053¢] B89G. O composto terapéutice, de acordo com as
modalidades 8%A ou 89%B, em que:

um de RL & R3 compreende uma molécula de ligacdc 3 GITR,
por exemplo, uma molécula de anticorpo anti~GITR, e o outro
compreende uma molécula de muteina de IL-2; e

RZ e R4 compreendem, independentemente, porgdes para
alvelamento especificas, por exenplo, moléculas de scFv
contra um antigeno tecidual.

(05371 B89H. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 1, em gue o© composto €& um polipeptidec ou
proteina, em que o polipeptideo ou proteina compreende uma
porgdo de alvejamentco que se liga a uma célula alvo & uma
porgdo de ligacgdo/modulacédc efetora, em que a porgdoco de
ligacdo/modulacédo efetora é um polipeptidec de IL-Z2 mutante

{muteina de IL-2}.
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[0B838] 89I. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade BY9H, em que a porcgdc de alvejamento compreends um
anticorpo que se liga a uma proteina alve sobre a superficie
de uma célula alvo.

[0539] B89J. O compostce terapdutico, de acorde com a
modalidade 891, em gue ¢ anticorpo é um anticorpo que se
liga & MAJCAM, CAT1 {(SLCZ2246), OCT2 {(SLC22AZ}, FXYDZ2, TSPANT,
DPP&, HEPACAMZ, TMEM27 ou GPR11S.

[C540] B89K. O composte terapéutico, de acordo com a
modalidade 891, em gue a muteina de IL-2 se liga a um recephtor
expresso por uma célula imune.

[0541] 8%L. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 891, em que a célula imune contribul para uma
resposta imune indesejada.

[C542] 89M. O composto terapéutico, de acordo com
gqualquer uma das modalidades 89H-89L, em gque a célula imune
causa uma patologia da doenca.

[0543] 8SN. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalldades 89H~-89M, em gue a porcgdo de
alvejamento compreende um anticorpce anti-MAJCAM.

[C544] 890. O composte terapéutico, de acordo com a
modalidade 89%H, em que o composto tem a fdormula, a partir do

N-terminal para o C-terminal:
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Rl --- Regido Ligante A --- R2Z ou R3 --- Regido Ligante B -
-= R4,

em que:

Ri, RZ2, R3 e R4 compreendem, cada um independentemente,
a porcdo de ligacdo/modulacdo efetora, a porgcado de
alvejamento ou estéd ausente.

[0545] 89P. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 890, em gue cada uma das regifes Ligante A e
Ligante B compreende uma regidoc Fc.

[0546] 890. O composto terapéutice, de acordo com as
modalidades 890 ou B89P ou, em gue um de Rl ¢ RZ é a muteina
de IL-2 e um de Rl e RZ é& um anticorpo anti~-MAJCAM.

[0547] 88R. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 820, 89F ou 8%Q, em gue Rl & a muteina de IL-2
e RZ & um anticorpo anti-MAJQCAM.

[0548] 8985. O composto terapéutice, de acordo com as
modalidades 890, 84P ou 890, em gue Rl & um anticorpo anti-
MAACAM e RZ é um anticorpo anti-PD-1.

[0548] 8&9T. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 890, B89P ou 890, em gue um de R3 e R4 é a muteina
de IL~2 & um de R3 e R4 & um anticorpo anti-MAQCAM,

[0550] 89U. O composto terapéutice, de acordo com as
modalidades 880, 89P ou BYQ, em gue R3 é a muteina de IL-2

e R4 é& um antlicorpo anti-MAJCAM.

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 379/504



255/351

[0B51] 89V. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 890, B89P ou 89Q, em gue R3 é um anticorpo anti-
MAJCAM e um R4 é a muteina de IL~2.

[0552] 8%W. O composto terapéutico, de acordo com

qualquer uma das modalidades 89%0-89W, em que ¢ ligante estéi

[0583] 88X. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualguer uma das modalidades B89%0-89W, em gue o ligante é ou
compreende uma regiio Fc.

[0554] 89Y. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modalidades 89%C-89W, em gque o 1ligante
compreende um ligante de glicina/serina.

[05B5] 88X. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualguer uma das modalidades 83%0-85%W, em que o ligante
compreende uma sequéncia GGGGESGGEESGEEESEEEES,
GGEESEEEESGEEEES, GGEGGSGEGEEES ou GHGES.

(05861 B89Y. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 8%H, em gue a muteina de 1L~-2 compreende uma
sequénecia de IL-2 de SEQ ID NC: 6, em gue o peptideo
compreende uma mutacdo em uma posigdc gue corresponde a
posicdo 53, 56, 80 ou 118 de SEQ ID NO: 6

[0557] 89%Z. O composto terapéutico, de acordo com
qualguer uma das modalidades 88H-89Y, em gue & muteina de

IL~-2 compreende uma sequéncia de IL-2 de SEQ ID NO: 6, em
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que o© peptideo compreende uma mutacdo em uma posicde gue
corresponde & posicido 53, 56, 80 ou 118 de SEQ ID NO: 6.

[C558] 8%AA. O composto terapéutico, de acorde com

{

modalidade 82Y, em que a mutacdo é uma mutacgdo de L para I
na posicdce 53, 56, 80 ou 118.

[0558] 8%BB. O compeosto terapéutico, de acordo com a
modalidade 89Z, em gue a mutagdo & uma mutacdo de L para I
na posicgdo 532, 56, 8C ou 118.

[C560] 89CC. ¢ compostce terap&utico, de acordo com
gqualquer uma das modalidades 89H-89%BRB, em que a muteina de
IL-2 compreende ainda uma mutacdo em uma ou mais posicdes de
29, 31, 35, 37, 48, €9, 7L, 74, B8 e 125 correspondentes
aquelas posicdes em SEQ ID NO: 6.

[0561] 89DD. O composto terapéutice, de acordo com
gualguer uma das meodalidades 8%H~89%CC, em que a muteina de
I1L-2 compreende ainda uma mutacgdo em uma ou mais das posigdes
El15, Hle, Q22, D84, ES5 ou ¢l2¢ ou 1, 2, 3, 4, 5 ou cada uma
das posigdes E15, H16, (22, DB4, ES5 ou Qi26 é de tipo
selvagem.

[0B562] BY9EE. O compostoe terapéutice, de accordo com
gualquer uma das modalidades 89H-89DD, em que a mutacio na
muteina ¢ uma ou mals de B15Q, HIGN, Q22E, D84N, EY5Q ou

Q126E.
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[0563] 89FF. O composto

gualgquer uma das modalidades

compreende uma mutacdo N29S em SEQ ID NO: 6.

[0564] 88GGE. O composto

gualguer uma das modalidades

terapéutico,
GO0H-89FE, em
terapéutico,

89H~-89YF, em

compreende uma mutagdo Y31 8 ou Y5I1H.

[0565] 8%9HH. O composto
gualgquer uma das modalidades
compreende uma mutacido K35R.
[0566] 89II. O composto
gualguer uma das modalidades
compreende uma mutagdo T37A.
[0567] 89J3J. O composto
gualguer uma das modalidades
compreende uma mutacido K4BE,
[0568] B8Y9KK. O composto
gualgquer uma das modalidades
compreende uma mutagdo VE9A.
[0568] 89LL. O composto
gualgquer uma das modalidades
compreende uma mutacdo NT7IR,
[0570] 89MM. O composto
gualgquer uma das modalidades

compreende uma mutagdo Q74P.
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08711 B89NN. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modalidades &9%H-89MM, em gue a muteina
compreende uma mutacido N8BD ou NBBR.

(05721 B900. O composto terapéutico, de acordo com
qualquer uma das modalidades B89H-BIO9NN, em gue a muteina
compreende uma mutagdo CLl2Z5A ou C1258.

[0573] 88PP. 0O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modalidades 89H-8900, em gque a muteina de
IL~2 é fundida ou ligada a um peptideo de Fc.

[0574] 89PPL. O composto terapéutico, de acorde com a
modalidade 89PP, em que o peptideoc de Fc compreende uma
mutacdo em uma ou mals das posicgdes L2334, L1247, L235, L248,
G237 e (G250,

[0B75] 89PP2. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 85PPLl, em gue a mutacgfo é L para A ou G para A.

[0576] 89PP3. O composto terapéutico, de acorde com a
modalidade 89PPLl, em gque o peptlideo de Fc compreende mutacdes
L247A, 1248A e/ou G250A (numeracdo de Kabat).

[0577] 88PP4. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 89PPL, em gue o© peptidec de Fo compreende uma
matacdo LZ234A, uma mutacdo 12352 e/ou uma nmutacio GZ37A
{(numeracdo EU).

(05781 B89Q00. O composto terapéutico, de acorde com a

modalidade 8%H, em gue o compostce compreende um polipeptideo
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gue compreende uma primeira cadelia e uma segunda cadela gue
formam o polipeptideo, em gue:

a primeira cadeia compreende:

Vp—He-Ligante-Ci, em gue VH é um dominio pesado variavel
que =se liga a célula alvo com um dominio Vi da segunda
cadeia; He &€ uma cadela pesada de anticorpo gue compreende
dominios CHI~CHZ2~CH3, o ligante é 11m ligante de
glicina/serina ¢ Ci & a IL-Z2 humana fundida ou ligada a uma
proteina ¥Fc na orientacdo N-terminal ou C-~terminal; e

a segunda cadela compreende:

Vi~Le, em gue Vi & um dominic varidvel de cadeia leve
que se liga & célula alvoe com o dominlo VH da primeira cadela
e o dominio L¢ é€ um dominio de cadeia leve CK.

08791 89QQ1l. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 89QQ0, em gue o8 dominics VH e VL sdo dominios
varlavels anti-MAJCAM que se ligam & MACCAM expressa &m uma
célula.

[0580] 8%8Q02. O compesto terapéutico, de acordo com a
modalidade 8900 ou 89QQL, em gue a muteina de IL-2 compreende

uma mutacdo em uma posicédo gue corresponde & posica

8]

53, be¢,
80 ou 118 de SEQ ID NO: 6.

[0581] 890Q3. O compoesto terapéutico, de acorde com a
modalidade 820Q02, em gue a mutacio ¢ uma mutacdo de L para

T

)
1)

posicdo 53, 56, 80 cu 118.

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 384/504



260/351

05821 89QQ4. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 89002 ou 89003, em que a muteina compreende ainda
uma mutacdo em uma posicio gque corresponde & posiclo 6%, 75,
88 e/ou 125, ou qualquer combinacdo dos mesmos.

(05831 B9QQ5. O composto terapéutico, de accrdo com as
modalidades 89QQ%2 ou 89QQ3, em gue a muteina de IL-Z
compreende uma mutagdo seleclonada a partir do grupo gue
consiste em: uma de L53I, Lb56I, LBII e LI 181 e as mutacdes
V694, 74P, NBED ou NB8R e copcilionalmente CLZ5A ou C1lZ5S.

[0584] 890Q6. O compoesto terapéutico, de acorde com a
modalidade B89Q05, em gue a muteina de IL-Z compreende uma
mutacdo LB3T.

[0585] 89007. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 88QC5, em gue a muteina de IL-2 compreende uma
mutacdo L561.

[0586] 890Q8. O compoesto terapéutico, de acorde com a
modalidade 88005, em que a muteina de IL-2 compreende uma
mutacdo LECI.

[0587] 880Q0%. ¢ composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 88%Q05, em gque a muteina de IL-2 compreende uma
mutacdo L11871.

[0588] B89TQLl0. C composto terapéutico, de acordo com
a modalidade 88005, em que a muteina de IL-2 ndo compreende

nenhuma outra mutacdoc.
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05881 89TQll. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modalidades B890Q-89%0Q10, em gue a proteina
Fo compreende mutagdes L247A, L248A e G250A ou uma mutacido
L2344, uma mutacdoc L235A e/ou uma mutagdo G237A de acordo
com a numeracio de KABAT.

[0590] 8%9TQlZ2. C composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 8800-890Q11, em que o ligante
compreende uma sequéncia GGGGEGGEGESGEEGES ou
GGEEESEEEESGEEEESGEEES.

(05911 B89TQl3. ¢ composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modalidades BS%CQ-859Q011, em gue o
polipeptideo compreende um peptideo de Fo que compreende uma
sequéncia descrita aqui.

05921 80. O composto terapéutico, de acorde com
gualquer uma das modalidades 81-84, em que:

um de R1l, R2, R3 e R4 compreende uma molécula de
anticorpo anti-BCR, por exemplo, uma molécula de anticorpo
anti~BCR antagonlsta, um compreende uma molécula de
anticorpe antl FCRL & uma porcdo de alvedamento especifica.

[0593] 581. O composto terapéutico, de accrdo com a
modalidade 90, em gue:

a molécula anti-FCRL compreende: uma molécula de

anticorpo anti-FCRL, por exemplo, uma molécula de anticorpo
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anti-FCRL agonista, dirigida ao FCRLL, FCRLZ, FCRL3, FCRL4,
FCRLS ou FCRLS.

[C594] 52. © composto terapéutico, de acorde com
gualguer uma das modalidades 81-84, em que:

Ri, RZ, R3 e R4 compreendem independentemente:

i}y uma porgdc de ligacdo/modulacgdo efetora, por
exemplo, uma porgdo de ligacdo/modulacdo ICIM, uma porcgdo de
ligacdo/modulacdo IIC ou uma porcdce de ligacdo/modulacdc SM,
gue minimiza ou inibe a atividade, expansidc ou funglo das
células T (uma porgdo de ligacdo/modulacgio efetora de células
Th:

ii) uma porcdo de ligacdo/modulacdc efetora, por
exemplo, uma porgdo de ligacdo/modulacdo ICIM, uma porcgdo de
ligacdo/modulacdo IIC ou uma porcgdo de ligacgdo/modulacdce SM
gue minimiza ou inibe a atividade, expansidc ou funglo das
células B (uma porgdo de ligacdo/modulacgio efetora de células
B);

iii}) uma porgdo de alvejamento especifica; ou

iv) estd ausente; contanto gque uma  porcido de
ligacdo/modulacdo efetora de células T, uma porcdo de
ligacgédo/modulacdo efetora de células B e uma porcido de
alvejamento especifica estejam presentes.

(05951 ©83. O composto terapéutice, de acordeo com a

modallidade 92, em gue:
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um de Rl, R2, R3 e R4 compreende um anticorpo anti-PD~-
1 agonista e um compreende uma molécula de HLA-G.

[C596] 54. Composte terapéutico, de acordo com as
modalidades 92-93, em gue:

um de R1, RZ, R3 e R4 compreende uma porgdc de
ligacdo/modulacdc SM, por exenple, uma melécula de CD39% ocu
uma molécula de CD73.

(05971 58h. O compostce terapdutico, de acordc com
gualquer uma das modalidades 92-84, em que:

um de R1, RZ, R3 e R4 compreende uma entidade que se
liga, ativa ou mantém uma célula imune reguladora, por
exemplo, uma célula Treg ou uma célula Breg.

(05881 9¢6. O composto terapéutico, de acorde com
gualguer uma das modalidades 92-9%5, em gue:

um de R1l, R2, R3 e R4 compreende um anticorpo anti-PD-
1 agonista ou um compreende uma molécula de HLA-G.

(059921 ©&7. O composto terapéutice, de acordeo com a
modallidade 96, em gue:

um de R1l, RZ, R3 e R4 compreende um anticorpo anti-PD-
1 agonista, um compreende uma molécula HLA-G e um compreende
a molécula de CD39 ou uma molécula de CD73.

[0&00] 88. O composto terapéutico, de acordoe com
gualgquer uma das modalidades 1-27, em que a porcgde de

ligacdo/modulacédoc efetora compreende um polipeptideoc.
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06011 99, O composto terapéutico, de acorde com
gualgquer uma das modalidades 1-98, em gque a porcido de
ligacgédo/modulacdo efetora conpreende um polipeptidec que tem
pelo menos 5, 10, 20, 30, 40, 50, 150, 200 ou 250 residuos
de aminoédcidos.

(06021 100. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-8%9, em que a porcgdo de
ligac&o/modulacdo efetcora tem um pesc molecular de 5, 10,
15, 20 ou 40 Kd.

[0&603] 101. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modalidades 1-100, em qgue a porgdo de
ligacdo/modulacédc efetora nédc compreende um inibidor da
expressidc de apolipoproteina CIII, proteina quinase A, Src
guinase ou Betal integrina.

[C604] 102. O composto terapéutico, de acordo com
gqualquer uma das modalidades 1-100, em que a porcgdc de
ligacdo/modulacéde efetora nédc compreende um inibidor da
atividade de apcolipoproteina CIII, proteina quinase A, Src
guinase ou Betal integrina.

[0605] 103. O composto terapéutico, de acordo com
gualquer uma das modalidades 1-~101, em que o composto
terapéutico ndo tem como alvo especifico um tecldo

selecionado a partir de pulmio, pele, péncreas, retina,
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préstata, ovario, linfonode, glandula adrenal, figado ou
tecldo intestinal.

[C60¢] 104. O composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gque o composto
terapéutico ndo tem como alvo especifico células tubulares,
por exemplo, células epitelials tubulares proximals.

[0607] 105. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o© compcesto

terapéutico ndo tem como alvo especifico TIE-2, APN, TEM4,

TEMS, ICAM-1, receptor de nucleclina P2Z, Trk-a, FLJ10848,
HSPAL1Z2B, APP ou (0X-45,

[0608B] 106. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o compoesto
terapéutico ndo tem como alvo especifico uma proteina
exXpressa luminalmente.

[0&609] 107. O composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o alvo do doador
ndo compreende um alvo especifico para coracio.

[0610] 108. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o© compcesto
terapéutico ndo tem como alve especifico o tecideo pulmonar.

[0&611l] 10%. O composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gque o composto

o ndo tem como alvo especifico o tecido renal.

o
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06121 110. O composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o© compcesto
terapéutico ndo tem como alve especifico o tecido pulmenar
e do pincreas.

(06131 111. O composte terapéutico, de accordo com
qualquer uma das modalldades 1-101, em gque o composto
terapéutico ndo tem como alve especifico o tecido intestinal.

[0614] 112. O composto terapéutico, de acordo com
gualquer uma das modalidades 1-~101, em que o composto
terapéutico ndo tem como alvo especifico o tecido da
prostata.

[0é15] 113. O composte terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o compoesto
terapéutico ndo tem como alvo especifico o tecido cerebral.

[C61le] 114. O composto terapéutico, de acordo com
gqualquer uma das meodalidades 1-101, em que o composto
terapéutico ndo tem como alvo especifico CD71.

[0617] 115. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o compoesto
teraplutico ndo tem come alvo especifico CDY0.

[0618] 116. O composto terapéutico, de acordo com
gqualquer uma das meodalidades 1-101, em que o composto

0 ndo tem como alve especifico MACAM.
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06181 117. O composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o© compcesto
terapéutico ndo tem como alve especifico a albumina.

[0620] 118. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modallidades 1-101, em gue o composto

terapéutico ndo tem como alveo especifico a anidrase carbdnica

[0621] 11%. O composto terapéutico, de acordo com
gualquer uma das modalidades 1-~101, em que o composto
terapéutico ndo tem como alve especifico ZGle-p.

(06221 120. O composte terapéutico, de accordo com
qualquer uma das modalldades 1-101, em gque o composto
terapéutico ndo tem como alvo especifice a dipeptidil
peptidase IV.

[0623] 121. O composto terapé&utico, de acordo com
gqualquer uma das meodalidades 1-101, em que o composto
terapéutico ndo tem como alvo especifico a superficie luminal
de uma membrana celular endotelial vascular.

[0624] 121. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o© compcesto
terapéutico ndo tem como alve especifico o tecido cardiaco.

[0625] 12z2. O composto terapéutico, de acordo com

gualgquer uma das modalidades 1-101, em gque o composto
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terapéutico ndoc tem como alvo especifice um tumor, tumor
sélido cu regidce vascular de um tumor sdlido.

[C62¢] 123. O composto terap&utico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gque o composto
terapéutico ndo tem como alve especifico o tecide cutineo.

[0627] 124. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o compoesto
teraplutico ndo tem come alvo especifico ¢ tecido epidérmico.

[0628] 125. O composto terapé&utico, de acordo com
gqualquer uma das meodalidades 1-101, em que o composto
terapéutico ndo tem como alve especifico a membrana basal.

[0628] 126. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o compoesto

terapéutico ndo tem como alve especifice um polipeptideo

[0&630] 127. O composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gque o composto
terapéutico ndo tem como alvo especifico Dsgl.

[0631] 128. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o© compcesto
terapéutico ndo tem como alve especifico Dsg3.

[0632] 129. O composto terapéutico, de acordo com

gualgquer uma das modalidades 1-101, em gque o composto
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o ndo tem come alvo especifico BPL80.
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06331 130. O composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o© compcesto
terapéutico ndo tem come alvo especifico a desmogleina.

[0634] 131. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modallidades 1-101, em gue o composto
terapéutico ndo compreende um modulador de complemento, por
ezemplo, wum inibidor de complemento tal como, porém sem
limitacdes, agueles descritos na Patente norte-—americana N°
US 8,454,963, a qual é aquili incorporada por referé&ncia na
integra.

(06351 133. O composte terapéutico, de accordo com
qualquer uma das modalldades 1-101, em gque o composto
terapéutico ndo compreende um agente de imagiologia.

[0636] 134. O composto terapéutico, de acordo com
gualquer uma das modalidades 1-~101, em que o composto
terapéutico ndo compreende um agente de Imaglologia
selecionado a partir do grupo de: um agente radiocativo, um

oférmaco, um agente de contraste, uma

}..J .

radiolsdtope, um rad

nanoparticula; uma enzima, um grupo protético, um material

an

flucrescente, um material luminescente e um material
bicluminescente tals como, porém sem limitacdes, agueles

descritos na Patente norte-americana N° US §,815,235, a gqual

é aquil incorporada por referéncia na integra.
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06371 135. O composto terapéutico, de acordo com

gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o© compcesto

13
i

ico ndo compreende um radionuclideo tal como, porém

ot

s

terap
sem limitacdes, agqueles descritos na Patente norte-americana
Ne US 6,232,287, a qual é& aqui incorpeorada por referéncia na
integra.

[0638] 13¢. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualguer uma das modalidades 1-101, o qual nido é
internalizado por uma célula dcoadora a qual esle se liga.

[0&639] 137. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modalidades 1-101, em gu o composto
terapéutico ndc entra na célula que & alvejada pela porcio
de alvejamento especifica.

064071 138. O composto terapéutico, de acordo com

gualquer uma das modalidades 1-~101, em que o composto

alvejamento especifica.
(06411 13%. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o compoesto

gual a porgdo de

e

teraplfutico ndo entra na célula
ligacgédo/modulacdo efetora se liga.
[0642] 140. O composto terapéutico, de acordo com

gualgquer uma das modalidades 1-101, em gque o composto
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terapéutico ndoc mata a célula & qual a porgdo de
ligac&o/modulacido efetora se liga.

[C643] 141. O composto terapé&utico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gque o composto
terapéutico nédo compreende um peptidec ou polipeptideo
autcantigénico.

[0644] 142. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o© compcesto

13
i

ot

s

terap ico ndo compreende um peptidec ou polipeptideo
autoantigénico, por exemplo, ndo compreende um peptideo ou
polipeptideoc contra o gual o individuo tem autoanticorpos.

[0645] 143. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gue o compoesto
terapéutico ndo compreende uma molécula de anticorpo
derivada de um manmifero, por exemplo, um ser humano, gue tem
um transtorno autoimune.

[0646] 144. O composto terapéutico, de acordo com
qualquer uma das modalldades 1-101, em gque o composto
terapéutico ndo  compreends uma molécula de anticorpo
derivada de um mamifero, por exemplo, um ser humano, gue tem
PV mucocutdneo agudo.

[0647] 145. O composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gque o composto

terapéutico ndo compreende uma molécula de anticorpo
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derivada de um mamifero, por exemplo, um ser humano, gue tem
sindrome de Goodpasture.

[0648] 146. O composto terapé&utico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-101, em gque o composto
terapéutico ndc compreende uma molécula de anticorpo
derivada de um mamifero, por exemplo, um ser humano, gue tem
pénfigeo vulgar.

[0649] 141. O composto terapéutico, de acordo com
gualquer uma das modalidades 1-14¢, que compreande uma porcido
de alvejamento especifica para deador.

(06501 142. O composte terapéutico, de accordoe com
qualquer uma das modalidades 141, gque se localiza
preferencialmente em um tecido do doador transplantado em
oposicdo ao tecido de um receptor.

[C651] 143. O composto terapéutice, de acordo com as
modalidades 141-142, em gue a porgdo de alvejamento
especifica para doador confere privilégio imunolégico
especifico para localizacdo a um tecido de transplante, por
ezxemplo, um Srgdo, de um deador.

(06521 144. O composto terapéutice, de acordo com as
modalidades 141-143, em gue a porgdo de alvejamento
especifica para deoador se liga a um produto, por exemplo, um

polipeptideo, de um alelo presente em uma Localizacdo no
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doador, alelo gue ndoc estA presente na localizacdo no
receptor.

[0653] 145. O composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modallidades 141-144, em gue a porgdo de
alveijamento especifica para deoador se liga preferencialmente
a um alelo de um gene expresso no tecldo do deador, por
ezemplo, um tecido de transplante, por exempleo, um oSrgdo,
comparade com um alelo do gene expresso noe tecide do
individuo.

[0654] 146. O composto terapéutice, de acordo com as
modalidades 141-145, em gue a porcdce de alvejamento
especifica para doador tem uma afinidade de ligacido por um
alelo de um gene expresso no tecido do doador, por exemplo,
um tecido de transplante, por exemplo, um érgdo, que & pelo
menos 2, 4, 5, 10, 50, 310G, 500, 1.0C0, 5.000 ou 10.0C0 vezes
maior do gue sua afinidade por um alelo do gene expresso no
tecido do individuo.

(06551 147. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalldades 141-146, em gue a porcgdo de
alveiamento especifica para doadcr se liga ao predutoe, por

exemplo, um polipeptidec de um alelo presente em uma

4]
pirs

localizacdo no doader, alelo gue ndoc estd presente na

localizacido no receptor.
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[0686] 148. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das meodalidades 141-147, em gue a ligacdo é
suficientemente especifica a gual, por exemplo, em uma dose
clinicamente eficaz do compost terapéutico, ccorre

supressdc imune sistémica indesejada, substancial ou

Y
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clinicamente in
(06571 148. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 141-148, em gue o composto

utico se acumula na localizacdo alvo, por exemplo,

s

terap
ligacdo da porgdo de alvejamento especifica para doador
resulta em actmulc do composto terapdutico na localizacédo
alvo.

(06581 150. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualguer uma das medalidades 141-148, em gue a porcdo de
alvelamento especifica para doadeor se liga a um produto de
um alelo de um Iocus selecionado a partir da Tabela 2, por
exemplo, o locus de HLA, por exemplo, HLA-A, HLA-B, HLA-C,
HLA~DP, HLA-DQ ou HLA-DR, alelo o gual estéd presente no
doador, mas ndo no receptor.

[0659] 1bl. O composto terapéutico, de acordo com
gualquer uma das modalldades 141-150, em que a porgidc de
alvejamento especifica para doador se liga a um alelo de
HLA-A, um alelo de HLA-B, um alelc de HLA-C, um alelo de

HLA~D, um alelo de HLA-DQ ou um alelc de HLA-DR.
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de acordo com

[0660] 152. O composto terapédutico,
gualgquer uma das modalidades 141-151, em gue o composto
ico é adequado para o tratamento de um individuo que

de acordoe com a

terapéuti
terd ou precisaré de um transplante.
u parte

0 composto terapéutico,
e ¢ transplante compreende todo

tem,
um figado, rim, coragdo, péncreas,

[0601] 153.

T

modalidade 152, em qu
de um Srgdo, por exemplo,
timo, pele cu pulmic.
154. 0O composto terapéutico, de acordo com
141-153, em gue a porgdo de

[0&62]

gqualquer uma das modalidades

alveijamento especifica para doadcor compreende uma molécula

Cicorpo.

[0663] 155. O composto terapéuticeo, de acordo com

gualguer uma das medalidades 141-153, em gue a porcido de
especifica para doador compreande um

ideo de ligacgdo especifica ao alvo ou uma molécula

alvelamento
com

polipept €
de ligacgdo a ligante alvo.

[0664] 156. O compostoe terapéuticeo, de
gualgquer uma das modalidades 1-155, gue compreende uma porgio

de acorde com a
especifica

e a

<

O composto terapéutico,

de alvejamento especifica para tecido.
de alvejamento

ificament

157.
rgdo

a2

em gque a po

modalidade 156,
para tecido €& uma molécula que se liga espec

MAJCAM.
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[0666] 158. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 156, em gue a porgde de alvejamentc especifica
para teclide é um anticorpe que se liga especificamente &
MAJCAM.

[0667] 15%. O composte terapéutico, de accorde com
qualquer uma das modalidades 156-158, em gue ¢ composto
terapéutico é adeguado para o tratamento de um individuo gue
tem, cu estéd em risco ou risco slevade de ter, um transtorno
autoimune, por exemplo, um transtorno autoimune descritc no
presente documento.

[0668] 160. O composte terapéutico, de accordoe com
qualquer uma das modalidades 156-159, em gue ¢ composto
terapéutico se acumula na localizacgdoc alvo, por exemplo, a
ligacdo da porcdce de alvejamento especifica para tecido
resulta em acimule do composto terapéutico na localizacgdo
alvo.

[0669] 161. O composto terapéutico, de acordo com
qualquer uma das modalidades 156-160, em gue ¢ composto
cerapéutico que localiza preferencialmente um tecido alve em
oposicdce a ocutro tecido de um individuo.

[C670] 162. O composto terapé&utico, de acordo com
gqualquer uma das modalidades 156-1¢1, =am que o composto
terapéutico confere privilégio imunolégico especifico para

localizacdo a um tecido alvo individuo, por exemplo, um
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tecido alvo gue sofre, ou corre risco, ou risco elevado, de
atague imunolégice indesejado, por exemplo, em um transtorno
autcoimune.

[0671] 163. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modalidades 156-161, em gue a porgido de
alvejamento especifica para tecido, como um ceomponente do
composto terapéutico, se liga preferencialmente a um tecido
alve individuo qgue sofre atagque imunoldgico indesejado, por
exemplo, em um transtorno autolimune.

[0672] 164. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das nmedalidades 156-163, em gue uma porgdc de
alvejamento especifica para tecldo se llga ao preoduto, por
ezemplo, um polipeptidec, gue ndo estéd presente fora do
tecido alvo, ou estd presente em nivels suficientemente
baixos gque, em concentragdes terap&uticas da molécula
terapéutica, niveils inaceitidveis de supressdo imune estio
ausentes ou substancialmente ausentes.

[0673] 165. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalldades 156-1¢4, em gue a porcgdo de
alveiamento especifica para tecido se 1liga um produto, ou
local em um produto, gue € mais abundante no tecido alve do
gque no tecido ndo alvo.

[0674] 166. O composto terapéutico, de acordo com

qualquer uma das modalidades 156-1653;, em gue ¢ composto
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ico se liga um produte, ou um local em um produto,
gue estid presente ou substancialmente de forma exclusiva no
tecido alvo.

(06751 167. O composte terapéutico, de acorde com
gualguer uma das modalidades 156-16¢, em gue ¢ produts, ou
local em um produto, ac qual a porcio de alvejamento
egspecifica se liga estd suficilentemente limitada ao tecido
alve de medo gque, no nivel terapeuticamente eficaz do
composte terapéutico, o individuo ndo sofre um nivel
inaceitéavel, por exemplo; urm nivel clinicamente
significativo, de supressdo imune sistémica.

[0676] 168. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualquer uma das modalidades 156-167, em gque o composto
terapéutico se liga preferencialmente a um tecidoe ou antigeno
do tecldeo alvo, por exemplo, tem uma afinidade de ligacdo
pelo tecido ou antigenoc alvo gue é maior para o antigenoc ou
tecido alvoe, por exemplo, pelo menos 2, 4, 5, 10, 50, 100,
50C, 1.000, 5.000 ou 10.000 vezes malor do que sua afinidade
pelo tecido ou antigeno ndo alvoe presente fora do tecido
alvo.

[C677] 169. O composto terapé&utico, de acordo com
gqualquer uma das modalldades 156-168, em gue a porgdo de

alvejamento especifica para tecido se liga a um produto, por

exemplo, um produto polipeptidice ou local em um produto,
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presente em um local pré-selecionade, por exemplo, um local
de resposta imune indese’jada em um transtorno autolmune.

[0678] 170. O composto terap&utico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 156-168, em gue o© composto
terapéutico é& adequado para o tratamento de um individuo gue
tem, ou estd em risco cu risco elevado de ter diabetes de
tipo 1.

[0679] 171. O composto terapéutico, de acordo com
gualquer uma das modalidades 156-~170, em que o tecidco alvo
compreende tecido pancredtico, por exemplo, ilhotas
pancredticas ou células beta pancredticas, tecide intestinal
{por exemplo, células endotelials intestinais), tecido renal
{por exemplo, células epiteliais renals) ou tecido hepatico
{por exemplo, células epiteliais hepaticas).

[0680] 172. O composto terapé&utico, de acordo com
gqualquer uma das modalldades 156-171, em gue a porgdo de
ligacdo/modulacéo efetora ou a porgdo de alvejamento se liga
a um polipeptideo selecionado dentre agqueles descritos agui,
tais como aqueles listados na Tabela 3, por exemplo, SEZ6LZ,
LRP11, DISPZ2, SLC30A8, FXYDZ, TSPANT ou TMEM27.

[C681] 173. O composto terapé&utico, de acordo com
gqualquer uma das modalidades 156-1¢8, am que o composto

0 & adequado para o tratamento de um individuo que
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tem, U estd em risco ou risco e=levadoe de ter esclerose
mialtipla.

(06821 174. O composte terapéutico, de acordo com a
modalidade 173, em gue o tecido alvo compreende tecido do
CNS, bainha de mielina ou bainha de mielina de
oligodendrdcitos.

{06831 175. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das medalldades 173174, em gue a porgdo de
ligacgédo/modulacdo efetora ou a porgdo de alvejamento se liga
a um polipeptideo selecionado dentre agueles descritos agul
e incluil, porém sem limitacgdes, a Tabela 3, por exemplo,
MCG, PLP ou MBP.

[0684] 17¢. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualguer uma das modalidades 156-168, em gque o composto
terapéutico é adequado para o tratamento de um individuo que
tem, ou estd em risco ou risco elevado de ter cardiomiosite.

(06851 177. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 176, en gue o tecido alvo compreande
cardiomidcitos, mondcitos, macrdfagos ou células mieloides.

[0686] 178. O composto terapéutice, de acocrdo com as
medalidades 176-177, em que a porgdo de ligacdo/modulacdoc
efetora ou a porcgdoc de alvelamento se liga a um polipeptideo

conforme descrito agui, incluindo dugugina, mas ndo limitado
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aqueles selecionados a partir da Tabela 3, por exemplo, SIRPFA

{CD172a}) .

,...,
o
(¢
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179. O composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 156-168, em gue o© composto
terapéutico é& adequado para o tratamento de um individuo gue

tem, ou #s3td em risco ou risce elevado de ter, doenga
inflamatdria intestinal, hepatite autoimune (AIH); Celangite
Esclerosante Priméaria {(PSC); Esclerose Biliar
Primaria; (PBC); ou transplante.

[0&688] 180. O composto terapéutico, de acordo com
qualquer uma das modalidades 156-168, em gue o individuo com
tem, estd em risco ou risco elevado de ter, doenca de Crohn
ou colite ulcerativa,

06881 181l. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 179 ou 180, em que ¢ tecido alvo compreende
células intestinais, tals COmo células epliteliails
intestinais, ou células Thepiticas, tals como células
eplitelials heplticas.

[0€680] 182. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 179-181, em qgue a porcgdo de ligacdo/modulacdo
efetora se liga um polipeptidec conforme descrito aquil
incluindo, porém sem limitacles, agueles selecionados a

partir da Tabela 3, por exemplo, PD-1.
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06911 182. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 179-181, em que a porcdo de alvejamento se liga
a um polipeptidec conforme descrito agui Iincluinde, porém
sem limitacSes, MAJCAM.

(06921 183. O composte terapéutico, de accorde com
qualquer uma das modalidades 156-168, em gue ¢ composto
terapéutico é adeguado para o tratamento de um individuo gue
tem, ou ez3td em risco ou risco elevado de ter, artrite
reumatolde.

[0693] 184. O composto terapéutico, de acordo com a
modalidade 183, ern gue o tecido alvo compreende
cardiomidcitos, mondcitos, macrdfagos ou células mielolides.

[0694] 185. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 183 ou 184, em gue a porcdo de ligacdo/modulacdo
efetora ou a porgédo de alvejamento se liga a um polipeptidec
selecionade a partir da Tabela 3, por exemplo, SIRPA
{CD172a}) .

[0695] 186. O composte terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalldades 156~-185, em gue a porcgdo de
alveiamento especifica para tecido compreende uma molécula
de anticorpo.

[0&696] 187. O composto terapéutico, de acordo com
gualgquer uma das modallidades 156-185, em gue a porgdo de

alveilamento egpecifica rara tecido compreende um
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polipeptidec de ligacdo especifica para o alvo ou uma
molécula de ligacdo a ligante alvo.

[C&97] 1B8. O composte terapéutico, de aceordo com
gualgquer uma das modallidades 156-185, em gue a porgdo de
alvejamento especifica rara tecido compreende um
polipeptideo de ligacg8o especifica para o alvo gue se liga
a MAJdCAM.

[0698] 18B%. O composto terapéutico, de acordo com
gualquer uma das modalidades 1-188, em que o composto
terapéutico se liga a uma molécula na superficie celular de
uma célula efetora do sistema imune, por exemplo, uma célula
T, célula B, célula NK ou outra célula imune, célula a gual
propaga uma resposta pré-imune.

06981 190. O composto terapéutico, de acordo com
gualquer uma das modalidades 1-~189, em que o composto
terapéutico reduz a capacidade de uma célula efetora imune,
por exemplo, uma célula T, célula B, célula NK ou outra
célula imune, de propagar uma resposta pré-imune.

(070071 181. O composto terapéuticeo, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-190, em gue a porgdc de
alvelamento especifica tem como alvo um alve de mamifero,
por exemplo, um polipeptidec de mamiferc, & a porgido de

ligacdo/modulacéo efetora se liga/modula um componente imune
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de mamifero, por exemplo, uma célula imune humana, por
exemplo, uma célula B, célula T ou macrdéfago de mamifero.

[C701] 192. O composto terapé&utico, de acordo com
gualgquer uma das modalidades 1-191, em qgue a porcgdoco de
alveijamento especifica tem come alve um alve humano, por
exemplo, m polipeptideo humano, e a eorgdo de
ligacao/modulacdoc efetora se liga/modula um componente imune
humano, por exemplo, uma célula imune humana, por exemplo,
uma célula B humana, célula T ou macrdfago.

[0702] 193. O composte terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modallidades 1-1%2, em gue o composto
terapéutico estd configurado para uso em um ser humano.

07031 1%4. O composto terapéutico, de acordo com

gualguer uma das modalidades 1-181, em gue o compoesto

110N

configurado para uso em um mamiferc ndo

utico est

s

terap
humano.

[0704] 185. O composto terapéutico, de acordo com
qualquer uma das modalldades 1-184, em gque o composto
terapéutico, por exemplo, a porcgdo de ligacdo/modulacio
efetora, compreende um agonista de PD-1.

[C705] 195.1 O compeostoe terapé&utico, de acordo com
gqualquer uma das medalidades anteriores, em gue ¢ composto

terapéutico compreende uma mutelina de IL-2 de SEQ ID NO: 15,
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em que a muteina compreende uma mutacdoc na posicgido 73, 76,
100 ou 138.

[C706] 195.2 O composto terapéutico, de acorde com a
modalidade 125.1, em gue a mutacio ¢ uma mutacdo de L para
I na posicgdc 73, 76, 100 ou 138.

(07071 1%85.3. O composto terapéutico, de acordo com as
modalidades 195.1 ou 195.2, em gue a mukteina de IL-Z2
compreende ainda uma mutacdo em uma ou mals das posicbes 49,
51, 55, 57, €8, 89, 51, %4, 108 e 145.

[0708] 185.4. 0 composto terapéutico, de acordo com
qualquer uma das modalidades 195.1-195.3, em gue a muteina
compreende ainda uma nmutacdco em uma ou mais das posicdes
E35, H36, Q42, p424, E1 15 ou Ql46 ou 1, 2, 3, 4, 5 ou cada
uma de E35, H36, Q42, D104, EL15 ou Ql46 é& de tipo selvagem.

[C709] 195.5. O composte terapéutico, de acordo com a
modalidade 185.4, em gue a mutacdo &€ um ou mais de E35Q,
H36N, Q42E, D104N, EL1150 ou QLl46E.

[0710] 1%85.6. O composto terapdutlco, de acordo com
qualguer uma das modalidades 185.1~-195.5, em que a mutelina
de IL-2 compreende uma mutagido N409S.

[C711] 195.7. O composte terapéutico, de acordo com
gqualguer uma das modalidades 125.1-195.6, em gue a mutelina

de IL-2 compreende uma mutacdo Y518 ou YS51H.
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07121 195.8. 0O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modalidades 195.1-185.7, em gue a mutelina
de IL~Z2 compreende uma mutacgdo K55R.

(07131 195.8. O composto terapéutico, de acordo com
qualquer uma das modalidades 195.1-195.8, em gue a muteina
de IL-2 compreende uma mutacdo TH7A.

[0714] 195.10. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modalidades 195.1-185.8, em gue a mutelina
de IL~2 compreende uma mutacdc KEBE, uma mutacdco VBIOA (V64A),
uma mutacdo NSIR  (N71R), uma mutacgdo Q24P ou (74P, uma
mutacido (N88D) ou uma mutacdo N108R (NB8R), Cl45A (ClzZ5A) ou
C1458 {C1258).

[0715] 195.11. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das modalidades 195.1-195.10, em gue ¢ composto
terapéutico compreende uma muteina de IL-2 de SEQ ID NO: o,
em gue a muteina compreende uma mutacdc na posicgédoe 53, 5¢,
80 ou 118 & uma ou mais das mutacdes citadas nas modalidades
195.1-185.10.

[0716] 185.12 O compeosto terapgutlico, de acordo com
gualguer uma das modalidades 195.1-195.11, em que a muteina
de IL~2 & fundida ou ligada a um peptideo de Fc.

[0717] 195.13 O composto terapéutico, de acordo com a

modalidade 195.12, em que o peptidec de Fc compreende uma
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mutacdo em uma ou mals das posicgdes L234, L247, L235, L248,
G237 e G250 {(numeracdoc EU}.

[07187 1986. Um método de tratamento de um individuo
que tem doenca inflamatéria intestinal, o método
compreendendo administrar um composto terapéutico de acordo
com qualguer uma das modalidades 1-185.13.13 ao individuo
para tratar a deoenca Inflamatdria intestinal.

[071971 197. O método, de accrdo com a modalidade 196,
em que o individuo gue tem doenga inflamatdria intestinal
tem doenca de Crohn.

(07207 198. ¢ método, de acordo com a modalidade 196,
em que o individuo que tem doenca inflamatdéria intestinal
tem colite ulcerativa.

(07217 189, Um método de tratamento de um individuo
gue tem  hepatite autoimune, o método compreendendo
administrar um composto terapéutico de acordo com gualgquer
uma das modalidades 1-195.13 a0 individuo para tratar a
hepatite autolmune.

(07221 200. Método de tratamento de colangite

esclerosante primaria, o método compreendendo administrar um

composte terapéutico de accrdo com gualguer uma das
modalidades 1~1%5.13 ao individuo para tratar a colangite

esclercsante primdria.
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072317 201. Um método de tratamento de diabetes tipo
1, o método compreendendo administrar um  compoesto

utico de acorde com qualgquer uma das modalidades 1-

s

terap
195.13, tratando, assim, o individuo gue tem diabetes de
tipo 1.

(07247 202. Um método de tratamento de um individuo
que sofreu transplante gque compreende administrar uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um composto

utico de acorde com qualgquer uma das modalidades 1-

s

terap
195.13 a0 individuo, tratando, assim, um individuo gue sofreu
transplante (receptor).

[07257 203. Um método de tratamento de GVHD em um
individuo gue sofreu transplante de um tecido do deoador gue
compreende  administrar uma guantidade terapeuticamente
eficaz de um composto terapéuticoe de acorde com gualguer uma

das modalidades 1-195.13 ac individuo.

(07267 204. C método, de acordo com a modalidade 203,
em que o composte terapéutico é administradoe ac individuo
antes de receber ¢ transplante; antes de desenvolver um
sintoma de GVHD; apds ou concomitantemente & recepcdo do
transplante; ou apds ou concorrentemente ac desenvolvimento
de um sintoma de GVHD.

(07271 205. Um método de tratamento de um individuo

sco ou rvisco elevado de ter, um

}..J .

que tem, ou estd em T
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transtorno  autolimune gue compreende administrar uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um composto
terapéutico de acorde com qualguer uma das modalidades 1-
185.13, tratando, assim, ¢ individuo.
206. 0 métcodo, de acordo com a modalidade 205,
receberd ou precisard de tecido

[0728]

em gue ¢ individuo recebeu,
de acordo com qualquer uma das

de aloenxerto de doador
¢ método,

(07291 207.
modalidades 205-206, em gue o tecido do doador compreende um

bdrgdo s6lido, por exemplo, um figado, rim, coragdo, pincreas,

de acordo com gualguer uma das
compreande

time ou pulmdc.
do deador

208. 0O método,

tecido
rim,

em gue o
por exemplo, um

[0730]
figado,

205~-20¢,

modalidades
parte de um Orgéo,
timo ou pulmédo.

de acordo com qualquer uma das

todoe ou
tecido do doador compreende

péncreas,
0O método,

coracgdo,
(07311 209.
modalidades 205-206, em gus ©
de acorde com gualguer uma das

pele,
(07327 210. ¢ método,
modalidades 205-206, em gue o tecido do doador ndc compreende

de acordo com qualquer uma das

rele.
O m

211. étrodo,
em que o tecido do doador apresenta ou

(07331

modalidades 205-210,
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expressa um produto de um alelo de um locus, alelo ¢ gqual
ndo esti presente ou expresso no individuo.

[C734] 212. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 205-210, em que o tecido do deador apresenta ou
expressa um produto de um alelo de um locus selecionado a
partir da Tabela 2, por exemplo, o locus de HLA, por exemplo,
HLA~A, HLA~B, HLA-C, HLA-DP, HLA-DQ ou HLA-DR, alelc o gual
ndo esti presente ou expresso no individuo.

[C735] 213. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 205-212, gue compreende introduzilir o tecido de
transplante no individuo.

(07361 214. O método, de acordo com qualguer uma das
modalidades 126-~213, gue compreende monitorar o individuo
quanto & inativacdo de células imunes (por exemplo, meonitorar
a acdo agonista Iindesejada de uma molécula do ponto de
verlificacio inibidera imune} em um local distante do local

alvo, por exemplo, na circulacdo periférica ou no sistema

(07371 215. © método, de acordo com gualguer uma das
modalidadez 1%6-214, gue compreende monitorar o individuo
guanto & ativacdo da célula 1mune (por exemplo, para
monitorar a acdo antagonista indesejada de uma molécula do

ponto de verificacdo imune) em um local distante do local
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alvo, por exemplo, na circulacdo periférica ou no sistema
linfatico.

[C738] 216. O método, de acordo com qualquer uma das
modalidades 196-215, em gque a resposta ao resultado do
monitoramento é selecionar um curso de tratamento para o
individuo, por exemplo, aumentar a dose do composto
terapéutico, diminuir a dose do composto terapéutico,
continuar o tratamento com o composto terapéutico sem
alteracdo da dose.

[0732] 217. O método, de acordo com qualquer uma das
modalidades 18%6-21¢, que compreende administrar o composto
de acordo com as modalidades 1-195.13 ao receptor.

[0740] 218. © método, de acordo com gualguer uma das

modalidades 1%6-216, em gue a administracdc compreende

1)

s

stémica, por exemplo, no sistema

}..J .

administracio S
circulatdrio periférico.

(07411 219. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 19%6~216, em gue a administragidc compreende
administracdc local, por exemplo, no tecideo alvo, no tecido
do doadeor ou no local em que o tecido alvo ou o tecldo do
doador estd ou estard localizado.

[0742] 220. O método, de acordo com qualquer uma das

modalidades 21%, gue compreende administrar o composto
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terapéutico ao receptor antes de introdugdo do tecido do
deoador no receptor.

[C743] 221. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 21%, gue compreende administrar o composto
terapéutico ac receptor apds introducdo do tecido do deoader
no receptor.

[0744] 222. ¢ método, de acordo com gualguer uma das

modalidades 213, gue compreends administrar o compoesto

terapéutico ao receptor simultaneamente com a introducdc do
tecldo do doador no receptor.

(07457 223. © método, de acordo com a modalidade 213,
que compreende contatar o composto terapéutico com o tecido
do deoador antes de introdugio do tecido do deador no
receptor.

[C746] 224. O método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 213, gque compreende fornecer o© composto
terapéutico ao individuo, em gque o tecido de transplante foi
contatado com o composto tervapéutlco antes de introducgdo no
individuo.

[0747] 225. O método, de acordo com qualguer uma das
modalidades 213, gque compreende contatar o composto
terapéutico com o tecido do doador apds introducdo deo tecldo
do doador no receptor, por exemplo, através de administracédo

local no tecideo do doador.
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07481 22¢. O método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 186-22¢6, caracterizadoe jelela compreendar

administrar um composto terapdutico conforme fornecide aqui,

de modo gue nivels terapéuticos estejam presentes por pelo
menos 1, 5, 10, 14 ou 28 dias, por exemplc, dias consecutives
ou ndo consecutivos.

(07481 227. C método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 196-226, em que o individuc ndo recebeu um agente
imunossupressor gue ndo & para alvejamento.

[0750] 228. O método, de acordo com qualquer uma das
meodalidades 196~226, em gue ¢ individuo ndo recebeu um agente
imunossupressor que ndo é para alvejamentce por pelo menos 1,
15, 30, 60 ou 80 dias antes de administracdce inicial do
composto terapéuticeo.

[C751] 229. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 213, em que o individuo ndo recebeu um agente
imunossupressor gue ndo &€ para alvejamento por pelo menos 1,
15, 3¢, 60 ou %0 dias antes de introducgdoc do tecido de
transplante.

(07821 230. O método, de accordo com gualguer uma das
modalidades 186-229, em gque o individuo ndo recebeu um agente
imunossupressor gque ndo € para alvejamento por pelo menos 1,
15, 30, 60, 90 ou 180 dias apds administracdo inicial do

composto terapéutico.
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07831 231. O método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 196-229, em que o individuc ndo recebeu um agente
imunossupressor gue ndo @€ para alvejamento por pelo menos 1,
15, 30, ©0, 90 ou 180 dias apds intreducdo do transplante.

(07547 232. O método, de acordo com qualguer uma das
modalidades 196~231, gque compreende adminlstrar um agente
imunossupressor que ndo é& para alvejamento ao individuo.

[0785] 233. O método, de acordo com qualguer uma das
modalidades 196-232, em gue o© individuo recebeu um agente
imunossupressor gque ndo € para alvejamento por pelo menos 1,
15, 30, 60 ou 890 dias antes de administracgdo inicial do
composto terapéutico.

[0756] 234. O método, de acordo com a modalidade 213,
em gue o individuo recebeu um agente imunossupressor gue ndo
& para alvejamento por pelo menos 1, 15, 30, 60 ou 90 dias
antes de introducdo do tecide de transplante.

(07571 235. C método, de acordo com a modalidade 234,
em que o individuo recebeu um agente lmunossupressor gue ndo
é para alvelamento por pelo menos 1, 15, 30, 60, 20 ou 180
dias apés administracdo inicial do compostce terapéutico.

[C758] 236. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 196-235, em gue ¢ individuo recebeu um agente

imunossupressor gue ndo &€ para alvejamento por pelo menos 1,
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15, 30, 60, 80 ou 180 dias apés introdugdo do tecido de
transplante.

[C7592] 237. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 196-235, em gue o individuo recebeu um agente
imunossupressor gue ndo € para alvejamento antes de
administracdo inicial do composto terapéutico, mas por nio
mais e 1, 15, 30, &0, 90 ou 180 dias.

[07607 238. O método, de accrdo com a modalidade 213,
em gue o individuo recebeu um agente imunossupressor gue néo
& para alvejamento antes de introdugdco do tecido de
transplante, mas por ndo mais de 1, 15, 30, 60, 90 ou 180
dias.

(07611 23%. © mé&todo, de acordo com gualguer uma das
modalidades 196-238, em que o individuco recebeu um agente
imunossupressocr que ndoc é para alvejamento apds
administracdoe inicial do composto terapéutico, mas por ndo
mais de 1, 15, 30, 60, 90 ou 180 dias.

(07621 240. O método, de acordo com a modalidade 213,
em que o individuo recebeu um agente imunossupressor que nio
& para alvejamento apds intreducido do tecido de transplante,
mas por ndo mais de 1, 15, 30, 60, 9C ou 180 dias.

(07631 241. O método, de acordo com a modalidade 213,
em que o individuo € monitorado quanto & rejeicdo do tecildo

de transplante.
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[0764] 242. O método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 196-242, em gue é& selecionada uma dosagem de um
agente imunocssupressor gue ndo & para alvejamento, ou em
gue, em resposta ao monitoramento, uma dosagem de um agente
imunossupressor gue nido é para alvejamentce € selecionada.

(07651 243. O método, de acordo com a modalidade 242,
em gue a dosagem é administrada.

[07667 244. O método, de accrdo com a modalidade 243,
em que a dosagem selecicnada é zero, isto €&, um agente
imunossupressor gue ndo €& para alvejamento ndo &
administrado.

(07671 245. O método, de acordo com a modalidade 243,
em gque a dosagem selecionada é diferente de zero, isto &, um
agente imunossupresscr gque ndo é para alvejamento é
administrado.

[0768] 246. O método, de acordo com a meodalidade 243,
em gque a dosagem € menor do que agquela que seria administrada
na auséncla de administracdo de um composte terapéutico.

[0768] 247. © mé&todo, de acordo com gualguer uma das
modalidades 196-246, em que o individuo é um mamiferc, por
exemplo, um mamiferc ndo humano.

[0770] 248. O método, de acordo com qualquer uma das

modalidades 196-246, em gue o individuo € um ser humano.
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(07711 248%. O método, de accerdo com a modalidade 213,

em gue ¢ doador e o individuo =80 incompativels em um locus

32N

de HLA, por exemplo, um Iocus principal ou secundério.

£

(07721 250. © método, de acordo com a modalidade 2489,
em gque © individuc é um mamifero, por exemplo, um mamifero
nao humano.

(077317 251. O método, de acordo com a modalidade 249,
em gue ¢ individuo é um ser humano.

[07747 252. Um método de tratamento de um individuo
que tem, ou estd em risco ou risco elevado de ter, um
transtorne autoimune gue compreende administrar uma
quantidade terapeutlcamente eficaz de um composto
terapéutico de acordce com gualguer uma das modalidades 1-
195.13, deste modo, tratando o individuo.

[07751 253. O método, de acordo com a modalidade 252,
em que a administracdo do composto terapéutico &€ iniciada
antes de inicio, ou antes de identificacdce do inicio, dos
sintomas do transtorno autolmune.

[0776] 254. © método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 252-253, em gue & administracdo do composto

utico é& iniciada apds o inicio, ou apés a identificacgéo

s

terap

do iniclo, dosg sintomas do transtorno autoimune.
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(07771 255. O métodoe, de acordo com as modalidades 252~
254, em que © transtorno autolimune compreende diabetes de
tipo 1.

[0778] 256. O composto terapéutico, de acordo com
gualguer uma das nmedalidades 252-255%, em gue ¢ tecido alvo
compreende ilhotas pancredticas ou células beta
pancredticas, tecido intestinal {por exemplo, c¢élulas
endoteliais intestinais), tecido renal (por exemplc, células
epiteliais renails}) ou tecido hepatico {por exenmplo, células
epiteliais hepdticas).

(07791 257. O composte terapéutico, de accordoe com
qualquer uma das modalldades 252-256, em gue a porcgdo de
ligacao/modulacdo efetora ou a porcdo de alvejamento se liga
a um polipeptidec selecionado a partir da Tabela 3, por
exemplo, MAJCAM, OAT1, OCT, DFPE, EZéelz, LRP1L, DISP2,
SLC30A8, FXYDZ, TSPANT7 ou TMEMZT.

(07801 258. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalldades 252-257, em gue a administracdo do composto
terapéutico € iniciada antes de inicio, ou antes de
identificacdo do inicio, dos sintomas de dilabetes de tipo 1.

[C781] 259. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 252-258, em qgue a administracdo do composto

terapéutico é iniciada antes ou antes de identificacdo do
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individuo gu tem uma caracteristica ou sintoma pré-
selecionado.

[0782] 260. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 252-259, em gue a administracdo do composto
terapéutico & iniciada apds o inicio, ou apds a identificacéio
do inicio, dos sintomas de diabetes de tipo 1.

[0783] 261. C método, de acordo com gualguer uma das

modalidades 252-260, em gue & administracdo do composto

s

terapéutico é iniclada apdzs cu apds a identificacido do

individuo qgue tem uma caracteristica ou sintoma pré-
selecionado.

(07847 262. O método, de acordo com qualguer uma das
modalidades 252-~-261, em que o composto terapéutico é um
compostoe terapfutico de acerde com gualgquer uma das
modalidades 1~195.13.

[0785] 263. O método, de acordo com qualquer uma das
modalidades 252-257, em que o composto terapéutico & adeguado
para ¢ tratamento de um individuo que tem, ou estid em risco
ou risco elevado de ter, esclercse miltipla.

(07867 264. O método, de accrdo com a modalidade 263,
em que ¢ tecldo alvo compreende tecido do SNC, bainha de
mielina ou bainha de mielina de oligodendrdcitos.

(07871 265. 0O método, de acordo com qualgquer uma das

modallidades 2

h
W
C
o

264, em gue a porgdo de ligacdo/modulacéoc
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efetora ou a porgédo de alvejamento se liga a um polipeptideo
selecionade a partir da Tabela 3, por exemplo, um
pelipeptidec de MOG, PLP ou MBP.

(07881 266. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 263-265, em gue a administracdo do composto
terapéutico ¢é iniciada antes de inicio, ou antes de
identificacdc do inicio, dos sintomas de esclercse maltipla.

[0789] 267. O método, de acordo com qualguer uma das
modalidades 263-265, em que a administracdo do composto
terapéutico €& inicilada antes ou antes de identificacdoc do
individuo gu tem uma caracteristica ou sintoma pré-
seleclonado.

[0790] 268. ¢ método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 263-265, em gue a administracdo do composto

utico é iniciada apds o inicio, ou apés a identificacgéo

s

terap
do inicio, dosz sintomas de esclercse miltipla.

(07911 26%9. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalldades 263-265, vcaracterizade pelo fato de gue a
administracdo do composto terap&utico € iniciada apds ou

apd6s a ldentificacdc do individuo gue tem uma caracteristica

D

ou sintoma pré-selecionado.
(07921 270¢. O método, de acordo com qualquer uma das

modalidades 263-269%, em que o composto terapdutico & um
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compostoe terapfutico de acerde com gualgquer uma das
modalidades 1-195.13.

[C793] 271. O método, de acordo com qualquer uma da

n

modalidades 252-257, em que o composto terapéutico é€ adeguado
para ¢ tratamento de um individuo gue tem, ou esti em risco
ou risce elevade de ter, cardlomiosite.

(07947 272. O método, de acordo com a modalidade 271,
em gue ¢ tecido alve compreende cardiomiécitos, mondcitos,
macrdofagos ou células mielolides.

(079857 273. O método, de acorde com as modalldades 271

ou 272, em gue a porcdoc de ligacdo/modulacido efetcora ou a
porcdo de alvejamento se liga a um polipeptideo seleciconado

a partir da Tabela 3, por exemplo, um polipeptideoc de SIRFA

M

{Ch172a}).

[0796] 274. O método, de acordo com qualgquer uma das

modalidades 271-273, em gue a administracdo do composto

terapéutico é iniciada antes de inicio, ou antes de

identificacgédc do inicio, deos sintomas de cardiomiocsite.
(07871 275. ¢ método, de acordo com gualguer uma das

modalidades 271-273, em gue & administracdo do composto

s

terapéutico €& iniclada antes ou antes de identificacdo do
individuo qgue tem uma caracteristica ou sintoma pré-

selecionado.
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07981 27¢. O método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 271-273, em gue & administracdo do composto

utico é& iniciada apds o inicio, ou apés a identificacgéo

s

terap
do inicio, dos sintomas de cardiomiosite.

(07991 277. O método, de acordo com qualguer uma das
modalldades 271-273, em gue a administracdo do composto
terapéutico é iniciada apdés ou apds a identificacdo do
individuo qu tem uma caracteristica ou sintoma pré-
selecionado.

(08001 278. O método, de acordo com qualquer uma das
modalidades 271-277, em que o composto terapdutico é um
composto terapéutico de aceorde com gualguer uma das
modalidades 1-195.13.

08011 279%. O método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 252-257, em que o composto terapéutico é adequado
para o tratamento de um individuo gue tem, ou estd em risco
ou risco elevado de ter, artrite reumatoide.

(080271 280. O método, de acordo com a modalidade 279,
em que ¢ tecldo alve compreende cardiomidcitos, mondcitos,
macrbdfagos cu células mielcides.

[0B(31 281. O método, de acordo com as modalidades 279
ou 280, em que a porgdo de ligacido/modulacdo efetora ou a

porcdo de alvedjamento se liga a um polipeptidec selecionado
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a partir da Tabela 3, por exemplo, um polipeptidec de SIRFA
{CD172a} .

[0B041 282. O método, de acordo com as modalidades 279~
281, em gue a administracdo do compost terapéutico é
iniciada antes de inicio, ou antes de identificacdc do
inicio, dos sintomas de artrite reumatoide.

(08057 283. 0 método, de acordo com as modalidades 279-
281, em que a administracgdc do composto terapéutice é
iniciada antes ou antes de identificacio do individuc que
tem uma caracteristica ou sintoma pré-selecionado.

(08067 284. O método, de acorde com as modalidades 279-
281, em que a administracdc do composto terapéuticeo é
iniciada apds o inicio, ou apds a identificacdo do inicio,
dos sintomas de artrite reumatoide.

[0BO71 285. O método, de acordo com as modalidades 279~
281, em que a administracgdc do composto terapéutico é
iniciada apds ou apds a identificacido do individuo gue tem
uma caracteristica ou sintoma pré-selecionado.

(08087 286. O método, de acordo com as modalidades 279-
285, em gue o composto terapéutico € um composto terapéutico
de acordo com qualguer uma das modalidades 1-~195.13.

[0802] 287. O método, de acordo com qualquer uma das
modalidades 196-286, que conmpreende monitorar o individuo

quantc & inativacgdo de células imunes {por exemplo, para
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monitorar a acdo agonista indesejada de uma molécula do ponto
de verificacdo inibidora imune) em um local distante do local
alve, por exemplo, na circulacdo periférica ou no sistema
linfatico.

(08101 288. O método, de acordo com qualguer uma das
modalidades 196-287, gue compreende monitorar o individuo

2

quanto & ativacdo da célula imune {por exemplo, monitorar a

acdce antageonista indezejada de uma molécula do ponto de

o

verlificacdo inibidora imune}) em um local distante do local
alvo, por exemplo, na circulacdo periférica ou no sistema
linfético.

(08111 28%. O método, de acordo com qualguer uma das
modalidades 196-288, em gue a resposta ao resultado de
monitoramento € selecioconar um curso de tratamento para o
individuo, por exemplo, aumentar a dose do compoesto
terapéutico, diminuir a dose do composto terapéutico,
continuar o tratamento com o compesto terapéubico sem
alteracdoc da dose.

081271 290. © método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 1956-28%, em qgue o© atague autoimune do tecido
alvo do individuo é monitorado.

(08131 291. O método, de acordo com a modalidade 290
em gue, em resposta ao meonitoramento, uma dosagem do composto

ter selecionada.

1]
g
«
T
}..J
Q
O
®
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(08147 29%2. O método, de acoerdo com a modalidade 291,
em gue a dosagem € administrada.

[0B151 293. O métode, de acordo com a modalidade 290,
em gue a dosagem selecionada & zero, isto é, a administracio

do composto terapéutico é interrompida.

Q

(081671 294. O método, de acordo com a modalidade 290,
em gue a dosagem selecionada € diferente de zero.

[0B171 295. O método, de accrdo com a modalidade 290,
em gque a dosagem selecionada é uma dosagem aumentada.

[0818] 296. O método, de acordo com a meodalidade 290,
em gue a dosagem selecionada é uma dosagem reduzida.

(08181 2%7. O método, de acordo com qualguer uma das
modalidades 1%6-226, em gque a administracdo compreends

administracdo sistémica, por exemplo, ne sistema

[0820] 298. O método, de acordo com qualquer uma das
modalidades 156-287, em gque a administracgdoc compreends
administracdoc local, por exemplo, no tecido alvo.

08211 298. ¢ método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 196-298, gue compreende administrar um composto
terapéutico fornecido agui, de modo gue nivels terapéuticos

estejam presentes por pelo menos 1, 5, 10, 14 ou 28 dias,

por exemplo, dias consecutives ou ndoe consecutivos.
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082271 300. O método, de acordo com gualguer uma das
modalidades 196-299%, em que o individuo é um mamiferc, por
exemplo, um mamiferc ndo humano.

(08231 301. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 196-299, em gue o individuo é um ser humano.

(08247 302. Uma molécula de Aacido nucleico ou uma
pluralidade de moléculas de Acido nucleico gue codificam um
composte terapdutico de accrdo com gualguer uma das
modalidades 1~-195.13.

[0825] 303. Um vetor ou uma pluralidade de vetores que
compreendem as mcoléculas de Acido nucleicce de acordeo com a
modalidade 302.

[082¢ 304. Uma célula gue compreende as moléculas de
Acido nucleilco de acorde com a modalidade 302 ou o vetor de
acordo com a modalildade 303.

(0827 305. Método para fabricar 11m composto

P
M
]
]

o)
23
o
ct
E.J

co que compreende cultivar uma célula de acordo com
a modalidade 304 para fabricar o composto terapéutico.
(08281 306. Um método de producdo de uma sequéncia de
Acidos nucleicos gque codifica um composto terapéutico de
acordo com gqualguer uma das modalldades 1-185.13 que
compreende:
a) fornecer um vetor gque compreende uma seguéncia que

codifica uma porcdo de alvejamento e inserir, na seguéncia,
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o vetor que codifica uma porcdce de ligacdo/modulacdo efetora

para formar uma sequéncia gue codifica  um  composto

b} fornecer um vetor gque compreende a sequéncia qgue
codifica uma porcdo de ligacdc/modulacdo efetora e inserir,
na sequéncia, o vetor que codifica uma porglo de alvejamento
para formar uma sequéncia gue codifica  um  composto
teraplutico,

produzinde, assim, uma sequéncia que codifica  um
composto terapéutico.

(082971 307. ¢ método, de acordo com a modalidade 306,
em que a porcdc de alveljamento & selecionada em resposta a
necessidade de um individuo.

{08307 308. C méteodo, de acorde com a modalidade 3206
ou 307, em que a porcdc de ligacgdc/modulacde efetora é
selecionada em resposta & necessidade de um individuo.

(08311 30%9. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalldades 306 ou 307, gue compreende ainda expressar a
sequéncia que codifica o composto terapéutico para produzir
o composto terapéutico.

{08321 310. O método, de acordo com qualgquer uma das
modalidades 306-309, que compreende ainda transferir a
sequéncia, ou um polipeptidec produzido a partir da

sequéncia, parva outra entidade, por exemplo, um profissional

Peticdo 870190118411, de 14/11/2019, pag. 432/504



308/351

de satde gue administrard o composte fterapéutico a um
individuo.

[08337 311. Um método de tratamento de um individuo
que compreende:

adquirir, por exemplo, receber de outra entidade, um
composto terapdutico ou um acido nucleico que codifica um
composto terapéutico produzido por meilo do método de acordo
com qualguer um dagueles forneclidos aqui, mas ndc limitado
as modalidades 306-310;

administrar o composto terapéutico ou um dcido nucleico
que codifica um composto terapfutico ao individuc,

tratando, assim, o individuo.

08347 312. O método, de acordo com a modalidade 311,

que compreende ainda identificar o composto terapdutico, ou

s

acido nucleico que codifica um composto terapéutico, para
outra entidade, por exemplo, a entidade que produzird o
composto terapdutice ou éacido nucleico gue codifica um
composto terapéutico.

(08357 313. O método, de acordo com asg modalidades 311
ou 312, gque compreends ainda sclicitar o compesto
terapéutico, ou Acide nucleico gue codifica um composto
terapéutico, de outra entidade, por exemplo, a entidade que
produziu o composte terapéutico ou Acido nucleico que

codifica um composto terapéutico.
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[0836] 314. O método, de acordo com gualguer uma das

modalidadez 311-333, em gue o individuc tem um transtorno

autcimune e o composto terapéutico nido compreende um peptideo
autcantigénico ou polipeptidec caracteristico do transtorno
autoimune, or exemplo, ndo compreende um peptideo ou
polipeptideo contra o gqual o individuo tem autecanticorpos.

[0837] 0Os exemplos a seguilr sdo ilustrativos, mas nio
limitativoszs, dos compostos, composicgdes e métodes descritos
agul. Outras modificagles e adaptacgles adequadas conheclidas
por aqueles versados na técnica estédo dentre do escopo das
meodallidades a seguir.

EXEMPLO 1: COMPOSTOS TERAPEUTICOS AGONISTAS DE PD-1 QUE

TEM COMO ALVO HLA.

Manipulacgdo de um Produto Terapdutlico Agonista de PD~1

gque tem como alvo HLA

[0838] 0Os dominios de ligacgdo especificos para HLA-AZ
sd0 obtidos ao clonar as reglides variadvels das cadelas pesada
e leve de Ig a partir do hibridoma BR7.Z (ATCC} e converter
em um Ab com uma uUnica cadeia (scFv). A atividade & a
especificidade do sc¥fv podem ser confirmadas ao avaliar a
ligacdo de BB7.2 a células gue expressam HLA-AZ comparado
com células que expressam outros alelos de HLA-A. Os residuocs

de PD-L1 minimos necessdriocs para a atividade de ligacdo a
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PD-1 sdo identificados através de avallacdo sistematica da
exigéncia dos amincacidos 37 e 5% do dominio IgV de PDV-L1
que corresponde aos amincacidos 68-114. Constructos de
expressdc sdo concebides e proteinas sdo sintetizadas e
purificadas com atividade de ligagdc & PD-1 testada por

s minimos necessirios para

}..J .

Blacore. Os aminodcidos essencila
a ligacdo a PD-1 pelo dominic IgV de PD-L1 s8o denominados
come PD-L1-IgV. Para gerar uma molécula biespecifica BB7.2
scFv e PD-Li-~-IgV, é sintetizado um fragmento de DNA que
codifica o anticorpo bilespecifico com uma unica cadeia BR7.2
X PD-L1-IgV com a configuracio de dominio VLes7.2—-VHps7.2—-PD-
L1-IgV-Fc de IgG4 e clonado em um vetor de expressido gue
contém um cassete de selecdo de DHFR.

08381 © DNA plasmidial do wvetor de expressidoc &
transitoriamente transfectado em células 2537 e anticorpos
biegpecificos BR7.2 x PD~L1-IgV sdc purificados a partir de
sobrenadantes usande uma coluna de proteina A/G. A
integridade do anticorpo biespecifico BB7.2 = PD-Li-IgV é
avaliada através de um gel de poliacrilamida. A ligacdo do
dominioc scFv de BB7.2 ao dominio de HLA-AZ & PD-L1l-IgV & PD-
1 & avaliada por ELISA e pelo ensaio FACS com base em células.

[0840] A funcglo in vitro dos anticorpos biespecificos
BR7.2 x PD-L1-IgV é avaliada usando o ensaioc de reacdo

linfocitaria mista (MLR}. Em um formatc de placa com 96
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cavidades, 100.000 PBMCs humanas irradiadas de um doador HLA-
A2* sdo tranzformadas em aliquota por cavidade = usadas

como ativadores. Células T responsivas ac HLA-ALl- sdo, entédo,
adicionadas Juntamente com guantidades <crescentes de
anticorpo bilespecifico BB7.2 x PD-LI-IgV. A capacidade das
células T responsivas de proliferar durante um periodo de 72
horas & avaliada pela incorporacdo de BrdU e com a producdo
de citocinas IFNy e ILZ2 adicionalmente avaliada no

sobrenadante da cocultura avaliada por ELISA. Descobriu-~

n

&
que o anticorpoe biespecifico BB7.2 x PD-L1-IgV suprime a
reacdo MLR, conforme demonstrado rela inibicdo de
proliferacdco de células T HLA-AZ  responsiva e a producdo de
citocinas.

(084117 & funcdc in wvivo do anticorpo biespecifico
BR7.2 x PD~L1-IgV & avaliada usando um modelo de camundongo
com toleré8ncia a aloenxertos de pele. A linhagem de
camundongo C57BL/6~-Tg {HLA-A2.1} Enge/J {Jackson
Laboratories, Bar Harbor Maine) & cruzada com Balb/cd, com
a progénie Fl expressandoe o transgene de HLA-AZ.l e servindo
como doador de enxerto. 0Os camundongos C57BL/6J sdo raspados
e enxertades cilirurgicamente com a pele removida dos
camundongos C57BL/6-Tg (HLA-AZ.l) Enge/J x Balb/cd Fl
sacrificados. Ao mesmo tempo, ©s camundongos hospedelros

comaecam a receber Iinjegdes Iintraperitoneals do anticorpo
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biespecifico BB7.2 x PD-L1-IgV concebido para conter Fc de
IgGl de murino ou BR7.2Z2 apenas ou controles de PD-Li-IgV
apenas. A rejeicdo ou aceltacgio do aloenxerto de pele é
monitorada durante um periodo de 320 dias, em gue os
hospedeircos foram sacrificados e as populacdes de linfécitos
e linfécitos residentes no aloenxerto guantificadas.

EXEMPLO 2: CD3% E/0U CD73 COMC DOMINICS EFETORES QUE

CRIAM UM HALO PURINERGICC QUE ENVOLVE UM TIPO DE CELULA 0U

TECIDOC DE INTERESSE.

(08421 Um fragmento cataliticamente ativo de CD3% e/ou
Ch73 é fundido a um deominio para alvejamento. Apds ligacéo
e actmulo na localizag8o alvo, a CD39% feosfo-hidrolisa o ATP
em AMP. Mediante ligacgdoc e aclmulo na localizacdo alvo, a
CP73 desfesforila o AMP extracelular em adenosina.
Degcobriu~se gue uma forma solivel cataliticamente ativa de
CD39 adeguada para uso agquil circula no sangue humano e de
murino: vide, por exemplo, Yegutkin et al., FASEB J. setembro
de 2012; 26 (9}): 3875-83. Um fragmento de CD3% recombinante
solivel também € descrito em Inhibition of platelet function
by recombinant soluble ecto-ADPase/CD39, Gayle, et al., J
Clin Invest. 01 de maio de 1998; 101(9): 1851-1859. Uma
molécula de CD73 adeguada compreende uma forma soltvel de
CD73 gue pode ser eliminada da membrana das células

endotelials por melo de clivagem proteclitica ocu hidrdlise
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da &ncora de GPI através da tensdoc de cisalhamento; wvide,
por exemplo, Referéncia: Yegutkin G., Bodin P., Burnstock G.
Effect of shear stress on the release of soluble ecto-enzymes
ATPase and 5'-nucleotidase along with endogenous ATP from
vascular endothelial cells. Br J Pharmacol 2000; 129: 921-
6.

[0843] A catélise local de ATP em AMP ou AMP para
adenosina esgotari os estogues locals de energia necessarios
para a funcgéo das células efetoras T fulminantes. A fungdo
de Tregs ndce deve ger afetada pela deplecdo de ATP em virtude
de sua dependéncia de fosforilacdc oxidativa para
necessidades de energia {que requer mencs ATP), em que
células T de memdria e outras células efetoras devem ser
afetadas em virtude de sua dependéncia da glicdlise (a gual
requaer um elevado uso de ATF} para a funcgdo fulminante.

EXEMPLO 3: MEDICAOQ DE SINALIZACAO A PD-1 INDUZIDA POR

ANTICORFPOS.

[0844] Células Jurkat gue expressam estavelmente duas
construgdes, 1) um polipeptidec de PD-1 humana fundido com
uma P-galactosidase, © qual pode ser denominado come "doador
de enzimas™ e 2} um polipeptidec de SHP-Z fundide com uma B~
galactosidase, ¢ gual poede ser denominado como "aceitador de

enzimas®. Um anticorpo anti-PD-1 é colocado em contato com

a célula e, gquando a PD~1 & ativada, SHP-2 &€ recrutada para
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a PD-1. O acelitador de enzimas e o doador de enzimas formam
uma enzima P-galactosidase totalmente ativa que pode ser

testada. Este ensaio pode ser usado para mostrar a ativacgio

EXEMPLO 4: MEDICAC DE AGONISMC DE PD-1.

[0845] Agonistas de PD-1 inibem a ativacdo de células
T. Sem estar preso a nenhuma teoria em particular, o agenismo
de PD-1 inibe a ativacdo de células T induzidas por anti-
Ch3. Células humanas ou de camundonge sdo pré-ativadas com
PHA {para células T humanas) ou Con A (para células T de
camundongo) para que expressem PD-1. As células T sédo, entio,
"reativadas”™ com anti~CD3 na presenga de anti-PD-1 {(cu PD-~
L1} para o ensaio de agonismo de PD-1. As células T que
recebem um sinal agonista de PD-~1 na presenca de anti-CD3
mostrardo uma ativacde reduzida em relacgldc apenas &
estimulacdo de anti~-CD3. A ativacdo pode ser 1lida pela
proliferacgdo cu producdo de citocinas {(IL-2, IFNy, IL-17) e
possivelmente por outros marcadores, tal como o marcador de
ativacdo CD6S.

EXEMPLO 5. EXPRESSAO E FUNCAQO DA PROTEINA DE FUSAD ANTI-~

MAJCAM/PD-L1 DE CAMUNDONGO NAQ SAQ AFETADAS FELA

CONFIGURACAD MOLECULAR.

(084617 Uma molécula de fusio biespecifica que

compreende uma molécula de Ab anti-MAJCAM de camundongo/PD-
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L1l de camundengo foi expressa em duas orientacdes. A primeira
orientacdo consistia em uma IgG anti-MAdCAM de camundongo
com PD~-L1 de camundonge fundido no C~terminal de sua cadela
pesada. A segunda orientacdo consistia em PD-1L1 de camundongo
fundido no N-terminal de um dominio Fc de Ig, com um scFv
anti~-MAJCAM de camundongo fundido no C-terminal. Descobriu-
se que ambas as moléculas eram bem expressas em unm sistema
de expressdo de mamiferc. Descobriu-se também gue as
moléculas podem se ligar a seus respectives parceiros de
ligac&o, MAGQCAM  ou PD-1, em  ambas as orientacdes
simultaneamente. Estes resultados demonstram gue uma
molécula gue consiste em um anticorpo anti-MACQCAM fundido
com PD-L1 pode ser expressa em configuracdes nas guals PD-
L1l é fundide N- ou C-terminalmente & Fc e retém a atividade
de ligacdo funcional adeguada.

(0847 Resumidamente, um vetor pTTS que contém o gene
exclusivo gue codifica um UGnico polipeptidec com PD-L1 de
camundonge fundide N-terminalmente ao dominio Foc de IgGil

humana e com © sofv anti-MAJCAM MECA~88 C~terminalmente

fundido foil transfectadeo am células HEKZ283
Expil. Alternativamente, dois plasmidecs foram
cotransfectados em proporgdes eguimolares. O primeiro

plasmideo codificava a cadeia leve de MECA-89 = o 2°

codificava a cadela pesada de I1gGl de comprimento total de
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MECA-89 com PD-L1 de camundongo fundido no C-terminal. Apds
5-7 dias, o8 scbrenadantes da cultura de células que
expressam as moléculas foram coletados e clarificados por
meio de centrifugacdo e filtracdo através de um dispositivo
de filtracdo de 0,22 upum. As mcléculas biespecificas foram
capturadas sobre resina proA. A resina fol lavada com FPBS,
pH de 7,4, e a molécula capturada foil eluida usando glicina
a 100 mM, pH de 2,5, com neutralizacdoc usande um décimo do
volume de Tris a 1 M, pH de 8,5. 0 tampdoc da proteina fol
trocado para PBRS, pH de 7,4, e a proteina analisada por meio
de cromatografia de exclusdce por tamanhe em uma coluna
Superdex 200 3.2/300. AnAlise de 1 pg do material purificado
fol realizada por meio de SDS-PAGE redutora e ndoe redutora
em um gel de Bis-Tris a 4-12%.

[CB48] Ambas as proteinas, independentemente da
orientacdo, foram expressas acima de 10 mg/L, e eram malis de
95% monocdispersas apds purificacio, conforme mostrado pela
cromatografia de exclusio por tamanho e SDS—~-PAGE
redutora/nédo redutora. Consequentemente, isto demonstra a
producdc e atividade de moléculas blespecificas de dupla
funcdo com diferentes imuncomoduladores e porgdes para
alvejamento tecidual no N- e C-terminais de um dominio

Fc. Isto também mostra especificamente gue um agonista de
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PD~1 e um parceirce de ligacdo podem ser expressces no N-
terminal ou C-terminal de um dominic Fc de Ig.

EXEMPLO 6. MOLECULA BIESPECIFICA QUE COMPREENDE UM

PROTOTIPO AGONISTA DE PD-1 UNICO A MAACAM PODE SE LIGAR A

MAJCAM E PD-~-1 SIMULTANEAMENTE.

[0848] Resumldamente, uma placa 1lmunossorvente fol
revestida com PD-1 de camundongo em uma concentracic de 1
ug/mL em PBS, pH de 7,4, 75 ul/cavidade, e incubada de um
dia para o outro a 4°C. As cavidades foram lavadas com PBS,
pH de 7,4, gue contém Tween-20 a 0,05% {(tampio de lavagem)
trés vezes e depois blogueadas com 200 pl/cavidade de BSA a
1% em PBS, pH de 7,4 (tampdo de blogueio) durante duas horas
em temperatura ambiente. Apds trés lavagens com tampdo de
lavagem, duas moléculas biespecificas gque compreendem o©
protétipo agonista de PD-1 no N-terminal ou no C-terminal
foram diluidas a 1 nM, 10 nM e 100 nM em PBS que contém BSA
a 1% e Tween-20 a (,05% {tampdo de ensalo}). O material
diluido fol adicicnado & placa revestida com PD-1 de
camundonge a 75 npl/cavidade durante 1 hora em temnperatura
ambiente. Apds trés lavagens com tampdc de lavagem, MAJCAM
de camundongo fol adicionada & placa a 75 ul/cavidade, em
uma concentracdo de 10 nM em tampdo de ensaic durante 1 hora
em temperatura amblente. Apds trés lavagens com tampdo de

avagem, um anticorpoe policlonal de cabra anti-MAJCAM de
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camundongeo biotinilade, diluido para 0,5 ug/ml em tampio de
ensaic, fol adicionado a placa a 75 ul/cavidade durante 1
hora em temperatura ambiente. Apds trés lavagens com tampio
de lavagem, estreptavidina HRP de alta sensibilidade diluida
em tampdo de ensalo a 1:5000 foli adicionada 3 placa a 75
ul/cavidade durante 15 minutos em temperatura ambiente. Apds
trés lavagens com tampdoc de lavagem e 1 lavagem com tampdo
de lavagem {sem Tween-20}, ¢ ensalo fol revelado com TMR e
interrompldo com HCL a 1 N. A OD 450 nm fol medida. O
experimento incluiu controles apropriados para ligacdo
inespecifica & placa/blcco na auséncia de PD-1 de camundongo,
ben COmMO nenhum controle de MAJCAM e controles
monoespecificos gque s8o incapazes de formar uma ponte entre
a PD~1 de camundongo e a MAdCAM de camundongc.

[G85071 Os resultados demonstraram que, nas
concentracgdes de 1 nM, 10 nM e 100 nM, ambas as moléculas
biespecificas sdo capazes de interagir simultaneamente com
a MAACAM e PD-L1 de camundongo, enquanto que os controles
monoespecificos néde criaram um sinal de ponte. Além disso,

=

ndoc houve ligacdo de gqualguer composto a MAQCAM em gualquer

o

concentracido testada guando a PD-1 de camundongo ndo estava
presente sobre a superficile da placa, indicandoe gue nenhum
dos compostos de teste estava interagindo ndo

especificamente com a superficie da placa. Assim, estes
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resultados demonstram gue uma molécula biespecifica que tem
come alve a ligacgdo a4 MAJCAM e PD-1 pode se ligar com sucesso
a ambas as moléculas.

[0851] Embora os experimentos tenham sido realizados

com PD-L1 como um substitutc para um anticorpe anti-PbD-1,
espera~se que ¢ anticorpo anti-PD~1 funcione de maneilra
similar.

EXEMPLO 7. UMA MOLECULA PROTOTIPO DE PD-L1 BIESPECIFICA

INIBE CELULAS T EM UM ENSAIO AGONISTA DE PD-1.

[CBE2] Uma molécula biegpecifica gque imita um
anticorpo agonista de PD-1 fol testada para demonstrar que
o ageonismo de PD-1 pode inibir células T. Resumidamente,
camundongos CB7LB/6¢ fémeas com 7 semanas de idade foram
sacrificados e seus esplenécitos foram isolados. Os
esplendcitos foram expostos a ConA por 3 dias e depois
expostos a anti-CD3 na presencga ou auséncia da molécula de
tipo PD-1 a gual, neste exemplo, era uma molécula
biespecifica de PD-L1 gue fol unida a uma placa usando anti-
IgG humana. As c¢élulas 7T foram, entdo, introduzidas na
molécula biespecifica de PD-L1. Descobriu-se gue o PD-LL1, ©
gual imita um anticorpo anti-PD-1, é um agonista de células
T & inibe a ativacio de células T. 0s mesmos experimentos
foram repetides usande uma molécula de PD-L1 biespecifica

que fol fundida com um anticorpo anti-MAJCAM, o gual fol
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unido a uma placa através de interacdoc com uma placa
revestida com MAJCAM. Desccobriu-se gue ¢ PD-L1, ¢ gual imita
um anticorpe PD-L1/anti-MAdCAM, era um agonista eficaz de
atividade das células T. Estes resultados demonstram gue uma
melécula biespecifica gue imita uma proteina de fusédo
anticorpo anti-PD-1/Ab MAJCAM pode exercer sinalizacio
inibidora funcional sobre blastdécitos de células T primarias
de camundongoe gquando a melécula é capturada através do
componente de anticorpo MAdCAM no final da molécula.

EXEMPLO 8: UMA MOLECULA PROTOTIPC DE PD~1 BIESPECIFIC

COM UM AGENTE DE UNIAOQ TECIDUAL DIFERENTE PODE INIBIR CELULAS

T EM UM ENSAIC AGONISTA DE PD-1.

08537 Uma molécula de fusio de um PR-L1 fol usada como
um substituto para um anticorpo anti-PD-1 e ligada a um
anticorpo H~2KRk de Classe I. A molécula de PD~L1 ligada ao
MHC Classe I H-Z2Kk tinha ligacdo funcional, similar aos dados
descritos nos Exemplos 6 e 7. Resumidamente, esplendcitos de

camundongos C537B1/6 foram estimulados com Concanavalina A

n

{ConA} e JL-Z2 por 3 dias. As placas foram revestidas com
anti-CD3 {(2C1) de um dia para ¢ ocutroc a 4°C e lavadas. As
rlacas foram revestidas com anti-~-Ig8 humana durante 3 horas
a 37°C e lavadas. Anti-H-2Kk monoespecifico (16-3-22) ou
anti-H-2Kk biespecifico:mPD-L1 foli adicicnade e incubado

durante 3 horas a 37°C e lavado. Todos os artigos de teste
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continham uma porgdo de IgGl-Fc humana. PBS (sem Tx) fol
adicionado para determinar o fundo do ensaio. Blastos com
ConA foram lavados 2 vezes, adicionades & placa e incubados
a 37°C. Os sobrenadantes foram removidos apés 24 horas. Os
niveis de IFNy foram determinados por MSD. Apdés 48 horas, a
viabilidade/metabolismo celular fol analisada pelo Cell
Titer—-glo. Quando capturado através do dominico Fc de IgG, um
PD-L1 biespecifico unido ao MHC Classe 1 pode atenuar a
ativagdo de células T em um ensaic de agonismo de PD-1 de
camundongo. Portanto, este exemplo demonstra gque uma
molécula protdtipo biespecifica diferente pode exercer um
sinal inibidor funcional em blastos de células T primdrias
de camundongo - quando a molécula € capturada através de um
agente de unidc tecidual diferente - neste casc, um anticorpo
de camundongo para MHC Classe 1 H-2Kk. Consequentemente;
estes dados demonstram gue a unidoc nédc é especifica para
MAACAM e é possivel com cutras moléculas gue possam atuar
como porgdes alvo, conforme fornecido aguil.

EXEMPLO 9. AGONISTAS DE PD-1 PODEM INDUZIR A SINALIZACAC

EM CELULAS JURKAT

(08547 Células Jurkat gque expressam PD-1 humana
fundida a um doador da enzima beta-galactoesidase e 5SHP-2
fundida a um aceitador de enzima beta-galactosidase sio

adicionadas sob as condigdes de teste a uma placa e incubadas
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por 2 horas. Os anticorpos agonistas de PD-1 induzem &
sinalizacéo S recrutamento de SHP-2, complementacdo
enzimdtica e formac8c de uma enzima beta-galactosidase
ativa. Fol adicionado substratoe de beta-galactosidase e a
guimicluminescéncia pode ser medida em um leitor de placa de
luminescéncia radréio. 0 agonismo é medido pela
guimiocluminescéncia, onde gquanto malor a guimiocluminescéncia
medida, maicr © agonismo.

[CB55] © agonismo de uma molécula bilespecifica PD-
1/MAACAM foi medido neste ensalio. C110 (UCB) e CC-90006
{Celgene/Anaptys) foram usados como anticorpos agonistas de
PD~1. Ambos sido atlivos e exibem agonismo de PD-1 em ensalo
funcional no formato de ensaio de captura de
Ig. Resumidamente, as placas foram revestidas com anti-IgG
humana de um dia para o outro a 4°C e lavadas. Anticorpos
monoclonais anti-PD-1, toxina antiteté&nica (TT) ou agonista
de referéncia anti-PD-1, C110 ou CC-90006 foram adicionadoes
e incubados durante 1 hora a 37°C e lavadeos. Todos os artigos
de teste continham uma IgGl-Fc humana. Fol adicionado meio
{sem Tx) para determinar o fundoc do ensaic. As placas foram
lavadas 3 vezes. Células Jurkat gue expressam PD~1 humana
fundida a um doador da enzima B-galactosidase e SHP-Z2 fundida

a aceitador da enzima P-galactosidase fol adicionada e

&
=

incubada por 2 horas. Os anticorpos agonistas de PD-1 induzem
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A sinalizacdo e recrutamento de SHP-2, complementacio
enzimatica e formacgdo de uma enzima P-galactosidase
ativa. Fol adicionado substratoe e P-galactoslidase e a
guimicluminescéncia fol medida em um leitor de placa de
luminescéncia padrfo. Cs dols anticorpos agonistas de PD-1
humana {Cl10 e CC-920006) sze ligam e induzem a sinalizacio

{um substitutc para o agonismo) no ensalc repbrter com

lulas Jurkat modificade. Assim, este ensalc é um ensalio de

D

c
agonismo de PD-~1 funcional. C1l10:MECA8% (MECA82 & um
anticorpo anti-MAdCAM conhecido) & uma nova molécula
biespecifica criada pela fusdo do anticorpo MAJCAM, MECAS8Y
[scEv] ao C-terminal da cadeia pesada de C110. Descebriu-se
que esta proteina de fusdo é ativa e exibe agonismo de PD-1
em ensaioc funcional guando capturada através do dominio Fc
de IgG, assim como a proteina Cl10 apenas. No entanto, apenas
Cli0:MECABY estéd ativo no formato de ensaioc funcional usando
a proteina MAdCAM como captura {os componentes
monoespecificos ndo sinalizam).

[0856] Resumidamente, as placas foram revestidas com
antli~IgG humana ou mMAJdCAM~1 recombinante de um dia para o
outro a 4°C e lavadas. Tozina antitetdnica monoespecifica
{TT}), anti-MAJ4dCAM-1 (MECA8%9}) ou agonista anti-PD-1 (Cl1l10} ou
Cl10:MECA8S Dbiespecifico foram adicionades e incubadoes

0 e

durante 1 hora a 37°C e lavados. Todos os artigos de teste
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clonadoe PRS

E..l -

continham uma porcdo de IgGl-Fc humana. Foli ad
{sem Tx) para determinar o fundoc do ensaic. As placas foram
lavadas 2 vezes. Células Jurkat gue expressam PD~1 humana
fundida com um doador de enzima B-galactosidase e 5SHP-2
fundida com um aceltador de enzima P-galactosidase foram
adicionadas e i1ncubadas durante 2 horas. 0s anticorpos
agonistas de PD-1 induzem & sinalizacdo e recrutamento de
SHP~2, complementacdo enzimdtica e formacdo de uma enzima B-
galactosidase ativa. Foi adicicnade substrato de B-
galactosidase e a quimioluminescéncia foi medida em um leitor
de placa de luminescéncia padrdo. Resultados: Tanto as
moléculas bilespecificas Cl10 e como C110 unida a MAMCAM podem
induzir & sinalizacdo a PD-1 no ensaio do repdrter Jurkat
guando a placa é revestida com um Fc anti-Fc de IgG de
captura, mas apenas a molécula bilespecifica ligada a MAdCAM
pode induzir 3 sinalizacdc a PD-1 no ensaio repdrier guando
a placa é revestida com proteina MAJCAM recombinante. Estes
resultados demonstram gue a molécula unida com MACACAM e gue
contém um anticorpo agonista de PD-1 é& funcicnal, o gue é
similar aos resultados mostrados com PD~L1 come substituto
do agonista de PD-1.

EXEMPLO 10: GERACAO DE ANTICORPOS AGONISTAS DE PD-1

[0857] Camundongos deficientes enm PD~1 foram

imunizados com PD-1 de camundongo sob condigdes para gerar
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£

ima resposta imune contra PD-1. Foram gerados e identificados
54 Thibridomas que se ligam & PD-1 de camundongc. Os
anticorpos produzidos pelos diferentes hibridomas foram
analisados quanto ao agonismo de células T de acordo com os
métodes descritos nos Exempleos 4 e 6. Dos 54 hibridomas,
pelo menos 6 foram identificados como agonistas de PD-1. Os
anticorpos também foram testados guanto a ligacdo a PD~1 e
descobriu~-se gue se ligavam no mesmo sitic que ¢ sitio de
ligacdo ao PD~L1.

[0858] Resumidamente, a ligacgdo ao sitio de ligacédo
PD-L1 fc¢i determinada usando o© segulnte ensaic. Placas
imunossorventes foram revestidas de um dia para ¢ outro com
75 uL de PD-L1-Fc reconmbinante de camundongo (2 ug/mL) em 1x
PBS, pH de 7,4. As placas foram, entdo, lavadas 3x com 1x
PBS e blogueadas durante 2 horas em temperatura amblente com
1x PBS suplementado com BSA a 1%. PD-1-Fc¢ recombinante de
camundongoe (1 nM) fol incubado com 100 nM do anticorpo anti-
PD~1 de camundongo indicado em 1x PBS suplementado com BSA
a 1% e Tween20 a 0,05% {(tampdo de ensalio} durante 1 hora em
temperatura ambilente, com agitacdc. Apdés o blogueio, as
rlacas foram lavadas 3x com 1x PBS suplementado com Tween2
PBST a 0,05% e o anticorpo anti-PD-1 conjugade foi incubado
com PD-L1 de camundongo ligado & placa. Apds lavagem da PD-

1 ndo ligada com PBST, as placas foram incubadas com 75 ul
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de anticorpo policlonal anti-PD-1 biotinilado (0,5 ug/ml}) em
tampdo de ensaic, segulido de amplificagdc com estreptavidina
HRP a 1:5000 também diluida em tampdo de ensaic. As placas
foram lavadas trés vezes com PBST, seguide de trés lavagens
com 1lx PBS antes da adicdc de 100 pl de TMB, seguido de 100
ul de HCIL a 1 M para interromper ¢ desenvolvimento. A
absorbincia é lida a 450 nm e normalizada para a ligacéo de

PD-1 ac PD-L1 na auséncia de anticcrpo. Os resultados

mostraram gque o©8 anticorpeos ativos se ligam ac sitio de
ligacd&o ao PD~Li. Cs anticorpos inativos ndo se ligaram ao
sitio de ligacgdo ao PD-L1. Portanto, este exemplo demconstra
a capacidade de produzir anticorpos anti-PD~1 que sdo
agonistas, além dos anticorpes agonistas de PD-1 previamente
identificados descritos aqui.

EXEMPLO 11: ANTICORPOS ANTI-PD~1 UNIDOS ATUAM COMO

AGONISTAS DE PD-1.

[0858] Uma Dbibklioteca de fagos sciFv de anticorpo
humance fol analisada contra proteinas PD-1 humanas, de
camundongo & cino recombinantes através de ciclos de selegéo

terativos para enriguecer clones de anticorpos gue

;..l -

reconhecem todos os trés ortbélogos de PD-1 das espécies
supracitadas. 0s clones de scfv foram configurades no formato
nt-VH-Ligante-V0iL-ct e fundidos & superficie do fago M13

através da proteina de revestimento pliI. Apds as selegdes,
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os scFvs clonais foram rastreados gquanto & ligagdo & PD-1
humana, de camundongo e cino expressa sobre a superficie
celular de células CHO. Us clones gue mostraram reacdo
cruzada com o8 trés ortdlogos das espécies de PD-1 expressas
sobre a superficie celular foram convertidos, usando
técnicas padrdo de bilologia molecular, em um formato de IgGl
humana, em gue cada molécula era composta por guatro cadeias
pelipeptidicas no total (2 cadelias pesadas e 2 leves). As

duas cadelas leves eram idénticas uma & outra e as dua

n

cadeias pesadas eram idénticas uma & outra, conforme
fornecido.

[0860] As duas cadelas pesadas 1dénticas homodimerizam
e as duas cadelas leves idénticas emparelham com cada cadeia
pesada para formar uma IgGl humana intacta. O dominio Fco
contém as mutacdes LZ34A, LZ35A e GZ237A para eliminar as
interacgdes com o FoyR. Os anticorpos IgGl anti-PD-1 humana
convertidoz foram transfectados e expressos em células
HEK293 Expl e purificados por meic de cromatografla em
proteina A. A concentracédo de proteina foi determinada usando
um espectrofotmetro Nancdrop Jjuntamente com coeficientes de
extingldo especificos para anticorpos. 0s anticorpos foram
formulados em PRS, pH de 7,4.

[0861] Os anticorpos anti-PD-1 foram, em segulda,

testados no ensaio Jurkat descrito aqul guanto & atividade
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agonista. Resumidamente, placas de cultura tecidual foram
revestidas com anti-IglG ou deixadas sem revestimento. Para
o formato capturado, o8 artigos ou controles de teste foram
adicionados as cavidades revestidas com anti-IgG a 100 nM,
25 nM ou 12,5 nM e incubados durante 3 horas a 37°C. As
placas foram lavadas e asg c¢élulas Jurkat PD-1 foram
adicionadas. Para o formatoe soltvel, foram adicionados

artigoz de teste ou controles solfiveils as cavidades a 100

nM, 25 nM ou 12,5 nM J& contendo células Jurkat PDLI. A
luminescéncia feol medida em um leitor de placas. Os
resultados demonstraram gque nove dos doze anticorpes anti-
PD~1 humana/de camundonge que reagiram de forma cruzada
exibiram atividade dependente da dose no ensaioc Jurkat guando
os anticorpos anti-PD-1 foram capturados via anti-IgG, mas
ndc no formatce soltvel. Estes dades demonstram gque o
anticorpo anti-PD-1 pode atuar como um agonista guando unido
ac seu alvo através de uma porcgédo de alvejamento.

[0862] Em conclusido, sem estar preso a nenhuma teoria
especifica, os dados fornecidos agui demonstram gue uma
molécula biespecifica agonista de PD-1/MAJCAM pode se ligar
a4 MAJCAM e PD-1 e também é agonilsta da atividade de células
T. Assim, as moléculas podem ser usadas para tratar as varias

condicdes fornecidas agqui S conferir imuncmodulacio
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localizada e/ou especifica para tecido e regulagdo negativa
de uma resposta de células T.

EXEMPLO 12: GERACAO DE MUTEINAS DE IL-2

[0863] Um wvetor pTT5 contendo o gene exclusivo gque
codifica o polipeptideo de IL-2ZM humana fundido no N-terminal
{(SEC ID NOC: 57) ou C-terminal (SEQ ID NO: 58) no dominio Fc
de IgGl humana fol transfectado em células HEK2983 Expi. Apds
5-7 dias, o8 scbrenadantes da cultura de células que
expressam IL-2Ms foram coletados e clarificados por meic de
centrifugacdo e filtracgdo através de um dispositivo de
filtracdo de ¢,22 um. IL-2Ms foram capturadas em resina
proA. A resina feoi lavada com PBS, pH de 7,4, e a protelina
capturada fol eluida usando acido acético a 0,25%, pH de
3,5, com neutralizacéc usandc um décimo do volume de Tris a
1M, pH de 8,0. O tampdo da proteina fol trocadeo para HEPES
a 30 mM, NaCl a 150 mM, pH de 7, & a proteina analisada por
meic de cromatografia de exclusdo por tamanho em uma coluna
Superdex 200 3.2/300. AnAlise de 5 pg do material purificado
fol realizada por SDS-PAGE redutora e ndo redutora em um gel
de Bls~Tris a 4-12%. As IL-ZMs foram expressas acima de 10
mg/L e eram mals de 9%5% monodispersas apds purificacéo,
conforme mostrado pela cromatografia de exclusdo por tamanho
e SDS-PAGE redutora/ndo redutora.

EXEMPLO 13: MCLECULAS DE IL-2M PODEM SE LIGAR A CD25
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[0864] Uma placa imunossorvente fol revestida com CD2Z25
em uma concentracdo de 0,5 ug/mL em PBS, pH de 7,4, 75
pl/cavidade, e incubada de um dia para o outre a 4°C. As
cavidades foram lavadas com PBS, pH de 7,4, gque contém Tween-
20 a 0,05% {(tampio de lavagem) trés vezes e depols blogueadas
com 200 ul/cavidade de BSA a 1% em PBS, pH de 7,4 (tampio de
blogueio) durante duas horas em temperatura amblente. Apds
trés lavagens com tampdo de lavagem, as moléculas de IL-2M
do Exemple 12 foram diluidas 11 vezes em uma diluicdo em
série em PBS gue contém BSA a 1% e Tween-20 a 0,05% (tampdo
de ensalo), sendo 2 nM a maior concentracdc. O material
diluideo fol adicionado & placa revestida com CD25 a 75
ul/cavidade durante 1 hora em temperatura ambilente. Apds
trés lavagens com tampdo de lavagem, um antilcorpo peoliclonal
anti~IL-2 biotinilado de cabra, diluido para 0,05 ug/mL em
tampdce de ensaio, foi adicionado & placa a 75 pl/cavidade
durante 1 hora em temperatura ambiente. Apds trés lavagens
com tampdo de lavagem, estreptavidina HRP de alta

sensibilidade diluida em tampdc de ensaio a 1:5000 f£foi

1)

adicicnada a placa a 75 pl/cavidade durante 15 minuteos em

s

temperatura ambiente. Apds tré&s lavagens com tampidco de
lavagem e 1 lavagem com tampéo de lavagem {sem Tween—-20), o©
ensaic fol revelado com TMB e interrompidce com HCl a 1 N. A

OD 450 nm foil medida. O experimento incluiu contreoles
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apropriados para ligacdo nédo especifica de moléculas de IL-
2M a3 placa/blcoco na auséncia de CD25 e uma molécula de
controle negativo gue é lncapaz de se llgar & CD25.

[0865] 0Osg resultados indicam gue, em concentracdes de
2 nM~-1,9 pM, as moléculas de IL-2M sdoc capazes de se ligar
a CD25 com ECsps sub~-nanomolares. Além disso, ndc houve
deteccdo de nenhum composito em nenhuma concentracdo testada
guando a CDZ5 ndo estava presente scbre a superficie da
rlaca, indicando que nenhum dos compostos de teste estava
interagindo ndc especificamente com a superficle da placa
{dados ndc mostrados).

EXEMPLO 14: ENSAIOC DE P-STATS IN VITRO PARA DETERMINAR

A POTENCIA E A SELETIVIDADE DE MOLECULAS DE IL-2M.

[0866] Células mononucleares de sangue periférico
{PBMCs) foram preparadas usandoe tubos FICOLL-PAQUE Premium
e Sepmate a partir de sangue total humano heparinizado
recentemente isclade. As PBMCs foram cultivadas em meio RPMI
com soro bovino fetal a 10% na presenca de IL-2 ou IL-2ZM de
tipo selvagem do Exemplo 12 durante 20 minutos e depols
fixadas por 10 minutos com BD Cytofix.

[0B6&7] As células fixadas foram permeabilizadas
sequencialmente com BD Perm III e depols com © tampdo de
permeabilizacioc Biolegend FOXP3. Apés blogueic com soro

humanco durante 10 minutos, as células foram coradas por 30
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minutos com anticorpos para FITC fosfo~-STATS, CD25 PE, FOXP3
AF647 e CD4 PexCP Cy5.5 e depois adguliridas em um Attune NXT
com leitor de placas. A IL-2ZM do Exemplo 12 induz potente e
seletivamente & fosforilacdo de STATS em Tregs, mas ndo em
Teffs.

EXEMPLO 15: METODOS PARA GERACAC DE  MOLECULAS

BIESPECIFICAS DE IL~-2M UNIDAS A MAGCAM

[0868] Um vetor pTTS contendo ¢ gene exclusive que
codifica o© Gnico polipeptideo BCO01 gue compreende uma
muteina de IL~2 com as mutacdes NBED, VE6SA e Q74P fundida a
uma proteina Fc com as mutacdes LALA, conforme fornecido
aqul, com um ligante GGGEGE (x3) e anticorpo scFV gue se liga
a4 MAdCAM ou uma molécula similar, mas com um ligante B0OOOZ
GGGGES {(x4) com o dominio N-terminal da Fc de IgGl fundido
com IL~ZM humana e com ¢ scfv anti-mMAdCAM MECA~8% fundido
no C~-terminal fol transfectado em células HER293 Expili. Para
BOG03, dois plasmideos foram cotransfectados em proporgdes
equimclares. O primeiro plasmideco codificava a cadeia leve
de MECA-89 e o 2° codificava a cadela pesada de IgGl de
comprimento total de MECA-8% com IL-2M humana fundida no C-
terminal. Apds 5-7 dias, os sobrenadantes da cultura de
células gue expressam BO00L, B0O0CZ e BOO03 foram coletados
e clarificados por meio de centrifugacdo e filtracgio através

de um dispositivo de filtracido de 0,22 um. RBODO1, BCCOZ e
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BO0O3 foram capturados em resina prcecA. A resina fol lavada
com PBS, pH de 7,4, e a proteina capturada fol sluida usando
acido acétice a 0,25%, pH de 3,5, com neutralizacidc usando
um décime do volume de Tris a 1M, pH de 8,0. O tampdo da
proteina fol trocado para HEPES a 30 mM, NaCl a 150 mM, pH
de 7, e analisada por melo de cromatografia de exclusio por
tamanho em uma coluna Superdex 200 3.2/300. Anédlise de 1 ug
do material purificade foi conduzida através de SDS-PAGE
redutora e ndo redutora em um gel de Bis-Tris a 4-12%.

[0868] BOG0L, BO0O02 e BO003 foram expressos acima de
8 mg/L e acima de 95% monodispersos apés purificacio,
conforme mostrado pela cromatografia de exclusioc por tamanho
e SDS-PAGE redutora/ndoc redutora. Este experimento mostra
que moléculas biespecificas de dupla funcdo Com
imunomoduladores no N- ou C~terminal podem ser produzilidas e
a posicdo da proteina IL-2M {(no N~ ou C-terminal) nédo alterou
significativamente a expressdc e, portante, gualguer formato
pode ser usado.

EXEMPLO 16: MOLECULAS BIESPECIFICAS DE IL-2M UNIDAS A

MAJCAM PODEM SE LIGAR A MAGCAM E CD25 SIMULTANEAMENTE

[0870] Uma placa Imanossorvente fol revestida com
MAQCAM-1 de camundongo recombinante em uma concentracdo de
1 pg/mL em PBS, pH de 7,4, 75 pl/cavidade, e incubada de um

ia para ubro ¢ °C. As cavidades foram lavadas com PBS,
dia para o outro a 4
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pH de 7,4, gue contém Tween-20 a 0,05% {(tampio de lavagem)
trés vezes e depois blogueadas com 200 pl/cavidade de BSA a
1% em PBS, pH de 7,4 (tampdo de blogueio) durante duas horas
em temperatura ambiente. Apds trés lavagens com tampdo de
lavagem, BO001, B000Z2, BOOO3 foram diluidos para 1 nM, 10 nM
e 100 nM em PBS gue contém BSA a 1% e Tween-20 a 0,05%
{tampido de ensaio). 0 material diluido fol adicionado a placa
revestida com MAJCAM-1 de camundongo a 75 ul/cavidade durante
1 hora em temperatura ambiente. Apds trés lavagens com tampdo
de lavagem, D25 humana fol adicicnada & placa a 75
nl/cavidade em uma cconcentracdo de 10 nM no tampdo de ensaio
durante 1 hora em temperatura ambiente. Apds trés lavagens
com tampdo de lavagem, um anticorpo policlonal anti-CD25
humana biotinilado de cabra, diluido para 0,4 pg/ml em tampic
de ensaic, fol adicicnade & placa a 75 upl/cavidade durante

e

1 hora em temperatura amblente. Apds trés lavagens com tampdo

reptavidina HRP de alta

1
;..l x
-

de lavagem, adicionocu~-se o3

;..l

sensibilidade diluida em tampdo de ensaic a 1:3000 & placa
a 75 nul/cavidade durante 15 minutes em temperatura
ambiente. Apds trés lavagens com tampdc de lavagem e 1
lavagem com tampdo de lavagem (sem Tween-20), o ensaio fol
revelado com TMB e interrompido com HClL a 1 M. A OD 450 nm
fol medida. O experimentc inclulia controles apropriados para

ligacdo néc especifica das proteinas do Exemplo 15 &
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placa/bloco na auséncia de MAdCAM-1 de camundongo, bem como
nenhum controle de CD2% e controles moncespecificos que sdo
incapazes de formar uma ponte entre a CDZ5 humana e MAJCAM
de camundongo.

[0871] Desccobriu-se gue, nas concentracdes de 1 nM, 10
nM e 100 nM, as moléculas bilespecificas do Exemplco 15 foram
capazes de interagir simultaneamente c¢om MAACAM de
camundonge e CD25 humana, enquanto gue os controles
moncespecifices nde criaram um sinal de ponte. Além disso,
ndc houve ligacdo de nenhum composto a CD25 em nenhuma
concentracdo testada guando a MAQCAM~1 de camundongo ndo
estava presente sobre a superficie da placa, indicando gue
nenhum dos compostos de teste estava interagindo nio
especificamente com a superficie da placa. Estes resultados
demonstram gue as moléculas biespecificas podem se ligar &
MAJCAM e CDZ25 simultaneamente em um ensaio de ligacédo
funcicnal, tal como um ELISA.

EXEMPLO 17: ENSAIO IN VITRC DE P~STATS QUE DEMONSTRA

ATIVIDADE £ SELETIVIDADE DE IL-2M BIESPECIFICA UNIDA A MAJCAM

QUANDO EM SCLUCAO

[0872] MAdCAM recombinante de camundongoe fol revestlda
em cavidades de uma placa de alta ligacdo com 86 cavidades
{(Corning} de um dia para o outro. Apds lavagem 2 vezes com

PBS, a placa fol blogueada durante 1 hora com meic RPMI/FBS
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N

a 10%. Uma IL-2M unida & MAdCAM biespecifica do Exemplo 15
ou controle de IL-2M ndoc unida {tal como aguele preparado no
Exemplo 12) foli capturado durante 1 hora. Apds lavagem 2
vezes com PRBS, PBMCs humanas recentemente iscladas foram
estimuladas durante 60 minutos com IL-2M capturada ou, para
comparacdce, com IL-2M em solugdo. As células foram, entéo,
fixadas durante 10 minutos com BD Cytoflx, permeabilizadas
seqguencialmente com tampdoc de permeakilizacdo BD Perm III e
BiolLegend FOXP3, blogqueadas com soro humano e coradas por 30
minutos com antilcorpos contra fosfo-STATH FITC (C8T), CDZ5
PE, FOXP3 AF647 e CD4 PerCP Cy5.5 {(BD}) e adguliridas em um
Attune NXT com um leitor de placas. Em solugdc, ambas as
moléculas tém atlvidade e seletividade comparédvels entre
Treg e Teff. As placas revestidas com MAJCAM de camundongo
foram capazes de capturar a molécula biespecifica do Exemplo
15 e a molécula biespecifica capturada/imobilizada ainda era
capaz de ativar seletivamente Tregs em relacdo a Teffs. Este
exemplo demonstra gue as moléculas de IL-2ZM unidas a MAQCAM
podem reter a atividade bhioclbgica & a seletividade guando em
solucdo ou quando capturadas/imobilizadas.

EXEMPLO 18: IMUNOGENICIDADE DE MUTEINAS DE IL-2

[CB73] As segquéncias de muteina de IL-2 foram
analisadas usande o software NetMHCIIPan 3.2, o gual pode

ger encontrado am WWW Bdot® chs "dot™ dtu "dot™
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dk/services/NetMHCIIpan /. Redes neurais artificials foram
usadas para determinar a afinidade peptidica acs alelos de
MHC classe II. Nesta andlise, peptideos de 9 residuos com
interacdo potencialmente direta com as moléculas do MHC de
classe II foram reconhecidos como nucleos de ligacgdo. Os
residuos adjacentes aos ntGclecs de ligacgle, com potencial
para influenciar indiretamente a ligagdo, também foram
examinados como residuocs de mascaramentce. Peptideos qgue
compreendem tanto nlGcleos de ligacgdce como residuos de
mascaramento foram marcados como ligantes fortes guando sua
Ky prevista para a molécula do MHC de classe II era mencr do
que 50 nM. Ligantes fortes tém malor chance de introduzir
imunocgenicidade de células T.

[0874] Um total de 9 alelos de MHCII gue sdo altamente
representados na América do Norte e na BEuropa foram incluidos
na analise in gilico. ¢ painel das moléculas de IL-2M
{muteina de IL-2) testadas incluia as muteinas de IL-2 com
mutacdes L5B3I, L56I, LBGI ou LIIBlL. Somente os alelos do
MHCII DRB1 1101, DRB1 1501, DRB1 0701 e DRB1 0101 produziram
acertos com gqualguer uma das moléculas avaliadas. Us acertos
peptidicos para DRB 1501 foram idénticos entre todas as
construgbes testadas, incluindo IL-2 de tipo selvagem com a
mutacdo CL258. A adicdo de LBOI remove o epitopo de 1 célula

T para DRB1-0101 [ALNLAPSKNFHLRPR] e reduz modestamente a
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afinidade de dois outros epitopos de célula T
[EEALNLAPSKNFHLR e EALNLAPSKNFHLRP]. Para ¢ alelc do MHCII
DRB1 0701, L80I »remove o epitopo de 1 célula T
[EEALNLAPSKNFHLR}. Portanto, os dadoes demonstram gue uma
muteina de IL-2 gque compreende a mutacdo L80I deve ser mencs
imunogénica, © gue é um resultado surpreendente e lnesperado
da andlise in silico.

EXEMPLO 19: GERACAO DE MUTEINAS DE IL-2 ADICIONALS

[C875] Um vetor pTT3 contendo ¢ gene exclusivo que
codifica o polipeptidec de IL-2M {muteina de IL-2}) de SEQ ID
NCO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NOC: 54, SEQ ID NO: b5, SEQ ID
NO: 56 {e controle de IL-2M; SEQ ID NO: 50) com IL-2Z2M humana
fundideo no N-terminal do dominico Fc de IgGl humana folil
transfectado para células HEK293 Expl. Apds 5-7 dias, os
sobrenadantes da cultura de células gque expressam SEQ ID NO:
53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NC: 56 {e& controle
de IL-2M; SEQ ID NO: 50) foram coletados e clarificados por
meio de centrifugacdo e filtracdo através de um dispositivo
de filtracido de 0,22 pum. SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ
ID WO: 55, SEQ ID NO: 56 (e controle de IL-2ZM; SEQ ID NO:
50} foram capturadas em resina proA. A resina foi lavada com
PBS, pH de 7,4, e a proteina capturada fol eluida usando
Acido acéticc a 0,25%, pH de 3,5, com neutralizacido usando

um décime do volume de Tris a 1IM, pH de 8,0. O tampdo da
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proteina fol trocado para HEPES a 30 mM, NaCl a 150 mM, pH
de 7, e a prcteina analisada por meic cromatografia de
exclusdc peor tamanho em uma ceoluna Superdex 200 3.2/300.
Analise de 5 png do material purificado foi realizada por
SPS-PAGE redutora e ndoc redutora em um gel de Bis~Tris & 4-
12%.

[087¢6] IL-2M de SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, BSEQ ID
NC: 55, SEQ ID NO: 56 (e controle de IL-2Z2M; SEQ ID NC: 50)
é& expressa em mais de 45 mg/L e acima de 95% de monodispersio
apbts purificacde, conforme mostrade pela cromatografia de
exclusédc por tamanho e SDS-PAGE redutora/ndc redutora.

EXEMPLO 20: IL-2MS DO EXEMPLO 19 PODEM SE LIGAR A CD25

[0877] Uma placa imunossorvente fol revestida com CDZS
em uma concentracdc de 0,5 ug/mL em PBS, pH de 7,4, 75
pl/cavidade e incubada de um dia para o outre a 4°C. As
cavidades foram lavadas com PBS, pH de 7,4, gque contém Tween-
20 a 0,05% (tampdo de lavagem) trés vezes e depols blogueadas
com 200 ul/cavidade de BSA a 1% em PBS, pH de 7,4 (tampio de
blogueio) durante duas horas em temperatura ambiente. Apbds
trés lavagens com tampdc de lavagem, IL-ZMs SEQ ID NO: 53,
SEQ ID NC: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NC: 56 foram diluidas
para diluicdo em onze e duas vezes em série em PBS gue contém
BSA a 1% e Tween-20 a 0,05% ({tampio de ensaioc), com 2 nM

sende a concentracgdc mails alta. O material diluide folil
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adicionado & placa revestida com Cb25 a 75 ul/cavidade
durante 1 hora em temperatura amblente. Apds trés lavagens
com tampdo de lavagem, um anticorpoc policlonal anti-IL~-2
biotinilado de cabra, diluido para 0,05 ug/mL em tampdc de
ensaic, fol adicionado a placa a 75 ul/cavidade durante 1
hora em temperatura ambiente. Apds trés lavagens com tampio
de lavagem, estreptavidina HRP de alta sensibillidade diluida
em tampdo de ensalo a 1:5000 foli adicionada 3 placa a 75
ul/cavidade durante 15 minutos em temperatura ambiente. Apds
trés lavagens com tampdo de lavagem e 1 lavagem com tampdo
de lavagem {(sem Tween-20}, ¢ ensalo fol revelado com TMR e
interrompldo com HCL a 1 N. A OD 450 nm fol medida. O
experimento incluia controles apropriados para ligacdoc néo
especifica das meléculas a placa/bloco na auséneia de
CDZ25. Os resultados indicam que, em concentragdes de 2 nM-
1,9 pM, as muteinas do Exemplo 18 foram capazes de se ligar
a CD2Z25% com ECsps sub-nanomolares. Além disse, ndc houve
deteccdo de nenhum composto em nenhuma concentracido testada
quando a CD25 ndc estava presente sobre a superficie da
rlaca, indicandoe que nenhum dos compostos de teste estava
interagindo ndc especificamente com a superficie da
placa. Assim, as muteinas do Exenple 12 podem se ligar a

Ccp2bh.
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EXEMPLO 21: MUTEINAS DE IL-Z DO EXEMPLO 19 SAC POTENTES

E SELETIVAS

[CB878] Células mononucleares de sangue periférico
{PBMCs) foram preparadas usando tubos FICOLL-PAQUE Premium
e Sepmate a partir de sangue total humano heparinizado
recentemente isoclado. As PBMCs foram cultivadas em meio RPMI
com soro bovino fetal a 10% na presencga de IL-2 de tipo
selvagem ou dasz muteinas do Exemplo 19 durante 20 minutos e
depois fixadas por 10 minutos com BD Cyvtofix. As células
fixadas foram permeabllizadas seguencialmente com BD FPerm
III o depois com o tampdce de permeabilizacdc BioLegend
FOXP3. Apds bloguelo com soro humano durante 10 minutos, as
células foram coradas por 30 minutos com anticorpos para
fosfo~-STATS FITC (CST), CD25 PE, FOZ25P3 AF647 e CD4 PerCP
Cy5.5 {todos BD) e depois adquiridas em um Attune NXT com um
leitor de placas. Descobriu-se gue as muteinas de IL-2 do
Exemplo 19 eram potentes e tinham seletividade contra Treg
versus Teff. Descobriu-se gue a muteina que compreende a
mutacde L1181 tinha atividade e seletividade aumentadas
comparado com as outras muteinas.

EXEMPLO 22: MUTEINAS DE  IL-2 EXPANDEM TREGS EM

CAMUNDONGOS HUMANIZADOS

(08721 Camundongos NSG humanizados com células-tronco

hematopoiéticas CD34+ humanas foram adquiridos da Jackson
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Labs. Nos dias 0 e 7, os camundongos foram dosados por via
subcutdnea com 1 ug de muteina de IL-2 (SEQ ID NO: 50} ou
outras muteinas de IL-2 SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID
NO: 55 ou SEQ ID NO: 56. No dia 7, os camundongos foram
sacrificados e o sangue total e o bago foram coletados. O
sangue total fol dividido em aliguoctas em uma placa com 96
cavidades de profundidade e fixado por 10 minutos usando BD
Fix Lyze. Os esplendécitos foram isclados usando filtros de
70 wm {BD} e oz gldébulos vermelhos foram submetidos a lise
usando tampdo de lise RBC da BioLegend. Apds lavagem com
soro fetal bovino a 2% em PBS, os esplendcitos foram marcados
com corante Near Infrared Live Dead {Invitrogen) durante 20
minutos e depeols fixados por 20 minutos usandoe o tampdo de
fixacdo Biolegend. Tanto células de sangue integral como
esplendcitos foram, entdo, permeabilizados usando tampdo de
permeabilizacdo Biolegend FOXP3, blogqueados com soro humano
e corados durante 30 minutos com antlicorpos contra Ch8a FITC
{BL}), CD25 PE humano (BD), FOXP3 AF647 (BD} CD4 PerP Cy5.5
{BD}), Siglec humano—-8 PE Cy7 (BL), CD3 BV42Z21 humano ({(BL),
Cp45 BVeCS humano {(BL}, CD56 RBVYBS humano {(BLY e CD45 de
camundongo e CD45 (BV711l}) e adgquiridos em um Attune NXT com
leitor de placas.

[0880] Comparado com o controle de veiculo, as IL-2Ms

SEQ ID NO: 54 e SEQ ID NO: 56 induziram seletivamente a Tregs
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no bago de camundongo e no sangue total (p < 00,0005 por ANCVA
com o teste de comparacdo miltipla de Dunnet). As outras IL-
2Ms também aumentaram a freguéncia de Tregs, embora estas
alteracdes, comparadoe com o grupce com velculo, ndoc tenham
sido estatisticamente significativas. N3c houve alteracgdes
significativas nas frequéncias de células NK CD3opos,
células T CD3pos, linfdécitos T citotdxicos CDEpos, células
T auxiliares CD4pos ou células T efetoras CD251lo/FOXP3neg em
camundongos tratados com SEQ ID NO: 54 e SEQ ID NO: 56. Estes
resultados demonstram que as muteinas de IL~-2 aumentam a
frequéncia de células T reguladoras.

EXEMPLO 23: GERACAO DE MOLECULA BIESPECIFICA DE IL-2M

UNIDA A mMAJCAM

)

[0881] Foi preoduzida uma muteina biespecifica de
MAdCAM~IL~2, com o anticorpce sendo as cadeias pesada & leve
de MECAB82. Isto foi produzido usando dois plasmideos que
codificam cadelas pesadas e leves que foram cotransfectados
em proporgdes eguimolares. © primeiro plasmideo codificava
a cadela leve de MECA-82 e o segundo codificava a cadela
pesada de IgGl de comprimento completo de MECA-89 com o C-
terminal fundido com uma IL~2M humana gque compreends a
mutacdo L118I. Apds 3-5 dias, os sobrenadantes da cultura de

células gque expressam a molécula Dbiespecifica foram

coletados e clarificados por meio de centrifugacdo e
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filtracdo através de um dispositivo de filtracgdo de 0,22
um. A molécula blespecifica foi capturada em resina proA. A
resina foi lavada com PBS, pH de 7,4, e a proteina capturada
fol eluida usando Acido acético a 0,25%, pH de 3,5, com
neutralizacido usando um décimo do volume de Tris a 1M, pH de
8,0. O tamplo da proteina fol trocado para HEPES a 30 mM,
NaCl a 150 mM, pH de 7, e a proteina analisada por meio de
cromatografia de exclusdc por tamanho em uma coluna
AdvanceBio SEC. Andlise de 1 ug do material purificado fol
realizada por SDS-PAGE redutora e ndo redutora em um gel de
Bis~-Tris a 4-12%.

[0882] A molécula biespecifica fol expressa a 17 mg/L
e era mals de 95% monodispersa apoés purificacdo, conforme
mostrade pela cromatografia de exclusdc por tamanhce & SDS-
PAGE redutora/nédo redutora. Estes resultados demonstram que
era possivel produzir moléculas biespecificas de dupla
funcédo com imunomoduladores no C-terminal.

EXEMPLO 24: GERACAO DE ANTICORPOS MAQCAM

0883] Uma biblioteca de fagos scfFv de anticorpo
humane foil analisada contra preoteinas MAJCAM humanas, de
camundongoe & coyno recombinantes em ciclos de selecdo

corpos  gue

E.J n

iterativos para enriguecer clones de ant
reconhecem todos os trés ortdlogos de espéclies de MAJCAM

mencionados anteriormente Oz clones de sckFv foram
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configurados no formate nt-VH-Ligante-VL-ct e fundidos &
superficie do fago ML32 através da proteina de revestimento
scFvs clonals foram rastreados

pIII. Apds as selegde

n

;s O

n

L2

© e

por ELISA guanto & ligacdo & MA4CAM humana, de camundongo e
cyno expressa sobre a superficie celular de células CHO. Us
clones que mostraram reaglco cruzada com os trés ortdlogos
das espécies de MA4CAM expressos sobre a superficie celular
foram convertidos, usando técnicas padrido de Dbiolecgia
molecular ou sintese génica, em um formato de IgGl humana em
que cada molécula era composta por guatro cadeias

polipeptidicas no total (2 cadelas pesadas & 2 leves). As

-

duas cadelas leves eram idéntica ma a outra e as duas

n
{

cadeias pesadas eram idénticas uma & outra. As duas cadeias
pesadas idénticas (1 e 2) homodimerizam e as duas cadeias
leves i1dénticas (3 e 4) emparelham com cada cadeia pesada
para formar uma IgGl humana intacta. O dominio Fc contém as
mutacdes L234A, LZ35A e GZ237A para eliminar as interacdes
com ¢ FoyR. O formato pede ser ilustrado da seguinte maneira:

Cadeia 1: nt-VH1-CH1-CHZ-CH3-ct

Cadeia 2: nt-VH1-CHi-CHZ-CH3~-ct

Cadeia 3: nt-VK1I-CK-ct

Cadeia 4: nt-VK1-CK-ct

{08847 Além disso, o8 scFfvs MAJCAM também foram

convertidos usando técnicas padrdc de biologilia molecular
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{tal come o procedimento de Clonagem de Gibson} ou sintese
génica em um formato biespecifico, pelc gqual uma IL-2ZM estava
localizada no C~terminal da cadeia pesada de IgG do anticorpo
MAJCAM, conforme destacado abaixo:

Cadeia 1: nt-VH1-CH1-CHZ2-CH3-ct-Ligante-IL-2M

Cadeia 2: nt~-VHI-CH1-CHZ~CH3~ct-~Ligante-IL-2M

Cadeia 3: nt~-VK1I-CK-ct

Cadeia 4: nt-VKL-CK-ct

[0885] Um ELISA fol usado para analisar a ligagdo de
scFvs anti~-MAJCAM & MAJCAM humana, de cyno e camundongo

capturada cu ligada & placa. A MAJCAM humana biotinilada e

}..J

de cyno fol capturada em uma placa revestida com
estreptavidina e a MAJCAM-Fr de camundongo revestida
diretamente em uma placa imunossorvente. Apds uma etapa de
bloguelc, as placas foram lavadas e ¢ scFv ne lisato
peripldsmico brute foi aplicado & superficie da placa. A
ligacdo ao scFv fol detectada usando um conjugado anti-vbh
HRP. O ensaio fol reveladco com substrato TMB e interrompildo
com dcldo. A absorbidncia a 450 nm fol medida. Foram aplicadas
etapas de lavagem apropriadas entre cada etapa do
ELISA. Humano versus cyno € humano versus camundongo foram
avaliados. Os scFv's também foram analisados usando a
tecnologia de ressondncia plasmdénica em superficie. Apds ser

capturada em uma superficie de um bilossensor por melo do
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marcador V5, a MAJCAM humana monomérica soltvel foil titulada
@ a ligacdo e a disscocilacdo foram medidas e ajustadas a um
modelo de ligacdo a 1:1, permitindo a derivacido das taxas de
ativacido e desativacio.

[088¢€] 0Os resultadoes medideos indicam gue a maioria dos
clones testados tem reatividade cruzada de ligagdo & MAJCAM
humana e de cvno € um pequeno painel tem reatividade cruzada
adicional & MAdCAM de camundongo. Experimentcs com
biossensores demonstraram que os clones exlibliram uma falxa
de taxas de ativacgdo e desativacéo de ligacido contra MAJCAM
humana com valores de k. que vido desde 103 1/Ms a 107 1/Ms e
valores de kg gue variam a partir de 101 a 10% 1/s.
Determinados clones tém uma taxa de desativacdo menor do gue
2x10e2 1/s, portanto, anticorpos MadCAM foram gerados e podem
ser usados em um formato blespecifico.

EXEMPLO 25: GERACAO DE IL-2Ms UNIDAS A MAJCAM DO EXEMPLC

19 HUMANAS BIESPECIFICAS

[0887] Dois plasmideos foram, cada um, cotransfectados
em proporedes eguimelares. ¢ primeiro plasmideo, em cada
casc, codificava a cadela leve de Hu.MAdCAM e o segundo
codificava a cadeia pesada de I[gGl de Hu.MAdCAM com uma IL-~
2M humana fundida no C-terminal que compreende a mutacdo
L1181, conforme ilustrado na Tabela de Compostos

Blespecificos de MAJCAM-Muteina de IL-2 fornecida agui. Apds
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3-% dias, os sobrenadantes da cultura de células gue
expresszam as construcdes biespecificas Hu.MAJCAM-IL-ZM foram
coletades e clarificados por melo de centrifugagdc e
filtracdo através de um dispositivo de filtracdo de 0,22
um. As  construcSes bilespecificas Hu.MAdCAM-IL-ZM foram
capturadas em uma resina proA. A resina fol lavada com FPBS,

pH de 7,4, e as proteinas capturadas foram eluidas usando

{1

cido acético a 0,25%, pH de 3,5, com neutralizacdc usando

\

o
=

décimo do volume de Tris a 1M, pH de &,0. O tampdo das
proteinas foi trocado para HEPES a 30 mM, NaCl a 150 mM, pH
de 7, & as proteinas analisadas por meio de cromatografia de
exclusédo ppor tamanho em uma coluna AdvanceBio SEC. Andlise
de 1 pg do material purificado fol realizada por SDS-PAGE
redutora e ndo redutora em um gel de Bis-Tris a 4-12%. As
construgdes biespecificas Hu.MACAM-~IL-2M foram expressas
acima de 10 mg/L e eram mals de 95% monodispersas apés
purificacio, conforme moestrado pela cromatografia de
exclusdo poxr tamanho e SDS—~PAGE redutora/nio
redutora. Assim, estes resultados demonstram gue moléculas
biespecificas de dupla funcdo totalmente humanas conm
imunomoduladores no C-terminal podem ser produzidas.

EXEMPLO 26: DURABILIDADE DA SINALIZACAO INDUZIDA POR

MUTEINAS DE IL-2
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[0888] Células mononucleares de sangue periférico
{PBMCs} fcoram preparadas usande tubos FICOLL-PAQUE Premium
e Sepmate a partlir de sangue total humano heparinizado
recentemente isclade. As PBMCs foram cultivadas em meio RPMI
de soro bovino fetal a 10% na presenca de IL-2ZMs durante 60
minutos. As células foram, entdo, lavadas 3 vezes e incubadas
por mals 3 horas. As células foram, entdo, fixadas durante
10 minutos com BD Cytofix. Az células £fixas foram
rermeabllizadas seguencialmente com BD Perm III e depois
tampdo de permeabilizacdo BioLegend FOXP3. Apds blogueioc com
soro humano durante 10 minutos, as células foram coradas por
30 minutos com anticorpos para FITC fosfo-STATE, CD25 PE,
FOXP3 A¥Fcd7 e CD4 PerCP Cy5.5 e depois adgulridas em um
Attune N¥XT com um leitor de placas. Teodas as guatro muteinas
de IL-2 do Exemplo 19 induziram & sinalizacgdo durével em
Tregs, mas nace em Teffs, comparado com o cgontrole. Unma
muteina de IL-2 de SEQ ID NO: 56 & superior a uma mutelina de
IL-2 de SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 54 ou SEQ ID NO: 53. Estes
resultados demonstram gue a IL-2 pode induzir & resisténcis
@ sinalizacdo seletiva em Tregs, ¢ gque deve levar a uma malior
expansdo de Tregs in vivo e permitir doses mencos frequentes

para alcancgar a expansio de Tregs.
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EXEMPLO 27: ENSAIC P-3TATH IN VITRO DEMONSTRA ATIVIDADE

E SELETIVIDADE DE MUTEINAS DE IL-2 BIESPECIFICAS UNIDAS A

HU.MADCAM QUANDO EM SCLUCAO OU QUANDO UNIDAS

[0883] A MAJCAM humana recombinante fol revestida em
cavidades de uma placa de elevada ligacdo com %6 cavidades
{Corning} de um dia para o ocutro. Apds lavagem 2 vezes com
PRS, a placa fol blogueada durante 1 hora com meic RPMI/FBS
a 10%. As especificidades blespecificaz da muteina de IL-2M
unida & MAJCAM ou o controle de IL-2M ndo unido foram
capturadas durante 1 hora. Apds lavagem 2 vezes com PBS,
PBMCs Thumanas recentemente 1scladas foram estimuladas
durante 60 minutcos com IL-2ZMM capturada ou, para comparacdo,
IL-2MM em solucdo. As células foram, entio, fixadas durante
10 minutos com BD Cytofix, permeabllizadas sequencialmente
com tampdo de permeabilizacdo BD Perm 11T e Biolegend FOXF3,
blogueadas com soro humano e coradas por 30 minutos com
anticorpos contra fosfo-STATS FITC (CS8T), CD25 PE, FOXP3
AF647 e CD4 PerCP Cvy5.5 (BD) e adguliridas em um Attune NXT
com um leitor de placas.

[0890] Resultados: Em solucdo, as bilespecificidades de
IT~-2M unida a MAJCAM humana e o controle tém atividade e
seletividade comparéavels entre Treg e Teff. Placas
revestidas com MAdCAM foram capazes de capturar moléculas

biespecificas, e as mocléculas Dbiespecificos capturadas/
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imokbilizadas ainda eram capazes de ativar seletivamente
Tregs em relacdo a Teffs. Este exemplo demonstra gue as
moléculas biespecificas de IL-2ZMM unidas & MAJCAM humana
podem reter a atividade bicldgica e a seletividade quando em
sclucdo ou quando capturadas/imobilizadas.

[0891] 0Os exemplos fornecldeos agul demonstram o
resultado surpreendente e inesperado de gue uma molécula
biespecifica gue compreende um anticorpo MAJCAM e uma muteina
de IL-2 pode funcionar para ativar seletiva e potentemente
Tregs em relacde a Teffs, o que demonstra gue as moléculas
podem ser usadas para tratar ou melhcorar as condicgles
descritas agul. Os exemplos também demonstram gque a muteina
de IL-2 pode funcionar para ativar Tregs de maneira seletiva
e potente em relacdo a Teffs guando usada individualmente
{cu ligada a uma proteina Fc), conforme fornecido agul. As
descrigbes de toda e qualguer patente, pedido de patente e
publicacdo citados aqgqui sdo incorporadas por referéncia na
integra. Embora varias modalidades tenham sido descritas com
referénecia a aspectos especificos, é evidente gue outros
aspectos e variag¢fSes destas modalidades podem ser concebidos
por aqueles versados na técnica sem se afastar do verdadelreo
espirito e escopo das modalidades. As reivindicacgbes anexas
devem ser interpretadas para incluir todos estes aspectos e

variacdes equivalentes.
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REIVINDICACOES

1. Polipeptidec gue compreende uma POLGCao de
alvelamento gue se liga a uma célula-alvo e uma porgdo de
ligac&o/modulacido efetora caracterizade por a porcdo de
ligacido/mcodulacédo efetora ser um polipeptideo de muteina de
IL-2 {(muteina de IL~2).

2. Polipeptideo, de acorde com a reivindicacido 1,
caracterizado por a porgdo de alvejamento compreender um
anticorpo que se liga a uma proteina alve sobre a superficie
de uma célula alvo.

3. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacido 1,
caracterizado por o anticorpo ser um anticorpo que se liga
a MAJCAM, OATL, 0OCTZ, FXYDZ2, TSPAN7, DPP6, HEPACAMZ, TMEMZ27
ou GPRL19.

4. Polipeptideo, de acordeo com a relvindicacgdo 1,
caracterizade por a muteina de IL-2 se ligar a um receptor
expresso por uma célula imune.

5. Polipeptideo, de acorde com a reivindicacido 1,
caracterizado por a célula imune contribulr para uma resposta
imune indesejada.

6. Polipeptideo, de acorde com a relvindicacgdo 1,
caracterizade por a célula imune causar uma patologla de

doenca.
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7. Polipeptideo, de acorde com a reivindicacgio 1,
caracterizado por a porcgdo de alvejamento compreender um
anticorpo anti~-MAJCAM.

8. Polipeptideo, de acordo com a relvindicacdo 1,
caracterizadeo por o composto ter a férmula, a partir do N-
terminal para o C-terminal:

Ri ~-- Regido Ligante A --~ RZ ou R3 --~ Regido Ligante
B --—- R4,

em que:

Ri, R2Z2, R3 e R4, compreendenm, cada um independentemente,
a porcdo de ligacdo/modulacdo efetora, a porcaédo de
alvejamento ou esté{dc} ausente(s).

8. Polipeptideo, de acorde com a reivindicac8o 8§,
caracterizado por cada uma da regifo Ligante A e reglio
Ligante B compreender uma regldc Fo.

10. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacido 9,
caracterizado por um de Rl e RZ2 ser um anticorpo de muteina
de IL-2 e um de Rl e RZ ser um anticorpo antl-MAJdCAM.

11. Peolipeptideo, de acordo com a reivindicacgdo 8,
caracterizado por RI ser muteina de IL-2 e R2 ser um
anticorpo anti~-MAJCAM.

12. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacido B8,
caracterizado por Rl ser anticorpo anti-MAJCAM = RZ ser um

anticorpo anti~PD-1.
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caracterizado por um de R3 e R4 ser a muteina de IL-2 e

3/12

de R3 e R4 ser um anticorpco anti-~-MAJCAM.

14. Polipeptideo,

caracterizado por R3
anticorpo antli~MAJCAM.

15. Polipeptideo,

£

caracterizado por R3
ser a muteina de IL-2.
l6. Polipeptideo,
reilvindicaces 8 a 15,
ausente.

17. Polipeptideo,

£

reivindicacdes 8 a 15,

regldo Fo.
18. Polipeptideo,

reivindicacdes 8 & 15,

sexr

de acorde com a reilvindicacdo 8,
urm
de acordo com a reivindicacdo 8,

a muteina de IL-2 e R4 ser um

de acorde com a relvindicacdo 8,
ser um anticorpo anti-MAJCAM = um R4
de acordo com gualguer uma das

caracterizado por o ligante estar

de acerdo com qualguer uma das

caracterizado por o ligante ser uma

de acordo com gualguer uma das

caracterizado por o ligante ser um

ligante de glicina/serina.

19. ptideo,

£

Peolipe

caracterizado por o

GGGGSEEEESEEEES,

20. Polipeptideo,

de acorde com a relvindicacdo 8,

ligante ser GGGGSGGEGEGSGGGGSGGEGES,

GGEGESEEEES ou GLGEGES.

de acorde com a reivindicacdo 1,

caracterizado por a muteina de IL-2 compreender uma sequéncia

de IL~-2 da SEQ ID WO:
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mutacdo em uma posicgdo gue corresponde & posicdo 53, 56, 8O
ou 118 da SEQ ID NO: 6.

21. Polipeptideo, de accordo com gualguer uma das
reivindicacgbes 1 a 20, caracterizade por a muteina de IL~2
compreender uma sequéncia de IL-Z da SEQ ID NO: 6, em gque ©
peptidec compreende uma mutagdo em  uma posicdo  gue
corresponde & posicdo 53, 56, 80 ou 118 de SEQ ID NO: 4.

22. Polipeptidec, de acordo com a reivindicacido 20,
caracterizado por a mutacgdo ser uma mutacgdo de L para I na
posicdo 53, 56, 80 ou 118.

23. Polipeptideo, de acorde com a reivindicacgdo 21,
caracterizado por a mutacdo ser uma mutacdo de L para I na
posicdo 53, 56, 80 ou 118.

24, Polipeptideo, de acorde com a reivindicacdo 1, 20
ou 23, caracterizade por compreender ainda uma mutagdoe em
uma ou mails das posicdes 29, 31, 35, 37, 48, 694, 71, 74, 88
e 125 na SEQ ID NC: &.

25. Polipeptideo, de acordeo com qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 24, cazracterizade por a muteina
compreender ainda uma mutacgdo em uma ou mals das posicdes
15, Hle, Q22, D&4, K95 ou ¢lzt ou 1, 2, 3, 4, 5 ou cada uma
das poslicdes EL5, H16, 22, DB4, EY5 ou Q126 ser de tipo

selvagem.
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26. Polipeptideo, de acorde com qgualguer uma das
reivindicacdes 1 a 25, caracterizado por a mutacio na muteina
ser uma ou malizg de E150Q, HLIOoN, Q2ZE, D84N, ES:EQ ou Qll6K.

27. Polipeptideco, de acordo com gualguer uma das
reilvindicacdes 1 a 26, caracterizado por a watelina
compreender uma mutacio NZ2S8S na SEQ ID NO: 6.

28. Polipeptides, de acordo com qgualguer uma das
reivindicacdes 1 a 27, caracterizade por a muteina
compreender uma mutacgdo Y318 ou Y51H.

29. Polipeptideo, de acordo com gualguer uma das
reilvindicacdes 1 a 28, caracterizade por a muteina
compreender uma mutacido K35R.

30. Polipeptideos, de acordo com qgualguer uma das
reivindicacdes 1 a 29, caracterizade por a muteina
compreender uma mutacgdc T37A.

31. Polipeptideo, de accordo com gualguer uma das
reilvindicacdes 1 a 30, caracterizado por a watelina
compreender uma mutacio K4B8E.

32. Polipeptideo, de acordo com gqualguer uma das

reivindicacdes 1 a 31, caracterizade por a muteina
compreender uma mutacgdc VE69A.
33. Polipeptideco, de acordo com gualguer uma das

reilvindicacdes 1 a 32, caracterizado por a watelina

compreender uma mutacido N7IR.
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34. Polipeptideo, de acorde com qgualguer uma das
reivindicaces 1 a 33, caracterizado por a muteina
compreender uma mutacdc Q74P.

3%, Polipeptideco, de acordo com gualguer uma das
reilvindicacdes 1 a 34, caracterizado por a watelina
compreender uma nmutacido NEBD ou NEBR.

36. Polipeptideos, de acordo com qgualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 35, caracterizade por a muteina
compreender uma mutacgdo Ci25A cu ClZ58.

37. Polipeptideo, de accordo com gualguer uma das
reivindicagbes 1 a 36, caracterizado por a muteina de IL-2
estar fundida ou ligada a um peptideoc de Fc.

38. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacdc 37,
caracterizado por o peptideoc de Fo compreender uma mutagdo
em uma ou mais das posicdes L234, L247, LZ235, L2488, G237 e
3250.

39, Polipeptideo, de acorde com a reivindicacido 37,
caracterizado por a mutacdo ser L para A ou G para A.

40. Polipeptideo, de acorde com a reivindicacdo 37,
caracterizado por o peptideo de Fo compreender as mutacgdes
L247a, L248A e G250A.

41. Peolipeptideo, de acorde com a reivindicacgiéo 37,

caracterizado por o peptideo de Fo compreender uma mutacgdo

1234A, uma mutacdo LZ235A e/ou uma mutacdc G237A.
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42. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por compreender uma primeira cadela e uma
segunda cadela que formam o polipeptideo, em que:

a primeira cadeia compreende:

Vp~He-Ligante-Ci, em gue Vy & um dominio pesado variavel
que se liga & célula alvo com um dominic Vi, da segunda
cadeia; He &€ uma cadela pesada de anticorpo gue compresende
dominios CH1-CHZ-CH3, e ligante & um ligante de
glicina/serina e € é uma muteina de IL-2 fundida com uma
proteina Fo tanto na orientacio N-terminal ou C~terminal; e

a segunda cadela compreende:

Vi~Le, em gue Vi é& um dominio variavel de cadeia leve
gque se liga & célula alvo com o dominic Vs da primeira cadeia
e 0 dominio L. &€ um dominic Cx de cadeia leve.

43. Polipeptideo, de acorde com a reivindicacdo 42,
caracterizade por os dominios VH e VL serem dominios
varidveis anti-MAJCAM que se ligam a MACCAM expressa em uma
célula.

44, Polipeptideo, de acorde com a reivindicacdo 42,
caracterizado por a muteina de IL-2 compreender uma mutagdo
em uma posicdo que corresponde as posicdes 53, 56, 80 cou 118

da SEQ ID NO: 6.
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45. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacio 44,
caracterizado por a mutacgdo ser uma mutacgdo de L para I na
posicdo 53, 56, 80 ou 1138,

4¢6. Polipeptideo, de acorde com a relvindicacdo 44,
caracterizadeo por a nuteina compreender ainda uma mutacdo em
uma posicdo gue corresponde & posicdo 69, 75, 88 ou 125 ou
gqualgquer combinacdo das mesmas.

47. Polipeptideco, de acordo com a relvindicacio 44,
caracterizado por compreender uma mutacdo selecionada a
partir do grupo gque consiste em uma de L53I, L56I, L80I e
L118I e as mutacSes de V69A, Q74P, NE8BD ou NBBR e,
opclonalmente, Cl25A ou C1258S.

48, Polipeptideo, de acorde com a reivindicacdo 47,
caracterizado por a muteina de IL-2 compreender uma mutagdo
L531.

49. Peolipeptideo, de acorde com a reivindicacgiéo 47,
caracterizado por a muteina de IL-2 compreender uma mutacdo
L5¢T.

50. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacdc 47,
caracterizado por a muteina de IL-2 compreender uma mutagdo
L80T.

51. Pelipeptideo, de acorde com a reivindicacgiéo 47,

caracterizado por a muteina de IL-2 compreender uma mutacdo

L1181,
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52. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacido 47,
caracterizado por a muteina de IL-2 ser isenta de quaisguer
outras mutagdes.

53, Polipeptideo, de acorde com a reivindicacio 47,
caracterizadeo por a proteina Fc compreender as mutagdes
L2474, LZ248A e G2Z250A ou uma mutacldo L2344, uma mutacido L235A
e/ou uma mutacdo G237A de acordo com a numeracdo de KABAT.

54, Polipeptidec, de acordo com a reivindicacido 47,
caracterizado por o ligante comnpreender uma seguéncia
GGEGSEEGEESGEEGES ou GOEGESGEGEESGECESEEHEES.

5%. Polipeptidec, de acorde com qgualguer uma das
reivindicagdes 1 a 54, caracterizado por compreender um
peptideo de Fo gue compreende uma seguéncia descrita aqui.

56. Método de tratamento de um individuo com doencga
inflamatdéria intestinal caracterizado por compreender
administrar um polipeptidec como definido em gualguer uma
das reivindicacgBes 1 a 55 ao individuc para tratar a doenca
inflamatdéria intestinal.

57. Método, de acorde com a relvindicagio 56,
caracterizado por o individuo com doenca inflamatdria
intestinal ter doenca de Crohn.

58. Método, de  acorde com a relvindicacdo 56,
caracterizado por o individuo com doenga Iinflamatdria

intestinal ter colite ulcerativa.
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59. Método de tratamento de um individuo com hepatite
autcoimune ecaracterizadoe por compreender administrar um
composte terapéutico comoe definido em gualquer uma das
reivindicacg8es 1 a 55 aco individuo para tratar a hepatite
autoimune.

60. Método de tratamento de colangite esclerosante
primdria caracterizade por compreender administrar um
compostce terapéutico come definido em gualguer uma das
reivindicaces 1 a 55 ao individuo para tratar a colangite
esclercsante priméria.

G1. Método de  tratamento de diabetes tipo 1
caracterizado por compreender administrar um composto
terapéutico como definido em qualgquer uma das reivindicacgdes
1 a 5% @o individuo para tratar a diabetes tipo 1.

62. Método de tratamento de um individueo transplantado
caracterizado por conmpreender administrar uma gquantidade
terapeuticamente eficaz de um composte terapéutico como

definido em qualquer uma das relvindicagde 1 a 55 ao

n

individuo, tratando, assim, o individuo transplantado
{receptor} .

63. Método de tratamento de GVHD em um individuo que
transplantou um tecido de doador caracterizadoe pozr

compreender administrar uma guantidade terapeuticamente
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eficaz de um composto terapéutico como definido em gualguer
uma das reivindicacdes 1 & 55 aco individuo.

64. Método de tratamento de um individuo gue tem, ou
estd em risco ou risco elevado de ter, um transtorno
autoimune caracterizado por conpreender administrar uma
quantidade terapeutlcamente eficaz de um composto
terapéutico como definido em qualgquer uma das reivindicacgdes
1 a 55, tratandce, assim, o individuc.

85, Método, de acordo com gqualguer uma das
reivindicacgbes 56 a 64, caracterizado por o individuo ter um
transtornc autoimune e o composto terapfutico carecer de um
peptidec ou polipeptidec autcantigénico caracteristico do
transtorno autoimune, por ezxemplo, carecer de um peptidec ou
polipeptidec contra o gqual o individuo tem autcanticorpos.

6. Acido nucleico caracterizade por codificar um
composto terapéuticeo como definideo em gualquer uma das
reivindicac8es 1 & 55.

67. Vetor caracterizado por compreender o Acido

nucleico como definido na reivindicacgio 65,
68. (Célula caracterizada por compreender o acido
nucleico come definido na reivindicaclo 66 ou o vetor como
definido na reivindilicacgdo &7.

68. Método para preparacido de um composto terapéutico

caracterizado por compreender cultivar uma célula como
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definida na reivindicacgdc 67 para preparar o composto
teraplutico.
69. Método para preparar uma sequéncia de dcldoe nuclelico

fica um composte terapéutico como definido em

E..l -
E.J n

gque cod
qualquer uma das reivindicacgSezs 1 a 55 caracterizado por
compreender:

a} fornecer um vetor gque compreende a seguéncla gue
codifica uma porgdce de alvejamentce e inserir, no vetor,
sequéncia gque codifica uma porgdo de ligacido/modulacgéo

efetora para formar uma sequéncla que codifica um composto

[
C

terapéutico; ©

b} fornecer um vetor gque compreende a sequéncia que
codifica uma porcido de ligacdo/modulacdo efetora e inserir,
no vetor, sequéncia que codifica uma porcdce de alvejamento
para formar uma sequéncia gue codifica  um  composto

terapéutico,

formando, assim, uma sequéncia gue codifica um composto
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“IMUNOTOLERANCIA ALVEJADA” .
RESUMO
Métodos e compostos para conferir privilégio

imunoldégico local ou especifico para localizacédo.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

577 4 CDP7A0527 1581

Campo 2

7 4A08B3C1TFAB 4C53

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: DEPOSITO - LISTAGEM DE SEQUENCIAS. txt
- Data de Geracao do Cédigo: 14/11/2019
- Hora de Geracéo do Cadigo: 17:36:25
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. 5774CD7A05271581
- Campo 2: 74A08B3C1FAB4C53
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