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(57) Resumo: _
A PRESENTE INVENCAO BASEIA-SE NA DESCOBERTA SEMINAL DE QUE ANTICORPOS E

PROTEINAS DE FUSAO IMUNOMODULADORES DIRECIONADOS PODEM CONTRARIAR OU
INVERTER A TOLERANCIA IMUNITARIA DE CELULAS DE CANCRO. AS CELULAS DE CANCRO
SAO CAPAZES DE ESCAPAR A ELIMINACAO POR AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS OU
ANTICORPOS DIRECIONADOS AO TUMOR ATRAVES DE MECANISMOS IMUNOSSUPRESSORES
ESPECIFICOS NO MICROAMBIENTE TUMORAL E TAL CAPACIDADE DAS CELULAS DE CANCRO
E RECONHECIDA COMO TOLERANCIA IMUNITARIA. TAIS MECANISMOS IMUNOSSUPRESSORES
INCLUEM CITOCINAS IMUNOSSUPRESSORAS (POR EXEMPLO, FATOR DE CRESCIMENTO
TRANSFORMANTE BETA (TGF-)) E CELULAS T REGULADORAS E/OU CELULAS DENDRITICAS
MIELOIDES IMUNOSSUPRESSORAS (DC). AO CONTRARIAR A TOLERANCIA IMUNITARIA
INDUZIDA POR TUMOR, A PRESENTE INVENGAO PROPORCIONA COMPOSICOES E METODOS
EFICAZES PARA TRATAMENTO DE CANCRO, EM COMBINAGAO OPCIONAL COM OUTRO
TRATAMENTO DE CANCRO EXISTENTE. A PRESENTE INVENGCAO PROPORCIONA
ESTRATEGIAS PARA CONTRARIAR A TOLERANCIA INDUZIDA POR TUMOR E AUMENTAR A
EFICACIA ANTITUMORAL DA QUIMIOTERAPIA ATRAVES DA ATIVAGAO E ALAVANCAGEM DA
IMUNIDADE ANTITUMORAL ADAPTATIVA MEDIADA POR CELULAS T CONTRA CELULAS DE
CANCRO RESISTENTES OU DISSEMINADAS.



RESUMO
"COMPOSICOES E METODOS PARA ANTICORPOS E PROTEINAS DE FUSAO
IMUNOMODULADORES DIRECIONADOS"

A presente 1invencdo baseia-se na descoberta seminal de que
anticorpos e proteinas de fuséo imunomoduladores
direcionados podem contrariar ou inverter a tolerancia
imunitdria de células de cancro. As células de cancro séo
capazes de escapar a eliminacéo por agentes
quimioterapéuticos ou anticorpos direcionados ao tumor
através de mecanismos imunossupressores especificos no
microambiente tumoral e tal capacidade das células de
cancro €& reconhecida como toleradncia imunitdria. Tais
mecanismos imunossupressores incluem citocinas
imunossupressoras (por exemplo, Fator de crescimento
transformante beta (IGF-f)) e células T reguladoras e/ou
células dendriticas mieloides imunossupressoras (DC). Ao
contrariar a tolerdncia imunitdria induzida por tumor, a
presente invencéao proporciona composicdes e métodos
eficazes para tratamento de cancro, em combinagdo opcional
com outro tratamento de cancro existente. A presente
invencao proporciona estratégias para contrariar a
tolerédncia induzida por tumor e aumentar a eficécia
antitumoral da quimioterapia através da ativacéao e
alavancagem da imunidade antitumoral adaptativa mediada por
células T contra células de cancro resistentes ou

disseminadas.
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DESCRICAO
"COMPOSICOES E METODOS PARA ANTICORPOS E PROTEINAS DE FUSAO

IMUNOMODULADORES DIRECIONADOS"

CAMPO DO INVENTO

A presente invencado refere-se, em geral, ao campo dos
anticorpos e proteinas de fusao imunomoduladores
direcionados para terapia de cancro e mais especificamente
a composicdo e métodos para anticorpos e proteinas de fuséo
imunoestimuladores ou 1imunossupressores direcionados para
contrariar ou induzir toleréncia imunitédria de células de

cancro.

INFORMAQAO SOBRE OS ANTECEDENTES

O sistema imunitdrio proporciona ao corpo humano um meio de
reconhecer e defender-se contra microrganismos e
substancias reconhecidas como estranhas ou potencialmente
prejudiciais. Embora a imunoterapia passiva de cancro com
anticorpos monoclonais e a transferéncia passiva de células
T para atacar células tumorais tenham demonstrado eficéacia
clinica, o objetivo da vacinacdo terapéutica ativa para
induzir estes efetores imunitdrios e estabelecer meméria
imunoldgica contra células tumorais permaneceu desafiante.
Varios antigénios especificos de tumores e associados a
tumores foram identificados, no entanto estes antigénios
sdo geralmente fracamente imunogénicos e 0s tumores
empregam diversos mecanismos para criar um ambiente
tolerogénico que lhes permita evadir um ataque imunoldgico.
As estratégias para superar esta tolerdncia imunitéria e

ativar niveis robustos de respostas de anticorpos e/ou



células T mantém a chave para uma imunoterapia de cancro
eficaz. US2005/0054832 descreve variantes de Fc¢ otimizadas

e fusdes de anticorpos e Fc compreendendo variantes de Fc.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invencdo baseia-se na descoberta seminal de que
anticorpos e proteinas de fusao imunomoduladores
direcionados podem contrariar ou inverter a tolerancia
imunitdria de células de cancro. As células de cancro sao
capazes de escapar a eliminacéao por agentes
guimioterapéuticos ou anticorpos direcionados ao tumor
através de mecanismos imunossupressores especificos no
microambiente tumoral e tal capacidade das c¢élulas de
cancro € reconhecida como tolerdncia imunitdria. Tais
mecanismos imunossupressores incluem citocinas
imunossupressoras (por exemplo, Fator de crescimento
transformante beta (TGF-fB)) e células T reguladoras e/ou
células dendriticas mieloides imunossupressoras (DC). Ao
contrariar a tolerédncia imunitédria induzida por tumor, a
presente 1invencado proporciona composicgbes eficazes e sua
utilizagdo em métodos para tratamento de cancro, em
combinacédo opcional com outro tratamento de cancro
existente. A presente invencdo proporciona estratégias para
contrariar a tolerdncia imunitdria induzida por tumor e
aumentar a eficédcia antitumoral da gquimioterapia ativando e
alavancando a imunidade antitumoral adaptativa mediada por
células T contra <células de —cancro resistentes ou
disseminadas. Especificamente, a presente invencéao
proporciona uma composicdo compreendendo uma molécula de
fusdo bifuncional direcionada, em que a referida molécula
compreende uma porgao direcionadora e uma porcao

imunomoduladora, em que:



(a) a porcdo direcionadora se liga especificamente a
um componente de uma célula tumoral, microambiente tumoral,
fator de crescimento ou recetor associado a tumor, citocina
ou recetor associado a tumor, linfdécito T associado a
tumor, ou molécula co-estimuladora ou inibidora de células
T; e

(b) a porcédo imunomoduladora compreende uma sequéncia
do dominio extracelular de ligacdo ao ligando de um recetor
que se liga especificamente a um ligando gque promove O
desenvolvimento ou a funcdo de células T reguladoras ou
medeia a tolerédncia imunitédria induzida por tumor, e O
referido recetor ¢é selecionado a partir do grupo que
consiste em:

Recetor do fator de crescimento transformante-
beta TPRI, TPRII, TPERIIb, TRRIII;
Morte programada-1 (PD-1); Recetor ativador de

fator nuclear-xB (RANK); e

Recetor do fator de <crescimento endotelial

vascular (VEGFR1, VEGFR2).

De preferéncia, a porcdo direcionadora compreende um
dominio de ligagdo ao antigénio de uma imunoglobulina,
anticorpo, anticorpo biespecifico ou multiespecifico,
fragmento de anticorpo, fragmento varidvel de <cadeia
simples (scFv), scFv bivalente ou multivalente, ou proteina

de fusao.

De preferéncia, a porg¢do imunomoduladora é fundida com a
cadeia pesada ou cadeia leve da referida porcao
direcionadora compreendendo um anticorpo ou uma proteina de
fusdo de anticorpo ou com o terminal-C ou terminal-N da

referida porcgédo direcionadora.



De preferéncia, a referida porcédo direcionadora e o dominio
extracelular de 1ligagcdo ao ligando de um vrecetor séao

fundidos um com o outro através de um ligador.

De preferéncia, a porcao direcionadora liga-se
especificamente a uma ou mais moléculas selecionadas a
partir do grupo consistindo em:

i) Recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR,
ErbB-1), HER2/neu (ErbB-2), HER3, Recetor de interleucina-6
(IL-6R), Recetor do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1R), Recetor do ligando indutor de apoptose
relacionado com o fator de necrose tumoral (TRAIL-R1,
TRAIL-R2); Molécula de adesdo de <células epiteliais
(EpCAM) , Antigénio carcinoembrionédrio (CERD), Antigénio
membranar especifico da préstata (PSMA), Mucina 1, CS1,
cbl9, ¢Cb20, <Cb22, CD30, CD52, (CD38, (CD138; Fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) , Fator de
crescimento transformante-p (TGFP), Ligando do recetor

ativador de fator nuclear-xB (RANKL), Interleucina-6 (IL-

6), Interleucina-10 (IL-10), Interleucina-17 (IL-17),
Interleucina-23 (IL-23), Fator de necrose tumoral-o (TNF-
o) ; e

(ii) Antigénio associado a linfécitos T citotdxicos-4

(CTLA-4, CD152), 4-1BB (CD137), OX40 (CD134), CD27, CD40,

GITR, Recetor de interleucina-12 (IL-12R), Recetor
semelhante a Toll (TLR1-10), Gene de ativacéao de
linfécitos-3 (LAG-3), Morte programada-1 (PD-1; CD279),

ligando 1 de PD-1 (PD-L1; B7-H1), ligando 2 de PD-1 (PD-LZ;
B7-DC), B7-H3, B7-H4, atenuador de linfdécitos B e T (BTLA;

CD272), HVEM; CD4, CD25, CD3.

De preferéncia, a porgdo direcionadora é uma imunoglobulina

IgG da subclasse IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4.



De preferéncia, a porgdo direcionadora € um anticorpo

biespecifico ou scFv que se liga a CD3.

De preferéncia, a porcgdo imunomoduladora compreende uma ou
mais sequéncias do dominio extracelular de TPRII, TRRIIb,
TRRIII, PD-1, RANK, VEGFR1l, ou VEGFR2. De preferéncia, a
porgdo imunomoduladora compreende uma ou mais de SEQ ID NO:

87; SEQ ID NO: 93 ou SEQ ID NO: 96.

De preferéncia, a porcgdo direcionadora compreende um ou
mais de:

(1) um anticorpo gque se liga a EGFR, HER2, CTLA-4, IL-
6R ou 4-1BB; ou

(ii) Cetuximab, Panitumumab, Necitumumab, Zalutumumab,
Nimotuzumab, Trastuzumab, Pertuzumab, Tocilizumab,

Sarilumab/REGN88, BMS-663513, Ipilimumab ou Tremilimumab.

De preferéncia, a molécula compreende uma sequéncia de
aminodcidos da cadeia pesada correspondendo a SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, ou SEQ ID NO:
31.

De preferéncia, a molécula compreende um anticorpo
compreendendo
(i) uma sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada
correspondendo a SEQ ID NO: 2 e uma sequéncia de
aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID. NO: 71;
(ii) uma sequéncia de aminocdcidos da cadeia pesada
correspondendo a SEQ ID NO: 1 e uma sequéncia de

aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID. NO: 70;



(iii) wuma sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada
correspondendo a SEQ ID NO: 5 e uma sequéncia de
aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID. NO: 74;

(iv) uma sequéncia de amincdcidos da cadeia pesada
correspondendo a SEQ ID ©NO: 16 e uma sequéncia de
aminocdcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID. NO: 71;

(v) uma sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada
correspondendo a SEQ ID NO: 15 e uma sequéncia de
aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID. NO: 70;

(vi) uma sequéncia de amincdcidos da cadeia pesada
correspondendo a SEQ ID NO: 19, e uma seqguéncia de
aminocdcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID. NO: 74;

(vii) wuma sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada
correspondendo a SEQ ID NO: 28 e uma sequéncia de
aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID. NO: 71;

(viii) uma sequéncia de aminocdcidos da cadeia pesada
correspondendo a SEQ ID NO: 27 e uma sequéncia de
aminocdcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID. NO: 70;
ou

(ix) uma sequéncia de amincdcidos da cadeia pesada
correspondendo a SEQ ID NO: 31 e uma sequéncia de

aminocdcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID. NO: 74.

De preferéncia, a molécula compreende uma sequéncia de
aminodcidos correspondendo a qualquer uma de SEQ ID NOS: 1-

36 e 61-69.

A presente invengdo proporciona também um método de
producdo da composicdo da invengdo através de técnicas de
ADN recombinante compreendendo otimizagdo de coddes de
sequéncias de aminodcidos das referidas moléculas, sintese
e clonagem de ADNc em plasmideos, e expressdo de moléculas

através de transfecdo de células hospedeiras.



A presente invencdo proporciona também um &acido nucleico
que codifica para a molécula compreendida na composicdo da

invencao.

A presente invencdo proporciona também a composicdo da
invengdo para utilizacdo em medicina para prevenir ou

tratar um disturbio neoplédsico ou cancro.

De preferéncia, a composicdo para utilizacdo compreende

ainda uma terapia anticancro.

De preferéncia, a terapia anticancro compreende uma
molécula quimioterapéutica ou imunoterapéutica, um
anticorpo, um inibidor de cinase de molécula pequena, um
agente hormonal, uma vacina, radiacdo ionizante, radiacéo

ultravioleta, crioablacao, ablacdo térmica, ou ablagdo por

radiofrequéncia.
A presente invencao proporciona uma composicgao
compreendendo uma molécula incluindo uma porcao

direcionadora fundida com uma porc¢ado imunomoduladora. A
porcdo direcionadora liga-se especificamente a uma molécula
alvo, e a porgao imunomoduladora liga-se especificamente a
uma das seguintes moléculas: (i) Fator de crescimento
transformante-beta (TGF-R) ; (ii) Ligando 1 de morte

programada-1 (PD-L1) ou Ligando 2 de morte programada-1

(PD-L2) ; (iii) Ligando do recetor ativador de fator
nuclear—-xB (RANK) (RANKL) ; (iv) Recetor do fator de
crescimento transformante-beta (TGF-PRR) ; (v) Morte

programada-1 (PD-1); e (vi) Recetor ativador de fator

nuclear—-xB (RANK) .



Num aspeto, a porgao direcionadora inclui wum anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv, ou polipéptido contendo Fc
que se liga especificamente a um componente de uma célula
tumoral, antigénio tumoral, vasculatura tumoral,
microambiente tumoral, ou célula imunitédria infiltrante do
tumor. Num aspeto, a porcgéao direcionadora liga-se
especificamente ao recetor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR1, Erb-Bl), HER2/neu (Erb-B2), CD20, Fator
de crescimento endotelial wvascular (VEGF), recetor do fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1R), recetor
TRAIL, molécula de adesdo de células epiteliais, antigénio
carcinoembrionario, antigénio membranar especifico da

préstata, Mucina-1, CD30, CD33, ou CD40.

Num aspeto, a porgao direcionadora liga-se especificamente
a um componente de uma célula T reguladora, célula
supressora mieloide, ou célula dendritica. Noutro aspeto, a
porcdo direcionadora liga-se especificamente a uma das
seguintes moléculas: (i) CD4; (ii) CD25 (recetor de IL-2u;
IL-20R); (iii) antigénio de linfécitos T citotdxicos-4
(CTLA-4; CD152); (iv) Interleucina-10 (IL-10); (v) Recetor
do fator de crescimento transformante-beta (TIGF-BR); (vi)
Fator de crescimento transformante-beta (TGF-B); (vii)
Morte programada-1 (PD-1); (viid) Ligando de morte
programada-1 (PD-L1 ou PD-L2); (ix) Recetor ativador de
fator nuclear-xB (RANK); ou (x) Ligando do Recetor ativador

de fator nuclear-xB (RANK) (RANKL) .

Num aspeto, a porcao imunomoduladora liga-se
especificamente a uma das seguintes moléculas: (i) Fator de
crescimento transformante-beta (TGF-0); (ii) Ligando de

morte programada-1 (PD-L1 ou PD-L2); ou (iii) Ligando de

Recetor ativador de fator nuclear—-xB (RANK) (RANKL) .



Num aspeto, a porcdo imunomoduladora inclui uma molécula
que se liga a TGF-PB. Noutro aspeto, a porcgéao
imunomoduladora inclui um dominio extracelular de ligacéo
ao ligando do Recetor do fator de crescimento
transformante-beta TGF-PRII, TGF-PBRITIDb, ou TGF-BRIII.
Noutro aspeto, a porcdo imunomoduladora inclui um dominio
extracelular de ligacgdo ao ligando de TGF-PRII. Num aspeto
adicional, a porg¢adoc imunomoduladora inibe a atividade ou

fungdo de TGF-R.

Num aspeto, a porcdo direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido gue se liga
especificamente a HER2/neu, EGFR1, CcD20, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFE) , antigénio de
linfécitos T citotdxicos—-4 (CTLA-4), CD25 (recetor de IL-
20; IL-20R), ou CD4. Num aspeto adicional, a porcgéao
imunomoduladora inclui um dominio extracelular de ligacéo
ao ligando de TGF-BRII. Noutro aspeto, a molécula inclui
uma sequéncia de aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 1,

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10.

Num aspeto, a porg¢do direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido que se 1liga
especificamente a Morte Programada-1 (PD-1), Ligando 1 de
morte programada-1 (PD-L1), ou Ligando 2 de morte
programada-1 (PD-L2). Noutro aspeto, a porcado direcionadora
inclui um dominio extracelular de ligacdo ao 1ligando ou
ectodominio de Morte Programada-1 (PD-1) . Num aspeto
adicional, a porcdo imunomoduladora inclui um dominio
extracelular de 1ligacdo ao ligando de TGF-PRII. Noutro
aspeto, a molécula inclui o ectodominio de PD-1, a regido

Fc de imunoglobulina, e o ectodominio de TGFBRII. Noutro
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aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de aminodcidos

correspondendo a SEQ ID NO: 11 ou 12.

Num aspeto, a porg¢do direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido que se 1liga
especificamente ao Recetor ativador de fator nuclear-kB
(RANK) ou Ligando do recetor ativador de fator nuclear—-xB
(RANKL) . Noutro aspeto, a porgao direcionadora inclui um
dominio extracelular de ligacdo ao ligando ou ectodominio
do Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK). Num aspeto
adicional, a porcdo imunomoduladora inclui um dominio
extracelular de 1ligacdo ao ligando de TGF-PRII. Noutro
aspeto, a molécula inclui o ectodominio de RANK, a regido
Fc de imunoglobulina, e o ectodominio de TGFBRII. Noutro
aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de aminoédcidos

correspondendo a SEQ ID NO: 13 ou 14.

Num aspeto, a porgcao imunomoduladora inclui uma molécula
que se liga especificamente ao Ligando 1 de morte
programada-1 (PD-L1) ou Ligando 2 de morte programada-1
(PD-L2) . Noutro aspeto, a porc¢do imunomoduladora inclui um
dominio extracelular de ligacdo ao ligando ou ectodominio
de Morte Programada-1l (PD-1). Num aspeto adicional, a
porcdo imunomoduladora inibe a atividade ou func¢ao do

Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1).

Num aspeto, a porg¢do direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido gque se liga
especificamente a HER2/neu, EGFR1, CD20, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFE) , antigénio de
linfdécitos T citotdxicos—-4 (CTLA-4), CD25 (recetor de IL-
20; IL-20R), ou CD4. Num aspeto adicional, a porgéo

imunomoduladora inclui um dominio extracelular de ligacéo
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ao ligando ou ectodominio de Morte Programada-1 (PD-1).
Noutro aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de
aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, ou 24.

Num aspeto, a porgcado direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido que se 1liga
especificamente ao Recetor ativador de fator nuclear-kB
(RANK) ou Ligando do recetor ativador de fator nuclear—-xB
(RANKL) . Noutro aspeto, a porgao direcionadora inclui um
dominio extracelular de ligacdo ao ligando ou ectodominio
de Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK). Num aspeto
adicional, a porcdo imunomoduladora inclui um dominio
extracelular de ligacdo ao ligando de Morte Programada-1
(PD-1) . Noutro aspeto, a molécula inclui o ectodominio de
RANK, a regido Fc de imunoglobulina, e o ectodominio de PD-
1. Noutro aspeto, a molécula inclui wuma sequéncia de

aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 25 ou 26.

Num aspeto, a porgado imunomoduladora inclui uma molécula
que se liga especificamente ao Ligando do recetor ativador
de fator nuclear—-xB (RANKL). Noutro aspeto, a porcgao
imunomoduladora inclui um dominio extracelular de ligacéo
ao ligando ou ectodominio do Recetor ativador de fator
nuclear—xB (RANK) . Num aspeto adicional, a porcao
imunomoduladora inibe a atividade ou funcdo do Ligando do

recetor ativador de fator nuclear-xB (RANKL) .

Num aspeto, a porg¢do direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido gue se liga
especificamente a HER2/neu, EGFR1, CcD20, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGE) , antigénio de

linfdécitos T citotdxicos—-4 (CTLA-4), CD25 (recetor de IL-
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200; IL-2aR), ou CD4. Num aspeto adicional, a porcéao
imunomoduladora inclui um dominio extracelular de ligacdo
ao ligando ou ectodominio de Recetor ativador de fator
nuclear-kxB (RANK). Noutro aspeto, a molécula inclui uma
sequéncia de aminocdcidos correspondendo a SEQ ID NO: 27,

28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, ou 36.

Num aspeto, a porg¢do imunomoduladora inclui uma sequéncia
do Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1) ou Ligando 2 de
morte programada-1 (PD-L2). Num aspeto adicional, a porcgéo

imunomoduladora aumenta a funcdo de PD-1.

Num aspeto, a porgao direcionadora liga-se especificamente
ao Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-o) , e a porgao
imunomoduladora inclui uma sequéncia do Ligando 1 de morte
programada-1 (PD-L1) ou Ligando 2 de morte programada-1
(PD-L2) . Num aspeto adicional, a porcao direcionadora
inclui um anticorpo que se liga a TNF-oa, e a porgéao
imunomoduladora inclui uma sequéncia do ligando 1 de PD-1
(PD-L1 ou B7-H1). Noutro aspeto, a molécula inclui uma
sequéncia de aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 37.
Noutro aspeto, a porcdo direcionadora inclui um dominio
extracelular de ligacdo ao ligando do recetor do fator de
necrose tumoral 2 (INFR2), e a porc¢cdao imunomoduladora
inclui uma sequéncia do ligando 1 de PD-1 (PD-L1 ou B7-H1).
Noutro aspeto, a molécula inclui o Dominio de ligacdo ao
ligando extracelular de TNEFR2, a regiao Fc de
imunoglobulina, e uma sequéncia de PD-L1. Noutro aspeto, a
molécula inclui uma sequéncia de aminodcidos correspondendo

a SEQ ID NO: 38 ou 39.

Num aspeto, a porgdo direcionadora inclui um anticorpo ou

fragmento de anticorpo que se liga especificamente a CD20,
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CD25, ou C(CD4, e a porgcao imunomoduladora inclui uma
sequéncia do Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1) ou
Ligando 2 de morte programada-1 (PD-L2). Noutro aspeto, a
molécula inclui uma sequéncia de aminodcidos correspondendo

a SEQ ID NO: 40, 41, 42, 43, 44, ou 45.

Num aspeto, a porcdo direcionadora inclui o dominio
extracelular de CTLA-4 e a regido Fc de imunoglobulina (IgG
Cyl), e a porgdo imunomoduladora inclui uma sequéncia do
Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1) ou Ligando 2 de
morte programada-1 (PD-L2). Noutro aspeto, a molécula
inclui uma sequéncia de aminodcidos correspondendo a SEQ ID

NO: 46 ou 47.

Num aspeto, a porgcado direcionadora inclui o fator de
crescimento transformante-p (TGF-3) e a regidao Fc de
imunoglobulina (IgG Cyl), e a porcdo imunomoduladora inclui
uma sequéncia do Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1) ou
Ligando 2 de morte programada-1 (PD-L2) . Num aspeto
adicional, a molécula inclui uma sequéncia de aminoédcidos

correspondendo a SEQ ID NO: 48 ou 49.

Num aspeto, a porg¢do imunomoduladora inclui uma sequéncia
do fator de crescimento transformante-f (TGF-{3). Num aspeto
adicional, a porgao imunomoduladora ativa a funcdo de
sinalizacéo do recetor do fator de crescimento

transformante-f (TGF-pB) .

Num aspeto, a porg¢do direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido gue se liga
especificamente ao Fator de Necrose Tumoral-oa (INF-o), e a
porgdo imunomoduladora inclui uma sequéncia do fator de

crescimento transformante-f (TGF-B). Num aspeto adicional,
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a porcado direcionadora inclui um anticorpo que se liga a
TNF-&, e a porgdo imunomoduladora inclui uma sequéncia de
TGF-B. Noutro aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de
aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 50. Num aspeto, a
porcdo direcionadora inclui um dominio extracelular de
ligacdo ao ligando do recetor do fator de necrose tumoral 2
(TNFR2) . Noutro aspeto, a molécula inclui o dominio
extracelular de ligagdo do ligando de TNFR2, a regid&o Fc de
imunoglobulina, e uma sequéncia do fator de crescimento
transformante-f (TGF-B). Noutro aspeto, a molécula inclui
uma sequéncia de aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 51

ou 52.

Num aspeto, a porgdo direcionadora inclui um anticorpo ou
fragmento de anticorpo que se liga especificamente a CD20,

CD25 (recetor de IL-2a; IL-20R), ou CD4, e a porgao

imunomoduladora inclui uma sequéncia do fator de
crescimento transformante-f (TGF-3). Num aspeto adicional,
a molécula inclui uma sequéncia de aminoacidos

correspondendo a SEQ ID NO: 53, 54, 55, 56, 57 ou 58.

Num aspeto, a porcdo direcionadora inclui um dominio
extracelular de CTLA-4 e a regido Fc de imunoglobulina (IgG
Cyl), e a porgdo imunomoduladora inclui uma sequéncia do
fator de crescimento transformante-{ (TGF-PB) . Noutro
aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de aminodcidos

correspondendo a SEQ ID NO: 59 ou 60.

Num aspeto, a porg¢do direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido gue se liga
especificamente ao Fator de Necrose Tumoral-oa (INF-o), e a
porgdo imunomoduladora inclui um dominio extracelular de

ligagdo a RANKL ou ectodominio do Recetor ativador de fator
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nuclear—xB (RANK) . Num aspeto adicional, a porcao
direcionadora inclui um anticorpo que se liga a TNF-o, e a
porcdo imunomoduladora inclui uma sequéncia de um dominio
extracelular de ligagcdo a RANKL ou ectodominio de RANK.
Noutro aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de
aminocdcidos correspondendo a SEQ ID NO: 61. Num aspeto, a
porcédo direcionadora inclui um dominio extracelular de
ligacdo ao ligando do recetor do fator de necrose tumoral 2
(TNFR2) . Noutro aspeto, a molécula inclui o dominio
extracelular de ligagdo ao ligando de TNFR2, a regid&o Fc de
imunoglobulina, e uma sequéncia de um dominio extracelular
de ligagdo de RANK ou ectodominio de RANK. Noutro aspeto, a
molécula inclui uma sequéncia de aminodcidos correspondendo

a SEQ ID NO: 62 ou 63.

Num aspeto, a por¢cdo direcionadora inclui um dominio
extracelular de CTLA-4 e a regido Fc de imunoglobulina (IgG
Cvyl), e a porcdao imunomoduladora inclui um dominio
extracelular de ligacd&o a RANKL ou ectodominio do Recetor
ativador de fator nuclear-kB (RANK). Noutro aspeto, a
molécula inclui uma sequéncia de aminodcidos correspondendo

a SEQ ID NO: 64 ou 65.

Num aspeto, a porcdo direcionadora inclui uma sequéncia do
fator de crescimento transformante-p (TGF-p) e a regido Fc
de imunoglobulina (IgG Cyl), e a porcdao imunomoduladora
inclui um dominio extracelular de ligacdo a RANKL ou
ectodominio do Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK).
Noutro aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de

aminocdcidos correspondendo a SEQ ID NO: 66 ou 67.

Num aspeto, a porg¢do direcionadora inclui uma sequéncia do

Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1) e a regido Fc de
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imunoglobulina (IgG Cyl), e a porcao imunomoduladora inclui
um dominio extracelular de ligagdo a RANKL ou ectodominio
do Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK). Noutro
aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de aminoacidos
correspondendo a SEQ ID NO: 68 ou 69.

Em varios aspetos, a molécula ¢ fundida ou diretamente
ligada a um ou mais antigénios, determinantes antigénicos,

ou epitopos.

A presente divulgacao descreve uma composicado incluindo a
molécula da divulgacdo e uma célula, em gque a célula €& uma

célula tumoral, célula imunitédria, ou célula dendritica.

A presente divulgacdo descreve um método de contrariar ou
superar a tolerdncia imunitédria. O método inclui a
administracdo a um sujeito a necessitar de uma ou mais

moléculas da invencgéo.

A presente 1invencgdo proporciona uma composicdo da invengdo
para utilizacdo num método de prevengdo ou tratamento de
uma doencga neopléasica. O método inclui a administracg¢do a um
sujeito a necessitar de uma composicdo da invencdo. Em
varios aspetos, € administrada ao sujeito a composicdo da
invencdo em combinag¢do com outra terapia anticancro. Num
aspeto, a terapia anticancro inclui uma molécula
quimioterapéutica, um anticorpo, um inibidor de cinase de
molécula pequena, um agente hormonal ou um agente
citotdxico. Noutro aspeto, a terapia anticancro inclui
radiacdo 1onizante, radiacdo ultravioleta, crioablacao,

ablacdo térmica, ou ablacdo por radiofrequéncia.
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Noutra forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve
um método de prevencdo ou tratamento de uma doencga
neoplédsica. O método inclui a administracdo a um sujeito a
necessitar desta de um anticorpo que se dirija a células T
reguladoras CD4+ (Tregs) e as esgote em combinacdo com
outra terapia anticancro citotdxica. Num aspeto, o
anticorpo que se dirige a Tregs e as esgota € um anticorpo
anti-CD4. Em varios aspetos, a terapia anticancro
citotdéxica inclui uma molécula guimioterapéutica, um
anticorpo dirigido a tumor, um inibidor de cinase de
molécula pequena, um agente hormonal ou um agente
citotdéxico dirigido a tumor. ©Noutro aspeto, a terapia
anticancro citotéxica inclui radiacdo ionizante, radiacéo
ultravioleta, crioablacao, ablacdo térmica, ou ablagdo por

radiofrequéncia.

Noutra forma de realizacdo da divulgacdo, € administrada ao
sujeito uma ou mais moléculas da invencdo em combinac¢do com
qualguer vacina. Noutro aspeto, a vacina inclui um
antigénio tumoral, um antigénio associado a tumor, um
epitopo tumoral, uma proteina de fusdo contendo antigénio
tumoral, uma célula tumoral, ou uma célula dendritica.
Noutro aspeto, a vacina inclui um antigénio de patogénio,
um antigénio associado a patogénio, um epitopo de
patogénio, ou uma proteina de fusdo contendo antigénio de

patogénio.

Noutra forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve
um método para tratamento de células imunitdrias em que as
células s&o colocadas em contato ex vivo ou in vitro com
uma molécula da invencdo. Noutra forma de realizacdo, a
presente divulgacédo descreve um método de tratamento de uma

doenca neoplédsica. O método inclui a administracdo a um



18

sujeito a necessitar desta de uma composicdo de células

imunitdrias em contato com uma molécula da divulgacéo.

Noutra forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve
um método de inducdo ou promoc¢do de tolerdncia imunitéria.
0O método inclui a administracdo a um sujeito a necessitar

desta de uma ou mais moléculas da divulgacao.

Noutra forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve
um método de prevengdo ou tratamento de uma doenca
autoimune ou inflamatdria incluindo a administragdo a um
sujeito a necessitar desta de uma ou mais moléculas da
divulgagdo. Num aspeto, ¢é administrada ao sujeito uma ou
mais moléculas da divulgacdo em combinacdo com outra
terapia anti-inflamatdéria ou imunossupressora. Noutra forma
de realizacdo, a presente divulgacéd&o descreve um método de
tratamento de células imunitdrias em que as células séo
colocadas em contacto ex vivo ou in vitro com uma molécula
da divulgagdo. Noutra forma de realizacdo, a presente
divulgacgdo descreve um método de tratamento de uma doenga
autoimune ou inflamatdéria ou prevencdo de rejeicdo de
células ou tecidos enxertados. 0O método inclui a
administracdo a um sujeito a necessitar desta de uma
composicdo de células imunitédrias colocadas em contato com

uma molécula da divulgacédo.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A Fig. 1 mostra sequéncias de aminodcidos exemplares do
recetor do fator de crescimento transformante beta tipo II
(TGF-P-RII) ou TGF-BF-RIIB ou um fragmento deste, incluindo
(1) o Recetor do fator de crescimento transformante beta

tipo II (TGF-RP-RII) (SEQ ID NO: 79); e (ii) o Recetor do
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fator de crescimento transformante beta tipo IIB (TGF-fB-
RIIB) (SEQ ID NO: 80).

Sdo também mostrados na Figura 1 mutantes truncados do
Recetor do Fator de crescimento transformante beta II (TGF-
B-RITI) ou TGF-B-RIIB incluindo a Regido do dominio
extracelular (ECD) que se liga a TGF-p, incluindo (i) TGEF-f
R-II (terminal AC): TGFP RII sem os Ultimos 38 aminoacidos
do terminal-C (SEQ ID NO: 81) e TGF-p R-IIB (terminal AC):
TGFR RIIB sem os Ultimos 38 aminocdcidos do terminal-C (SEQ
ID NO: 82); (ii) TGF-BR-II (Acit): TGFRRII sem o dominio
cinase nem a regidao Jjustamembranar (SEQ ID NO: 83) e TGF-
BR-IIB (Acit): TGFRRIIB sem o dominio cinase nem a regiéo
justamembranar (SEQ ID NO: 84); (iii) TGF-f R-II contendo a
regido do terminal-N incluindo o dominio extracelular (SEQ
ID NO: 85) e TGF-p R-IIB contendo a regidao do terminal-N
incluindo o dominio extracelular (SEQ ID NO: 86); (iv) TGF-
B R-II contendo o dominio extracelular que se liga a TGF-B
(SEQ ID NO: 87) e TGF-$ R-IIB contendo o dominio
extracelular que se liga a TGF-B (SEQ ID NO: 88); e (v)
TGF-f R-II contendo a regido do dominio extracelular que se
liga a TGF-pF (SEQ ID NO: 89).

Além disso, a Figura 1 mostra também mutantes deficientes
na cinase exemplares, mutantes de delecdao, ou mutantes
pontuais do Recetor do Fator de crescimento transformante
beta II (TGFB-RII) ou TGFR-RIIB ou um fragmento deste que
se liga a TGF-p, incluindo (i) o Recetor do Fator de
crescimento transformante beta IT contendo mutacdes
pontuais - a sequéncia de aminoacidos de TGF-p R-II (K277R)
contém uma mutagdo pontual no seu local de ligagdo ao ATP e
¢ inativo como cinase (SEQ ID NO: 90); e (ii) o Recetor do
Fator de crescimento transformante beta II contendo
delecdes na sequéncia de aminodcidos (mutantes de delecdo)

- Recetor do Fator de crescimento transformante beta II
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(A1) - TGF-$ R-II (Ai2) contém uma delecdo do aminodcido

498 ao 508 e é inativo como cinase (SEQ ID NO: 91).

A Figura 2 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-HER2/neu e o Dominio extracelular (ECD) do
Recetor do fator de crescimento transformante-beta 1II
(TGFR-RII), incluindo a sequéncia de aminodcidos da fuséo
cadeia pesada de anti-HER2/neu + TGFBR-RII ECD (SEQ ID NO:
1) e a sequéncia de aminodcidos da cadeia leve de anti-

HER2/neu (SEQ ID NO: 70).

A Figura 3 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-EGFR1 e o Dominio extracelular (ECD) do
Recetor do fator de crescimento transformante-beta II
(TGFR-RII), incluindo a sequéncia de aminodcidos da fusao
cadeia pesada de anti-EGFR1 + TGFB-RII ECD (SEQ ID NO: 2) e
a sequéncia de aminodcidos da cadeia leve de anti-EGFRI1

(SEQ ID NO: 71).

A Figura 4 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD20 e o Dominio extracelular (ECD) do
Recetor do fator de crescimento transformante-beta II
(TGFR-RII), incluindo a sequéncia de aminoadcidos da fuséo
cadeia pesada de anti-CD20 + TGFB-RII ECD (SEQ ID NO: 3) e
a sequéncia de aminodcidos da cadeia leve de anti-CD20 (SEQ

ID NO: 72).

A Figura 5 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-VEGF e o Dominio extracelular (ECD) do
Recetor do fator de <crescimento transformante-beta II
(TGFR-RII), incluindo a sequéncia de aminodcidos da fusao
cadeia pesada de anti-VEGE + TGFBR-RII ECD (SEQ ID NO: 4) e

a sequéncia da cadeia leve de anti-VEGF (SEQ ID NO: 73).
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A Figura 6 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-CTLA-4 humano e o Dominio extracelular (ECD)
do Recetor do fator de crescimento transformante-beta 1II
(TGFB-RII), incluindo a sequéncia de aminodcidos da fusao
cadeia pesada de Anti-CTLA-4 + Dominio extracelular de
TGFR-RII (SEQ ID NO: 5) e cadeia leve de Anti-CTLA-4 (SEQ
ID NO: 74).

A Figura 7 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
IL-2, Fc, e o Dominio extracelular (ECD) do Recetor do
fator de <crescimento transformante-beta 1II (TGFB-RII),
incluindo IL-2 + Fc + Dominio extracelular de TGFBR-RII (SEQ
ID NO: 6) e Dominio extracelular de TGFB-RII + Fc + IL-2
(SEQ ID NO: 7). O ligador GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104)
€& opcional e pode ser substituido com EPKSCDK (SEQ ID NO:
105) ou outra sequéncia ligadora bem conhecida na técnica.
Certas sequéncias de aminodcidos podem ser substituidas em

Fc, incluindo o sublinhado E com D e o sublinhado M com L.

A Figura 8 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD25 e o Dominio extracelular (ECD) do
Recetor do fator de crescimento transformante-beta II
(TGFPR-RII), incluindo a cadeia pesada de anti-CD25
(Daclizumab) e o Dominio extracelular de TGFB-RII (SEQ ID
NO: 8) e a cadeia leve de anti-CD25 (Daclizumab) (SEQ 1ID
NO: 75) (Figura 8A); e a cadeia pesada de anti-CD25
(Basiliximab) e o Dominio extracelular de TGFR-RII (SEQ ID
NO: 9) e a cadeia leve de anti-CD25 (Basiliximab) (SEQ ID
NO: 76).

A Figura 9 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD4 e o Dominio extracelular (ECD) do

Recetor do fator de crescimento transformante-beta II
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(TGFR-RII), incluindo a cadeia pesada de anti-CD4d e o
Dominio extracelular de TGFR-RII (SEQ ID NO: 10) e a cadeia
leve de anti-CD4 (SEQ ID NO: 77)

A Figura 10 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
o Ectodominio de Morte Programada-1 (PD-1), Fc, e o Dominio
extracelular (ectodominio) do Recetor do fator de
crescimento transformante-beta II (TGFB-RII), incluindo
ectodominio de PD-1 + Fc + ectodominio de TGFBRII (SEQ ID
NO: 11) e ectodominio de TGFRRII + Fc + ectodominio de PD-1
(SEQ ID NO: 12). A sequéncia ligadora EPKSCDK (SEQ ID NO:
105) é opcional e pode ser suprimida ou substituida com

outro ligador.

A Figura 11 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
0 Ectodominio do Recetor ativador de fator nuclear-kB
(RANK), Fc, e o Dominio extracelular (ectodominio) do
Recetor do fator de crescimento transformante-beta II
(TGFR-RII), incluindo ectodominio de RANK + Fc +
ectodominio de TGFBRII (SEQ ID NO:13) e ectodominio de
TGFBRII + Fc + ectodominio de RANK (SEQ ID NO: 14). A
sequéncia ligadora EPKSCDK (SEQ ID NO: 105) é opcional e

pode ser suprimida ou substituida com outro ligador.

A Figura 12 mostra uma porgao imunomoduladora exemplar que
se liga ao Ligando 1 de Morte Programada-1 (PD-L1 ou B7-H1)
ou Ligando 2 de Morte Programada-1 (PD-1L2 ou B7-DC),
incluindo PD-1 inteiro ou fragmento deste (SEQ ID NO: 92),
o dominio extracelular (ectodominio) de PD-1 ou fragmento
deste (SEQ ID NO: 93), e a regido de ligacdo ao ligando do

dominio extracelular (ectodominio) de PD-1 (SEQ ID NO: 94).
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A Figura 13 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-HER2/neu e o Ectodominio de PD-1, incluindo
a sequéncia de aminodcidos da fusd&o cadeia pesada de anti-
HER2/neu + ectodominio de PD-1 (SEQ ID NO:15) e a sequéncia
de aminodcidos da cadeia leve de anti-HER2/neu (SEQ ID NO:

70) .

A Figura 14 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
anticorpo anti-EGFR1 e o Ectodominio de PD-1, incluindo a
sequéncia de aminodcidos da fusdo cadeia pesada de anti-
EGFR + ectodominio de PD-1 (SEQ ID NO: 16) e a sequéncia de

aminodcidos da cadeia leve de anti-EGFR (SEQ ID NO: 71).

A Figura 15 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD20 e o Ectodominio de PD-1, incluindo a a
sequéncia de aminodcidos da fusdo cadeia pesada de anti-
CD20 + ectodominio de PD-1 (SEQ ID NO: 17) e a sequéncia de

aminodcidos da cadeia leve de anti-CD20 (SEQ ID NO: 72).

A Figura 16 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
anticorpo anti-VEGF e o Ectodominio de PD-1, incluindo a
sequéncia de aminodcidos da fusdo cadeia pesada de anti-
VEGF + ectodominio de PD-1 (SEQ ID NO: 18) e a sequéncia da

cadeia leve de anti-VEGF (SEQ ID NO: 73).

A Figura 17 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
anticorpo anti-CTLA-4 humano e o Ectodominio de PD-1,
incluindo a sequéncia de aminodcidos da fusdo cadeia pesada
de anti-CTLA-4 + ectodominio de PD-1 (SEQ ID NO:19) e
cadeia leve de anti-CTLA-4 (SEQ ID NO: 74).

A Figura 18 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo

anticorpo anti-CD25 e o Ectodominio de PD-1, incluindo a
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cadeia pesada de anti-CD25 (Daclizumab) e o ectodominio de
PD-1 (SEQ ID NO: 20) e a cadeia leve de anti-CD25
(Daclizumab) (SEQ ID NO: 75) (Figura 18A7A), e a cadeia
pesada de anti-CD25 (Basiliximab) e o ectodominio de PD-1
(SEQ ID NO: 21) e a cadeia leve de anti-CD25 (Basiliximab)

(SEQ ID NO: 76) (Figura 18B).

A Figura 19 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
IL-2, Fc, e o ectodominio de PD-1, incluindo IL-2 + Fc +
ectodominio de PD-1 (SEQ ID NO: 22) e ectodominio de PD-1 +
Fc + IL-2 (SEQ ID NO: 23). O ligador GGGGSGGGGSGGGGS SEQ ID
NO: 104 é opcional e pode ser substituido com EPKSCDK SEQ
ID NO: 105 ou outra sequéncia ligadora bem conhecida na
técnica. Certas sequéncias de aminodcidos podem ser
substituidas em Fc¢, incluindo o sublinhado E com D e o

sublinhado M com L.

A Figura 20 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD4 e o ectodominio de PD-1, incluindo a
cadeia pesada de anti-CD4 e o ectodominio de PD-1 (SEQ ID
NO: 24) e a cadeia leve de anti-CD4 (SEQ ID NO: 77).

A Figura 21 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
0 Ectodominio do Recetor ativador de fator nuclear-kB
(RANK), Fc, e o ectodominio de PD-1, incluindo ectodominio
de RANK + Fc + ectodominio de PD-1 (SEQ ID NO: 25) e
ectodominio de PD-1 + Fc + ectodominio de RANK (SEQ ID NO:
26). A sequéncia ligadora EPKSCDK (SEQ ID NO: 105) ¢é
opcional e pode ser suprimida ou substituida com outro

ligador.

A Figura 22 mostra uma porcgado imunomoduladora exemplar que

se liga ao Ligando do recetor ativador de fator nuclear—-kB
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(RANK) (RANKL) incluindo RANK inteiro ou fragmento deste
(SEQ ID NO: 95), o dominio extracelular de 1ligacdo ao
ligando ou ectodominio de RANK (SEQ ID NO: 96), sequéncias
ou residuos de ligacdo a RANKL de RANK (SEQ ID NO: 93), ou
sequéncias de ligacd&o a RANKL da Osteoprotegerina (0OPG)
(SEQ ID NO: 98).

A Figura 23 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
anticorpo anti-HER2/neu e o Ectodominio de RANK, incluindo
a sequéncia de aminodcidos da fus&o cadeia pesada de anti-
HER2/neu + ectodominio de RANK (SEQ ID NO: 27) e a
sequéncia de aminodcidos da cadeia leve de anti-HER2/neu

(SEQ ID NO: 70).

A Figura 24 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
anticorpo anti-EGFR1 e o Ectodominio de RANK, incluindo a
sequéncia de aminodcidos da fusdo cadeia pesada de anti-
EGFR + ectodominio de RANK (SEQ ID NO: 28) e a sequéncia de

aminoacidos da cadeia leve de anti-EGFR (SEQ ID NO: 71).

A Figura 25 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD20 e o Ectodominio de RANK, incluindo a
sequéncia de aminodcidos da fusdo cadeia pesada de anti-
CD20 + ectodominio de RANK (SEQ ID NO: 29) e a sequéncia de

aminoacidos da cadeia leve de anti-CD20 (SEQ ID NO: 72).

A Figura 26 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-VEGF e o Ectodominio de RANK, incluindo a
sequéncia de aminodcidos da fusdo cadeia pesada de anti-
VEGF + ectodominio de RANK (SEQ ID NO: 30) e a sequéncia da
cadeia leve de anti-VEGFEF (SEQ ID NO: 73).
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A Figura 27 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-CTLA-4 humano e o Ectodominio de RANK,
incluindo a sequéncia de aminocédcidos da fusdo cadeia pesada
de anti-CTLA-4 + ectodominio de RANK (SEQ ID NO: 31) e
cadeia leve de anti-CTLA-4 (SEQ ID NO: 74).

A Figura 28 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD25 e o Ectodominio de RANK, incluindo a
cadeia pesada de anti-CD25 (Daclizumab) e o ectodominio de
RANK (SEQ ID NO: 32) e a cadeia leve de anti-CD25
(Daclizumab) (SEQ ID NO: 75) (Figura 28A7A), e a cadeia
pesada de anti-CD25 (Basiliximab) e o ectodominio de RANK
(SEQ ID NO: 33) e a cadeila leve de anti-CD25 (Basiliximab)

(SEQ ID NO: 76) (Figura 28B).

A Figura 29 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
IL-2, Fc, e o ectodominio de RANK, incluindo IL-2 + Fc +
ectodominio de RANK (SEQ ID NO: 34) e ectodominio de RANK +
Fc + IL-2 (SEQ ID NO: 35). O ligador GGGGSGGGGSGGGGS SEQ ID
NO: 104 é opcional e pode ser substituido com EPKSCDK SEQ
ID NO: 105 ou outra sequéncia ligadora bem conhecida na
técnica. Certas sequéncias de aminodcidos podem ser
substituidas em Fc¢, incluindo o sublinhado E com D e o

sublinhado M com L.

A Figura 30 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD4 e o ectodominio de RANK, incluindo a
cadeia pesada de anti-CD4 e o ectodominio de RANK (SEQ ID
NO: 36) e a cadeia leve de anti-CD4 (SEQ ID NO: 77)

A Figura 31 mostra uma porgcao imunomoduladora exemplar que
se liga a Morte Programada-1 (PD-1) incluindo um ligando 1

de PD-1 (PD-L1 ou B7-H1l) ou ligando 2 de PD-1 (PD-L2 ou B7-
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DC) ou um fragmento deste (por exemplo, SEQ ID NO: 101), a
proteina do ligando 1 de PD-1 humano inteira (B7-H1;
PDCD1L1; PD-L1; ou CD274) ou um fragmento desta (SEQ ID NO:
99), e o dominio extracelular de 1ligacdo de PD-L1

(ectodominio) ou fragmento deste (SEQ ID NO: 100).

A Figura 32 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-fator de necrose tumoral (TINFa) e ligando de
PD-1, incluindo cadeia pesada de anti-TNFoa + PD-1L (SEQ ID
NO: 37) e cadeia leve de anti-TNFoa (SEQ ID NO: 78). A
sequéncia KKAE (SEQ ID NO: 107) pode ser substituida com

KRVE (SEQ ID NO: 108) ou KKVE (SEQ ID NO: 109).

A Figura 33 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
o dominio extracelular de ligagdo ao ligando de TNFR2, Fc,
e ligando de PD-1, incluindo TNFR2 ECD + IgG Cyl + PD-L1
(SEQ ID NO: 38) e PD-L1 + IgG Cyl —-TNFRZ2 ECD (SEQ ID NO:
39).

A Figura 34 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD20 e o ligando 1 de PD-1 (PD-L1),
incluindo sequéncia de cadeia pesada de anti-CD20 + PD-L1
(SEQ ID NO: 40) e a sequéncia de cadeia leve de anti-CD20

(SEQ ID NO: 72).

A Figura 35 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD25 e o ligando 1 de PD-1 (PD-L1),
incluindo a cadeia pesada de anti-CD25 (Daclizumab) e PD-L1
(SEQ ID NO: 41) e a cadeia leve de anti-CD25 (Daclizumab)
(SEQ ID NO: 75) (Figura 35A), e a cadeia pesada de anti-
CD25 (Basiliximab) e o ectodominio de PD-1 (SEQ ID NO: 42)
e a cadeila leve de anti-CD25 (Basiliximab) (SEQ ID NO: 76)

(Figura 35B).
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A Figura 36 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
IL-2, Fc, e ligando 1 de PD-1 (PD-L1), incluindo a proteina
de fusédo ligando 1 de hPD-1 + Fc + IL-2 (SEQ ID NO: 43) e a
proteina de fusdo IL-2 + Fc + ligando 1 de PD-1 (SEQ ID NO:
44) . O ligador GGGGSGGGGSGGGGS SEQ ID NO: 104 & opcional e
pode ser substituido com EPKSCDK SEQ ID NO: 105 ou outra
sequéncia ligadora bem conhecida na técnica. Certas
sequéncias de aminodcidos podem ser substituidas em Fc,

incluindo o sublinhado E com D e o sublinhado M com L.

A Figura 37 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD4 e o ligando 1 de PD-1 (PD-L1), incluindo
a cadeia pesada de anti-CD4 e o ligando 1 de PD-1 (PD-L1)

(SEQ ID NO: 45) e a cadeia leve de anti-CD4 (SEQ ID NO: 77)

A Figura 38 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
o dominio extracelular de CTLA-4, Fc de Imunoglobulina (IgG
Cyl), e uma sequéncia do ligando de PD-1 (PD-L1) incluindo
péptido sinal da Oncostatina M + CTLA-4 ECD + IgG Cyl + PD-
L1 (SEQ ID NO: 46) e PD-1L1 + IgG Cyl + CTLA-4 ECD (SEQ ID
NO: 47). A sequéncia de IgG mostrada pode ter conversao
opcional de C para S (negrito sublinhado). O 1ligador
QEPKSCDK SEQ ID NO: 110 é opcional e pode ser substituido

com EPKSCDK SEQ ID NO: 105 ou outra sequéncia ligadora.

A Figura 39 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
uma sequéncia do fator de crescimento transformante-f (TGF-
), Fc de Imunoglobulina (IgG Cyl), e uma sequéncia de
ligando de PD-1 (PD-L1) incluindo TGFPR-1 + Fc + PD-L1 (SEQ
ID NO: 48), e PD-1L1 + Fc + TGF(p-1 (SEQ ID NO: 49). O
ligador GGGGSGGGGSGGGGS SEQ ID NO: 104 é opcional e pode
ser substituido com EPKSCDK SEQ ID NO: 105 ou outra

sequéncia ligadora bem conhecida na técnica. Certas
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sequéncias de aminodcidos podem ser substituidas em Fc,

incluindo o sublinhado E com D e o sublinhado M com L.

A Figura 40 mostra uma porcado imunomoduladora exemplar que
se liga ao Recetor do fator de crescimento transformante-
beta (TGF-fR) incluindo o) Fator de crescimento
transformante-beta (TGF-p1, TGF-(2, ou TGF-F3 ou um
fragmento desta, a sequéncia inteira de TGF-$1 (SEQ ID NO:
102), e a sequéncia madura (ativa) de TGF-Bl (Ala 279 - Ser
390; 112 aminoacidos) (SEQ ID NO: 103).

A Figura 41 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
um anticorpo que se liga a TNF-o, e uma sequéncia do fator
de crescimento transformante-f (TGF-f), incluindo cadeia
pesada de anti-TNFoa + TGEF-pl (SEQ ID NO: 50) e cadeia leve
de anti-TNFo (SEQ ID NO: 78). A sequéncia KKAE (SEQ ID NO:
107) pode ser substituida com KRVE (SEQ ID NO: 108) ou KKVE
(SEQ ID NO: 109).

A Figura 42 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
o Dominio extracelular de 1ligacdo ao ligando de TNFR2
(TNFR2 ECD), Fc de imunoglobulina (IgG Cyl), e uma
sequéncia do fator de crescimento transformante-f (TGF-R)
incluindo TNFR2 ECD + IgG Cyl + TGF-pBl (SEQ ID NO: 51), e
TGF-pl + IgG Cyl + TNFR2 ECD (SEQ ID NO: 52).

A Figura 43 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD20 e uma sequéncia do fator de crescimento
transformante-f (TGF-f), incluindo cadeia pesada de anti-
CD20 + sequéncia madura de TGFPBl (SEQ ID NO: 53) e

sequéncia da cadeia leve de anti-CD20 (SEQ ID NO: 72).
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A Figura 44 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD25 e uma sequéncia do fator de crescimento
transformante-3 (TGF-f), incluindo a cadeia pesada de anti-
CD25 (Daclizumab) e TGF-f1 (SEQ ID NO: 54) e a cadeia leve
de anti-CD25 (Daclizumab) (SEQ ID NO: 75) (Figura 44A7A), e a
cadeia pesada de anti-CD25 (Basiliximab) e TGF-$1 (SEQ ID
NO: 55) e a cadeia leve de anti-CD25 (Basiliximab) (SEQ ID
NO: 76) (Figura 44B).

A Figura 45 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
IL-2, Fc, e uma sequéncia do fator de <crescimento
transformante-f (TGF-f), incluindo TGF-pl1 + Fc + IL-2 (SEQ
ID NO: 56) e IL-2 + Fc + TGF-B1 (SEQ ID NO: 57). O ligador
GGGGSGGGGSGGGGS SEQ ID NO: 104 ¢é opcional e pode ser
substituido com EPKSCDK SEQ ID NO: 105 ou outra sequéncia
ligadora bem conhecida na técnica. Certas sequéncias de
aminodcidos podem ser substituidas em Fc, incluindo o

sublinhado E com D e o sublinhado M com L.

A Figura 46 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
anticorpo anti-CD4 e uma sequéncia do fator de crescimento
transformante-f (TGF-{3), incluindo a cadeia pesada de anti-
Ch4 e TGF-p (SEQ ID NO: 58) e a cadeia leve de anti-CD4
(SEQ ID NO: 77)

A Figura 47 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
o dominio extracelular de CTLA-4, Fc de Imunoglobulina (IgG
Ccvyl), e uma sequéncia do fator de crescimento
transformante-f3 (TGF-0) incluindo péptido sinal de
Oncostatina M + CTLA-4 ECD + IgG Cyl + TGF-pl (SEQ ID NO:
59), e TGF-B1 + IgG Cyl + CTLA-4 ECD (SEQ ID NO: 60). A
sequéncia de IgG mostrada pode ter conversdo opcional de C

para S (em negrito sublinhado). O ligador QEPKSCDK SEQ 1ID



31

NO: 110 é opcional e pode ser substituido com EPKSCDK SEQ

ID NO: 105 ou outra sequéncia ligadora.

A Figura 48 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
um anticorpo que se liga a TINF-oa, e uma sequéncia do
ectodominio de RANK, incluindo cadeia pesada de anti-TNFo +
ectodominio de RANK (SEQ ID NO: 61) e cadeia leve de anti-
TNFo (SEQ ID NO: 78). A sequéncia KKAE (SEQ ID NO: 107)
pode ser substituida com KRVE (SEQ ID NO: 108) ou KKVE (SEQ
ID NO: 109).

A Figura 49 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
dominio extracelular de ligacdo ao ligando de TNFR2 (TNFR2
ECD), Fc¢ de imunoglobulina (IgG Cyl), e uma sequéncia do
ectodominio de RANK incluindo TNFR2 ECD + IgG Cyl +
ectodominio de RANK (SEQ ID NO: 62), e ectodominio de RANK
+ IgG Cyl + TNFR2 ECD (SEQ ID NO: 63).

A Figura 50 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
o dominio extracelular de CTLA-4, Fc de Imunoglobulina (IgG
Cyl), e uma sequéncia do ectodominio de RANK incluindo
péptido sinal de Oncostatina M + CTLA-4 ECD + IgG Cyl +
ectodominio de RANK (SEQ ID NO: 64), e ectodominio de RANK
+ IgG Cyl + CTLA-4 ECD (SEQ ID NO: 65). A sequéncia de IgG
mostrada pode ter conversdo opcional de C para S (em
negrito sublinhado). O ligador QEPKSCDK SEQ ID NO: 110 ¢é
opcional e pode ser substituido com EPKSCDK SEQ ID NO: 105

ou outra sequéncia ligadora.

A Figura 51 mostra proteinas de fusédo exemplares incluindo
uma sequéncia do fator de crescimento transformante-f (TGF-
), Fc de imunoglobulina (IgG Cyl), e uma sequéncia do

ectodominio de RANK incluindo TGF-f + IgG Cyl + ectodominio
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de RANK (SEQ ID NO: 66), e ectodominio de RANK + IgG Cyl +
TGF-B (SEQ ID NO: 67).

A Figura 52 mostra proteinas de fusdo exemplares incluindo
uma sequéncia do ligando de PD-1 (PD-1L1), Fc de
imunoglobulina (IgG Cyl), e uma sequéncia do ectodominio de
RANK incluindo PD-L1 + IgG Cyl + ectodominio de RANK (SEQ
ID NO: 68), e ectodominio de RANK + IgG Cyl + PD-L1 (SEQ ID
NO: 69).

A Figura 53 mostra Células T reguladoras (Treqg) a
acumularem-se no microambiente tumoral e a contrariar a
capacidade da quimioterapia para ativar imunidade
antitumoral mediada por células T CD8'. (a) Exposicdo a
superficie da calreticulina (CRT) em resposta ao tratamento
de células de cancro humanas (SW780) e de murideo (MB49)
com doxorrubicina (10 uM) durante 4 h. A exposicdo a
superficie de CRT foi determinada através de citometria de
imunofluorescéncia de células de controlo ndo tratadas ou
tratadas com doxorrubicina coradas com anticorpo anti-CRT
marcado com Dylight ou um anticorpo de controlo do isotipo
(IgGl). (b) Iniciacdo de respostas imunitdrias reativas a
tumor por células tumorais MB49 tratadas com doxorrubicina
ex vivo ou in vivo. 5x10° células MB49 que foram pré-
tratadas ex vivo com doxorrubicina (10 pM) durante 4 h
foram injetadas num flanco de ratinhos C57BL/6
imunocompetentes singeneicos. Alternativamente, ratinhos
C57BL/6 foram injetados com 5x10° células tumorais MB49
vivas e depois foi-1lhes administrada doxorrubicina
intratumoral (10 ug) a 10d apdés a inoculacdo do tumor. As
respostas imunitdrias reativas ao tumor foram determinadas
medindo a produgdo de IFN-y por células drenadas dos

ndédulos linfaticos (DLN) em resposta a novo confronto in
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vitro com lisados de células MB49, um péptido irrelevante
(Hemaglutinina-HA), ou apenas meio. (c) Vacinacdo com
células tumorais tratadas com doxorrubicina induz imunidade
antitumoral mediada por células T CD8 que previne a
formagdo de tumores apds novo confronto com células
tumorais vivas. Células MB49 (5x10°) que foram pré-tratadas
in vitro com doxorrubicina (10 uM) durante 4 h foram
injetadas por via subcutdnea num flanco de ratinhos C57BL/6
imunocompetentes singeneicos. Ratinhos nalve ou vacinados
foram confrontados com células tumorais MB49 vivas nao
tratadas injetadas no flanco oposto com ou Ssem pré-
tratamento com um anticorpo anti-CD8 (Clone GK2.43) (5 ng x
2 doses, iv) para esgotar células T CD8". (D) A
administracdo tardia de quimioterapia em ratinhos com
tumores pré-estabelecidos diminui a sua imunogenicidade e
eficédcia antitumoral. Ratinhos C57BL/6 foram injetados com
5x10° células tumorais MB49 vivas singeneicas e depois foi-
lhes administrada doxorrubicina intratumoral (10 upg) a d3,
d7, ou dl0 apds inoculacdo do tumor. (e) Os tumores
promovem a acumulacdo de células CD4'CD25'FoxP”" (Tregs) no
seu microambiente. Andlises de citometria de fluxo da
percentagem de células CD4'CD25'FoxP3" (Tregs) entre os
linfécitos T CD4" isolados do bacgo, drenagem de nédulos
linfaticos (DLN) e tumores de ratinhos C57BL/6
imunocompetentes a d0 e dl4 apds inoculacdo subcutédnea de
5x10° células tumorais MB49 vivas. (f) Os Tregs que se
infiltram no microambiente tumoral suprimem a iniciacdo de
respostas imunitdrias reativas a tumores ©por células
tumorais tratadas com doxorrubicina. Ratinhos C57BL/6 naive
foram vacinados com 5x10° células MB49 mortas com
doxorrubicina com ou sem transferéncia adotiva intravenosa
de 5x10° células CD4" CD25" isoladas de tumores e DLN de

ratinhos portadores de tumor através de separacao
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imunomagnética. As respostas imunitdrias reativas ao tumor
foram determinadas medindo a producdo de IFN-y por células
drenadas dos nédulos linféticos (DLN) em resposta a novo
confronto in vitro com lisados de células MB49, um péptido
irrelevante (Hemaglutinina-HA), ou apenas meio. (g) Tregs
que se infiltram no microambiente tumoral suprimem a
ativacdo da imunidade antitumoral adaptativa em resposta a
morte de células tumorais induzida por gquimioterapia.
Ratinhos C57BL/6 naive foram vacinados com 5x10° células
MB49 mortas com doxorrubicina (flanco esquerdo) com ou sem
pré-tratamento com um anticorpo anti-CD8 (Clo"®GK2.43) (5
ug x 2 doses, 1iv) ©para esgotar células T CD8 ou
transferéncia adotiva de 5x10° células CD4" CD25" isoladas
de tumores e DLN de ratinhos portadores de tumores. A
imunidade antitumoral protetora em ratinhos wvacinados foi
determinada através da avaliacdo do crescimento do tumor
apdés confronto com células tumorais MB49 vivas né&o tratadas

injetadas no flanco oposto.

A Figura 54 mostra que a inibic&o de TGF-fB no microambiente
tumoral reduz as células T reguladoras "adaptativas" FoxP3'
e aumenta a eficdcia antitumoral da quimioterapia. (a) O
crescimento tumoral resulta num aumento progressivo no
nivel de TGF-f no soro. Os niveis de TGF-$ no soro de
ratinhos a d0, dl4 e d28 apds a inoculacdo de 5x10° células
tumorais MB49 vivas foram avaliados utilizando ELISA. (b) A
expressdo autdénoma das células tumorais de TGF-p & a fonte
dominante de TGF-P elevado em ratinhos possuindo tumores.
Células tumorais ou células drenadas de nddulos linfaticos
isoladas a partir de ratinhos portadores de tumores ou seus
equivalentes sem tumores foram cultivadas ex vivo em meio
isento de soro durante 24 h e a quantidade de TGF-B/10°

células nos sobrenadantes foi medida através de ELISA. (e)
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TGFRRII:Fc sequestra TGF-f nos sobrenadantes de células
tumorais MB49 de um modo dependente da concentracéo.
Células tumorais MB49 foram cultivadas na presenca de
concentracgdes graduadas de TGFPBRII:Fc (0-400 ng/mL) durante
24 h seguido de medicdo de TGF-R (pg/mL/10° células) nos
sobrenadantes através de ELISA. (d) TGF-$ induz células T
reguladoras "adaptativas" FoxP3' no microambiente tumoral.
A 5d apdés a inoculacgdo de células tumorais MB49, os
ratinhos foram deixados ndo tratados (controlo) ou tratados
com TGFRRII:Fc (1 ng intratumoral; duas vezes por semana)
durante 3 semanas seguido de andlises de citometria de
fluxo da expressdo de FoxP3 intracelular em células T
CD4"cD25" infiltrantes dos tumores. (e, £) O sequestro de
TGF-p intratumoral com TGFRRII:Fc reduz Tregs
CD4'CD25'FoxP3" no tecido tumoral e melhora a eficacia
antitumoral de doxorrubicina. Aos ratinhos possuindo
tumores MB49 foi administrada doxorrubicina (5 mg/kg 1i.p.
semanalmente x3) com ou sem tratamento duas vezes por
semana com TGFBRII:Fc (1 pg intratumoral). A percentagem de
células CD4'CD25'FoxP3" (Tregs) entre as células tumorais
foi avaliada através de citometria de fluxo (e), e o volume
tumoral foi monitorizado para determinar o efeito de
contrariar a tolerédncia imunitdria mediada por TGF-p
induzido por tumor na eficdcia antitumoral in vivo da

doxorrubicina (f).

A Figura 55 mostra que o esgotamento de células T CD4"
reguladoras mediado por anticorpo anti-CD4 facilita a
ativacdo induzida por quimioterapia de células T CD8"
reativas ao tumor e aumenta a eficdcia antitumoral da
quimioterapia. (a) Esgotamento in vivo de células T
CD4'CD25'FoxP3" infiltrantes de tumores através do

tratamento de ratinhos possuindo tumores com anticorpo
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anti-CD4. Ratinhos C57BL/6 injetados com 5x10° células
tumorais MB49 s.c. foram deixados né&o tratados (controlo)
ou foi-lhes administrado wum anticorpo anti-CD4 (Clone
GK1.5) i.p. a 5d e 9d apds confronto com tumor. Células T
CD4°CD25'FoxP3" infiltrantes de tumores isoladas de ratinhos
a dlé apds confronto com tumor foram detetadas através de
citometria de fluxo. (b) Esgotamento especifico do alvo de
células T CD4", células T CD4'CD25'FoxP3", ou células T CD8"
através de tratamento de ratinhos possuindo tumores com
anticorpo anti-CD4 ou anticorpo anti-CD8. Ratinhos C57BL/6
injetados s.c. com 5x10° células tumorais MB49 foram
deixados sem tratamento ou tratados com doxorrubicina (5
mg/kg i.p. semanalmente x3) comegando a d7 apds inoculacéo
do tumor, com ou sem administracdo de anticorpo anti-CD4
(Clone GK1.5) ou de anticorpo anti-CD8 (Clone GK2.43) a db
e d9 apds a inoculacdo do tumor. As andlises de citometria
de fluxo de células mononucleares do sangue periférico
isoladas dos ratinhos a dl6 apds confronto com tumor
determinaram a percentagem de células T CD4' ou células T
CD8" entre as células mononucleares totais, e a percentagem
de células T CD4'CD25'FoxP3' entre as células T CD4' totais.
(¢) O esgotamento de células T reguladoras CD4' facilita a
ativacdo de células T CD8' reativas ao tumor induzida por
quimioterapia. Ratinhos C57BL/6 injetados s.c. com 5x10°
células tumorais MB49 foram deixados sem tratamento ou
tratados com doxorrubicina (5 mg/kg i.p. semanalmente x3)
comecando a d7 apds inoculacgcdo do tumor, com ou sem
administracdo de anticorpo anti-CD4 (Clone GK1.5) a d5 e d9
apds inoculacdo do tumor. As respostas imunitdrias reativas
ao tumor foram determinadas através de anadlises de
citometria de fluxo da expressdo de IFN-y em células T CD8'
do tumor e drenagem de nddulos linfdticos em resposta a

estimulacdo in vitro com lisados de células MB49. (d) O
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esgotamento de «células T reguladoras CD4" aumenta a
eficdcia antitumoral in vivo da qguimioterapia através da
ativacdo de células T CD8' reativas ao tumor. Ratinhos
C57BL/6 injetados s.c. com 5x10° células tumorais MB49
foram deixados sem tratamento ou tratados com doxorrubicina
(5 mg/kg 1i.p. semanalmente x3) comecando a d7 apds
inoculacdo do tumor, com ou sem administracgdo de anticorpo
anti-CD4 (Clone GK1.5) ou anticorpo anti-CD8 (Clone GK2.43)
a d5 e d9 apds inoculacdo do tumor. O volume tumoral foi
monitorizado para determinar o efeito do esgotamento de
células T CD4" ou células T CD8' na eficdcia antitumoral in

vivo da doxorrubicina.

A Figura 56 mostra que o esgotamento de células T CD4"
reguladoras mediado por anticorpo anti-CD4 aumenta e sustém
o efeito antitumoral da quimioterapia permitindo a ativacéo
de imunidade antitumoral adaptativa. (a) Exposicdo a
superficie da calreticulina (CRT) em resposta ao tratamento
de células de cancro MB49 com cisplatina ou a combinacdo de
cisplatina e gemcitabina durante 4 h. A exposicgdo a
superficie de CRT foi determinada através de citometria de
imunofluorescéncia de células de controlo ndo tratadas ou
células tratadas com quimioterapia coradas com anticorpo
anti-CRT marcado com Dylight ou um anticorpo de controlo do
isotipo (IgGl). (b,c) O esgotamento de células T CD4"
reguladoras permite a ativacgcdo induzida por cisplatina de
células T IFN-y'CD8' reativas ao tumor e células de memdria
efetoras (CD8'CD62L). Ratinhos C57BL/6 injetados s.c. com
5x10° células tumorais MB49 foram deixados sem tratamento
ou tratados com cisplatina (0,5 mg/kg i.p. semanalmente x4)
comecando a d7 apds inoculacdo do tumor, com ou sem
administracgdo de anticorpo anti-CD4 (Clone GK1.5) a db5 e d9

apdés inoculacdo do tumor. As respostas imunitdrias reativas
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ao tumor foram determinadas através de andlises de
citometria de fluxo da expressdo de IFN-y em células T CD8"
do tumor e drenagem de ndédulos linfaticos (DLN) em resposta
a estimulacdo in vitro com lisados de células MB49 (b). A
percentagem de células de memdéria efetoras Tgw foi
determinada através de andlises de citometria de fluxo de
células CD8'CD62L" (c). (d,e,f) O esgotamento de células T
CD4" reguladoras aumenta a eficdcia antitumoral in vivo da
quimioterapia através de ativacdo de células T CD8"
reativas ao tumor. Ratinhos C57BL/6 injetados s.c. com
5x10° células tumorais MB49 foram deixados sem tratamento
ou tratados com cisplatina (0,5 mg/kg) ou a combinacdo de
cisplatina e gemcitabina (i.p. semanalmente x4) comecando a
d7 apds inoculacdo do tumor, com ou sem administracdo de
anticorpo anti-CD4 (Clone GK1.5) ou anticorpo anti-CDS8
(Clone GK2.43) a db e d9 apds inoculacdo do tumor. O volume
tumoral foi monitorizado para determinar o efeito do
esgotamento de células T CD4" ou células T CD8" na eficéacia
antitumoral in vivo da quimioterapia e a percentagem de
ratinhos exibindo regressdo tumoral completa a d50 apds
inoculagdo do tumor. O estabelecimento de imunidade
antitumoral adaptativa apds regressdao de tumores priméarios
foi determinado confrontando de novo o0s ratinhos com

células tumorais MB49 vivas no flanco oposto.

A Figura 57 mostra qgue a expressao induzida por
Quimioterapia de 1ligandos de NKG2D em células tumorais
coopera com o esgotamento de células T CD4" reguladoras

para estimular regressao tumoral mediada por células T

CD8". (a) Agentes quimioterapéuticos genotéxicos induzem a
expressao de ligandos de NKG2D de ratinho (Rae-1) em
células de cancro. A cinética da sobrerregulacgdo de

transcritos de Rael em células de cancro do cdlon CT26 de
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ratinho foi determinada através de PCR quantitativa em
tempo real apds tratamento com irinotecano (25 pg/mL) ou
oxaliplatina (10 ng/mL) . A RT-PCR quantitativa foi
realizada utilizando iniciadores especificos de Rae-1 [com
sentido, 5'"-CTAGTGCCACCTGGGAATTCA-3" (SEQ ID NO: 111);
antissentido, 5'"-CATCATTAGCTGATCTCCAGCTCA-3"' (SEQ ID NO:
112) ] e sonda [5'-6-FAM-
CATCAGTGACAGTTACTTCTTCACCTTCTACACAGAGA-Tamra-3"' (SEQ ID NO:
113)]. (b) Agentes guimioterapéuticos genotdxicos induzem
expressdo a superficie das células independente de p53 de
ligandos de NKG2D humanos (moléculas A e B relacionadas com
MHC-I - MICA/MICB) em células de cancro. Células HCT11l6
isogénicas proficientes para pb3 (p53”+) ou deficientes em
P53 (p537F) foram tratadas com irinotecano (25 pg/mL)
durante 16 h ou deixadas sem tratamento. A sobrerregulacéao
induzida por irinotecano da expressdo na superficie celular
de MICA/B foi determinada através de andlise citométrica de
fluxo de células tumorais marcadas com um mAb anti-MICA/B
humano (R & D Systems). (c) & (d) A inducdo de ligandos de
NKG2D contribui para o efeito antitumoral da quimioterapia
in vivo. Ratinhos Balb/C imunocompetentes injetados s.c.
com 2x10° células tumorais CT26 singeneicas foram tratados
com irinotecano (50 mg/kg i.p semanalmente x3) comecgando a
d5 apds inoculacéo do tumor, com ou sem pré-tratamento com
um anticorpo de bloqueio de NKG2D (CX5, eBIOscience) (200
ng i.p.) a 16 h antes de cada dose de guimioterapia. O
volume tumoral foi monitorizado para determinar o efeito do
bloqueio de NKG2D na eficédcia antitumoral de irinotecano in
vivo. (e) Esgotamento in vivo de células T CD4'CD25'FoxP3’
através de tratamento de ratinhos possuindo tumores com
anticorpo anti-CD4. Ratinhos Balb/C injetados com 2x10°
células tumorais CT26 s.c. foram deixados sem tratamento ou

tratados com irinotecano (50 mg/kg i.p semanalmente x3)
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comecando a d7 apds inoculacdo do tumor, com ou sem
administragdo de anticorpo anti-CD4 (Clone GK1.5) a db5 e d9
apdés inoculacdo do tumor. Células T CD4'CD25'FoxP3" no baco
e drenagem de ndédulos linfaticos isolados de ratinhos a dlé6
apds confronto com tumor foram detetados através de
citometria de fluxo. (f) O esgotamento de células T CD4"
reguladoras facilita a ativacdo de células T IFN-y CD8"
reativas ao tumor induzida por irinotecano. Ratinhos Balb/C
injetados com 2x10° células tumorais CT26 s.c. foram
deixados sem tratamento ou tratados com irinotecano (50
mg/kg i.p semanalmente x3) comecando a d7 apds inoculacgéo
do tumor, com ou sem administracdo de anticorpo anti-CD4
(Clone GK1.5) a d5 e d9 apds inoculacdo do tumor. As
respostas imunitdrias reativas ao tumor foram determinadas
através de andlises de citometria de fluxo da expressdo de
IFN-y em células T CD8' do tumor e drenagem de nddulos
linfadticos (DLN) em resposta a estimulacdo in vitro com
lisados de células CT26, um péptido irrelevante
(Hemaglutinina-HA), ou apenas meio. (g) & (h) A expressao
induzida por gquimioterapia de ligandos de NKG2D em células
tumorais coopera com o esgotamento de células T CD4"
reguladoras para estimular a regressao tumoral mediada por
células T CD8'. Ratinhos Balb/C injetados com 2x10° células
tumorais CT26 s.c. foram deixados sem tratamento ou
tratados com irinotecano (50 mg/kg i.p semanalmente x3)
comecando a d7 apds a inoculacgdo do tumor, com ou sem
administracdo de anticorpo anti-CD4 (Clone GK1.5) e/ou
anticorpo anti-CD8 (Clone GK2.43) a d5 e d9 apds inoculacgéo
do tumor. O volume tumoral fol monitorizado para determinar
o efeito do esgotamento de células T CD4' e/ou células T

CD8" na eficédcia antitumoral de irinotecano in vivo.
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DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

Anticorpos iunocestimuladores direcionados e/ou proteinas de
fuséo para prevencao ou tratamento de cancro: A
gquimioterapia € a pedra angular do tratamento sistémico de
pacientes com os tipos mais comuns de cancros avangados. A
grande maioria dos cancros humanos possui alteracdes
genéticas e mecanismos de sinalizacgdo que prejudicam as
vias de sinalizacdao diretas de morte recrutadas por agentes
gquimioterapéuticos. Embora os agentes quimioterapéuticos
empreguem diversos mecanismos para matar diretamente
células tumorais, a presente 1nvengao prevé dgue esses
agentes tenham efeitos imuncadjuvantes que ativam respostas
imunitdrias antitumorais inatas e adaptativas que séao
cruciais para sua eficacia antitumoral in vivo. A presente
invencdo proporciona também que as células T CD8"
antitumorais tém um papel instrumental na resposta in vivo
de tumores a diversos agentes quimioterapéuticos
citotdxicos. Embora os agentes quimioterapéuticos possam
induzir morte de células tumorais "imunogénicas™" e
facilitem a apresentacdo cruzada de antigénios por células
dendriticas, os tumores criam um ambiente tolerogénico que
lhes permite suprimir a ativagdo de respostas imunitdrias
inatas e adaptativas e evadir-se ao ataque imunoldégico por
células imunitérias efetoras. A presente invencéo
proporciona que estratégias para contrariar a tolerancia
imunitdria induzida por tumor no microambiente tumoral
podem aumentar a eficdcia antitumoral da quimioterapia
ativando e alavancando imunidade antitumoral adaptativa
mediada por células T contra células de cancro

disseminadas.
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A presente invencdo baseia-se na descoberta seminal de que
anticorpos imunomoduladores direcionados e proteinas de
fusdo podem contrariar ou reverter a tolerdncia imunitéria
de células de cancro. As células de cancro sdo capazes de
escapar a eliminacdo por agentes gquimioterapéuticos ou
anticorpos direcionados a tumores através de mecanismos
imunossupressores especificos no microambiente tumoral e
tal capacidade das células de cancro €& reconhecida como
toleréncia imunitéria. Do contrariar a tolerancia
imunitéria induzida por tumor, a presente invencgéao
proporciona composicdes eficazes e sua wutilizacdao em
métodos para tratamento de cancro, opcionalmente em

combinagcdo com outro tratamento de cancro existente.

A presente invencéao proporciona composicdes e sua
utilizacdo em métodos para anticorpos imunocestimuladores
direcionados e proteinas de fusdo que contrariam a
tolerdncia imunitédria no microambiente tumoral e promovem a
imunidade antitumoral adaptativa mediada por células T para
manutencdo de uma protecdo duradoura a longo prazo contra
cancros recorrentes ou disseminados. Essas moléculas
imunoestimuladoras direcionadas para tumores sao concebidas
para facilitar respostas imunitédrias eficazes a longo prazo
mediadas por células T contra células tumorais em pelo
menos uma das seguintes:

(i) promogdo de morte de células tumorais através do
aumento da citotoxicidade celular dependente de anticorpos
(ADCC) ;

(i1i) facilitacé&o de apresentacao cruzada eficaz do(s)
antigénio(s) tumoral(ais) de células tumorais a morrer
aumentando a maturacdo das células dendriticas (DC); e

(iii) aumento da ativagdo e proliferacdo de células T

CD8+ antitumorais negando supressdo imunitdria mediada por
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células T reguladoras e células supressoras mieloides.
Estas respostas imunitdrias antitumorais podem ser ativadas
em cadeia com a sensibilizacdo de células tumorais para
citotoxicidade mediada por efetores imunitédrios,
estabelecendo assim um ciclo de feedback positivo que
aumenta a citorredugdo tumoral e reforca a imunidade
antitumoral adaptativa. Os anticorpos monoclonais (mAbs)
imunoestimuladores direcionados para tumores da presente
invencao proporcionam a capacidade para gerar e reforcgar
imunidade antitumoral para multiplos antigénios tumorais
apresentados de forma cruzada multipla obtidos a partir de
células tumorais enddgenas durante o curso de terapia (como
uma vacina tumoral in situ), alavancando ao mesmo tempo a
resposta imunitdria antitumoral para eliminar células de
cancro disseminadas. Consequentemente, 0s anticorpos
imuncestimuladores direcionados e as proteinas de fusédo da
invencdo podem integrar os campos até agora distintos da
imunoterapia passiva e ativa e ©proporcionar uma nova
plataforma para alavancar simultaneamente os Dbeneficios
sinergéticos destas estratégias para recrutar respostas
imunitdrias inatas e adaptativas eficazes contra cancros

alvo.

Enquanto a imunoterapia passiva do cancro com anticorpos
monoclonais direcionados ao tumor demonstrou eficéacia
clinica, o objetivo da vacinacdo terapéutica ativa para
induzir imunidade mediada por <células T e estabelecer
memdria imunoldgica contra células tumorais tem permanecido
desafiante. Foram identificados varios antigénios
especificos de tumores e associados a tumores, mas o0s
tumores empregam diversos mecanismos para criar um ambiente
tolerogénico que lhes permite suprimir a ativagdo de uma

resposta imunitdria antitumoral mediada por células T. Os
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anticorpos imunoestimuladores direcionados a tumores e/ou
as proteinas de fusdo da invengdo sdo concebidos para
superar tal tolerdncia imunitdria no microambiente tumoral
e ativar niveis robustos de respostas de células T para
imunoterapia ou quimio-imunoterapia de cancro eficaz.
Consequentemente, 0s anticorpos imunoestimuladores
direcionados a tumores e/ou as proteinas de fusdo da
divulgagédo tém ampla relevancia clinica para o avango do

tratamento de muitos tipos de cancros humanos.

Os mAbs imunoestimuladores direcionados a tumores e/ou as
proteinas de fusdo utilizados na invengdo proporcionam a
capacidade de gerar e reforcar 1imunidade antitumoral a
maltiplos antigénios tumorais apresentados de forma cruzada
obtidos a partir de células tumorais enddgenas durante o
curso de terapia (como uma vacina de tumor in situ), ao
mesmo tempo gque alavancam simultaneamente a resposta
imunitdria antitumoral para eliminar células de cancro
disseminadas. Consequentemente, 0s anticorpos
imunoestimuladores direcionados a tumores e/ou as proteinas
de fusdo da invencdo podem integrar os campos até agora
distintos da imunoterapia passiva e ativa e proporcionar
uma nova plataforma para alavancar simultaneamente os
beneficios sinérgicos dessas estratégias para recrutar
respostas imunitdrias inatas e adaptativas eficazes contra
cancros alvo. Esta abordagem da presente invencdo é
distinta e superior as vacinas convencionais baseadas em
antigénios tumorais, células tumorais alogeneicas ou DC em
pelo menos um dos seguintes aspetos: (i) Nao existe
requisito a priori para definir, clonar e ©purificar
antigénios tumorais individuais, uma vez que o préprio
tumor do paciente é a fonte in vivo de antigénios; (ii) As

respostas imunitdrias antitumorais multivalentes que sao



45

naturalmente adaptadas contra antigénios do préprio tumor
do paciente sao menos propensas a permitir a evasao
imunitdria que um antigénio tumoral pré-selecionado; (iii)
A ativacdo das respostas imunitédrias antitumorais pelos
efeitos imunocadjuvantes de anticorpos i1imunoestimuladores
direcionados a tumores ou proteinas de fusdo ocorre em
cadeia com a sensibilizacdo de células tumorais a
citotoxicidade mediada por efetores imunitédrios,
estabelecendo assim um ciclo de feedback positivo que
aumenta a citorreducdo e reforca a imunidade antitumoral
adaptativa; e (iv) As moléculas da divulgacdo tém ampla
relevéancia clinica para o avan¢o do tratamento de muitos

tipos de cancros humanos.

Além disso, os anticorpos imunocestimuladores direcionados
e/ou as proteinas de fusdo usados na invengdo sdo distintos
e superiores as moléculas terapéuticas existentes em pelo
menos um dos seguintes aspetos: (i) A contrariar a
tolerdncia imunitdria no microambiente tumoral e promover
imunidade antitumoral adaptativa mediada por células T para
manutencdo de protecdo a longo prazo contra cancros
recorrentes ou disseminados (para prevencao ou tratamento
de diversos cancros); (ii) A produzir composigdes de
células imunitdrias para terapia celular adotiva de
diversos cancros; e (1ii) A servir como adjuvantes
imunitdrios ou vacinas para profilaxia de diversos cancros

ou doencgas infeciosas.

Os anticorpos imunoestimuladores direcionados e/ou as
proteinas de fusdo usados na invencgdo proporcionam a
capacidade de romper redes imunossupressoras no
microambiente tumoral. Os tumores empregam uma ampla gama

de mecanismos reguladores para evitar ou suprimir a



46

resposta imunitéaria. As células de cancro promovem
ativamente a toleréncia imunitdria no microambiente tumoral
através da expressdo de citocinas e moléculas que inibem a
diferenciagdo e maturagdo de <células dendriticas de
apresentacdo do antigénio. As citocinas e ligandos
imunossupressores produzidos por células tumorais incluem
0s seguintes: (i) Fator de crescimento transformante-beta
(TGF-(3); (ii) Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1; B7-
H1); (iii) Fator de crescimento endotelial wvascular (VEGFE);
e (iv) Interleucina-10 (IL-10). Além de Dbloguear a
maturagdo de células dendriticas (DC), estas moléculas
promovem o desenvolvimento de subconjuntos especializados
de células T CD4" imunossupressores (células T reguladoras,
células Treg) e células supressoras derivadas de mieloides
(MDSC) . As Tregs sdo uma subpopulacdo minoritdria de

células T CD4" que expressam constitutivamente CD25 [a

cadeia o do recetor da interleucina-2 (IL-2)] e o fator de
transcricdo forkhead box P3 (FOXP3). As Tregs (células
CD4+CD25+FoxP3+) mantém a toleréncia imunitéria

restringindo as funcbdes de ativacgao, proliferacdo e
efetoras de uma ampla gama de células imunitérias,
incluindo «células T CD4" e CD8', células assassinas
naturais (NK) e NKT, células B e células de apresentacao do
antigénio (APC) in vitro e in vivo. A acumulacdo de células
Treg no microambiente tumoral reinstitui a toleréncia
imunitdria tumoral e facilita a progressdao tumoral e
metédstases. A expressao aumentada de citocinas
imunossupressoras (TGF-3, PD-L1) e Tregs infiltrantes do
tumor estd correlacionada com uma reducdo da sobrevivéncia
de pacientes com diversos tipos de cancros. A presente
invengdo proporciona que a tolerédncia imunitdria induzida
por tumores mediada por Tregs seja um determinante crucial

da resisténcia de cancros a agentes quimioterapéuticos
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citotdéxicos e anticorpos direcionados a tumores. Os
anticorpos imuncestimuladores direcionados e/ou as
proteinas de fusdo usados na invengdo inibem moléculas
imunossupressoras chave expressas pelas células tumorais
alvo ou células Treg infiltrantes de tumores e células
supressoras mieloides (DC ou MDSC). Como tal, proporcionam
a capacidade direcionada de inibir o desenvolvimento ou a
funcdo de Tregs dentro do microambiente tumoral. Noutro
aspeto, proporcionam a capacidade de contrariar a supressao

imunitdria induzida por Treg no microambiente tumoral.

Os anticorpos imunoestimuladores direcionados e/ou as
proteinas de fusdo utilizados na invengdo proporcionam a
capacidade de inibir o desenvolvimento ou a funcado de Tregs
e células supressoras mieloides (DC ou MDSC) dentro do
microambiente tumoral. As Tregs (células CD4+CD25+FoxP3+)
expressam uma série de citocinas e moléculas
imunossupressoras que atuam concertadas para induzir
tolerédncia imunitdria e promover progressdo tumoral e
metastases. Estas incluem: (i) Proteina 4 associada a
linfdécitos T citotdxicos (CTLA-4; CD152), um recetor co-
inibidor que se liga aos ligandos CD80 (B7-1) ou CD86 (B7-
2) na célula de apresentacdo do antigénio (APC) e inibe a
co—-estimulacdao de células T; (ii) Ligando 1 de morte
programada-1 (PD-L1; B7-Hl1), um ligando gue envolve 0
recetor co-inibidor Morte programada-1 (PD-1) e 1inibe a
ativacdo e proliferacdo de células T. (iii) Fator de
crescimento transformante-beta (TGF-f), uma citocina que
regula respostas imunitdrias restringindo a maturacédo e a
funcéo de apresentacéo do antigénio das células
dendriticas, inibindo a proliferacdo e ativacdo de células
T naive, suprimindo a expressdo de moléculas citotdxicas

(Granzyme A/B, FasL, Apo2L/TRAIL, IFN-v) em células
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imunitdrias efetoras, e promovendo o desenvolvimento e a
funcédo de Tregs; (iv) Ligando do recetor ativador de fator
nuclear—-xB (RANKL), um ligando que envolve o Recetor
ativador de fator nuclear—-xB (RANK) e promove a
diferenciacdo dos osteoclastos, o desenvolvimento de Treg e
metédstases tumorais. Além disso, as Tregs expressam outras
moléculas a superficie; (v) LAG-3, uma molécula relacionada
com CD4 que se liga a MHC de classe 1II; (vi) gene
relacionado com a familia de recetores do fator de necrose
tumoral induzido por glucocorticoides (GITR; TNFRSF18); e
(vii) IL-10. Os anticorpos imunoestimuladores direcionados
e/ou as proteinas de fusdo usados na invengdo proporcionam
a capacidade de se ligarem a uma molécula alvo expressa por
Tregs ou células supressoras mieloides, ao mesmo tempo que
sequestram e inibem uma ou mais moléculas imunossupressoras
que promovam o0 seu desenvolvimento, a sua sobrevivéncia ou
funcéo. Num aspeto, 0s anticorpos imunoestimuladores
direcionados e/ou as proteinas de fusdo esgotam diretamente

o numero de Tregs.

Numa forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve
uma molécula incluindo uma porc¢do direcionadora fundida com
uma porcao imunomoduladora. A porc¢do direcionadora liga-se
especificamente a uma molécula alvo na célula tumoral ou no
microambiente tumoral (estroma tumoral, vasculatura
tumoral, ou célula imunitdria infiltrante do tumor), e a
porgdo 1munomoduladora liga-se especificamente a uma
molécula imunossupressora expressa pela célula tumoral alvo
ou células Treg infiltrantes do tumor e células supressoras

mieloides (DC ou MDSC).

Numa forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve

uma molécula incluindo uma porcédo direcionadora fundida com
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uma porcao imunomoduladora. A porc¢do direcionadora liga-se
especificamente a uma molécula alvo expressa por células
Treg, células supressoras mieloides (MDSC) ou células
dendriticas (DC), e a porcao imunomoduladora liga-se
especificamente a uma molécula imunossupressora gue promove

0 seu desenvolvimento, a sua sobrevivéncia ou funcéo.

Numa forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve
uma molécula incluindo uma porcédo direcionadora fundida com
uma porcdo imunomoduladora. A porgdo direcionadora liga-se
especificamente a uma molécula alvo, e a porgao
imunomoduladora liga-se especificamente a uma das seguintes
moléculas: (1) Fator de crescimento transformante-beta
(TGF-(3); (ii) Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1) ou
Ligando 2 de morte programada-1 (PD-L2); (iii) Ligando de
Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK) (RANKL); (iv)
Fator de <crescimento endotelial wvascular (VEGFE) ; (v)
Recetor do fator de crescimento transformante-beta (TGF-
BR) ; (vi) Morte programada-1 (PD-1); e (vii) Recetor

ativador de fator nuclear—-xB (RANK) .

Num aspeto, a porgdo direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv, ou polipéptido contendo Fc
que se liga especificamente a um componente de uma célula
tumoral, antigénio tumoral, vasculatura tumoral,
microambiente tumoral, ou célula imunitdria infiltrante de
tumor. Num aspeto, a porcao direcionadora liga-se
especificamente a recetor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR1, Erb-Bl), HER2/neu (Erb-B2), CD20, Fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), recetor do fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1R), recetor

TRAIL, molécula de adesdo das células epiteliais, antigénio
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carcinoembrionéario, antigénio membranar especifico da

proéstata, Mucina-1, CD30, CD33, ou CD40.

Num aspeto, a porcgado direcionadora liga-se especificamente
a um componente de uma célula T reguladora, células
supressora mieloide, ou célula dendritica. Noutro aspeto, a
porgdo direcionadora liga-se especificamente a uma das
seguintes moléculas: (i) CD4; (ii) CD25 (recetor de IL-2«;
IL-20R) ; (iii) antigénio de 1linfdécitos T citotdxicos-4

(CTLA-4; CD152); (iv) Interleucina-10 (IL-10); (v) Recetor

do fator de crescimento transformante-beta (TIGF-pR); (vi)
Fator de crescimento transformante-beta (TGEF-f); (vii)
Morte Programada-1 (PD-1) ; (viii) Ligando de morte

programada-1 (PD-L1 ou PD-L2); (ix) Recetor ativador de
fator nuclear-xB (RANK); (x) Ligando de Recetor ativador de
fator nuclear-kxB (RANK) (RANKL); (xi) LAG-3; ou (xii) gene
relacionado com a familia de recetores do fator de necrose

tumoral induzido por glucocorticoides (GITR; TNFRSF18).

Num aspeto, a porcgéao imunomoduladora liga-se
especificamente a uma das seguintes moléculas: (i) Fator de
crescimento transformante-beta (TGF-p); (ii) Ligando de

morte programada-1 (PD-L1 ou PD-L2); (iii) Ligando de
Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK) (RANKL); ou

(iv) fator de crescimento endotelial wvascular (VEGF).

Num aspeto, a porc¢cdo imunomoduladora inclui uma molécula
que se liga a TGF-PB. Noutro aspeto, a porcgéao
imunomoduladora inclui um dominio extracelular de ligacéo
ao ligando do Recetor do fator de crescimento
transformante-beta TGF-PRII, TGF-PBRITIDb, ou TGF-BRIII.
Noutro aspeto, a porcdo imunomoduladora inclui um dominio

extracelular de 1ligacdao ao 1ligando de TGF-PRII. Noutro
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aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de aminodcidos de
ligagcdo a TGF-p correspondente a SEQ ID NOs: 79-91. Num
aspeto adicional, a porgao imunomoduladora inibe a

atividade ou funcédo de TGF-{.

Num aspeto, a porg¢cdo direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido que se 1liga
especificamente a HER2/neu, EGFR1, CD20, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) , antigénio de
linfdécitos T citotdxicos—-4 (CTLA-4), CD25 (recetor de IL-
20; IL-20R), ou CD4. Num aspeto adicional, a porcgéao
imunomoduladora inclui um dominio extracelular de ligacéo
ao ligando de TGF-BRII. Noutro aspeto, a molécula inclui
uma sequéncia de aminocdcidos correspondendo a SEQ ID NO: 1,

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10.

Num aspeto, a porg¢do direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido gue se liga
especificamente a Morte Programada-1 (PD-1), Ligando 1 de
morte programada-1 (PD-L1), ou Ligando 2 de morte
programada-1 (PD-L2). Noutro aspeto, a porcdo direcionadora
inclui um dominio extracelular de ligagdo ao ligando ou
ectodominio de Morte Programada-1 (PD-1) . Num aspeto
adicional, a porg¢do imunomoduladora inclui um dominio
extracelular de 1ligacdao ao 1ligando de TGF-PRII. Noutro
aspeto, a molécula inclui o ectodominio de PD-1, a regiéo
Fc de imunoglobulina, e o ectodominio de TGFBRII. Noutro
aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de aminodcidos

correspondendo a SEQ ID NO: 11 ou 12.

Num aspeto, a porg¢do direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido gue se liga

especificamente ao Recetor ativador de fator nuclear-xB
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(RANK) ou Ligando do recetor ativador de fator nuclear-xB
(RANKL) . Noutro aspeto, a porgao direcionadora inclui um
dominio extracelular de ligacdo ao ligando ou ectodominio
do Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK). Num aspeto
adicional, a porcdo imunomoduladora inclui um dominio
extracelular de 1ligacdo ao ligando de TGF-PRII. Noutro
aspeto, a molécula inclui o ectodominio de RANK, a regido
Fc de imunoglobulina, e o ectodominio de TGFBRII. Noutro
aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de aminoédcidos

correspondendo a SEQ ID NO: 13 ou 14.

Num aspeto, a porgdo imunomoduladora inclui uma molécula
que se liga especificamente ao Ligando 1 de morte
programada-1 (PD-L1) ou Ligando 2 de morte programada-1
(PD-L2) . Noutro aspeto, a porc¢do imunomoduladora inclui um
dominio extracelular de ligacdo ao ligando ou ectodominio
de Morte Programada-1 (PD-1). Noutro aspeto, a molécula
inclui uma sequéncia de aminodcidos correspondendo a SEQ ID
NO: 92, 93, ou 94. Num aspeto adicional, a porcgao
imunomoduladora inibe a atividade ou funcédo do Ligando 1 de

morte programada-1 (PD-L1).

Num aspeto, a porg¢do direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido gue se liga
especificamente a HER2/neu, EGFR1, CD20, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFE) , antigénio de
linfdécitos T citotdxicos—-4 (CTLA-4), CD25 (recetor de IL-
20; IL-20R), ou CD4. Num aspeto adicional, a porgéo
imunomoduladora inclui um dominio extracelular de ligacéo
ao ligando ou ectodominio de Morte Programada-1 (PD-1).
Noutro aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de
aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, ou 24.
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Num aspeto, a porg¢do direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido gue se liga
especificamente ao Recetor ativador de fator nuclear-xB
(RANK) ou Ligando do recetor ativador de fator nuclear-xB
(RANKL) . Noutro aspeto, a porgao direcionadora inclui um
dominio extracelular de ligacdo ao ligando ou ectodominio
do Recetor ativador de fator nuclear—-xB (RANK). Num aspeto
adicional, a porcg¢do imunomoduladora inclui um dominio
extracelular de ligacdo ao ligando de Morte Programada-1
(PD-1) . Noutro aspeto, a molécula inclui o ectodominio de
RANK, a regido Fc de imunoglobulina, e o ectodominio de PD-
1. Noutro aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de

aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 25 ou 26.

Num aspeto, a porcdo imunomoduladora inclui uma molécula
que se liga especificamente ao Ligando do recetor ativador
de fator nuclear—-xB (RANKL). Noutro aspeto, a porcgéao
imunomoduladora inclui um dominio extracelular de ligacédo
ao ligando ou ectodominio do Recetor ativador de fator
nuclear-kxB (RANK). Noutro aspeto, a molécula inclui uma
sequéncia de aminodcidos de ligacd&o a RANKL correspondendo
a SEQ ID NO: 95, 96, 97, ou 98. Num aspeto adicional, a
porgdo imunomoduladora inibe a atividade ou funcao do

Ligando do recetor ativador de fator nuclear—-xB (RANKL) .

Num aspeto, a porg¢cado direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido que se 1liga
especificamente a HER2/neu, EGFR1, CD20, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) , antigénio de
linfécitos T citotdxicos—-4 (CTLA-4), CD25 (recetor de IL-
200; IL-2aR), ou CD4. Num aspeto adicional, a porcéao
imunomoduladora inclui um dominio extracelular de ligacgédo

ao ligando ou ectodominio do Recetor ativador de fator
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nuclear-xB (RANK). Noutro aspeto, a molécula inclui uma
sequéncia de aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 27,

28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, ou 36.

A presente divulgacao descreve novos anticorpos
imunossupressores direcionados e proteinas de fusdo gue
induzem ou promovem tolerdncia imunitdria através de pelo
menos um dos seguintes:

(1) dinibicdo da ativacdo de células dendriticas,
células T, e/ou células B; e

(i1) promogdo do desenvolvimento e/ou da funcgéo
supressora das células T reguladoras e DC mieloides
imunossupressoras. Estas moléculas imunossupressoras
direcionadas da divulgacgdo s&o concebidas para suprimir
respostas imunitdrias ou inflamatdérias indesejadas ou
excessivas para tratar doencas autoimunes ou inflamatdrias
ou 1impedir a rejeicdo de uma célula, tecido ou O&érgéo

transplantado.

Anticorpos imunossupressores direcionados e/ou proteinas de
fusdo: A ativacdo aberrante de células T autorreativas e/ou
a quebra dos mecanismos de tolerdncia imunitdria promove o
desenvolvimento de autoimunidade que resulta em varias
doencas incluindo diabetes mellitus tipo I, esclerose
maltipla, lupus eritematoso sistémico, doenca inflamatédria
dos intestinos e artrite reumatoide. Os anticorpos
imunossupressores direcionados e/ou as proteinas de fuséo
da invencéao sao concebidos para suprimir respostas
imunitdrias ou inflamatérias indesejadas ou excessivas e
restaurar ou promover a tolerédncia imunitéria.
Consequentemente, as composicdes e sua utilizacdo em
métodos da invencgdo tém ampla relevancia clinica para o

tratamento de diversas doencas autoimunes ou inflamatérias
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e previnem a rejeicdo de enxertos de células, tecidos ou

6rgédos transplantados.

Os anticorpos imunossupressores direcionados e/ou as
proteinas de fusdo da divulgacdo proporcionam a capacidade
para inibir a atividade de <citocinas pro-inflamatdrias
direcionadas ou células imunitédrias, ao mesmo tempo que
promovem a tolerdncia imunitédria através da distribuicgéo
direcionada de moléculas imunossupressoras que facilitam o
desenvolvimento e/ou a funcdo de células T reguladoras.
Estas moléculas da presente divulgacdo sao distintas e
superiores as moléculas terapéuticas existentes em pelo
menos um dos seguintes aspetos: (i) As moléculas da
divulgagdo permitem uma distribuig¢do direcionada das
moléculas imunossupressoras a células imunitdrias ou
moléculas pré-inflamatdérias no meio da célula, tecido ou
6rgdo afetado; (ii) As moléculas da divulgagdo podem
acoplar a inibig&o da molécula pro-inflamatdéria ou célula
imunitdria alvo com a administracdo simultdnea de uma
molécula imunossupressora que promova tolerancia
imunitéria, melhorando assim a supressdo de células
imunitdrias efetoras; e (iii) As moléculas da divulgacgdo
podem proporcionar um mecanismo de acoplamento simulténeo
de dois mecanismos independentes ou sinérgicos de

tolerédncia imunitdria ou supressdo imunitéria.

Além disso, os anticorpos imunossupressores direcionados
e/ou as proteinas de fusdo da divulgacdo sdo distintos e
superiores as moléculas terapéuticas existentes em pelo
menos um dos seguintes aspetos: (i) A suprimir respostas
imunitdrias ou inflamatdrias indesejadas ou excessivas para

tratar doencas autoimunes ou doencas inflamatdrias; e (ii)
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A prevenir a rejeicdo de enxertos de células, tecidos ou

6rgédos transplantados.

Num aspeto, a porg¢do imunomoduladora inclui uma sequéncia
de Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1) ou Ligando 2 de
morte programada-1 (PD-L2). ©Noutro aspeto, a molécula
inclui uma sequéncia de aminodcidos de 1ligacdo a PD-1
correspondendo a SEQ ID NO: 99, 100, ou 101. Num aspeto
adicional, a porgao imunomoduladora aumenta a funcdo de PD-

1.

Num aspeto, a porcgao direcionadora liga-se especificamente
ao Fator de Necrose Tumoral-« (TNF-o) , e a porcgao
imunomoduladora inclui uma sequéncia de Ligando 1 de morte
programada-1 (PD-L1) ou Ligando 2 de morte programada-1
(PD-L2) . Num aspeto adicional, a porgcao direcionadora
inclui um anticorpo que se 1liga a TINF-a, e a porgao
imunomoduladora inclui uma sequéncia de ligando 1 de PD-1
(PD-L1 ou B7-H1). Noutro aspeto, a molécula inclui uma
sequéncia de aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 37.
Noutro aspeto, a porgdo direcionadora inclui um dominio
extracelular de ligacgdo ao ligando do recetor do fator de
necrose tumoral 2 (INFR2), e a porgado imunomoduladora
inclui uma sequéncia do ligando 1 de PD-1 (PD-L1 ou B7-H1).
Noutro aspeto, a molécula inclui o dominio extracelular de
ligagdo ao ligando de TNFR2, a regido Fc de imunoglobulina,
e a sequéncia de PD-L1. Noutro aspeto, a molécula inclui
uma sequéncia de aminoadcidos correspondendo a SEQ ID NO: 38

ou 39.

Num aspeto, a porgao direcionadora inclui um anticorpo ou
fragmento de anticorpo que se liga especificamente a CD20,

CD25, ou CD4, e a porcao imunomoduladora inclui uma
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sequéncia do Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1) ou
Ligando 2 de morte programada-1 (PD-L2). Noutro aspeto, a
molécula inclui uma sequéncia de aminodcidos correspondendo

a SEQ ID NO: 40, 41, 42, 43, 44, ou 45.

Num aspeto, a porcdo direcionadora inclui o dominio
extracelular de CTLA-4 e a regido Fc¢ de imunoglobulina (IgG
Cyl), e a porgdo imunomoduladora inclui uma sequéncia do
Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1) ou Ligando 2 de
morte programada-1 (PD-L2). ©Noutro aspeto, a molécula
inclui uma sequéncia de aminodcidos correspondendo a SEQ ID

NO: 46 ou 47.

Num aspeto, a porcgdo direcionadora inclui o fator de
crescimento transformante-p (TGF-B) e a regidao Fc de
imunoglobulina (IgG Cyl), e a porcédo imunomoduladora inclui
uma sequéncia do Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1) ou
Ligando 2 de morte programada-1 (PD-L2). Num aspeto
adicional, a molécula inclui uma sequéncia de aminoé&cidos

correspondendo a SEQ ID NO: 48 ou 49.

Num aspeto, a porg¢do imunomoduladora inclui uma sequéncia
do fator de crescimento transformante-f (TGF-B). Noutro
aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de aminoacidos
correspondendo a SEQ ID NO: 99, 100, ou 101. Num aspeto
adicional, a porgao 1munomoduladora ativa a funcdo de
sinalizacgdao do recetor do fator de crescimento

transformante-f (TGF-03).

Num aspeto, a porg¢cao direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido que se 1liga
especificamente ao Fator de Necrose Tumoral-a (TINF-o), e a

porcdo imunomoduladora inclui uma sequéncia do fator de
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crescimento transformante-f (TGF-B). Num aspeto adicional,
a porcao direcionadora inclui um anticorpo que se liga a
TNF-o, e a porgdo imunomoduladora inclui uma sequéncia de
TGF-p. Noutro aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de
aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 50. Num aspeto, a
porgdo direcionadora inclui um dominio extracelular de
ligacdo ao ligando do recetor do fator de necrose tumoral 2
(TNFR2) . Noutro aspeto, a molécula inclui o dominio
extracelular de ligacdo ao ligando de TNFR2, a regido Fc de
imunoglobulina, e uma sequéncia do fator de crescimento
transformante-f (TGF-B). Noutro aspeto, a molécula inclui
uma sequéncia de aminocdcidos correspondendo a SEQ ID NO: 51

ou 52.

Num aspeto, a porgao direcionadora inclui um anticorpo ou
fragmento de anticorpo que se liga especificamente a CD20,
CD25 (recetor de 1IL-2¢; IL-20R), ou CD4, e a porcgao
imunomoduladora inclui uma sequéncia do fator de
crescimento transformante-f (TGF-B). Num aspeto adicional,
a molécula inclui uma sequéncia de aminodcidos

correspondendo a SEQ ID NO: 53, 54, 55, 56, 57 ou 58.

Num aspeto, a porgdo direcionadora inclui um dominio
extracelular de CTLA-4 e a regido Fc de imunoglobulina (IgG
Cyl), e a porgdo imunomoduladora inclui uma sequéncia do
fator de crescimento transformante-f (TGF-R) . Noutro
aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de aminoédcidos

correspondendo a SEQ ID NO: 59 ou 60.

Num aspeto, a porc¢cao direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, ou polipéptido que se 1liga
especificamente ao Fator de Necrose Tumoral-a (INF-o), e a

porcdo imunomoduladora inclui um dominio extracelular de
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ligagdo a RANKL ou ectodominio do Recetor ativador de fator
nuclear-kB (RANK) ou Osteoprotegerina (OPG). Num aspeto
adicional, a porgao direcionadora inclui um anticorpo dgue
se liga a TNF-o, e a porc¢do 1imunomoduladora inclui uma
sequéncia de um dominio extracelular de ligagdo a RANKL ou
ectodominio de RANK. Noutro aspeto, a molécula inclui uma
sequéncia de aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 61.
Num aspeto, a porc¢cdo direcionadora inclui um dominio
extracelular de ligacdo ao ligando do recetor do fator de
necrose tumoral 2 (TNFR2). Noutro aspeto, a molécula inclui
o dominio extracelular de ligacdo ao ligando de TNFR2, a
regido Fc de imunoglobulina, e uma sequéncia de um dominio
extracelular de ligacdo de RANK ou ectodominio de RANK.
Noutro aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de

aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 62 ou 63.

Num aspeto, a porgdo direcionadora inclui um dominio
extracelular de CTLA-4 e a regido Fc de imunoglobulina (IgG
Cvyl), e a porcdo imunomoduladora inclui um dominio
extracelular de ligacdo a RANKL ou ectodominio do Recetor
ativador de fator nuclear-xB (RANK) ou Osteoprotegerina
(OPG) . Noutro aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de

aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 64 ou 65.

Num aspeto, a porgdo direcionadora inclui uma sequéncia do
fator de crescimento transformante-f (TGF-B) e a regido Fc
de imunoglobulina (IgG Cyl), e a porcac imunomoduladora
inclui um dominio extracelular de ligacdo a RANKL ou
ectodominio do Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK) .
Noutro aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de

aminodcidos correspondendo a SEQ ID NO: 66 ou 67.
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Num aspeto, a porcado direcionadora inclui uma sequéncia do
Ligando 1 de morte programada-1 (PD-L1) e a regido Fc de
imunoglobulina (IgG Cyl), e a porcao imunomoduladora inclui
um dominio extracelular de ligagdo a RANKL ou ectodominio
do Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK). Noutro
aspeto, a molécula inclui uma sequéncia de aminoacidos

correspondendo a SEQ ID NO: 68 ou 69.

Em varios aspetos, a molécula ¢ fundida ou 1ligada
diretamente a um ou mais antigénios, determinantes

antigénicos, ou epitopos.

Noutra forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve
uma composic¢do incluindo a molécula da divulgagdo e uma
célula, em que a célula ¢é uma célula tumoral, célula

imunitédria, ou célula dendritica.

Noutra forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve
um método de contrariar ou superar a tolerédncia imunitéria.
0O método inclui a administracdo a um sujeito a necessitar

desta de uma ou mais moléculas da divulgacéo.

Noutra forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve
um método de prevengdo ou tratamento de uma doenca
neopldsica. Num aspeto, a doenca neoplédsica é uma doencga
maligna de células ndo-T qgque nédo expressa CD4 na célula
tumoral. Numa concretizacao, o) método inclui a
administragcdo a um sujeito a necessitar desta de um
anticorpo que se dirija a células T CD4+ reguladoras
(Tregs) e as esgote em combinagdo com uma terapia
anticancro citotdéxica. Num aspeto, o anticorpo que se
dirige a Tregs e as esgota ¢ um anticorpo anti-CD4. Em

vdrios aspetos, a terapia anticancro citotdxica inclui uma
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molécula quimioterapéutica, anticorpo direcionado a tumor,
inibidor de cinase de molécula pequena, agente hormonal, ou
agente citotdéxico direcionado a tumor, agente anti-
angiogénico ou qualquer combinacdao destes. Noutro aspeto, a
terapia anticancro citotdxica inclui radiagdo ionizante,
radiacdo wultravioleta, criocablacdo, ablacgdo térmica, ou

ablacdo por radiofrequéncia.

Noutra forma de realizacdo, o método inclui a administracéo
a um sujeito a necessitar desta de um anticorpo ou uma
molécula que se dirija a células T reguladoras CD4+ (Tregs)
e as esgote em combinacéo com um anticorpo
imunoestimulador, uma proteina de fusdo, um péptido ou um
ligando que se dirija a CTLA-4, PD1, PD-1L, RANKL, TGF-(3,
GITR, 4-1BB, 0X-40, ou recetores semelhantes a Toll (TLR 1-
10) . Num aspeto, o agonista de TLR compreende um ativador
de TLR-8 ou TLR-9. Num aspeto, o agonista de TLR compreende
uma sequéncia de &cido nucleico imunoestimuladora contendo
nucledétidos CpG. Num aspeto, o anticorpo que se dirige a

Tregs e as esgota € um anticorpo anti-CD4.

Noutra forma de realizacdo, a presente invengdo proporciona
uma composicdo da invencdo para utilizacdo num método de
prevengdo ou tratamento de uma doenga neopléasica. O método
inclui a administracdo a um sujeito a necessitar desta de
uma composicgdo da  invencgao. Em varios aspetos, é
administrada ao sujeito a composicdo da invencao em
combinagcdo com outra terapia anticancro. Num aspeto, a
terapia anticancro inclui uma molécula quimioterapéutica,
um anticorpo, um inibidor de cinase de molécula pequena, um
agente hormonal, um agente citotdxico, um agente
terapéutico direcionado, ou um agente anti-angiogénico.

Noutro aspeto, a terapia anticancro inclui radiacéo
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ionizante, radiacdao ultravioleta, crioablacéao, ablacao
térmica, ou ablacdo por radiofrequéncia. Noutro aspeto, &
administrada ao sujeito a composigdo da invencdo em
combinagdo com um anticorpo ou uma molécula gque iniba a
producdo ou funcdo de células T reguladoras (Tregs) ou
esgote o numero de Tregs. Num aspeto, o anticorpo que se
dirige a Tregs e as esgota é um anticorpo anti-CD4. Noutro
aspeto, a molécula que contraria a funcdo das Tregs & um
anticorpo, uma proteina de fusdo, um péptido ou um ligando
que se dirija a CTLA-4, PD1, PD-1L, RANKL, TGF-p, GITR.
Noutro aspeto, a molécula que contraria a funcgdo das Tregs
¢ um anticorpo ou uma proteina de fusdo ou ligando que se
dirige a 4-1BB ou O0X-40. Noutro aspeto, a molécula que
contraria a funcdo das Tregs € um agonista de recetores
semelhantes a Toll (TLR 1-10). Num aspeto, o agonista de
TLR compreende um ativador de TLR-8 ou TLR-9. Num aspeto, o
agonista de TLR ¢é uma sequéncia de 4&cido nucleico

imuncestimuladora contendo nucledtidos CpG.

Num aspeto, o agente quimioterapéutico é um agente dque

interage com topoisomerase, antraciclina, doxorrubicina,
mitoxantrona, camptotecina, analogo de camptotecina,
irinotecano, epipodofilotoxina, etopdsido, agente
alquilante, ciclofosfamida, cisplatina, anadlogo de
cisplatina, oxaliplatina, antimetabolito, andlogo de
fluoropirimidina, 5-fluorouracilo, gemcitabina,

azacitidina, agente antimicrotubulos, taxano, paclitaxel ou

docetaxel.

Noutra forma de realizacdo da divulgacédo, € administrada ao
sujeito uma ou mais moléculas da divulgacdo em combinacéo
com qualguer vacina. Noutro aspeto da divulgagdo, a vacina

inclui um antigénio tumoral, antigénio associado a tumor,
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epitopo tumoral, ©proteina de fusdo contendo antigénio
tumoral, célula tumoral, ou célula dendritica. Noutro
aspeto da divulgacdo, a vacina inclui um antigénio de
patogénio, antigénio associado a patogénio, epitopo de
patogénio, ou proteina de fusdo contendo antigénio de
patogénio. Num aspeto da divulgacgdo, a vacina inclui um
epitopo de células T ajudantes CD4+ de substituicdo da
toxina do tétano. Num aspeto da divulgacdo, a sequéncia da
T ajudante CD4+ contém um dominio do fragmento C da toxina
do tétano (pDOM1). Num aspeto da divulgacdo, a sequéncia de
pPDOM é fundida com um polipéptido catidnico permeabilizante
celular (p. ex., Arginina-9). Noutro aspeto da divulgacéao,
a sequéncia Arg9-pDOM é fundida com um antigénio especifico

constituinte da vacina.

Noutra concretizacdo, a presente divulgacdo descreve um
método para tratamento de células imunitédrias em que as
células sao colocadas em contacto ex vivo ou in vitro com
uma molécula da divulgacdo. Noutra forma de realizacdo, a
presente divulgacédo descreve um método de tratamento de uma
doenca neoplédsica. O método inclui a administracdo a um
sujeito a necessitar desta de uma composicdo de células
imunitdrias colocadas em contacto com uma molécula da

divulgacéao.

Noutra forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve
um método de inducdo ou promoc¢do de tolerdncia imunitéria.
0O método inclui a administracdo a um sujeito a necessitar

desta de uma ou mais moléculas da divulgacgao.

Noutra forma de realizacdo, a presente divulgacdo descreve
um método de prevencdo ou tratamento de uma doencga

autoimune ou inflamatdria incluindo a administragdo a um
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sujeito a necessitar desta de uma ou mais moléculas da
divulgacgdo. Num aspeto, ¢ administrada ao sujeito uma ou
mais moléculas da divulgacdo em combinacdo com outra
terapia anti-inflamatdria ou imunossupressora. Noutra forma
de realizacdo, a presente divulgacgdo descreve um método de
tratamento de células imunitdrias em que as células séo
colocadas em contacto ex vivo ou in vitro com uma molécula
da divulgacao. Noutra forma de realizacdo, a presente
divulgacdo descreve um método de tratamento de uma doencga
autoimune ou inflamatdéria ou prevencdo de rejeicdo de
células ou tecidos enxertados. 0O método inclui a
administragdo a um sujeito a necessitar desta de uma
composicédo de células imunitédrias colocadas em contacto com

a molécula da divulgacéo.

Tal como utilizado nesta descricdo e nas reivindicacgdes
anexas, as formas singulares "um", "uma" e "o" e "a"
incluem referéncias plurais, a menos que o contexto dite
claramente o contrdrio. Assim, por exemplo, referéncias ao
"método" incluem um ou mais métodos e/ou passos do tipo
aqui descrito que se tornaréo evidentes para oS
especialistas na técnica apds leitura desta descricgdo e

assim por diante.

Salvo definigcdo em contrdrio, todos os termos técnicos e
cientificos aqui wutilizados tém o mesmo significado que
vulgarmente entendido por um perito na técnica a que
pertence esta invencéo. Embora quaisquer métodos e
materiais semelhantes ou equivalentes aos aqui descritos
possam ser utilizados na prédtica ou testes da invencdo, os

métodos e materiais preferidos sd@o agora descritos.



65

Tal como aqui utilizado, "células imunitdrias™ ou "células
efetoras imunitdrias" incluem linfécitos T, linfécitos B,
células assassinas naturails (NK), células NKT, mondcitos,
macréfagos, células dendriticas (DC), células de

apresentacdo do antigénio (APC).

Tal como aqui utilizado, "neoplasma" ou "tumor", incluindo
suas variacbes gramaticais, significa um crescimento novo e
anormal de tecido, que pode ser benigno ou canceroso. Num
aspeto relacionado, o neoplasma ¢ indicativo de uma doencga
ou disturbio neoplédsico, incluindo, mas ndo limitado a
vdrios cancros. Por exemplo, tais cancros podem incluir
cancros da préstata, pancredtico, biliar, do cdlon, retal,
do figado, do rim, do pulmido, do testiculo, da mama, do
ovadrio, do péancreas, do cérebro, e da cabeca e pescoco,
melanoma, sarcoma, mieloma multiplo, leucemia, linfoma, e

semelhantes.

Tal como aqui utilizado, "sujeito", incluindo suas
variagcdes gramaticais, significa um humano ou animal
vertebrado incluindo um cao, um gato, um cavalo, uma vaca,
um porco, uma ovelha, uma cabra, uma galinha, um macaco, um

rato e um ratinho.

Tal como aqui utilizado, "porcdo direcionadora"™ refere-se a
uma molécula gue tem a capacidade de localizar e ligar-se a
uma molécula ou componente celular especifico. A porcéo
direcionadora pode ser um anticorpo, fragmento de
anticorpo, scFv, polipéptido contendo Fc, anticorpo de
fusdo, polipéptido, péptido, aptamero, ligando, 4&cido
nucleico, ou gqualquer combinacdo destes. Numa forma de
realizacgcdo, uma porcado direcionadora pode ligar—-se a uma

molécula presente numa célula ou num tecido. Num aspeto, a
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porcdo direcionadora pode ligar-se a uma molécula numa
célula ou num tecido doente, tal como uma célula de cancro
ou tumor. Noutro aspeto, a molécula direcionadora pode
ligar-se a uma célula ou um tecido normal, tal como uma
célula imunitdria. Noutro aspeto, a porgdo direcionadora
pode ligar-se a uma molécula celular ou extracelular que
modula a resposta imunitdria. Noutro aspeto, a porcgéo
direcionadora liga-se a um recetor do fator de crescimento,
fator de crescimento, recetor de citocina, citocina, ou

molécula da superficie celular.

Noutra forma de realizacgdo, a porcg¢do direcionadora € uma
porgdo direcionadora para um tumor. A porgado direcionadora
para um tumor pode ligar-se a um componente de uma célula
tumoral ou ligar—-se na vizinhanca de uma célula tumoral (p.
ex., vasculatura tumoral ou microambiente tumoral). Numa
forma de realizacdo, a porcao direcionadora para o tumor
liga-se a um componente de uma célula tumoral,
microambiente tumoral, vasculatura tumoral, linfécito
associado a tumor, antigénio tumoral, antigénio associado a
tumor, molécula da superficie de células tumorais,
determinante antigénico tumoral, proteina de fusdo contendo
antigénio tumoral, célula associado a tumor, célula

imunitédria associada a tumor, ou vacina tumoral.

Por exemplo, em varias formas de realizacdo, uma porgao
direcionadora €& especifica para ou liga-se a uma molécula
ou componente, qgque incluil mas né&o se limita a, recetor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR, EGFR1, ErbB-1,
HER1), ErbB-2 (HER2/neu), ErbB-3/HER3, ErbB-4/HER4, familia
de 1ligandos de EGFR; familia de recetores do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGFR), proteinas de

ligagdo a IGF (IGFBP), familia de ligandos de IGFR (IGF-



67

1R); familia de recetores do fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGFR), familia de ligandos de PDGFR; familia
de recetores do fator de <crescimento de fibroblastos
(FGFR), familia de ligandos de FGFR, familia de recetores
do fator de <crescimento endotelial wvascular (VEGFR) ,
familia de VEGF; familia de recetores de HGF; familia de
recetores de TRK; familia de recetores de efrina (EPH);
familia de recetores de AXL; familia de recetores tirosina-
cinase de leucdcitos (LTK); familia de recetores de TIE,
angiopoetina 1, 2; familia de recetores do recetor orfao
semelhante a tirosina-cinase recetora (ROR); familia de
recetores de dominio discoidina (DDR); familia de recetores
de RET; familia de recetores de KLG; familia de recetores
de RYK; familia de recetores de MuSK; Fator de crescimento
transformante alfa (TGF-o), recetor de TGF-«; Fator de
crescimento transformante-beta (TGF-R), recetor de TGF-{;
cadeia alfa 2 do recetor da Interleucina 13 (1L13Ralfa2),
Interleucina-6 (IL-6), recetor de 1IL-6, Interleucina-4,
recetor de IL-4, Recetores de citocinas, recetores de
Classe I (familia da hematopoetina) e Classe 1T
(interferdo/familia de IL-10), familia do fator de necrose
tumoral (TNF), TNF-«, superfamilia do recetor do fator de
necrose tumoral (TNF) (INTRSF), familia do recetor de
morte, recetor TRAIL; antigénios de cancro dos testiculos
(CT), antigénios especificos da linhagem, antigénios de
diferenciacao, alfa-actinina-4, ARTCl, produtos de fusado da
regidao de agrupamento de pontos de dgquebra-Abelson (Bcr-—
abl), B-RAF, caspase-5 (CASP-5), caspase-8 (CASP-8), beta-
catenina (CTNNBl), ciclo de divisao celular 27 (CDC27),
cinase dependente de <ciclina 4 (CDK4), CDKN2A, COA-1,
proteina de fusdo dek-can, EFTUD-2, Fator de alongamento 2
(ELF2), proteina de fusdo do gene Ets variante 6/gene da

leucemia mieloide aguda 1 ETS (ETC6-AML1), fibronectina
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(FN), GPNMB, proteina de fusdo recetor de lipidos de baixa
densidade/GDP-L-fucose:beta-Dgalactose—-2-alfa-

Lfucosiltransferase (LDLR/FUT), HLA-A2, mudanca de arginina
para isoleucina no residuo 170 da hélice alfa do dominio
alfa? no gene de HLA-A2 (HLA-A*201-R1701I), MLA-A11,
proteina de chogque térmico 70-2 mutada (HSP70-2M) ,
KIAAQ0205, MART2, melanoma ubiquo mutado 1,2,3 (MUM-1,2,3),
fosfatase do 4&cido prostédtico (PAP), neo-PAP, Miosina de
classe 1, NFYC, OGT, 0S-9, proteina de fusdo pml-RARalfa,
PRDX5, PTPRK, K-ras (KRAS2), N-ras (NRAS), HRAS, RBAF600,
SIRT2, SNRPD1l, proteina de fusdo SYT-SSX1 ou —-SSX2, Triose-
fosfato-isomerase, BAGE, BAGE-1, BAGE-2,3,4,5, GAGE-
1,2,3,4,5,6,7,8, GnT-V (N-acetil-glucosaminil-transferase V
aberrante, MGAT5), HERV-K-MEL, KK-LC, KM-HN-1, LAGE, LAGE-
1, antigénio reconhecido por CTL em melanoma (CAMEL), MAGE-
Al (MAGE-Al), MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-AS5, MAGE-AG6,
MAGE-A8, MAGE-AY9, MAGE-A10, MAGE-All, MAGE-Al2, MAGE-3,
MAGE-B1, MAGE-B2, MAGE-B5, MAGE-B6, MAGE-Cl, MAGE-C2,
mucina 1 (MUCTI), MART-1/Melan-A (MLANA) , gpl0Q,
gpl00/Pmell7 (S1LV), tirosinase (TYR), TRP-1, HAGE, NA-88,
NY-ESO-1, NY-ESO-1/LAGE-2, SAGE, Spl7, 8SX-1,2,3,4, TRP2-
INT2, antigénio carcinocembriondrio (CEA), Kallikfein 4,
mammaglobm-A, OAl, antigénio especifico da préstata (PSA),
antigénio membranar especifico da préstata, TRP-1/gp75,
TRP-2, adipofilina, proteina indutivel por interferao
ausente em nielanoma 2 (AIM-2), BING-4, CPSF, ciclina D1,
molécula de adesdo de células epiteliais (Ep-CAM), EpbA3,
fator de crescimento de fibroblastos 5 (FGF-5),
glicoproteina 250 (gp250intestinal-carboxil-esterase (iCE),
alfa-fetoproteina (AFP), M-CSF, mdm-2, MUCI, p53 (TP53),
PBF, FRAME, PSMA, RAGE-1, RNF43, RU2AS, SO0X10, STEAP1,
survivina (BIRCS), transcriptase-inversa de telomerase

humana (hTERT), telomerase, gene de tumor de Wilms (WT1),
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SYCP1, BRDT, SPANX, XAGE, ADAMZ2, PAGE-5, LIP1, CTAGE-1,
CSAGE, MMAl, CAGE, BORIS, HOM-TES-85, AF15gl4, HCA66I,
LDHC, MORC, SGY-1, ©SPOl11l, TPX1l, NY-SAR-35, FTHLI7, NXF2
TDRD1, TEX 15, FATE, TPTE, idiotipos de imunoglobulina,
proteina de Bence-Jones, recetores de estrogénios (ER),
recetores de androgénios (AR), D40, <CD30, <CD20, CD19,
CD33, CDh4, CD25, (CD3, antigénio de cancro 72-4 (CA 72-4),
antigénio de cancro 15-3 (CA 15-3), antigénio de cancro 27-
29 (CA 27-29), antigénio de cancro 125 (CA 125), antigénio
de cancro 19-9 (CA 19-9), gonadotrofina coridénica humana-
beta, microglobulina 1-2, antigénio de carcinoma de células
escamosas, enoJase egpecifica de neurdnios, proteina de
choque térmico gp96, GM2, sargramostim, CTLA-4, 707 alanina
prolina (707-AP), antigénio de adenocarcinoma reconhecido
por células T 4 (ART-4), péptido de antigénio
carcinoembriogénico-1 (CAP-1), canal de cloreto ativado por
cdlcio-2 (CLCA2), ciclofilina B (Cyp-B), tumor em anel de
sinete humano-2, proteinas do virus do Papiloma humano
(HPV) (HPV-E6, HPV-E7, antigénios da cépside maior ou
menor, outros), proteinas do virus de Epstein-Barr (EBV)
(proteinas da membrana latente de EBV-LMP1, LMP2; outras),
proteinas do virus da hepatite B ou C e proteinas de HIV.
Uma composicdo da invencao pode ainda incluir o anterior

como um péptido/polipéptido e/ou codificando o mesmo.

Num aspeto, a porg¢ao direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv ou polipéptido contendo Fc que
se liga especificamente a um componente de uma célula
tumoral, antigénio tumoral, vasculatura tumoral,
microambiente tumoral ou célula imunitdria infiltrante de
tumor. Num aspeto, a porcao direcionadora liga-se
especificamente ao recetor do fator de crescimento

epidérmico (EGFR1, Erb-Bl), HER2/neu (Erb-B2), CD20, Fator
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de crescimento endotelial wvascular (VEGF), recetor do fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1R), recetor de
TRAIL, molécula de adesdo de células epiteliais, antigénio
carcinoembrionario, antigénio membranar especifico da
préstata, Mucina-1, CD30, CD33, CD40 ou uma combinacéo

destes.

Exemplos de anticorpos gque podem ser incorporados nas
composigcdes e nos métodos aqui divulgados incluem, mas néo
se limitam a, anticorpos tais como o trastuzumab (anticorpo
anti-HER2/neu) ; Pertuzumab (mAb anti-HER2) ; cetuximab
(anticorpo monoclonal quimérico para o recetor do fator de
crescimento epidérmico EGFR); panitumumab (anticorpo anti-
EGFR); nimotuzumab (anticorpo anti-EGFR); Zalutumumab (mAb
anti-EGFR); Necitumumab (mAb anti-EGFR); MDX-210 (anticorpo
biespecifico anti-HER-2 humanizado); MDX-210 (anticorpo
biespecifico anti-HER-2 humanizado); MDX-447 (anticorpo
biespecifico do recetor anti-EGF humanizado); Rituximab
(mAb quimérico de murideo/humano anti-CD20); Obinutuzumab
(mAb anti-CD20); Ofatumumab (mAb anti-CD20); Tositumumab-
I131 (mAb anti-CD20); Ibritumomab tiuxetan (mAb anti-CD20);
Bevacizumab (mAb anti-VEGF); Ramucirumab (mAb anti-VEGFR2);
Ranibizumab (mAb anti-VEGF) ; Aflibercept (dominios
extracelulares de VEGFR1 e VEGFR2 fundidos com Fc de IgGl);
AMG386 (péptido de ligacdo a angiopoetina-1 e -2 fundido
com Fc de IgGl); Dalotuzumab (mAb anti-IGF-1R); Gemtuzumab
ozogamicina (mAb anti-CD33); Alemtuzumab (mAb anti-Campath-
1/CD52); Brentuximab vedotina (mAb anti-CD30); Catumaxomab
(mAb biespecifico que se dirige a molécula de adesdo de
células epiteliais e CD3); Naptumomab (mAb anti-5T4);
Girentuximab (anti-anidrase carbdnica 1ix); ou Farletuzumab
(recetor anti-folato). Outros exemplos 1incluem anticorpos

tais como Panorex™ (17-1A) (anticorpo monoclonal de
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murideo) ; Panorex® (17-12) (anticorpo monoclonal quimérico
de murideo), BEC2 (mAb ami-idiotipico, imita o epitopo GD)
(com BCG), Oncolym (anticorpo monoclonal Lym-1), Ab SMART
M195, 13' 1 LYM-1 humanizado (Oncolym), Ovarex (B43.13, mAb
de ratinho anti-idiotipico), mAb 3622W94 que se liga ao
antigénio de pancarcinoma EGP40 (17-1A) em adenocarcinomas;
Zenapax (SMART Anti-Tac (recetor de IL-2); Ab SMART M195,
Ab humanizado, humanizado), NovoMAb-G2 (Ab especifico de
pancarcinoma), TNT (mAb qguimérico para antigénios de
histona); Gliomab-H (Ab Monoclonais-Humanizados), mAb GNI-
250; EMD-72000 (antagonista de EGF guimérico), LymphoCide
(anticorpo IL.L.2 humanizado); e MDX-260 Dbiespecifico,
dirige-se a GD-2, Ab ANA, Ab SMART IDIO, Ab SMART ABL 364
ou ImmuRAIT-CEA. Exemplos de anticorpos incluem o©s

divulgados em US5736167, US7060808, e USH821337.

Numa forma de realizacdo, a porcdo direcionadora liga-se
especificamente a um componente de uma célula T reguladora,
célula supressora mieloide ou célula dendritica. Noutro
aspeto, a porcdo de direcionamento liga-se especificamente
a uma das seguintes moléculas: CD4; CD25 (recetor de IL-2u;
IL-2¢0R); antigénio de linfdécitos T citotdxicos-4 (CTLA-4;
CD152) ; Interleucina-10 (IL-10); Recetor do fator de
crescimento transformante-beta (TGF-PRR) ; Fator de
crescimento transformante-beta (TGF-f); Morte Programada-l1
(PD-1); Ligando de morte programada-1 (PD-L1 ou PD-L2);
Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK); Ligando de
Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK) (RANKL); LAG-3;
gene relacionado com a familia de recetores do fator de
necrose tumoral induzido por glucocorticoides (GITR;
TNFRSEF18) ; ou recetor da Interleucina-4 (IL-4R) . Num
aspeto, a porcédo direcionadora é um agonista gque aumenta a

funcao da molécula alvo. Noutro aspeto, a porc¢ao
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direcionadora ¢ um antagonista que inibe a funcdo da

molécula alvo.

Num aspeto, a porgdo direcionadora liga-se a uma citocina
especifica, recetor de citocina, molécula co-estimuladora,
molécula co-inibidora, ou recetor imunomodulador que modula
0 sistema imunitdrio. Noutro aspeto, a porcdo direcionadora
liga-se especificamente a uma das seguintes moléculas:
superfamilia do fator de necrose tumoral (INF); fator de
necrose tumoral-o (TNF-o); superfamilia de recetores do
fator de necrose tumoral (INFR); Interleucina-12 (IL-12);
recetor de IL-12; 4-1BB (CD137); ligando de 4-1BB (4-1BBL;
CD137L); OX40 (CD134; TNR4); ligando de 0X40 (0OX40L; CD40;
ligando de CD40 (CD40L); CTLA-4; Morte programada-1 (PD-1);
ligando 1 de PD-1 (PD-L1; B7-H1l); ou ligando 2 de PD-1 (PD-
L.2; B7-DC); familia de B7; B7-1 (CD80); B7-2 (CD86); B7-H3;
B7-H4; GITR/AITR; GITRL/AITRL; BTLA; CD70; CD27; LIGHT;
HVEM; recetor semelhante a Toll (TLR) (TLR
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10). Num aspeto, a porgdo direcionadora é
um agonista que aumenta a funcdo da molécula alvo. Noutro
aspeto, a porcado direcionadora € um antagonista que inibe a

fungdo da molécula alvo.

Num aspeto, a porgdo direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv, polipéptido contendo Fc, ou
péptido gque se liga especificamente a um componente de uma
célula T reguladora, célula supressora mieloide ou célula
dendritica. Noutro aspeto, a porcdo direcionadora inclui um
anticorpo, fragmento de anticorpo, scFv, ou polipéptido
contendo Fc que se ligue especificamente a uma citocina,
recetor de citocina, molécula co-estimuladora, ou molécula
co-inibidora que module o sistema imunitdrio. Noutro

aspeto, a porcao direcionadora liga-se especificamente a
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uma das seguintes moléculas: CD4; CD25 (recetor de IL-2u;
IL-2¢0R); antigénio de linfdécitos T citotdxicos-4 (CTLA-4;
CD 152); 1Interleucina-10 (IL-10); Recetor do fator de
crescimento transformante-beta (TGF-PR) ; Fator de
crescimento transformante-beta (TGF-f); Morte Programada-l1
(PD-1); ligando 1 de PD-1 (PD-L1; B7-H1l); ligando 2 de PD-1
(PD-L2; B7-DC) ; Recetor ativador de fator nuclear—-xB
(RANK); Ligando de recetor ativador de fator nuclear—-kB
(RANK) (RANKL); LAG-3; gene relacionado com a familia de
recetores do fator de necrose tumoral induzido por
glucocorticoides (GITR; TNFRSF18); recetor de Interleucina-
4 (IL-4R); superfamilia do fator de necrose tumoral (TINF);
fator de necrose tumoral - (TNF-o) ; superfamilia de
recetores do fator de necrose tumoral (INFR); Interleucina-
12 (IL-12); recetor de IL-12; 4-1BB (CD137); ligando de 4-
1BB (4-1BBL; CD137L); OX40 (CD134; TNR4); ligando de 0X40
(OX40L; CD40; ligando de CD40 (CD40L); CTLA-4; familia de
B7; B7-1 (CD80); B7-2 (CD86); B7-H3; B7-H4; GITR/AITR;
GITRL/AITRL; BTLA; CD70; CD27; LIGHT; ou HVEM. Num aspeto,
a porcdo direcionadora é um agonista que aumenta a funcéo
da molécula alvo. Noutro aspeto, a porcdo direcionadora é

um antagonista que inibe a fung¢do da molécula alvo.

Exemplos de anticorpos que podem ser incorporados em
composigdes e métodos aqui divulgados incluem, mas ndo se
limitam a, anticorpos tais como Zanulimumab (mAb anti-CD4),
Keliximab (mAb anti-CD4); Ipilimumab (MDX-101; mAb anti-
CTLA-4); Tremilimumab (mAb anti-CTLA-4); (Daclizumab (mAb
anti-CD25/IL-2R); Basiliximab (mAb anti-CD25/IL-2R); MDX-
1106 (mAb anti-PD1); anticorpo para GITR; GC1008 (anticorpo
anti-TGF-B); metelimumab/CAT-192 (anticorpo anti-TGF-R);
lerdelimumab/CAT-152 (anticorpo anti-TGF-R) ; ID11

(anticorpo anti-TGF-f); Denosumab (mAb anti-RANKL); BMS-—
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663513 (mAb anti-4-1BB humanizado); SGN-40 (mAb anti-CD40
humanizado); CP870,893 (mAb anti-CD40 humano); Infliximab
(mAb anti-TNF quimérico; Adalimumab (mAb anti-TNF humano) ;
Certolizumab (Fab humanizado anti-TNF); Golimumab (anti-
TNF); Etanercept (Dominio extracelular de TNFR fundido com
Fc de 1IgGl); Belatacept (Dominio extracelular de CTLA-4
fundido com Fc); Abatacept (Dominio extracelular de CTLA-4
fundido com Fc¢); Belimumab (estimulador anti-linfdécitos B);
Muromonab-CD3 (mAb anti-CD3); Otelixizumab (mAb anti-CD3);
Teplizumab (mAb anti-CD3); Tocilizumab (mAb anti-IL6R);
REGN88 (mAb anti-IL6R); Ustekinumab (mAb anti-IL-12/23);
Briakinumab (mAb anti-IL-12/23); Natalizumab (anti-
integrina o4); Vedolizumab (mAb anti-integrina o4 B7); Tlh
(mAb anti-CD6); Epratuzumab (mAb anti-CD22); Efalizumab
(mAb anti-CDlla); e Atacicept (dominio extracelular de
ativador transmembranar e agente de interacdao do ligando

modulador de calcio fundido com Fc).

Numa forma de realizacdo, a presente invencdo proporciona

uma composicdo compreendendo uma molécula incluindo uma

pPorgéao direcionadora fundida com uma "porgao
imunomoduladora™. Tal como aqui utilizado, "porgao
imunomoduladora" refere-se a um ligando, péptido,

polipéptido, ou polipéptido contendo Fc que se liga a um
componente especifico de uma célula T reguladora, célula
supressora mieloide, ou célula dendritica e modula o numero
ou a funcdo de Tregs ou células supressoras mieloides. Num
aspeto adicional, a "porcdo imunomoduladora" liga-se
especificamente a uma citocina, um recetor de citocina, uma
molécula co-estimuladora, ou uma molécula co-inibidora que
modula o sistema imunitdrio. Noutro aspeto, a porcgéo
imunomoduladora liga-se especificamente a uma das seguintes

moléculas: Recetor do fator de crescimento transformante-
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beta (TGF-PBR); Fator de crescimento transformante-beta
(TGF-(); Morte Programada-1 (PD-1); ligando 1 de PD-1 (PD-
L1l; B7-H1); 1ligando 2 de PD-1 (PD-L2; B7-DC); Recetor
ativador de fator nuclear-kxB (RANK); ou Ligando de Recetor
ativador de fator nuclear-xB (RANK) (RANKL); ou fator de
crescimento endotelial wvascular (VEGF). Noutro aspeto, a
porgado imunomoduladora liga-se especificamente a uma das
seguintes moléculas: gene relacionado com a familia de
recetores do fator de necrose tumoral induzido por
glucocorticoides (GITR; AITR; TNFRSF18); GITRL/AITRL; 4-1BB
(CD137); 1ligando de 4-1BB (4-1BBL; CD137L); 0X40 (CD134;
TNR4); ligando de 0X40 (OX40L); B7-H3; B7-H4; BTLA; CD40;
ligando de CD40 (CD40L); CD70; CD27; LIGHT; ou HVEM. Noutro
aspeto, a porgcdo imunomoduladora liga-se especificamente a
uma das seguintes moléculas: fator de necrose tumoral-o
(TNF-o); Interleucina-12 (IL-12); IL-12R; Interleucina-10
(IL-10); IL-10R. Noutro aspeto, a porcdo imunomoduladora
compreende um dominio extracelular de CTLA-4. Num aspeto, a
porcdo imunomoduladora € um agonista que aumenta a funcéo
da molécula ligada. Noutro aspeto, a porgcao imunomoduladora

¢ um antagonista que inibe a funcdo da molécula alvo.

Noutro aspeto, a porgado imunomoduladora compreende um
dominio extracelular ou sequéncia de ligacd&o ao ligando de
um dos seguintes recetores: Recetor do fator de crescimento
transformante-beta (TGF-PRII, TGF-PRIIb, ou TGF-PRRIII);
Morte Programada-1 (PD-1) ; Recetor ativador de fator
nuclear—xB (RANK) ; recetor do fator de crescimento
endotelial wvascular (VEGFR1I ou VEGFR2); ou IL-10R. Noutro
aspeto, a porcdo imunomoduladora compreende um dominio
extracelular ou uma sequéncia de ligacdo ao ligando de um
dos seguintes recetores: recetor do fator de necrose

tumoral 2 (TNFR2); 4-1BB (CD137); 0X40 (CD134; TNR4); CD40;
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IL-12R; ou gene relacionado com a familia de recetores do
fator de necrose tumoral induzido por glucocorticoides
(GITR; AITR; TNFRSF18). Num aspeto adicional, o dominio
extracelular do recetor especifico liga-se ao ligando
cognato e inibe a interacdo do ligando com o seu recetor

nativo.

Noutro aspeto, a porcdo imunomoduladora compreende um ou
mais dos seguintes ligandos ou fragmentos de ligando
ativos: Fator de crescimento transformante-beta (TGF-R);
ligando 1 de PD-1 (PD-L1); ligando 2 de PD-1 (PD-L2); ou
IL-10. Noutro aspeto, a porgcdo imunomoduladora compreende
um ou mais dos seguintes ligandos ou fragmentos de ligando
ativos: ligando de 4-1BB (4-1BBL; CD137L); ligando de 0X40
(OX40L); IL-12; CD40L; ou GITRL/AITRL.

Noutro aspeto, a porcdao imunomoduladora ¢é fundida com o
terminal-C da porc¢éo direcionadora. Noutro aspeto, a porgao
imunomoduladora ¢é fundida com o terminal-N da porcgéo
direcionadora. Num aspeto, a molécula de fuséao é
representada por X-Fc-Y, em que X €& a porcdo direcionadora,
Fc é uma regido Fc de dimunoglobulina, e Y €& a porcgao
imunomoduladora. Noutro aspeto, a molécula de fusdo ¢é
representada por Y-Fc-X, em que X é a porcgdo direcionadora,
e Y é a porcdo imunomoduladora. Num aspeto, a porgéado
direcionadora pode adicionalmente ser uma porcgéao

imunomoduladora.

Num aspeto, a porgao direcionadora inclui wum anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv, ou polipéptido contendo Fc
que se liga especificamente a um componente de uma célula
tumoral, antigénio tumoral, vasculatura tumoral,

microambiente tumoral, ou célula imunitdria infiltrante de
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tumor, e a porcdo imunomoduladora compreende um dominio
extracelular ou sequéncia de ligacdo ao ligando de um dos
seguintes recetores: Recetor do fator de crescimento
transformante-beta (TGF-PRII, TGF-PRIIb, ou TGF-PRRIII);
Morte Programada-1 (PD-1) ; Recetor ativador de fator
nuclear-xB (RANK) ; recetor do fator de crescimento

endotelial vascular (VEGFR1 ou VEGFR2); ou IL-10R.

Num aspeto, a porgao direcionadora inclui wum anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv, ou polipéptido contendo Fc
que se liga especificamente a um componente de uma célula
tumoral, antigénio tumoral, vasculatura tumoral,
microambiente tumoral, ou célula imunitdria infiltrante de
tumor, e a porcgcao imunomoduladora compreende um ou mais dos
seguintes ligandos ou fragmentos de ligando ativos: ligando
de 4-1BB (4-1BBL; CD137L); ligando de 0X40 (0X40L); IL-12;
CD40L; ou GITRL/AITRL.

Noutro aspeto, a porcado direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv, polipéptido contendo Fc ou
ligando que se 1liga a um componente especifico de uma
célula T reguladora, célula supressora mieloide, ou célula
dendritica, e a porcadao imunomoduladora compreende um
dominio extracelular ou uma sequéncia de ligacdo ao ligando
de um dos seguintes recetores: Recetor do fator de
crescimento transformante-beta (TGF-PRII, TGF-PRIIb, ou
TGF-PBRIII); Morte Programada—-1 (PD-1); Recetor ativador de
fator nuclear-kB (RANK); ou IL-10R. Noutro aspeto, a porcgéao
imunomoduladora compreende um ou mais dos seguintes
ligandos ou fragmentos de ligando ativos: ligando de 4-1BB
(4-1BBL; CD137L); ligando de 0X40 (0X40L); IL-12; CD40L; ou
GITRL/AITRL. Noutro aspeto, o componente especifico alvo de

uma célula T reguladora, célula supressora mieloide, ou
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célula dendritica € uma das seguintes moléculas: CD4; CD25
(recetor de IL-2¢; IL-20R); antigénio de 1linfécitos T
citotdxicos—4 (CTLA-4; CD152); Interleucina-10 (IL-10);
Fator de crescimento transformante-beta (TGF-f); Morte
Programada-1 (PD-1); Ligando de Morte Programada-1 (PD-L1
ou PD-L2); Ligando de Recetor ativador de fator nuclear-xB
(RANK) (RANKL); LAG-3; gene relacionado com a familia de
recetores do fator de necrose tumoral induzido por
glucocorticoides (GITR; TNEFRSFE'18) ; ou recetor de

Interleucina-4 (IL-4R).

Noutro aspeto, a porcao direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv, polipéptido contendo Fc ou
ligando que se liga a um dos seguintes: CTLA-4; 4-1BB
(CD137); 0X40 (CD134; TNR4) ; CD40; IL-12R; ou gene

relacionado com a familia de recetores do fator de necrose

tumoral induzido por glucocorticoides (GITR; ATTR;
TNFRSF18); e a porgadao imunomoduladora compreende uma
molécula diferente selecionada a partir do seguinte: (i) um

dominio extracelular ou uma sequéncia de ligacdo ao ligando
de um dos seguintes recetores: Recetor do fator de
crescimento transformante-beta (TGF-BRII, TGF-BFRIIb, ou
TGF-PBRIII); Morte Programada—-1 (PD-1); Recetor ativador de
fator nuclear-xB (RANK); ou IL-10R; ou (ii) polipéptido
contendo Fc ou ligando que se liga a um dos seguintes:
CTLA-4; 4-1BB (CD137); 0OX40 (CD134; TNR4); CD40; IL-12R; ou
GITR (AITR; TNFRSF18).

Noutro aspeto, a porcgao direcionadora e a porcao
imunomoduladora sao duas moléculas diferentes selecionadas
a partir de qualguer um dos seguintes: um anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv, polipéptido contendo Fc ou

ligando que se liga a TGF-f, CTLA-4, PD-1, 4-1BB (CD137),
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0X40 (CD134; TNR4), CD40; IL-12R, ou GITR/AITR (TNFRSF18),
ou recetor semelhante a Toll (TLR); um dominio extracelular
ou uma sequéncia de ligacdo ao ligando de Recetor do fator
de crescimento transformante-beta (TGF-BRII, TGF-pPRIIb, ou
TGF-PBRIII), Morte Programada-1 (PD-1), Recetor ativador de
fator nuclear-xB (RANK), ou IL-10R. Num aspeto, a molécula
de fusdo é representada por X-Fc-Y, em que X é uma porgao
direcionadora imunomoduladora e Y é uma porcgéao

imunomoduladora diferente.

Noutro aspeto, a porcado direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv, polipéptido contendo Fc que
se liga a uma das seguintes moléculas: CD4; CD25 (recetor
de IL-2c; IL-20R); ou CD20; e a porgdo imunomoduladora
compreende um dos seguintes ligandos ou fragmentos de
ligando ativos: Fator de crescimento transformante-beta
(TGF-B); ligando 1 de PD-1 (PD-L1); ligando 2 de PD-1 (PD-
L2); ou IL-10.

Noutro aspeto, a porcao direcionadora inclui um anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv, polipéptido contendo Fc que
se liga a um fator de necrose tumoral-o (TNF-«) ,
Interleucina-12 (IL-12), IL-6R, estimulador de 1linfdcitos
B, CDlla, CD¢, ou CD22; e a porcao 1munomoduladora
compreende um dos seguintes: (i) ligandos ou fragmentos de
ligando ativos de Fator de crescimento transformante-beta
(TGF-B), ligando 1 de PD-1 (PD-L1), ou IL-10; ou (ii) um
dominio extracelular ou fragmento de ligacd&o ao ligando de
RANK, 4-1BB (CD137), 0X40 (CD134; TNR4), CD40, IL-12R ou
GITR/AITR (TNFRSF18).

Noutro aspeto, a porcdo direcionadora compreende o dominio

extracelular de CTLA-4 fundido com Fc de imunoglobulina, e
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a porcao imunomoduladora compreende um dos seguintes: (i)
ligandos ou fragmentos de ligando ativos de Fator de
crescimento transformante-beta (TGF-f), ligando 1 de PD-1
(PD-L1), ou IL-10; ou (ii) fragmento de ligacdo ao ligando
de TNFR2, RANK, 4-1BB (CD137), O0OX40 (CD134; TNR4), CD40,
IL-12R ou GITR/AITR (TNFRSF18).

Noutro aspeto, a porcéao direcionadora e a porcgéo
imunomoduladora sdo duas moléculas diferentes selecionadas
a partir de qualquer um dos seguintes: um anticorpo,
fragmento de anticorpo, scFv, polipéptido contendo Fc que
se liga ao fator de necrose tumoral-u (TNF-«) ,
Interleucina-12 (IL-12), IL-6R, estimulador de 1linfdcitos
B, CDlla, CD6, ou CD22; um fragmento de ligacdo ao ligando
de TNFR2Z2, RANK, 4-1BB (CD137), 0X40 (CD134; TNR4), CD4O0,
IL-12R ou GITR/AITR (TNFRSF18); ligandos ou fragmentos de
ligando ativos do Fator de crescimento transformante-beta
(TGF-3), ligando 1 de PD-1 (PD-L1), ou IL-10; ou CTLA-4-Fc.
Num aspeto, a molécula de fusdo €& representada por X-Fc-Y,
em que X é a porgdo direcionadora imunomoduladora e Y é uma

porgdo imunomoduladora diferente.

Anticorpos: Numa forma de realizacgéao, a porc¢ao
direcionadora ou proteina de fusdo ¢ uma imunoglobulina.
Tal como aqui utilizado, o termo "imunoglobulina™ inclui
anticorpos mono ou polivalentes naturais ou artificiais
incluindo, mas nado 1limitado a, anticorpos policlonais,
monoclonais, multiespecificos, humanos, humanizados ou
quiméricos, anticorpos de cadeia simples, fragmentos Fab,
fragmentos F(ab'), fragmentos produzidos por uma biblioteca
de expressdo de Fab, anticorpos anti-idiotipicos (anti-Id)
(incluindo, p. ex., anticorpos anti-Id para os anticorpos

da invencao), e fragmentos de ligacdo ao epitopo de
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qualgquer um dos de cima. O termo "anticorpo," tal como aqui
utilizado, refere-se a moléculas de imunoglobulina e
porgdes imunologicamente ativas de moléculas de
imunoglobulina, i.e., moléculas que contém um local de
ligacdo ao antigénio que se liga imunoespecificamente a um
antigénio. O ido de imunoglobulina pode ser de qualquer
tipo (p. ex., IgG, IgkE, IgM, IgD, IgA, e IgY), classe (p.
ex., IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl, e IgA2) ou subclasse de

molécula de imunoglobulina.

Um anticorpo tal como aqui divulgado inclui um fragmento de
anticorpo, tal como, mas nao limitado a, Fab, Fab' e
F(ab')2, Fd, Fv de cadeia simples (scFv), anticorpos de
cadeia simples, Fv ligados por dissulfureto (sdfv) e
fragmentos incluindo um dominio VL ou VH. Numa forma de

realizacgédo, a porc¢ado direcionadora € um anticorpo ou scFv.

Um fragmento de anticorpo de 1ligacdo ao antigénio,
incluindo anticorpo de cadeia simples, pode incluir a(s)
regido (6es) varidvel(eis) sozinha(s) ou em combinagdo com a
totalidade ou uma porcadoc dos seguintes: regido charneira,
dominios CH1, CH2, e CH3. Um fragmento de ligacdo ao
antigénio pode também incluir qualguer combinacdo de
regides (Oes) variavel (eis) com uma regido charneira,
dominios CH1, CH2, e CH3. Estd também incluido um fragmento
Fc, proteinas de fuséao antigénio-Fc, e Fc-porcéo
direcionadora. O anticorpo pode ser de qualquer origem
animal incluindo aves e mamiferos. Num aspeto, o anticorpo
é, ou é derivado de, um humano, murideo (p. ex., ratinho e
rato), burro, ovelha, coelho, cabra, cobaia, camelo, cavalo
ou galinha. Além disso, tal anticorpo pode ser uma versdo

humanizada de um anticorpo. 0 anticorpo pode ser
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monoespecifico, biespecifico, triespecifico ou de maior

multiespecificidade.

O anticorpo aqui 1nclui especificamente um anticorpo
"quimérico" no gual uma porcdo da cadeia pesada e/ou leve é
idéntica ou homdéloga as sequéncias correspondentes em
anticorpos derivados de uma determinada espécie ou
pertencente a uma determinada <classe ou subclasse de
anticorpos, enquanto o restante da(s) cadeia(s) é idéntico
ou homdélogo as sequéncias correspondentes em anticorpos
derivados de outra espécie ou pertencentes a outra classe
ou subclasse de anticorpos, bem como fragmentos de tais
anticorpos, desde que exibam a atividade bioldégica desejada
(Pat. U.S. No. 4816567; e Morrison et al., (1984) Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA. 81: 6851-6855) . Um anticorpo
quimérico de interesse aqui inclui anticorpos
"primatizados" incluindo sequéncias de ligacdo ao antigénio
de dominio varidvel derivadas de um primata ndo humano (p.
ex., Macaco do Velho Mundo, Hominideo, etc.) e sequéncias

de regido constante humana.

Foram empregues vAarios métodos para produzir anticorpos. A
tecnologia de hibridoma, que se refere a uma linha celular
clonada gque produz um uUnico tipo de anticorpo, usa as
células de varias espécies, incluindo ratinhos (murideo),
hamsters, ratos e humanos. Outro método para preparar um
anticorpo usa engenharia genética incluindo técnicas de ADN
recombinante. Por exemplo, anticorpos produzidos a partir
destas técnicas incluem, entre outros, anticorpos
quiméricos e anticorpos humanizados. Um anticorpo quimérico
combina regides de codificacdo de ADN de mais de um tipo de
espécie. Por exemplo, um anticorpo quimérico pode derivar

da regido variadvel de um ratinho e da regido constante de
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um humano. Um anticorpo humanizado provém predominantemente
de um humano, apesar de conter por¢des nado humanas. Tal
como um anticorpo quimérico, um anticorpo humanizado pode
conter uma regido constante completamente humana. Mas ao
contrdrio de um anticorpo quimérico, a regido variavel pode
ser parcialmente derivada de um humano. As porgdes
sintéticas ndo humanas de um anticorpo humanizado provém
geralmente de CDR em anticorpos de murideo. Em qualquer
caso, estas regides sado crucials para permitir que o

anticorpo reconheca e se ligue a um antigénio especifico.

Numa forma de realizacdo, um hibridoma pode produzir uma
proteina de fusdo direcionada que compreende uma PoOrcao
direcionadora e uma porc¢ado 1imunomoduladora. Numa forma de
realizagcdao, uma porgado direcionadora compreendendo um
anticorpo, fragmento de anticorpo, ou polipéptido é ligada
ou fundida com uma porcado imunomoduladora consistindo num
polipéptido, com um ligador ou sem um ligador. O ligador
pode ser um ligador aminoacido. Numa forma de realizacéo,
um ligador é (GGGGS)n em que n & 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8.
Por exemplo, GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104). Noutra forma
de realizacgdo, um ligador ¢é EPKSCDK (SEQ ID NO: 105).
Noutra forma de realizacdo, um ligador é IEGRDMD (SEQ. ID.
NO: 106). Em varios aspetos, o comprimento do ligador pode
ser modificado para otimizar a ligacao da porcao
direcionadora ou a funcédo da porcdo imunomoduladora. Em
vadrios aspetos, a porcdo imunomoduladora € um polipéptido
que ¢ fundido com o terminal-C da regido Fc da cadeia
pesada de um anticorpo direcionador ou proteina de fuséo
contendo Fc. Noutro aspeto, a porcdo imunomoduladora & um
polipéptido que € fundido com o terminal-C da cadeia leve
de um anticorpo direcionador. Noutro aspeto, a proteina de

fusdo compreende uma sequéncia X-Fc-Y, em que X é um
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um polipéptido

N

polipéptido direcionador e Y

imunomodulador.

Por exemplo, um hibridoma pode produzir os polipéptidos

correspondendo a SEQ. ID. NO: 1-69.

Um fragmento de anticorpo pode incluir uma porg¢ao de um
anticorpo intato, p. ex., incluindo a regido de ligacdo ao
antigénio ou wvaridvel deste. Exemplos de fragmento de
anticorpo incluem fragmentos Fab, Fab', F(ab')2, e Fv;
fragmentos Fc ou produtos de fusdo de Fc; diacorpos;
anticorpos lineares; moléculas de anticorpo de cadeia
simples; e anticorpos multiespecificos formados a partir de

fragmento(s) de anticorpo.

Um anticorpo intato é um que inclui uma regido varidvel de
ligagdo ao antigénio bem como um dominio constante de
cadeia leve (CL) e dominios constantes de cadeia pesada,
CH1, CH2 e CH3. 0Os dominios constantes podem ser dominios
constantes de sequéncia nativa (p. ex., dominios constantes
de sequéncia nativa humana) ou variante da sequéncia de
aminocdcidos destes para qualgquer outro Fc modificado (p.

ex., glicosilagdo ou outro Fc modificado).

O anticorpo intacto pode ter uma ou mais "funcdes efetoras”
que se referem as atividades bioldgicas atribuiveis a
regido Fc (uma regido Fc de sequéncia nativa ou variante da
sequéncia de aminodcidos da regido Fc ou qualquer outra
regido Fc modificada) de um anticorpo. Exemplos de fungdes
efetoras de anticorpos incluem ligacgéo a Clqg;
citotoxicidade dependente do complemento; ligacao ao
recetor de Fc; citotoxicidade mediada por células

dependente de anticorpos (ADCC); fagocitose; subregulacéao
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de recetores de superficie celular (p. ex., recetor de
células B (BCR); e antigénios de apresentacdo cruzada por
células de apresentacao de antigénios ou células
dendriticas. Numa forma de realizacéao, o) anticorpo
direcionador ou a proteina de fusdo contendo Fc facilita a
distribuicao focada ou preferencial de uma porcgéao
imunomoduladora a uma célula alvo. Noutro aspeto, um
anticorpo direcionador pode induzir a morte da célula alvo
ou sensibilizéd-la para citotoxicidade mediada por células
imunitdrias. Noutro aspeto, a proteina de fusdo de Fc ou
anticorpo pode facilitar a distribuicgao da porcao
imunomoduladora ou do material apoptdtico imunogénico a
partir de alvos tumorais ligados a anticorpos, ou ambos, a
células apresentadoras de antigénio (APC) através de

interacbes entre o0s seus Fc e recetores de Fc (em APC).

Dependendo da sequéncia de aminoadcidos do dominio constante
das suas cadeias pesadas, 0s anticorpos intactos podem ser
atribuidos a diferentes "classes". Existem cinco classes
principais de anticorpos intactos: IgA, IgD, IgE, IgG e
IgM, e varias destas ©podem ser ainda divididas em
"subclasses" (isotipos), p. ex. IgGl, IgG2, IgC3, IgG4, IgA
e IgA2. O0Os dominios constantes da cadeia pesada que
correspondem as diferentes classes de anticorpos séo
chamados alfa (o), delta (d), épsilon (&), gama (y) e mu
(w), respetivamente. As estruturas de subunidade e
configuragbes tridimensionais de diferentes classes de

imunoglobulinas s&o bem conhecidas.

Péptidos: Nalguns aspetos da invencao, a porgéao
direcionadora ou porc¢do imunomoduladora ¢é um péptido ou
polipéptido. Um péptido inclui qualquer andlogo, fragmento

ou derivado quimico de um péptido cuja sequéncia de
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residuos de aminodcidos ¢é aqui mostrada. Portanto, um
péptido presente pode ser sujeito a varias mudancas,
substituicdes, insercdes e delecgdes, onde tais mudancgas
proporcionam certas vantagens na sua utilizagdo. A este
respeito, um péptido corresponde, ao invés de ser idéntico,
a sequéncia de um péptido citado onde uma ou mais mudancas
sdo feitas e mantém a capacidade de funcionar como O

péptido ndo modificado em um ou mais dos ensaios.

0O termo "andlogo" inclui gqualquer péptido possuindo uma
sequéncia de residuos de aminodcidos substancialmente
idéntica a uma sequéncia especificamente agqui mostrada em
que um ou mais residuos foram substituidos de forma
conservativa com um residuo funcionalmente semelhante e que
exibe a atividade tal como aqui descrita. Exemplos de
substituic¢des conservativas incluem a substituicdo de um
residuo ndo polar (hidréfobo), tal como isoleucina, wvalina,
leucina ou metionina por outro, a substituigcdo de um
residuo polar (hidréfilo) por outro tal como entre arginina
e lisina, entre glutamina e asparagina, entre glicina e
serina, a substituicdo de um residuo Dbésico tal como
lisina, arginina ou histidina por outro, ou a substituicéo
de um residuo é&cido, tal como &cido aspdrtico ou A&cido

glutémico por outro.

0O termo "fragmento" refere-se a qualquer polipéptido
sujeito com uma sequéncia de residuos de aminodcidos mais
curta que a de um polipéptido cuja sequéncia de residuos de

aminodcidos é agqui descrita.

Tal como aqui wutilizado "um péptido direcionador para
tumor" inclui polimeros contendo menos de 100 aminoécidos,

onde o polimero se liga especificamente a um componente
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celular de uma célula tumoral, vasculatura tumoral, e/ou um

componente de um microambiente tumoral.

Um péptido da presente divulgacdo pode ser sintetizado
através de gqualguer uma das técnicas que sdo conhecidas dos
peritos na especialidade dos polipéptidos, incluindo
técnicas de ADN recombinante. Técnicas de quimica
sintética, tais como uma sintese de tipo Merrifield em fase
s6lida, sao preferidas por razdes de pureza, especificidade
antigénica, libertacéo de produtos secundarios
indesejaveis, facilidade de producdo e semelhantes. Um
excelente resumo das muitas técnicas disponiveis pode ser
verificado em Steward et al., "Solid ©Phase Peptide
Synthesis"* W.H. Freeman Co., San Francisco, 1969;
Bodanszky, et al., "Peptide Synthesis", John Wiley & Sons,
Segunda Edicgao, 1976; J. Meienhofer, "Hormonal Proteins and
Peptides". Vol. 2. pag. 46, Academic Press (New York),
1983; Merrifield, Adv. Enzymol., 32:221-96, 1969; Fields et
al., Int. J. Peptide Protein Res., 35:161-214, 1990; e Pat.
U.S. No. 4,244,946 para a sintese peptidica em fase sélida,
e Schroder et al., "The Peptides™, Vol. 1, Academic Press
(New York), 1965 para sintese clédssica em solugdo. Grupos
de protegdo apropriados utilizéveis em tal sintese sao
descritos nos textos acima e em J. F. McOmie, "Protective

Groups in Organic Chemistry", Plenum Press, New York, 1973.

Aptameros: Num aspeto da divulgacdo, a porcdo direcionadora
¢ um aptdmero. Em varias formas de realizacgdo, um aptémero
& especifico para uma molécula numa célula tumoral,
vasculatura tumoral, e/ou num microambiente tumoral. O
termo "aptamero" inclui ADN, ARN ou péptidos que séao
selecionados com base em propriedades de ligacéo

especificas a uma determinada molécula. Por exemplo, um ou
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uns aptameros podem ser selecionados quanto a ligacdo a um
determinado produto génico numa célula tumoral, wvasculatura
tumoral, microambiente tumoral, e/ou numa célula
imunitdria, tal como aqui divulgado, onde a selecédo é feita
através de métodos conhecidos na técnica e familiares a um
perito na especialidade. Posteriormente, o ou os referidos
aptémeros podem ser administrados a um sujeito para modular

ou regular uma resposta imunitéaria.

Foram descritos alguns aptameros tendo afinidade para uma
proteina, ADN, aminodcido e nucledétidos especificos (p.
ex., K. Y. Wang, et al., Biochemistry 32:1899-1904 (1993);
Pitner et al., Pat. U.S. No. 5,691,145: Gold, et al., Ann.
Rev. Biochem. 64:763-797 (1995); Szostak et al., Pat. U.S.
No. 5,631,146). Aptameros de ligacédo de elevada afinidade e
elevada especificidade foram derivados de Dbibliotecas
combinatdérias (supra, Gold, et al.). 0Os aptémeros podem ter
afinidades elevadas, <com constantes de dissociacdo em
equilibrio variando de micromolar a subnanomolar dependendo
da selecdo utilizada; os aptémeros podem também exibir
elevada seletividade, por exemplo, mostrando uma
discriminacd&o mil vezes maior entre 7-metil-G e G (Haller e
Sarnow, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 94: 8521-8526 (1997)) ou
entre D e L-triptofano (supra, Gold et al.). Um aptamero
pode ser selecionado com base na molécula alvo particular
(p. ex., aptamero direcionador de EGFR ou outros marcadores
de cancro). Os procedimentos padrdo para selecdao in vitro
sdo conhecidos, tais como experiéncias SELEX, descritas em
Science 249 (4968) 505-510 (1990), e Nature (London), 346
(6287): 818-822 (1990) que podem ser seguidas diretamente,

ou com modificagdes e melhorias conhecidas na técnica.
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O termo "quantidade terapeuticamente eficaz" significa a
quantidade do composto sujeito que desencadeard a resposta
bioldégica ou médica de um tecido, sistema, animal ou humano
que esteja a ser investigado pelo investigador,

veterindrio, médico ou outro clinico.

Por "farmaceuticamente eficaz" entenda-se que o)
transportador, diluente ou excipiente deve ser compativel
com os outros ingredientes da formulacdo e nao prejudicial

para o recetor deste.

Os termos "administracdo de" e ou "administracdo" devem ser
entendidos como significando proporcionar uma composicao
numa quantidade terapeuticamente eficaz ao individuo a
necessitar de tratamento. A administracdo pode ser uma
administracdo intratumoral ou sistémica (intravenosa). Além
disso, em conjunto com vacinagao do recetor com vacina de
antigénio de patogénio (p. ex., toxdide do tétano). Além
disso, em conjunto com um agente para esgotar ou inativar
células T reguladoras (p. ex., ciclofosfamida) ou células
supressoras mieloides (p. ex., gemcitabina) . Noutro
exemplo, o0 tratamento ex vivo de células imunitédrias e
células tumorais ©para geragdo de células imunitérias
reativas a tumor ou reativas a antigénio de patogénio -
para imunoterapia celular adotiva. A administracéo pode ser

intradérmica ou subcuténea.

Além disso, a administracdo pode ser em combinacdo com um
ou mais agentes terapéuticos adicionais que esgotam ou
inativam células T reguladoras (ciclofosfamida) ou células
supressoras mieloides (p. ex., gemcitabina). As composicdes
farmacéuticas da invencédo aqui identificadas sdo Uteis para

administracdo parentérica, tdépica, oral, nasal (ou inalada
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de outro modo), retal ou local, tal como por aerossol ou
por via transdérmica, para tratamento profiladtico e/ou
terapéutico de uma ou mais das patologias/indicacgdes aqui
descritas (p. ex., cancro, agentes infeciosos patogénicos,
condic¢cdes associadas a estes). As composicgdes farmacéuticas
podem ser administradas numa variedade de formas de dosagem
unitdria dependendo do método de administracgdo. Formas de
dosagem unitédria adequadas incluem, mas ndo estdo limitadas
a, pods, comprimidos, pilulas, capsulas, pastilhas,
supositérios, adesivos, sprays nasais, injetéaveis,
formulagbdes implantdveis de libertacgdo sustida, complexos

lipidicos, etc.

Salvo definido em contrédrio, todos os termos técnicos e
cientificos aqui utilizados tém o mesmo significado que é
vulgarmente entendido por um perito na especialidade a que
pertence esta invencdo. Quaisquer métodos e materiais
semelhantes ou equivalentes aos aquil descritos podem ser
utilizados na pratica ou em testes da invencédo, uma vez que
serd entendido que modificacgdes e variacdes sao englobadas

dentro do ambito da presente divulgacéo.

Os seguintes exemplos sao proporcionados para ilustrar
melhor as formas de realizacdo da presente invencdo, mas
ndo se destinam a limitar o Aambito da invencdo. Embora
sejam tipicos dagqueles que podem ser usados, outros
procedimentos, metodologias ou técnicas conhecidos dos
peritos na especilaidade podem ser utilizados

alternativamente.
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EXEMPILIO 1

Contrariar a Tolerdncia Imunitdria do Tumor através de
Esgotamento de Células T Reguladoras CD4" Mediado por
Anticorpos Facilita a Ativacdo de Células T CD8' Reativas
aoc Tumor e Aumenta a Eficdcia Antitumoral In Vivo de

Agentes Anticancro Citotédxicos

A morte imunogénica de células tumorais por agentes
quimioterapéuticos pode induzir imunidade antitumoral
mediada por células T CD8". Em resposta a agentes
guimioterapéuticos especificos, as células tumorais exibem
a translocacdo réapida de calreticulina intracelular (CRT)
para a superficie celular onde a sua agregacido proporciona
um sinal para o reconhecimento e a absorgdo de células
tumorais moribundas por células dendriticas de apresentacéo
de antigénio (DC). O tratamento de células de cancro MB49
de ratinho ou da bexiga SW780 humanas com doxorrubicina, um
agente quimioterapéutico de antraciclina, induziu répida
exposicdo superficial de CRT que foi detetada através de
citometria de dimunofluorescéncia de células coradas com
anticorpo anti-CRT marcado com Dylight 488 (Fig. la). Para
determinar se o tratamento ex vivo com doxorrubicina
induzia uma morte imunogénica de células tumorais, foram
injetadas células MB49 vivas né&o tratadas ou um numero
equivalente de células MB49 que foram pré-tratadas in vitro
com doxorrubicina num flanco de ratinhos C57BL/6
imunocompetentes singeneicos. Ao contrdrio dos ratinhos
injetados com células tumorais vivas, os ratinhos injetados
com células tumorais tratadas com doxorrubicina exibiram
maior producdo de IFN-y através de drenagem de células dos
nédulos linfaticos (DLN) em resposta a um novo confronto in

vitro com lisados de células MB49 (Fig. 1lb). A wvacinacgédo
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com células MB49 mortas com doxorrubicina gerou uma
resposta imunitédria especifica do tumor, uma vez gue nenhum
aumento correspondente na secrecgdo de IFN-y por células DLN
foi observado apds exposicdo in vitro a um péptido
irrelevante (Hemaglutinina-HA) . A injecdo de células
tumorais MB49 tratadas com doxorrubicina protegeu o0s
ratinhos contra o crescimento tumoral apds confronto com
células tumorais MB49 vivas nao tratadas 1injetadas no
flanco oposto (Fig. 1c). A protecdo contra crescimento
tumoral através de vacinacgdo com células tumorais tratadas
com doxorrubicina nédo foi observada em ratinhos que foram
esgotados de células T CD8' com um anticorpo anti-CD8 antes
do confronto com células tumorais vivas (Fig. 1lc). Estas
observacgdes indicam que o tratamento ex vivo com agentes
gquimioterapéuticos pode induzir uma morte imunogénica de
células tumorais que gera imunidade antitumoral adaptativa

mediada por células T CD8".

A tolerédncia imunitdria induzida por tumor inibe a ativacéo
de células T CD8" em resposta a quimioterapia. Para
examinar se o) tratamento in vivo com agentes
quimioterapéuticos pode ativar respostas imunitédrias
mediadas por células T CD8' em ratinhos com tumores pré-
estabelecidos, ratinhos C5H7BL/6 foram injetados com células
tumorais MB49 singeneicas vivas e depois foi-1lhes
administrado doxorrubicina intratumoral em vAarios momentos
apds a inoculacdo do tumor. Em contraste com a vacinacédo de
ratinhos naive com células MB49 mortas com doxorrubicina, o
tratamento in vivo de ratinhos com tumores MB4 9
estabelecidos a dl10 apdés a inoculacdo do tumor nao
conseguiu induzir um aumento correspondente na secrecao de
IFN-y por células DLN em resposta a novo confronto in vitro

com lisados de células MB49 (Fig. 1b). Engquanto o
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tratamento com doxorrubicina a d3 apds a inoculacgdo do
tumor fol capaz de parar o crescimento do tumor, a
administracdo tardia da mesma dose de doxorrubicina a dlo0
ndo conseguiu inibir o crescimento progressivo de tumores
MB49 estabelecidos (Fig. 1d). Estes resultados indicam que
a toleréncia imunitédria induzida por tumor no microambiente
de cancros estabelecidos contraria a ativacdo da imunidade
antitumoral adaptativa em resposta a morte de células

tumorais induzidas por gquimioterapia.

Células T reguladoras (Treg) acumulam-se no microambiente
tumoral e neutralizam a capacidade da quimioterapia para
ativar a imunidade antitumoral mediada por células T CDS8'.
Para investigar se Tregs FoxP3' estdo envolvidas no
estabelecimento de tolerdncia imunitdria no microambiente
do tumor, examinamos a percentagem de células
CD4'CD25'FoxP3" (Tregs) entre os linfécitos T CD4' no baco,
drenagem de ndédulos linfaticos (DLN), e tumores de ratinhos
C57BL/6 imunocompetentes a dO0 e dl4 apds inoculacdo do
tumor. Enquanto os ratinhos portadores de tumores exibiram
apenas um pequeno aumento na percentagem de Tregs entre as
células T CD4' no bagco e DLN a dl4 apdés a inoculacdo do
tumor, a maioria das células T CD4" infiltrantes do tumor
neste momento eram células CD4'CD25'FoxP3" (Fig. le). Para
investigar se Tregs que se infiltram no microambiente
tumoral podem suprimir a ativacdo de imunidade antitumoral
adaptativa em resposta a morte de células tumorais induzida
por quimioterapia, células CD4'CD25" isoladas a partir de
tumores e DLN de ratinhos ©possuindo tumores foram
transferidas de forma adotiva para ratinhos naive
singeneicos C57BL/6 antes da vacinacdo com células MB49
mortas com doxorrubicina. A transferéncia adotiva de

células CD4'CD25" infiltrantes do tumor em ratinhos naive
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inibiu a capacidade de subsequente vacinacdo in vivo com
células tumorais MB49 tratadas com doxorrubicina para
aumentar a producdo de IFN-y por células de drenagem de
nédulos linfdticos (DLN) em resposta a novo confronto in
vitro com lisados de células MB49 (Fig. 1f). Consistente
com a capacidade de células CD4'CD25" infiltrantes de tumor
para suprimir a resposta imunitdria especifica do tumor, a
transferéncia adotiva destas células contrariou a protecao
conferida pela vacinagdo com células MB49 tratadas com
doxorrubicina contra o crescimento tumoral apds confronto
com células tumorais MB49 vivas ndo tratadas (Fig. 1g).
Estes resultados indicam que o microambiente tumoral
promove a acumulacdo de Tregs FoxP3' que contrariam a
ativacdo de imunidade antitumoral mediada por células T
CD8" em resposta & morte de células tumorais induzida por

quimioterapia.

A dinibicdo de TGF-p no microambiente tumoral reduz as
células T reguladoras FoxP3" infiltrantes do tumor e
aumenta a eficdcia antitumoral da guimioterapia. TGF-f
induz expressdo de FoxP3 em células T CD4'CD25 FoxP3~
periféricas nalve e facilita a sua conversdao em Tregs
FoxP3" "adaptativas" que partilham a capacidade
imunossupressora das Tregs FoxP3' naturais geradas no timo.
Uma vez gque 0s cancros humanos se tornam frequentemente
refratdrios ao efeito inibidor do crescimento de TGF-$ e
adguirem a capacidade de aumentar a expressao e secrecgao de
TGF-f, investigdmos se esta mudanca permite que as células
tumorais aumentem o nimero de Tregs adaptativas no
microambiente tumoral. O exame dos niveis séricos de TGF-f
em ratinhos a d0, dl4 e d28 apds a inoculacdo de células
tumorais MB49 vivas demonstrou que o crescimento tumoral

resultava num aumento progressivo no nivel de TGF-f3 sérico
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(Fig. 2a). Para avaliar a origem exata de TGF-p em ratinhos
portadores de tumor, a quantidade total de TGF-f em
sobrenadantes de células tumorais ou células de drenagem de
ndédulos linfaticos isoladas a partir de ratinhos possuindo
tumores foram medidos apds cultura ex vivo em meio isento
de soro durante 24 h. A medicdo do nivel de TGF-B/10°
células mostrou dgque as células tumorais eram a origem
dominante do aumento do nivel de TGF-$ em ratinhos
portadores de tumores (Fig. 2b). Além da expressdo autdnoma
de células tumorais de TGF-B, as células T de ratinhos
possuindo tumores expressavam também niveis mais elevados
de TGF-R em comparagdo com as suas correspondentes de
ratinhos livres de tumores (Fig. 2b). Para determinar se a
elevacdo de TGF-p €& responsdvel pela sobrerregulacdo de
Tregs no microambiente tumoral, foram tratados ratinhos
possuindo tumores com uma proteina guimérica soluvel
compreendendo o dominio extracelular de TGFPRRII e a porcgédo
Fc da cadeia pesada de IgGl de murideo (TGFBRII:Fc). Esta
proteina de fusdo interfere com a 1ligacdo de TGF-R a
TGFRRII enddgeno que funciona como antagonista estavel de
TGF-p. Ensaios ELISA confirmaram a capacidade de TGFRRII:Fc
para sequestrar TGF-f em sobrenadantes de células tumorais
MB49 de um modo dependente da concentracdo (Fig. 2c). A 5d
apdés a 1inoculacd&o de células tumorais MB49, os ratinhos
foram deixados sem tratamento ou tratados com TGFPRRII:Fc (1
Bng intratumoral; duas vezes por semana) durante 3 semanas
seguido de andlises de citometria de fluxo de expresséo
intracelular de FoxP3 em células T CD4'CD25" infiltrantes
dos tumores. O tratamento in vivo de tumores com TGEFRRII:Fc
resultou num declinio significativo na expressdo de FoxP3
em células T CD4' infiltrantes do tumor (Fig. 2d) e uma
reducdo dramdtica de Tregs CD4'CD25'FoxP3" em tecido tumoral

(Fig. 2e). Para determinar se a 1inibicdo de TGF-f no
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microambiente do tumor pode melhorar a eficdcia antitumoral
da quimioterapia, foi administrada a ratinhos possuindo
tumores MB49 doxorrubicina (5 mg/kg i.p. semanalmente x3)
com ou sem tratamento duas vezes por semana com TGFRRII:Fc
(1 pg intratumoral). Em contraste com o tratamento com
doxorrubicina ou apenas TGFBRII:Fc, o tratamento combinado
com ambos o0s agentes foi capaz de parar o crescimento de
tumores MB49. Estes resultados indicam que a expressao
autdénoma das células tumorais de TGF-f no microambiente
tumoral induz Tregs FoxP3' "adaptativas"™ e que contrariar a
tolerdncia dimunitédria mediada por TGF-$ induzida pelo

tumor, aumenta a eficdcia antitumoral da guimioterapia.

A deplecdo de células T reguladoras CD4' mediada por
anticorpo anti-CD4 facilita a ativacgdo de células T CD8'
reativas ao tumor induzida por quimioterapia e aumenta a
eficdcia antitumoral da quimioterapia. Para determinar se a
deplecdo de células T reguladoras CD4" pode melhorar a
eficécia antitumoral da quimioterapia aumentando a
atividade de células T CD8" no microambiente tumoral, foi
administrado a ratinhos imunocompetentes possuindo tumores
singeneicos um anticorpo anti-CD4 (Clone GK1.5) para
esgotar as células T CD4' ou um anticorpo anti-CD8 (Clone
GK2.43) para esgotar as células T CD8 e depois foram
tratados com agentes quimioterapéutico especificos. As
andlises de citometria de fluxo de células mononucleares de
sangue periférico de ratinhos portadores de tumores MB49 a
d7 apdbdés administracdo de anticorpo anti-CD4 ou anticorpo
anti-CD8 confirmaram a deplecdo especifica do alvo de
células T CD4" ou células T CD8', respetivamente (Fig. 3a).
Os ratinhos tratados com anticorpo anti-CD4 mostraram perda
de células T CD4'CD25'FoxP3" no sangue periférico, bem como

entre células infiltrantes do tumor (Fig. 3a, b). Para
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determinar se a deplecdo mediada por anticorpos de células
CD4'CD25'FoxP3" facilita a ativacdo de células T CD8"
reativas ao tumor induzida por guimioterapia no
microambiente tumoral, avalidmos a expressdo de IFN-y em
células T CD8" extraidas do tumor e da drenagem de ndédulos
linfaticos de ratinhos portadores de tumores MB49 que foram
deixados sem tratamento ou tratados com doxorrubicina (com
ou sem anticorpo anti-CD4). Andlises de citometria de fluxo
mostraram que as células T CD8" de ratinhos ndo tratados
ndo expressavam IFN-y em resposta a novo confronto in vitro
com lisados de células MB49 (Fig. 3c). Enquanto células T
IFN-y'CD8" se tornaram evidentes em ratinhos tratados
apenas com doxorrubicina, a deplecdo de células T CD4"
mediada por anticorpos aumentou ainda mais a percentagem de
células T CD8' reativas ao tumor que expressavam IFN-y em
animais tratados com doxorrubicina (Fig. 3c¢). Para avaliar
diretamente se a ativacdo de células T CD8" reativas ao
tumor determina a eficdcia antitumoral in vivo da
gquimioterapia, examinadmos o efeito da deplecgdo de células T
CD8" ou de células T CD4' mediada por anticorpos na
resposta de ratinhos ©portadores de tumores MB49 ao
tratamento sistémico com doxorrubicina (5 mg/kg). O
tratamento com doxorrubicina sozinha inibiu o crescimento
de tumores MB49 mas nao conseguiu parar a progressao
tumoral. Enquanto que a deplecdo de células T CD8"
prejudicou completamente a eficdcia antitumoral in vivo da
doxorrubicina, a deplecdo de células T CD4" aumentou a
resposta a doxorrubicina e resultou em regressdo tumoral

(Fig. 3d).

A deplecdo de <células T reguladoras CD4' mediada por
anticorpo anti-CD4 aumenta e sustém o efeito antitumoral da

quimioterapia, permitindo a ativacgao de imunidade
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antitumoral adaptativa. Engquanto que células tumorais
tratadas com antraciclinas, tais como doxorrubicina, séo
particularmente eficazes no desencadeamento de uma resposta
imunitdria antitumoral, outros agentes quimioterapéuticos
sdo menos eficazes na inducdo de morte de células tumorais
imunogénicas. A exposicdo a superficie de calreticulina é
um determinante chave da 1imunogenicidade da morte de
células tumorais em resposta a agentes qguimioterapéuticos.
Em comparacdo com a translocacado eficiente de CRT para a
superficie celular em resposta a tratamento com
doxorrubicina (Fig. la), o tratamento de células tumorais
MB49 com doses equitdxicas de cisplatina ou da combinacéo
de cisplatina e gemcitabina foi menos eficaz no aumento da
exposicdo & CRT (Fig. 4a). Enquanto células T IFN-y CD8"
reativas ao tumor foram evidentes em tumores de ratinhos
portadores de tumores MB49 tratados com doxorrubicina (Fig.
3c), o tratamento com cisplatina foi incapaz de induzir uma
elevacdo correspondente da expressdo de IFN-y em células T
CD8" em resposta a novo confronto in vitro com lisados de
células MB49 (Fig. 4b). Para examinar se contrariar a
tolerdncia imunitdria mediada por Treg permite a ativacgao
de imunidade antitumoral por cisplatina, ratinhos
imunocompetentes possuindo tumores foram tratados com
cisplatina apds deplecdo de Tregs com anticorpo anti-CD4. A
deplecdo de células T CD4' mediada por anticorpo aumentou a
percentagem de células T IFN-y'CD8" reativas ao tumor bem
como de células T CD8'CD62L em animais tratados com
cisplatina (Fig. 4b,c). O tratamento de ratinhos possuindo
tumores MB49 com cisplatina inibiu parcialmente o)
crescimento tumoral mas nao conseguiu parar a pProgressao
tumoral. Enquanto que a deplecdo de células T CD8" negou
completamente o efeito antitumoral in vivo da cisplatina, a

deplecdo de células T CD4" aumentou a resposta a cisplatina
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e parou o crescimento tumoral (Fig. 4d) . Embora o
tratamento de ratinhos possuindo tumores com a combinacéo
de cisplatina e gemcitabina foi também capaz de parar o
crescimento tumoral, o} crescimento tumoral recomecou
rapidamente apds o término da terapia sem nenhum animal
(0/8) 1livre de tumores a d50 apds a inoculacgdo do tumor
(Fig. 4e). Em contraste, os ratinhos com células T CD4"
esgotadas exibiram uma resposta mais sustida a
quimioterapia de agente unico ou quimioterapia de
combinacdo, com 7/16 ratinhos a exibirem regressdo tumoral
completa. A regressao completa dos tumores foi acompanhada
do estabelecimento de imunidade antitumoral adaptativa, uma
vez que nenhum dos ratinhos curados (7/7) desenvolveu
tumores quando confrontados novamente com células tumorais

MB49 vivas no flanco oposto.

A expressao de ligandos de NKG2D induzida por quimioterapia
em células tumorais coopera com a deplecdo de células T
reguladoras CD4' para estimular regressdo tumoral mediada
por células T CD8'. NKG2D (NK grupo 2, membro D) & um
recetor estimulador transmembranar semelhante a lectina de
tipo II utilizado por células NK, células T vyd-TC e
células T aPf-TC* para vigildncia imunitdria de tumores. A
expressao de ligandos de ratinho e humanos para NKG2D é
sobrerregulada em linhas de células epiteliais
transformadas em resposta a stresse genotdxico ou
replicagdo de ADN parada, através da ativagdo de uma via de
controlo de danos do ADN iniciada pelas proteina-cinases
ATM (ataxia telengiectasia, mutada) ou ATR (relacionada com
ATM e Rad3). O tratamento de células de cancro do cdlon de
ratinho CT26 com agentes qguimioterapéuticos genotdxicos
resultou em sobrerregulacdo de ligandos de NKG2D de ratinho

da familia de genes indutiveis do &acido retinoico (Rael)
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(Fig. 5a). RT-PCR mostrou gque ARNm de Rael foi induzido em
células CT26 em 2-4 h, atingiu um patamar apds 16-24 h e
comegou a diminuir apds 48 h de tratamento com irinotecano
ou oxaliplatina (Fig. 5a). A andlise de citometria de fluxo
demonstrou que a expressdao na superficie celular de
ligandos de NKG2D humanos (moléculas A e B relacionadas com
MHC-I - MICA, MICB) era também sobrerregulada em células de
cancro colorretal humano (HCT116) em resposta a tratamento
com irinotecano (Fig. 1b). Células HCT116 isogénicas que
diferem apenas no seu estado de pb53 demonstraram que p53
ndo € necessario para a sobrerregulacdo de MICA/B induzida
por irinotecano (Fig. 1b). Para examinar se a indugdo de
ligandos de NKG2D contribui para o efeito antitumoral da
quimioterapia in vivo, ratinhos Balb/C imunocompetentes
inoculados com células tumorais CT26 singeneicas foram
tratados com irinotecano (50 mg/kg i.p) com ou sem pré-
tratamento com um anticorpo de blogqueio de NKG2D (200 ug
i.p.). Enquanto que o tratamento com irinotecano sozinho
inibiu o crescimento de tumores CT26, o efeito antitumoral
do irinotecano foi negado pelo pré-tratamento com o
anticorpo de Dbloqueio de NKG2D (Fig. 1c). Uma vez que O
envolvimento de NKG2D pelos seus ligandos proporciona um
sinal co-estimulador para a ativacdo de células T CDS8T,
investigdmos se a expressido induzida por danos no ADN de
ligandos de NKG2D em células tumorais coopera com a
deplecdo de células T reguladoras CD4' para estimular a
regressdo tumoral mediada por células T CD8'. Ratinhos
Balb/C portadores de tumores CT26 receberam um anticorpo
anti-CD4 (Clone GK1.5) para esgotar células T CD4' e/ou um
anticorpo anti-CD8 (Clone GK2.43) para esgotar células T
CD8" e foram depois tratados com irinotecano. As andlises
de citometria de fluxo confirmaram a perda de células T

CD*'CD2°'FoxP’" no baco e na drenagem de nédulos linféaticos
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de ratinhos tratados com anticorpo anti-CD4 (Fig. 5d). A
deplecdo de células T CD4' mediada por anticorpos aumentou
a percentagem de células T IFN-Y'CDY" reativas a tumor em
animais tratados com irinotecano (Fig. 5e). Enguanto que o
tratamento de ratinhos possuindo tumores CT26 com
irinotecano apenas retardou o <crescimento tumoral, a
deplecdo de células T CD4" aumentou a resposta ao
irinotecano e parou o crescimento do tumor (Fig. 5f). A
capacidade de deplecdo de células T CD4" para aumentar a
eficdcia antitumoral do irinotecano foi mediada por células
T CD8%, uma vez que a deplecdo de células T CD8 mediada
por anticorpos negou completamente o efeito antitumoral in
vivo da quimioterapia em ratinhos com células T CD4"

esgotadas (Fig. 5f).

Estes dados proporcionam as seguintes informacgdes: (i) a
ativacdo de células T CD8' reativas ao tumor em resposta a
morte de células tumorais imunogénicas é um determinante
crucial da eficédcia antitumoral da quimioterapia in vivo;
(ii) Tregs induzidas por tumor prejudicam a eficéacia
antitumoral da quimioterapia através da inibicdo da
ativacdo de células T CD8 no microambiente tumoral; e
(iii) contrariar a toleréncia imunitédria induzida por tumor
através da deplecdo de células T reguladoras CD4  mediada
por anticorpo facilita a ativacdo de imunidade antitumoral
induzida por guimioterapia com memdria, aumentado deste
modo a eficdcia antitumoral da qguimioterapia; (iv)
estratégias para diminuir o numero ou a funcdo das células
T reguladoras CD4' no microambiente tumoral podem aumentar
a ativacdo de células T CD8' e melhorar a resposta dos
tumores a agentes anticancro citotdxicos (quimioterapia,
anticorpos direcionados a tumores, terapéuticas

direcionadas, inibidores de cinase) ou dgquimioimunoterapia
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(combinacdo de um agente guimioterapéutico com agentes

imunoterapéuticos).

EXEMPLO 2

Anticorpos & Proteinas de Fuséo Imunomoduladores

Direcionados Exemplares

Uma porgado direcionadora, incluindo um anticorpo, pode ser
ligada a uma porcgéao imunomoduladora incluindo um
polipéptido derivado do dominio extracelular de TGFBR2.
Reticuladores ou agentes ativadores para tal 1ligagdo ou
conjugacdo sao bem conhecidos na técnica. Alternativamente,
as proteinas de fusdo da invencgdo podem ser sintetizadas
utilizando tecnologia de ADN recombinante bem conhecida na
técnica onde as sequéncias de codificacdo de varias porcgdes
das proteinas de fusdo podem ser ligadas umas as outras ao
nivel do &cido nucleico. Subsequentemente, as proteinas de
fusdo da invencao podem ser produzidas wutilizando uma
célula hospedeira bem conhecida na técnica. Exemplos de
anticorpos e proteinas de fusao imunomoduladores
direcionados sado mostrados nas Figuras 1-33 e resumidamente

descritos abaixo.

Numa forma de realizacdo, a presente invencdo proporciona
uma composicdo compreendendo uma molécula incluindo uma
porgéao direcionadora fundida com uma porgéao
imunomoduladora, em gque a porgcao direcionadora se 1liga
especificamente a uma molécula alvo, e a porgao
imunomoduladora se 1liga especificamente ao Fator de
crescimento transformante-beta (TGF-3). SEQ ID NO: 1
proporciona uma proteina de fusdo incluindo anticorpo anti-

HER2/neu e o Dominio extracelular (ECD) do Recetor do fator
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de crescimento transformante-beta II (TGFR-RII) (Figura 2).
SEQ ID NO: 2 proporciona uma proteina de fusdo incluindo
anticorpo anti-EGFR1 e o Dominio extracelular (ECD) do
Recetor do fator de crescimento transformante-beta II
(TGFR-RII) (Figura 3). SEQ ID ©NO: 3 proporciona uma
proteina de fusdo incluindo anticorpo anti-CD20 e o Dominio
extracelular (ECD) do Recetor do fator de crescimento
transformante-beta II (TGFR-RII) (Figura 4). SEQ ID NO: 4
proporciona uma proteina de fusdo incluindo anticorpo anti-
VEGF e o Dominio extracelular (ECD) do Recetor do fator de
crescimento transformante-beta II (TGFBR-RII) (Figura 5).
SEQ ID NO: 5 proporciona uma proteina de fusdo incluindo
anticorpo anti-CTLA-4 humano e o Dominio extracelular (ECD)
do Recetor do fator de crescimento transformante-beta II
(TGFR-RII) (Figura ©6). SEQ ID ©NO: 6 proporciona uma
proteina de fusdo incluindo IL-2, Fc, e o Dominio
extracelular (ECD) do Recetor do fator de crescimento
transformante-beta II (TGFR-RII) (Figura 7). SEQ ID NO: 7
proporciona uma proteina de fusdo incluindo o Dominio
extracelular (ECD) do Recetor do fator de crescimento
transformante-beta II (TGFR-RII), Fc, e IL-2 (Figura 7).
SEQ ID NO: 8 proporciona uma proteina de fusdo incluindo
anticorpo anti-CD25 e o Dominio extracelular (ECD) do
Recetor do fator de crescimento transformante-beta II
(TGFR-RII) (Figura 8A). SEQ ID NO: 9 proporciona uma
proteina de fusdo incluindo anticorpo anti-CD25 e o Dominio
extracelular (ECD) do Recetor do fator de crescimento
transformante-beta II (TGFPR-RII) (Figura 8B). SEQ ID NO: 10
proporciona uma proteina de fusdo incluindo anticorpo anti-
CD4 e o Dominio extracelular (ECD) do Recetor do fator de
crescimento transformante-beta II (TGFB-RII) (Figura 9).
SEQ ID NO: 11 proporciona uma proteina de fusdo incluindo o

Ectodominio de PD-1, Fc, e 0 Dominio extracelular
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(ectodominio) do Recetor do fator de crescimento
transformante-beta II (TGFR-RII) (ectodominio de PD-1 + Fc
+ ectodominio de TGFPRII; Figura 10). SEQ ID NO: 12
proporciona uma proteina de fusdo incluindo o Dominio
extracelular (ectodominio) do Recetor do fator de
crescimento transformante-beta II (TGFB-RII), Fc, e o©
Ectodominio de PD-1 (ectodominio de TGFBRII + Fc +
ectodominio de PD-1; Figura 10). SEQ ID NO: 13 proporciona
uma proteina de fusdo incluindo o Ectodominio de RANK, Fc,
e o0 Dominio extracelular (ectodominio) do Recetor do fator
de crescimento transformante-beta IT (TGEFPB-RII)
(ectodominio de RANK + Fc + ectodominio de TGFBRII; Figura
11). SEQ ID NO: 14 proporciona uma proteina de fuséo
incluindo o Dominio extracelular (ectodominio) do Recetor
do fator de crescimento transformante-beta II (TGFBR-RII),
Fc, e o Ectodominio de RANK (ectodominio de TGFBRII + Fc +

ectodominio de RANK; Figura 11).

Noutra forma de realizagdo, a presente invengado proporciona
uma composicdo compreendendo uma molécula incluindo uma
porgéao direcionadora fundida com uma porgéao
imunomoduladora, em gque a porgcao direcionadora se 1liga
especificamente a uma molécula alvo, e a porgao
imunomoduladora € uma molécula que se liga especificamente
ao Ligando 1 de Morte Programada-1 (PD-L1 ou B7-H1) ou
Ligando 2 de Morte Programada-1 (PD-L2 ou B7-DC). SEQ 1ID
NO: 15 proporciona uma proteina de fusdo incluindo
anticorpo anti-HER2/neu e o Ectodominio de PD-1 (Figura
13). SEQ ID NO: 16 proporciona uma proteina de fuséo
incluindo anticorpo anti-EGFR1 e o Ectodominio de PD-1
(Figura 14). SEQ ID NO: 17 proporciona uma proteina de
fusdo incluindo anticorpo anti-CD20 e o Ectodominio de PD-1

(Figura 15). SEQ ID NO: 18 proporciona uma proteina de
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fusdo incluindo anticorpo anti-VEGF e o Ectodominio de PD-1
(Figura 16). SEQ ID NO: 19 proporciona uma proteina de
fuséo incluindo anticorpo anti-CTLA-4 humano e o)
Ectodominio de PD-1 (Figura 17). SEQ ID NO: 20 proporciona
uma proteina de fusdo incluindo anticorpo anti-CD25 e o
Ectodominio de PD-1 (Figura 18A). SEQ ID NO: 21 proporciona
uma proteina de fusdo incluindo anticorpo anti-CD25 e o
Ectodominio de PD-1 (Figura 18B). SEQ ID NO: 22 proporciona
uma proteina de fusdo incluindo IL-2, Fc, e o ectodominio
de PD-1 (IL-2 + Fc + ectodominio de PD-1; Figura 19). SEQ
ID NO: 23 proporciona uma proteina de fusdo incluindo o
ectodominio de PD-1, Fc, e IL-2 (ectodominio de PD-1 + Fc +
IL-2; Figura 19). SEQ ID NO: 24 proporciona uma proteina de
fusdo incluindo anticorpo anti-CD4 e o Ectodominio de PD-1
(Figura 20). SEQ ID NO: 25 proporciona uma proteina de
fusdo incluindo o Ectodominio de RANK, Fc, e o ectodominio
de PD-1 (ectodominio de RANK + Fc¢ + ectodominio de PD-1;
Figura 21). SEQ ID NO: 26 proporciona uma proteina de fuséo
incluindo o ectodominio de PD-1, Fc, e o Ectodominio de
RANK (ectodominio de PD-1 + Fc + ectodominio de RANK;

Figura 21).

Noutra forma de realizagdo, a presente invengao proporciona
uma composicdo compreendendo uma molécula incluindo uma
porgéao direcionadora fundida com uma porgéao
imunomoduladora, em gque a porgcao direcionadora se 1liga
especificamente a uma molécula alvo, e a porgao
imunomoduladora € uma molécula que se liga especificamente
ao Ligando do Recetor ativador de NF-kB (RANKL). SEQ ID NO:
27 proporciona uma proteina de fusdo incluindo anticorpo
anti-HER2/neu e o Ectodominio de RANK (Figura 23). SEQ 1ID
NO: 28 proporciona uma proteina de fusdo incluindo

anticorpo anti-EGFR1 e o Ectodominio de RANK (Figura 24).
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SEQ ID NO: 29 proporciona uma proteina de fusdo incluindo
anticorpo anti-CD20 e o Ectodominio de RANK (Figura 25).
SEQ ID NO: 30 proporciona uma proteina de fusdo incluindo
anticorpo anti-VEGF e o Ectodominio de RANK (Figura 26).
SEQ ID NO: 31 proporciona uma proteina de fusdo incluindo
anticorpo anti-CTLA-4 humano e o Ectodominio de RANK
(Figura 27). SEQ ID NO: 32 proporciona uma proteina de
fusdo incluindo anticorpo anti-CD25 e o Ectodominio de RANK
(Figura 28A). SEQ ID NO: 33 proporciona uma proteina de
fusdo incluindo anticorpo anti-CD25 e o Ectodominio de RANK
(Figura 28B). SEQ ID NO: 34 proporciona uma proteina de
fusdo incluindo IL-2, Fc¢, e o ectodominio de RANK (IL-2 +
Fc + ectodominio de RANK; Figura 29). SEQ 1ID NO: 35
proporciona uma proteina de fus&o incluindo o ectodominio
de RANK, Fc, e IL-2 (ectodominio de RANK + Fc + IL-2;
Figura 29). SEQ ID NO: 36 proporciona uma proteina de fuséo
incluindo anticorpo anti-CD4 e o Ectodominio de RANK

(Figura 30).

Noutra forma de realizacdo, a presente invengdo proporciona
uma composicdo compreendendo uma molécula incluindo uma
porcgéo direcionadora fundida com uma porcgéao
imunomoduladora, em gque a porgao direcionadora se 1liga
especificamente a uma molécula alvo, e a porcgéao
imunomoduladora inclui uma molécula que se liga
especificamente a Morte programada-1 (PD-1). SEQ ID NO: 37
proporciona uma proteina de fusdo incluindo anticorpo anti-
fator de necrose tumoral (INFa) e ligando 2 de PD-1 (Figura
32). SEQ 1ID NO: 38 proporciona uma proteina de fuséo
incluindo o dominio extracelular de ligacd&o ao ligando de
TNFR2, Fc, e ligando de PD-1: (TNFR2 ECD + IgG Cyl + PD-L1;
Figura 33). SEQ ID NO: 39 proporciona uma proteina de fusao

incluindo ligando de PD-1, Fc, e o dominio extracelular de
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ligacdo ao ligando de TNFR2: (PD-L1 + IgG Cyl —-TNFR2 ECD;
Figura 33). SEQ ID NO: 40 proporciona uma proteina de fuséao
incluindo anticorpo anti-CD20 e ligando 1 de PD-1 (PD-L1)
(Figura 34). SEQ ID NO: 41 proporciona uma proteina de
fusdo incluindo anticorpo anti-CD25 e ligando 1 de PD-1
(PD-L1) (Figura 35A). SEQ ID NO: 42 proporciona uma
proteina de fusd&o incluindo anticorpo anti-CD25 e ligando 1
de PD-1 (PD-L1) (Figura 35B). SEQ ID NO: 43 proporciona uma
proteina de fusdo incluindo ligando 1 de PD-1 (PD-L1), Fc,
e IL-2 (PD-L1 - Fc - 1IL2; Figura 36). SEQ ID NO: 44
proporciona uma proteina de fusdo incluindo IL-2, Fc, e
ligando 1 de PD-1 (PD-L1) (IL-2 - Fc - PD-L1; Figura 36).
SEQ ID NO: 45 proporciona uma proteina de fusdo incluindo
anticorpo anti-Ch4 e ligando 1 de PD-1 (PD-L1) (Figura 37).
SEQ ID NO: 46 proporciona uma proteina de fusédo incluindo o
dominio extracelular de CTLA-4, Fc de Imunoglobulina (IgG
Cyl), e uma sequéncia do ligando de PD-1 (PD-L1) (péptido
sinal M da Oncostatina + CTLA-4 ECD + IgG Cyl + PD-L1;
Figura 38). SEQ ID NO: 47 proporciona uma proteina de fuséao
incluindo o dominio extracelular do ligando de PD-1 (PD-
L1), Fc de imunoglobulina (IgG Cyl), e uma sequéncia do
dominio extracelular de CTLA-4: (PD-L1 + IgG Cyl + CTLA-4
ECD; Figura 38). SEQ ID NO: 48 proporciona uma proteina de
fus&o incluindo Fator de crescimento transformante-p (TGF-
R), Fc de dimunoglobulina (IgG Cyl), e uma sequéncia do
ligando 1 de PD-1 (PD-L1) (TGFP-1 + Fc + PD-L1; Figura 39).
SEQ ID NO: 49 proporciona uma proteina de fusédo incluindo
uma sequéncia do ligando 1 de PD-1 (PD-L1), Fc de
imunoglobulina (IgG Cvyl), e Fator de crescimento
transformante beta (TGF-p) (PD-L1 + Fc + TGFB-1; Figura
39).
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Noutra forma de realizagdo, a presente invengado proporciona
uma composicdo compreendendo uma molécula incluindo uma
porgéao direcionadora fundida com uma porgéao
imunomoduladora, em que a porgcao direcionadora se 1liga
especificamente a uma molécula alvo, e a porgao
imunomoduladora inclui uma molécula que se liga
especificamente ao Recetor do fator de crescimento
transformante-beta (TGF-BR). SEQ ID NO: 50 proporciona uma
proteina de fusdo incluindo um anticorpo que se liga a TNF-
o, e uma sequéncia do Fator de crescimento transformante-p
(TGF-3) (Figura 41). SEQ ID NO: 51 proporciona uma proteina
de fusdo incluindo o dominio extracelular de ligacdo ao
ligando de TNFRZ, Fc, e uma sequéncia do Fator de
crescimento transformante-f (IGF-f) (INFR2 ECD + IgG Cyl +
TGF-B; Figura 42). SEQ ID NO: 52 proporciona uma proteina
de fus&o incluindo uma sequéncia do Fator de crescimento
transformante-f (TGF-B8), Fc, e o dominio extracelular de
ligagcdo ao ligando de TNFR2: (TGF-p + IgG Cyl + TNFR2 ECD;
Figura 42). SEQ ID NO: 53 proporciona uma proteina de fuséo
incluindo anticorpo anti-CD20 e uma sequéncia do Fator de
crescimento transformante-f (TGF-p) (Figura 43). SEQ ID NO:
54 proporciona uma proteina de fusdo incluindo anticorpo
anti-CD25 e uma sequéncia do fator de crescimento
transformante-f3 (TGE-B) (Figura 44A). SEQ ID NO: 55
proporciona uma proteina de fusdo incluindo anticorpo anti-
CD25 e uma sequéncia do fator de crescimento transformante-
P (TGF-PB) (Figura 44B). SEQ ID NO: 56 proporciona uma
proteina de fusdo incluindo wuma sequéncia do Fator de
crescimento transformante-f (TGF-$), Fc, e IL-2 (TGF-p + Fc
+ IL-2; Figura 45). SEQ ID NO: 57 proporciona uma proteina
de fusdo incluindo IL-2, Fc, e Fator de crescimento
transformante-f (TGF-{3) (IL-2 + Fc + TGF-f3; Figura 45). SEQ

ID NO: 58 proporciona uma proteina de fusdo incluindo
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anticorpo anti-CD4 e uma sequéncia do fator de crescimento
transformante-f (TGF-03) (Figura 46). SEQ ID NO: 59
proporciona uma proteina de fusdo incluindo o dominio
extracelular de CTLA-4, Fc de imunoglobulina (IgG Cyl), e
uma sequéncia de uma sequéncia do fator de crescimento
transformante-f (TGF-P) (péptido sinal M da Oncostatina +
CTLA-4 ECD + IgG Cyl + TGF-Bl; Figura 47). SEQ ID NO: 60
proporciona uma proteina de fusdo incluindo uma sequéncia
do Fator de crescimento transformante-f (TGF-pB), Fc de
imunoglobulina (IgG Cyl), e uma sequéncia do dominio
extracelular de CTLA-4: (TGF-Pl1 + IgG Cyl + CTLA-4 ECD)

(Figura 47).

Noutra forma de realizacdo, a presente invengdo proporciona
uma composicdo compreendendo uma molécula incluindo uma
porcgéo direcionadora fundida com uma porcgéao
imunomoduladora, em qgue a porcao direcionadora se liga
especificamente a uma molécula alvo, e a porcgéao
imunomoduladora ¢ uma molécula que se liga especificamente
ao Ligando do Recetor ativador de NF-kB (RANKL). SEQ ID NO:
61 proporciona uma proteina de fusdo incluindo um anticorpo
que se liga a TNF-o, e uma sequéncia do Ectodominio de RANK
(Figura 48). SEQ ID NO: 62 proporciona uma proteina de
fusdo incluindo o dominio extracelular de 1ligagdo ao
ligando de TNFR2, Fc, e uma sequéncia do Ectodominio de
RANK (TNFR2 ECD + IgG Cyl + Ectodominio de RANK; Figura
49). SEQ 1ID NO: 63 proporciona uma proteina de fuséo
incluindo uma sequéncia do Ectodominio de RANK, Fc, e o
dominio extracelular de ligacdo ao ligando de TNFR2:
(Ectodominio de RANK + IgG Cyl + TNFR2 ECD; Figura 49). SEQ
ID NO: 64 proporciona uma proteina de fusdo incluindo o
dominio extracelular de CTLA-4, Fc de imunoglobulina (IgG

Cyl), e uma sequéncia de uma sequéncia do Ectodominio de
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RANK (péptido sinal M da Oncostatina + CTLA-4 ECD + IgG Cyl
+ Ectodominio de RANK; Figura 50). SEQ ID NO: 65
proporciona uma proteina de fusdo incluindo uma sequéncia
do Ectodominio de RANK, Fc¢ de imunoglobulina (IgG Cyl), e
uma sequéncia do dominio extracelular de CTLA-4:
(Ectodominio de RANK + IgG Cyl + CTLA-4 ECD) (Figura 50).
SEQ ID NO: 66 proporciona uma proteina de fusdo incluindo
uma sequéncia do fator de crescimento transformante-f (TGF-
R), regido Fc de imunoglobulina (IgG Cyl), e um dominio
extracelular de ligagdo ao 1ligando ou ectodominio do
Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK) (TGF-B + IgG
Cyl + Ectodominio de RANK; Figura 51). SEQ ID NO: 67
proporciona uma proteina de fusdo incluindo uma sequéncia
do Ectodominio de RANK, Fc de imunoglobulina (IgG Cyl), e
uma sequéncia do fator de crescimento transformante-f (TGF-
B): (Ectodominio de RANK + IgG Cyl + TGF-B) (Figura 51).
SEQ ID NO: 68 proporciona uma proteina de fusdo incluindo
uma sequéncia do Ligando 1 de Morte programada-1 (PD-L1),
regido Fc de imunoglobulina (IgG Cyl), e um dominio
extracelular de ligagdo ao 1ligando ou ectodominio do
Recetor ativador de fator nuclear-xB (RANK) (PD-L1 + IgG
Cyl + Ectodominio de RANK; Figura 52). SEQ ID NO: 69
proporciona uma proteina de fusdo incluindo uma sequéncia
do Ectodominio de RANK, Fc de imunoglobulina (IgG Cyl), e
uma sequéncia do Ligando 1 de Morte programada-1 (PD-L1):

(Ectodominio de RANK + IgG Cyl + PD-L1) (Figura 52).

FEmbora a invengdo tenha sido descrita com referéncia ao
exemplo acima, entender-se-4& que estdo englobadas no admbito
da invencdo modificacbdes e variacgbes. Consequentemente, a

invencdo é limitada apenas pelas reivindicacgdes seguintes.
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Trp
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<400> 5
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25

Thr Met His Trp Val Arg Gln Ala Prc Gly Lys
35 40

Thr Phe Ile Ser Tyr Asp Gly Asn Asn Lys Tyr

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90

Ala Arg Thr Gly Trp Leu Gly Pro Phe Asp Tyr
100 105

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
130 135

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
145 150 155

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
165 170

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val
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Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr TIle Cys Asn Val
195 200
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Gly

Tyr
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Trp

Pro
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Asn
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Tyr

Gln

110

val
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Trp
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Thr
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Lys
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Thr
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Thr
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Trp
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Glu
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Leu
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Lys

Ser
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val
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Phe

val

260

Fhe

Pro
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Ala
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Gly

Pro
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Gly
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Pro

Pro

245

Thr

Asn

aArg
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Ser

325

Lys
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Phe

Glu
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Gly

Tyr
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230
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Trp

Glu

Leu
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Gly

Glu

Tyr
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Phe
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Gly

Arg
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Ala
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Lys
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Lys
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Arg
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Asp
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Ser
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Glu
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Asn

Trp

Pro
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Lys
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Thr
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Leu
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Gln
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Leu
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Leu
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300
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Pro
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460
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285
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445

Gly
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Gly

Ile

Glu
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Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

val

Asp
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Pro

Gly

Lys
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Glu

Lys
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Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415
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Gly
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Thr

Ser

240

Arg
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Ala
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Tyr

320

Thr

Leu

Cys
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Asp
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Ala

Lys
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465
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Trp

Pro
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Cys
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Asn

Arg
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Arg
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Lys
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Ser
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Phe
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Pro
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Glu

555

Gly

Asn

Asp

Cys

Cys

val

Thr

540

Asp

Glu
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Leu
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Leu
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Glu
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Val
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Gly
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Val
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Pro

val

Ser
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Thr

Gly
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195
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Glu

Tyr
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Leu

Trp

Val

Asp

Glu
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Ser
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Ser
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Thr
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Glu

Leu
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Ser
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Tyr
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Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

325

Ser
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Leu
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Trp
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Thr
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Gly
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Trp
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Thr

285

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Glu

110

Gln

Gly

Pro

Lys

vVal

130

Asp
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Thr Ile Pro Pro
1

Thr Asp Asn Asn
20

Asp Val Arg Phe
35

Cys Ser Ile Thr

His Val Gln

5

Gly Ala Val

Ser Thr Cys

Ser Tle Cys

Lys Ser

Lys Phe
25

Asp Asn
40

Glu Lys
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Val Asn
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Pro Gln

Gln Lys

Pro Gln

Asn

Leu

Ser

Glu

Asp Met Ile Val
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Cys Lys Phe Cys
30

Cys Met Ser Asn
45

Val Cys Val Ala
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Met
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Ala

Pro

val
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Trp
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Lys

Cys
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Lys

290
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Trp
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Lys

Leu
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Leu

Thr

180

val
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245
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Val
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Tyr
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Gly
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Glu
310

55

Glu

His
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Gly
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Ile

Glu
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Lys
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Tyr

Leu
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Trp

Asn
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Lys
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Lys

Thr
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Thr
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Lys
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Thr
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Ala

val

Tyr

Thr

265
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Ile
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Lys

Asn
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val
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Thr
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75

Leu

Pro
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235
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Lys
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Lys
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Cys
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Cys
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Trp

Glu

Leu
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Lys
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Tyr

Tyr
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Lys

Gly
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Lys

Leu

Lys

Ser

Ser
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370

Gly

Thr
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Thr

Lys
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Leu
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Gly
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Leu
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Leu

Asn

480

Met

Arg

Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1

5

10

15



Ser

Arg

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Lys

Val

Met

Tyr

50

Asp

Glu

Arg

val

Ser

130

Lys

Leu
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Thr

Asn

Pro

Gln

345

Val

Val

Pro

Thr

Val

Ala

170

val

His

Cys

Gly

Met

250

His

val

Tyr

Gly

Ile

330

Val

Ser

Glu

Pro

val

410

Met

134

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

385

Asp

His

Leu

Ser

Pro

Lys

220

Pro

Ser

Asp

Asn

val

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

380

Leu

Lys

Glu

Gln

Ser

Ser

205

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

285

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

365

Ser

Asp

Ser

Ala

Ser

Ser

190

Asn

His

val

Thr

Glu

270

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Leu
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Ile

Leu

Pro

Lys

Cys

Leu

445

Ser

Pro

Gly

Phe

Leu

525

Phe

val

Ser

Arg

Ser
605

Ser

430

Ser

Gly

Irp

Asp

val

510

Ala

Arg

Arg

Leu

val

590

Pro

Thr

415

vVal

Leu

Gly

Asn

Asn

495

Leu

Ala

val

Ala

Ala

575

Thr

Arg

val

Met

Ser

Gly

Pro

480

Ala

Asn

Phe

Thr

Arg

560

Pro

Glu

Pro



156

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Vval
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Ala Asp Phe

Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Lys Tyr Pro His Tyr Tyr Gly Ser Ser His Trp Tyr Phe Asp Val
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
130 135 140

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
145 150 155 160

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
165 170 175

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Vval
180 185 190

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
195 200 205

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys
210 215 220

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu
225 230 235 240

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
245 250 255

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
250 265 270



Ser

Glu

Thr

305

Asn

Pro

Gln

Val

Val

385

Pro

Thr

val

Leu

Gly

465

Asn

Asn

Leu

His

val

290

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

370

Glu

Pro

val

Met

Ser

450

Gly

Pro

Ala

Asn

Glu

275

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

355

Leu

Trp

val

Asp

His

435

Pro

Gly

Pro

Thr

Trp
515

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

340

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

420

Glu

Gly

Ser

Thr

Phe

500

Tyr

Pro

Ala

Val

Tyr

325

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

405

Ser

Ala

Lys

Pro

Phe

485

Thr

Arg

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

3%0

Ser

Arg

Leu

Gly

Gly

470

Ser

Cys

Met

Vval

Thr

295

Val

Cys

Ser

Pro

Val

375

Gly

Asp

Trp

His

Gly

455

Trp

Pro

Ser

Ser

Lys

280

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

360

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

440

Gly

Phe

ala

Phe

Pro
520

Phe

Pro

Thr

val

Ala

345

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

425

His

Gly

Len

Leu

Ser

505

Ser

Asn

Arg

Vval

Ser

330

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

410

Gly

Tyr

Ser

Asp

Leu

490

Asn

Asn

157

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

395

Phe

Asn

Thr

Gly

Ser

475

val

Thr

Gln

Tyr

Glu

300

His

Lys

Gln

Met

Pro

380

Asn

Leu

val

Gln

Gly

460

Pro

val

Ser

Thr

val

285

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

365

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

445

Gly

Asp

Thr

Glu

Asp
525

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

350

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

430

Ser

Gly

Arg

Glu

Ser

510

Lys

Gly

Asn

Trp

Pro

335

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

415

Cys

Leu

Ser

Pro

Gly

495

Phe

Leu

Val

Ser

Leu

320

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

400

Leu

Ser

Ser

Gly

Trp

480

Asp

val

Ala



Ala Phe Pro
530

Val Thr Gln
545

Ala Arg Arg

Ala Pro Lys

Thr Glu Arg
595

Arg Pro Ala
610

<210> 19
<211> 613
<212> PRT

Glu

Leu

Asn

Ala

580

Arg

Gly

Asp

Pro

Asp

565

Gln

Ala

Gln

Arg

Asn

550

Ser

Ile

Glu

Phe

Ser

535

Gly

Gly

Lys

val

Gln
615

<213> Homo sapiens

<400> 19

Gln

Arg

Thr

Glu

Pre

600

Thr

Pro

Asp

Tyr

Ser

585

Thr

Leu

158

Gly Gln

Phe His
555

Leu Cys

570

Leu Arg

Ala His

Val

Asp Cys

540

Met Ser

Gly Ala

Ala Glu

Pro Ser
605

Arg

val

Ile

Leu

590

Pro

Phe

val

Ser

575

Arg

Ser

Arg

Arg

560

Leu

val

Pro



Gln

Ser

Thr

Thr

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Vval

Leu

Met

Phe

50

Gly

Gln

Arg

val

Ala
130

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Thr

Thr

115

Pro

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

val

Ser

val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Trp

Ser

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Len

Ser

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly

Ala

Ser
135

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Pro

Ser

120

Thr

Gly

Ser

25

Preo

Asn

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

20

Asp

Lys

Gly

159

val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr
140

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Ile

Gly

Ser

125

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

val

Ala

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Arg

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly



Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn
385

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Fhe

Pro

val

Thr

290

vVal

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

val

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

val

Ser

325

Lys

Asp

Phe

Glu

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn
3%0

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Pro

val

Ser

Ile

200

val

Ala

Pro

Val

val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

160

Val

155

Phe

Val

val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr
395

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

Val

Val

380

Pro

val

Ala

val

His

205

Cys

Gly

Met

His

val

285

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

365

Glu

Pro

Ser

val

Pro

130

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

val

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp
400



Ser

Arg

Leu

Gly

Gly

465

Ser

Cys

Met

Arg

Asn

545

Ser

Ile

Glu

Phe

Asp

Trp

His

Gly

450

Trp

Pro

Ser

Ser

Ser

530

Gly

Gly

Lys

Val

Gln
610

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Gly

Gln

Asn

435

Gly

Phe

Ala

Phe

Pro

515

Gln

Arg

Thr

Glu

Pro

585

Thr

20
611
PRT

Ser

Gln

420

His

Gly

Leu

Leu

Ser

500

Ser

Pro

Asp

Tyr

Ser

580

Thr

Leu

Phe

405

Gly

Tyr

Ser

Asp

Leu

485

Asn

Asn

Gly

Phe

Leu

565

Leu

Ala

val

Phe

Asn

Thr

Gly

Ser

470

Val

Thr

Gln

Gln

His

550

Cys

Arg

His

Leu

Val

Gln

Gly

455

Pro

Val

Ser

Thr

Asp

535

Met

Gly

Ala

Pro

Homo sapiens

20

Tyr

Phe

Lys

440

Gly

Asp

Thr

Glu

Asp

520

Cys

Ser

Ala

Glu

Ser
600

Ser

Ser

425

Ser

Gly

Arg

Glu

Ser

505

Lys

Arg

vVal

Ile

Leu

585

Pro

Lys

410

Cys

Leu

Ser

Pro

Gly

430

Phe

Leu

Phe

val

Ser

570

Arg

Ser

161

Leu

Ser

Ser

Gly

Trp

475

Asp

Val

ala

Arg

Arg

555

Leu

Val

Pro

Thr

Val

Leu

Gly

460

Asn

Asn

Leu

Ala

Val

540

Ala

Ala

Thr

Arg

val

Met

Ser

445

Gly

Pro

Ala

Asn

Phe

525

Thr

Arg

Pro

Glu

Pro
605

Asp

His

430

Pro

Gly

Pro

Thr

Trp

510

Pro

Gln

Arg

Lys

Arg

590

Ala

Lys

415

Glu

Gly

Ser

Thr

Phe

495

Tyr

Glu

Leu

Asn

Ala

575

Arg

Gly

Ser

Ala

Lys

Pro

Phe

480

Thr

Arg

Asp

Pro

Asp

560

Gln

Ala

Gln



Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

Ala

162

Glu

val

Lys

Lys

Pro

Gly

Ser

Ser

Arg

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

val

Tyr

50

Asp

Glu

Arg

val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

val

210

Pro

Phe

val

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

val

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Gly

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys
260

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ilea

vVal

Ala

230

Pro

Val

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

FPhe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Fro

Lys

val

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pre

Glu

Asp

Asp

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Leu

Thr

val
2865

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Tyr

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

110

Pra

Gly

Asn

Gln

Ser

130

Sar

Thr

Ser

Arg

Pro
270

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

85

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

val

Thr

255

Glu

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

val




Lys

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Gly

Phe

465

Ala

Phe

Pro

Phe

Pro

290

Thr

val

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Gln

Hisg

Gly

450

Leu

Leu

Ser

Ser

Asn

275

Arg

val

Ser

Lys

Asp

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

Ser

Asp

Leu

Asn

Asn
515

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Gly

Ser

val

Thr

500

Gln

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

405

val

Gln

Gly

Pro

val

485

Ser

Thr

val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

39%0

Tyr

Phe

Lys

Gly

Asp

470

Thr

Glu

Asp

Asp

Ty

295

Asp

Leu

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly

455

Arg

Glu

Ser

Lys

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

440

Ser

Pro

Gly

Phe

Leu
520

Vval

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Gly

Trp

Asp

Val

505

Ala

Glu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

Val

val

Pro

Thr

410

val

Leu

Gly

Asn

Asn

490

Leu

Ala

163

val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Gly

Pro

475

Ala

Asn

FPhe

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

val

Asp

His

Pro

Gly

460

Pro

Thr

Trp

Pro

Asn

285

val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

445

Ser

Thr

FPhe

Tyr

Glu
525

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Pro

Phe

Thr

Arg

510

Asp

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Gly

Gly

Ser

Cys

495

Met

Arg

Thr

Vval

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His

Gly

Trp

Pro

480

Ser

Ser

Ser



Gln

Arg

545

Thr

Glu

Pro

Thr

Pro

530

Asp

Tyr

Ser

Thr

Leu
610

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Gln

Lys

His

Ile

Lys

65

Leu

Asp

Val

Ser

Leu

Met

Tl‘.‘P

Tyr

50

Ala

Ser

Tyr

Ser

Ser

Gly

Phe

Leu

Leu

Ala

595

val

21
610
PRT

Gln

His

Cys

Arg

580

His

Asp

Met

Gly

565

Ala

Pro

Cys

Ser

550

Ala

Glu

Ser

Arg

535

val

Ile

Leu

Pro

Homo sapiens

21

Gln

Ser

Ile

35

Pro

Lys

Ser

Gly

Ser

115

Lys

Gln

Cys

20

Lys

Gly

Leu

Leu

Tyr

100

Ala

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Tyr

Ser

Thr

Gly

Ala

Al‘.‘g

Ser

Ala

70

His

Phe

Thr

Ser

Thr

Ser

Pro

Asp

55

Val

Glu

Asp

Lys

Gly

Phe

val

Ser

Arg

Ser
600

Val

Gly

Gly

40

Thr

Thr

Asp

Phe

Gly

120

Gly

Arg

Arg

Leu

val

585

Pro

Leu

Tyr

25

Gln

Ser

Ser

Ser

Trp

105

Pro

Thr

val

Ala

Ala

570

Thr

Arg

Ala

10

Ser

Gly

Tyr

Ala

Ala

90

Gly

Ser

Ala

164

Thr

Arg

555

Pro

Glu

Pro

Arg

Phe

Leu

Asn

Ser

75

Val

Gln

Val

Ala

Gln

540

Arg

Lys

Arg

Ala

Pro

Thr

Glu

Gln

60

Thr

Tyr

Gly

Phe

Leu

Leu

Asn

Ala

Arg

Gly
605

Gly

Arg

Tl‘p

45

Lys

Ala

Tyr

Thr

Pro

125

Gly

Pro

Asp

Gln

Ala

590

Gln

Ala

Tyr

30

Ile

Phe

Tyr

Cys

Thr

110

Leu

Cys

Asn

Ser

Ile

575

Glu

Phe

Ser

15

Trp

Gly

Glu

Met

Ser

95

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

560

Lys

val

Gln

val

Met

Ala

Gly

Glu

80

Arg

Thr

Pro

Val




Lys

145

Leu

Leu

Thr

val

Pro

225

Phe

val

Phe

Pro

Thr

305

val

Ala

Arg

Gly

Pro
385

130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

290

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

370

Glu

Tyr

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

275

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Leu

Pro

Asn

Pro

Val

165

Ser

Ile

val

Ala

Pro

245

Val

Val

Gln

Gln

Ala

325

Pro

Thr

Ser

Tyr

Glu

150

His

Ser

Cys

Glu

Pro

230
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Val

Ala

145

Ser

val

Pro

Lys

Asp

225

Gly

Ile

Glu

Val

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

Met

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Thr

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

His

Vval

Thr

260

Glu

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Tyr

val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu
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Arg
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Lys

Glu
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Leu

Trp
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Val

Asp

Hig

Pro

Gly

465

Leu
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Glu
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Trp
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Phe

Gly

Tyr

440

Ser

Cys

Cys

Ser

Glu

520

Leu

Glu
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Thr Met His Trp Val Arg Gln Ala Prc Gly Lys
35 40

Thr Phe Ile Ser Tyr Asp Gly Asn Asn Lys Tyr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
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Ala
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Ser
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Lys
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Gly
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Arg
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Lys

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210
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Pro
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290

Val
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Leu

Ser

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser
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Ser

Thr
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Pro
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Ala

Val

Tyr

Ser
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Thr

Leu
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Ser

Ser

180

Ser

Asn

His

Val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ser
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Tyr
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Leu

Gly

165
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Leu

Thr

Thr

Phe

245

Pro

Val
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Cys
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Leu

Tyr

Thr

Pro

val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

310

Lys

Thr

Gly

val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

Val

Ser

Gly

Ser

120
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Asp
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Tyr

Gln
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Pro
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Asn

280
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Ser

Glu
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Tyr
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Ser
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Thr

Lys
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Pro
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Trp

Glu

Leu

Asn
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Ala
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Phe
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170

Leu

Tyr

Lys
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Lys
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Val

Tyr

Glu
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Lys
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Ser

Tyr

Ser

Thr

Pro
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Ser

Ile
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Ala

235

Pro
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Gln

Gln

315

Ala

Ala

Phe

Thr

Ser

140

Glu
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Cys

Glu

220

Pro

Lys
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Asp

Tyr

300

Asp

Leu
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Asn

Lys

125

Gly

Pro

Thr

val

Asn

205

Pro

Glu
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Rsp

Gly

285

Asn

Trp

Pro

Tyr

Val
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Gly

Gly
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Phe
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Lys

Leu

Thr

Vval

270

Val

Serx

Leu

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro
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Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro
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Gly
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Ala

val
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Ala
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Gly

240
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His

Val

Tyr

Gly
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Tyr

Leu

Trp

385

Val

Asp
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Pro

Gly

465

Leu

Tyr

Leu

Ile

Ser

545

Asn

Tyr

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

450
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Asn
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Asp
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530

Tyr

Ala

Arg

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

435

Lys

Arg

Ala

Ser

Leu

515

Gln

Arg

Ala

Cys

Ile

340
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Leu

Asn
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Leu

Gly

Ile

Phe

Asn
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Ala

Phe

Gln

Leu

Met
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Pro
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Gly
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405

Trp
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Gly

Phe

Thr
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Met
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val

Arg

Gln
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Ile
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Ser

Lys

Gln

330

Gly

Gln

Asn

Gly
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470

val

Thr

Leu
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Ala

550

Ile
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Arg

Gly

375

Pro
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Gln
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Gly

455

val

Thr

Ile

Ile
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535

Arg

Thr

Tyr

Lys

Asp

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

440

Ser

Phe
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Glu

val

520

Glu

Leu

Asp

Gly

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

Gly

Ile

Pro

Cys

505

Tyr

Glu

Leu

Val

Gly
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Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

410

val

Gln

Gly

Phe

Lys

490

Lys

Trp

Asp

Lys

Lys

570

Ala

220

Pro

Thr
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Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Gly

Met

475

Asp

Phe

Glu

Leu

Asp

555

Leu

Asp

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly

460

Thr

Leu

Pro

Met

Lys

540

Gln

Gln

Tyr

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

445

Ser

Tyr

Tyr

val

Glu
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Leu

Asp

Lys

Pro
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Thr

Leu

Ser
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Trp
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Gln
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Arg
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Gln

val

Val

Pro

Thr

415

val

Leu

Gly

His

val

495

Lys
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Leu
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Ile

Val

Ser

Glu

Pro

400

Val
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Ser

Gly

Leu
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Glu
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Asn

Ser

Gly

560

Val
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val

Val

Tyr
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Ser

Asn

Tyr

Leu

Hisg
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Thr

Cys

Glu

Lys

Asp

610

Pro

Gly

Vval

Cys

Vval

630

Leu

Phe

Gly

Glu

val

595

Pro

Lys

Lys

Thr

Thr

675

Ile

val

Ile

Ile

Thr
755

Asn

Val

Ala

Thr

Ser

660

Phe

Pro

Ile

Phe

Gln
740

Ala

Thr

Glu

Thr

645

Thr

Arg

Glu

Leu

Arg

725

Asp

Pro

Ser

Val

630

Thr

Leu

Arg

Leu

Gly

710

Leu

Thr

Tyr

Glu

615

Ile

Thr

Arg

Leu

Pro

695

Ala

Arg

Asn

Asn

600

Hig

Trp

Asn

Ile

Asp

680

Leu

Ile

Lys

Ser

Lys

Glu

Thr

Ser

Asn

665

Pro

Ala

Leu

Gly

Lys
745

221

Ile

Leu

Ser

Lys

650

Thr

Glu

His

Leu

Arg

730

Lys

Asn

Thr

Ser

635

Arg

Thr

Glu

Pro

Cys

715

Met

Gln

Gln

Cys

620

Asp

Glu

Thr

Asn

Pro

700

Leu

Met

Ser

Arg

605

Gln

His

Glu

Asn

His

685

Asn

Gly

Asp

Asp

Ile

Ala

Gln

Lys

Glu
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Thzr
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Val

Val

Thr
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Leu

Glu

Val

Leu
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Ile

Ala

Arg
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Lys
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Leu
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Glu

Thr

Leu
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Lys

Leu
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Gln Val

Ser Val

Arg Met

Gly Tyr

Gln

Lys

His

35

Ile

Leu Val Gln Ser
5

Val Ser Cys lys
20

Trp Val Arg Gln

Asn Pro Ser Thr

222

Gly Ala Glu Val Lys Lys
10

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
25

Ala Pro Gly Gln Gly Leu
49 45

Gly Tyr Thr Glu Tyr Asn

Pro

Thr

Glu

Gln

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Ile

Lys Phe
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Met
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Thr

Pro

val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu
305

50

Asp
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Arg

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Pha

val

Phe

Pro

290

Thr

Lys

Leu

Gly

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ala

Ser

Gly

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Thr

Ser

85

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Vval

Tyr

Glu

His

Ile

70

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

150

val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

val

Gln

Gln
310

55

Thr

Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu
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Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

val

Asp

Tyr
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Asp

Ala

Ser

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Asp

Glu

Tyxr
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Gly

Gly

val

Phe

val

185

val

Lys

Leu

Thr

val

265

val

Ser

Leu

Glu

Asp

30

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

223

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Vval

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

val

Tyt

Gly
315
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Thr

Ala

Gln

val

Ala

140

Ser

val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ila

Glu

His

Arg

300

Lys

Asn

val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Sar

Asp

Asn

285

Val

Glu

Thr

Tyx

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

150

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

val

Tyr

Ala

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Tyr
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Cys

Val

Ala

Leu

Gly
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Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

val

Thr

Val

Cys
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Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Gly

Ala

465

Val

Thr

Leu

His

Ala

545

Ile

Val

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

Gly

450

val

Thr

Ile

Ile

Gly

530

Arg

Thr

Ser

Lys

Asp

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

Ser

Phe

val

Glu

val

515

Glu

Leu

Asp

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Gly

Ile

Pro

Cys

300

Tyr

Glu

Leu

val

Lys

325

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Gly

Phe

Lys

485

Lys

Trp

Asp

Lys

Lys
565

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr
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Tyr

Phe

Lys

Gly

Met
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Asp

Phe

Glu

Leu

Asp
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Leun

Leu

Arg
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Asp

375

Lys

Ser

Ser
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Gly
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Thr

Leu

Pro
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Lys

535
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Gln

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr
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Leu

440
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Tyr

Tyr

val

Glu

520

val

Leu

Asp

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425
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Gly

Trp

val

Glu

505
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Gln
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Ala

Pro

330

Gln

Val

val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Gly

His

Val

490

Lys

Lys

His

Leu

Gly
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224
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val

Ser

Glu

Pro

395

val

Met

Ser

Gly

Leu

475

Glu

Gln

Asn
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Gly

555

Vval

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Vval

Asp
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Pro

Gly

460

Leu

Tyr

Leu

Ile

Ser

540

Asn

Tyr

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

445

Ser

Asn

Gly
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525

Tyr

Ala

Arg

Thr

Leu

350

Cys

Ser
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Ala

430

Lys

Arg
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Leu

510

Gln

Arg
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Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Gly
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Phe

Asn

495

Ala

Phe
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Leu

Met
575

Ser

Pro

Val

Gly

Asp
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Trp
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Gly
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Thr

480

Met
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Arg

Gln
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Pro

Ser
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Thr

Leu

Arg

Leu

Gly

705

Leu

Thr

Tyr

Tyr

Glu

610

Ile

Thr

Arg

Leu

Pro

690

Ala

Arg

Asn

Gly

Asn

585

His

Trp

Asn

Ile
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Leu

Ile

Lys

Ser

Gly
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Lys

Glu

Thr

Ser

Asn
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Pro

Ala

Leu

Gly

Lys
740

Ala

Ile

Leu

Ser

Lys

645

Thr

Glu

His

Leu

Arg

725

Lys

Asp

Asgn

Thr

Ser

630

Arg

Thr

Glu

Pro

Cys

710

Met

Gln

Tyr

Gln

Cys

615

Asp

Glu

Thr

Asn

Pro

695

Leu

Met

Ser

Lys

Arg
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Gln

His

Glu

Asn
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680

Asn

Gly

Asp

Asp
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Ile
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Lys

Glu
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Glu
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Thr
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Ile

Leu

Glu

val

Leu
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Ile

Ala

Arg
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Lys
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His

Thr

Val

Gly

Leu
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Phe

Glu

Thr

Leu
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Lys

Leu

Val

Val

Tyr
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Ser

Asn

Tyr

Leu
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Thr

Cys

Glu

Lys
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Gly

val

Cys

Val
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Leu

Phe
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Glu

val
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Lys
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Thr

Thr
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Thr
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Phe
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Arg
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Leu
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<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

42
749
PRT

Homo sapiens

42



Gln Leu Gln
1

Lys Met Ser

His Trp Ile
35

Ile Tyr Pro

Gln Ser
5

Cys Lys
20

Lys Gln

Gly Asn

Gly Thr Vval

Ala Ser Gly

Arg Pro Gly

40

Ser Asp Thr

226

Leu Ala Arg
10

Tyr Ser Phe
25

Gln Gly Leu

Ser Tyr Asn

Pro Gly Ala

Thr Arg Tyr
30

Glu Trp Ile
45

Gln Lys Phe

Ser Vval

15

Trp Met

Gly Ala

Glu Gly
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Leu

Asp

val

Ser

Lys
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Leu

Leu

Thr

Val

Pro
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Phe

Vval

Phe

Pro

Thr
305
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Tyr
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130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

210

Pro

Pro

Thr

Asn
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290

val

Lys

Ser

Gly

Ser

115

Lys

Tyr

Ser

Ser
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Lys

Cys

Pro
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Trp

275
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Leu

Leu

Leu

Tyr
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Phe
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Leu
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Tyr

Arg

Pro

Lys

Val
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Tyr

Glu
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Thr

Thr
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Tyr
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Thr

Pro

val
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Ser
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Val

Ala

Pro

245

val

val

Gln

Gln

Ala
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His

Phe

Thr

Ser

Glu
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Ser
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Glu

Pro

230

Lys

val

Asp

Tyr

Asp
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Val

Glu

Asp

Lys

Gly
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Pro

Thr

Val

Asn

Pro

215

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
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Trp

Thx
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Phe
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120

Gly

val

Phe
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Leu
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val
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Ser

Leu

Ser

Ser
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Thr

Thr
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Leu
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Glu
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Ala
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Ser
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Gly
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val
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Gly
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val
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Val
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val

Pro

Lys
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Gly
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Tle

Glu

His

Arg

Lys
315
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Thr

Tyr

Gly

Phe

Leu
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Trp

Leu

Ser

Pro

Lys
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Pro

Sar
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Asn

Val
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Glu
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Tyr

Thr

Pro
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Gly
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Gln

Ser

Ser
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Thr
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Arg
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vVal

Tyr

Tyr

Cys

Thr
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Leu

Cys
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Asn
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val

Thr

Glu
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Lys

Ser
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Met
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Leu
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Leu
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Leu

Thr

Thr

Phe

Pro
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Val
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Glu
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Thr
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Val
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Gly
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Lys
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Leu
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Lys
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Leu

Lys
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Ala

Arg

Gly
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Ser

Gln
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Thr

Ile
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Gly
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FPhe
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Glu
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530

Leu
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Gly
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Tyr

Asn

Phe
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Thr

435

Gly
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Pro
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Tyr
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Leu
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Lys

Gln

340

Leu
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Asn

Leu

Val
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Gln
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Trp

Asp

Lys
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Ala
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Thr
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Tyr
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Phe

Lys
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Phe
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Leu
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Leu
565

Leu

Arg

Lys
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Ser

Ser
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470

Leu

Pro
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Lys

Gln
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Gln

Pro

Glu

Asn

Ile
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Thr

Lys
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Leu
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Tyr

Tyr
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Leu
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Gln
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val

Pro

Thr

Val
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Gly

His
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Pro
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Leu
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val
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Tyr

Leu
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Leu
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Tyr

Leu
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Asn
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Tyr

Lys

Thr

Thr

Glu

380

Leu

Lys
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Ala
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Leu
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Arg
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Leu

Asn
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Glu

Leu

Lys

Glu

450

Gly

Cys

Trp

Cys

530

Leu

Pro

Pro

Ser

<210>

<211>

<212>
<213>

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

Lys

Val

Ile

515

Pro

Tyr

Gln

Lys

52
602
PRT

Pro

Leu

Asn

Ser

420

Arg

Leu

Gly

Arg

500

His

Tyr

Asn

Ala

val
580

Pro

Val

Gly

405

Asp

Trp

His

Gly

485

Gln

Glu

Ile

Gln

Leu

565

Glu

Ser

Lys

3%0

Gln

Gly

Gln

Asn

Gly

470

Leu

Pro

Trp

His

550

Glu

Gln

Arg

375

Gly

Pro

Ser

Gln

His

455

Gly

Tyr

Lys

Ser

535

Asn

Pro

Leu

Homo sapiens

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

440

Tyr

Ser

Ile

Gly

520

Leu

Pro

Leu

Ser

Glu

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

Thr

Gly

Asp

505

Tyr

Asp

Gly

Pro

Asn
585

256

Met

Pro

Asn

410

Leu

val

Gln

Gly

490

Phe

His

Thr

Ala

Ile

570

Met

Thr

Ser

395

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Gly

475

Arg

Ala

Gln

Ser

555

Val

Ile

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

460

Gly

Lys

Asn

Tyr

540

Ala

Tyr

val

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

445

Leu

Ser

Asp

Phe

525

Ser

Ala

Tyr

Arg

Gln

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Gly

Leu

510

Cys

Lys

Pro

vVal

Ser
590

val

val

Pro

415

Thr

Val

Leu

Gly

495

Gly

Leu

val

Cys

Gly

575

Cys

Ser

Glu

400

Pro

val

Met

Ser

Gly

480

Trp

Gly

Leu

Cys

560

Arg

Lys



<400> 52

Ala

1

Val

Ile

Pro

Tyr

65

Gln

Lys

Gly

His

Val

145

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

225

Ile

Leu

Arg

His

Tyr

50

Asn

Ala

Val

Gly

Thr

130

Phe

Pro

val

Thr

val

210

Cys

Ser

Asp

Gln

Glu

Ile

Gln

Leu

Glu

Gly

115

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

195

Leu

Lys

Lys

Thr

Leu

20

Pro

Trp

His

Glu

Gln

100

Gly

Pro

Phe

val

Phe

180

Bro

Thr

Val

Ala

Asn

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

85

Leu

Ser

Pro

Pro

Thr

165

Asn

Arg

val

Ser

Lys
245

Tyr

Ile

Gly

Leu

Pro

70

Leu

Ser

Gly

Cys

Pro

150

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

230

Gly

Cys

Asp

Tyr

Asp

Gly

Pro

Asn

Gly

Pro

135

Lys

Val

Tyr

Glu

His

215

Lys

Gln

Phe

Phe

His

Thr

Ala

Ile

Met

Gly

120

Ala

Pro

val

val

Gln

200

Gln

Ala

Pro

Ser

Arg

25

Ala

Gln

Ser

Val

Ile

105

Gly

Pro

Lys

Vval

Asp

185

Tyr

Asp

Leu

Arg

Ser

Lys

Asn

Tyr

Ala

Tyr

90

Val

Ser

Glu

Asp

Asp

170

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu
250

257

Thr

Asp

Phe

Ser

Ala

75

Tyr

Arg

Gly

Leu

Thr

155

Val

val

Ser

Leu

Ala

235

Pro

Glu

Leu

Cys

Lys

60

Pro

Val

Ser

Gly

Leu

140

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

220

Pro

Gln

Lys

Gly

Leu

val

Cys

Gly

Cys

Gly

125

Gly

Met

His

val

Tyr

205

Gly

Ile

val

Asn

Trp

30

Gly

Leu

Cys

Arg

Lys

110

Gly

Gly

Ile

Glu

His

190

Arg

Lys

Glu

Tyr

Cys

15

Lys

Pro

Ala

Val

Lys

25

Cys

Ser

Pro

Ser

Asp

175

Asn

Val

Glu

Lys

Thr
255

Cys

Trp

Cys

Leu

Pro

80

Pro

Ser

Thr

Ser

Arg

160

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

240

Leu



Pro

Leu

Asn

Ser

305

Arg

Leu

Gly

Pro

Cys

385

Lys

Asp

Asn

Gln

Cys

465

Leu

Pro

Pro

val

Gly

290

Asp

Trp

His

Gly

Ala

370

Arg

Cys

Thr

Trp

val

450

Arg

Cys

Gly

Ser

Lys

275

Gln

Gly

Gln

Asn

Gly

355

Gln

Leu

Ser

val

val

435

Glu

Pro

Ala

Thr

Arg

260

Gly

Pro

Ser

Gln

His

340

Gly

val

Arg

Pro

Cys

420

Pro

Thr

Gly

Pro

Glu
500

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

325

Tyr

Ser

Ala

Glu

Gly

405

Asp

Glu

Gln

Trp

Leu

485

Thr

Glu

Tyr

Asn

Phe

310

Asn

Thr

Gly

Phe

Tyr

3%0

Gln

Ser

Cys

Ala

Tyr

470

Arg

Ser

Met

Pro

Asn

295

Leu

val

Gln

Gly

Thr

375

Tyr

His

Cys

Leun

Cys

455

Cys

Lys

Asp

Thr

Ser

280

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Gly

360

Pro

Asp

Ala

Glu

Ser

440

Thr

Ala

Cys

val

lys

265

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

345

Gly

Tyr

Gln

Lys

Asp

425

Cys

Arg

Leu

Arg

val
505

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

330

Leu

Ser

Ala

Thr

val

410

Ser

Gly

Glu

Ser

Pro

490

Cys

258

Gln

Ala

Thr

Leu

315

Ser

Ser

Gly

Pro

Ala

395

Phe

Thr

Ser

Gln

Lys

475

Gly

Lys

Val

val

Pro

300

Thr

val

Leu

Gly

Glu

380

Gln

Cys

Tyr

Arg

Asn

460

Gln

Phe

Pro

Ser

Glu

285

Pro

val

Met

Ser

Gly

365

Pro

Met

Thr

Thr

Cys

445

Arg

Glu

Gly

Cys

Leu
270

Trp

Val

Asp

His

Pro

350

Gly

Gly

Cys

Lys

Gln

430

Ser

Ile

Gly

val

Ala
510

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

335

Gly

Ser

Ser

Cys

Thr

415

Leu

Ser

Cys

Cys

Ala

495

Pro

Cys

Ser

Asp

Ser

320

Ala

Lys

Leu

Thr

Ser

400

Ser

Trp

Asp

Thr

Arg

480

Arg

Gly



Thr

Ile

Cys

545

Leu

Glu

Ser

Phe

Cys

530

Thr

Pro

Pro

Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ser

515

Asn

Ser

Gln

Ser

Pro
595

53
578
PRT

Asn

val

Thr

Pro

Thr

580

Ala

Thr

val

Ser

val

565

Ala

Glu

Thr

Ala

Pro

550

Ser

Pro

Gly

Ser

Ile

535

Thr

Thr

Ser

Ser

Homo sapiens

53

Ser

520

Pro

Arg

Arg

Thr

Thr
600

Thr

Gly

Ser

Ser

Ser

585

Gly

259

Asp

Asn

Met

Gln

570

Phe

Asp

Ile

Ala

Ala

555

His

Leu

Cys

Ser

540

Pro

Thr

Leu

Arg Pro

525

Met Asp

Gly Ala

Gln Pro

Pro Met
590

His

Ala

val

Thr

575

Gly

Gln

val

His

560

Pro

Pro



Gln

Ser

Agn

Gly

Lys

65

Met

Ala

Ala

Val

val

Val

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe
130

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

115

Pro

Leu

Met

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Thr

100

Thr

Leu

Gln

Ser

Val

BPro

Thr

Ser

85

Tyr

val

Ala

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Tyr

Thr

Pro

Pro

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

val

Ser
135

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Ser

120

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Asp

105

Ala

Lys

260

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

20

Trp

Ala

Ser

Leu

Tyr

Arg

Ser

Ser

75

Ser

Tyr

Ser

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Phe

Thr

Ser
140

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asn

Lys

125

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Val

110

Gly

Gly

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Irp

Pro

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala



Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

225

Gly

Ile

Glu

His

Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
385

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

290

val

Glu

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

275

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

His

Val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

245

Pro

val

Thr

Val

Cys

325

Ser

Pro

val

Gly

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln
390

Lys

Leu

Leu

Thr

val

215

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

val

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

280

Arg

vVal

Ser

Lys

Asp

360

Phe

Glu

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

265

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

250

Val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Leu

Pro

Asn

261

Pro

155

val

Ser

Ile

Ala

Ala

235

Pro

Val

Val

Gln

Gln

315

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr
395

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Val

Fhe

Val

190

val

Lys

Leu

Thr

Val

270

val

Ser

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gln

val

Val

Pro

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Gly

240

Met

His

Val

Tyr

Gly

320

Ile

Val

Ser

Glu

Pro
400



262

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
405 410 415

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
420 425 430

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445

Pro Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
450 455 460

Gly Ser Ala Leu Asp Thr Asn Tyr Cys Phe Ser Ser Thr Glu Lys Asn
465 470 475 480

Cys Cys Val Arg Gln Leu Tyr Ile Asp Phe Arg lys Asp Leu Gly Trp
485 490 485

Lys Trp Ile His Glu Pro Lys Gly Tyr His Ala Asn Phe Cys Leu Gly
500 505 510

Pro Cys Pro Tyr Ile Trp Ser Leu Asp Thr Gln Tyr Ser Lys Val Leu
515 520 525

Ala Leu Tyr Asn Gln His Asn Pro Gly Ala Ser Ala Ala Pro Cys Cys
530 535 540

Val Pro Gln Ala Leu Glu Pro Leu Pro Ile Val Tyr Tyr Val Gly Arg
545 550 555 560

Lys Pro Lys Val Glu Gln Leu Ser Asn Met Ile Val Arg Ser Cys Lys
565 570 575

Cys Ser

<210> 54
<211> 573
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lyg Lys Pro Gly Ser
1 S 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Arg Met His Trp Val Arg Gln Ala Pr¢ Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile



Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Tyr

50

Asp

Glu

Arg

val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Proc

Phe

Vval

Phe

Proc
290

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Asn

Ala

Ser

Gly

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Irp

Glu

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

val

Tyr

Glu

Ser

Ile

70

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

val

Asp

Tyr
295

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

val

Phe

Val

185

val

Lys

Leu

Thr

val

265

Val

Ser

Thr

Glu

Asp

20

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

263

Glu

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Val

Tyr

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg
300

45

Asn

Asn

val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Vval

Gln

Thx

TyTr

Thxr

110

Prc

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Lys

Ala

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phea

240

Pro

Val

Thr

Vval




Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Gly

Thr

465

Leu

Pro

Trp

His

Glu
545

Gln

Thr

val

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

Gly

450

Asn

Tyr

Lys

Ser

Asn

530

Pro

Leu

<210>

Val

Ser

Lys

Asp

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

Ser

Tyr

Ile

Gly

Leu

515

Pro

Leu

Ser

55

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Gly

Cys

Asp

Tyr

500

Asp

Gly

Pro

Asn

His

Lys

325

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Gly

Phe

Phe

485

His

Thr

Ala

Ile

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

320

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ser

470

Arg

Ala

Gln

Ser

val
550

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly

455

Ser

Lys

Asgn

Tyxr

Ala

535

Tyr

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

440

Ser

Thr

Asp

Phe

Ser

520

Ala

Tyr

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Gly

Glu

Leu

Cys

505

Lys

Pro

Vval

Asn

Pro

330

Gln

val

val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Gly

Lys

Gly

490

Leu

Val

Cys

Gly

264

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Gly

Asn
4758

Tzp

Gly

Leu

Cys

Arg
555

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

val

Asp

His

Pro

Gly

460

Cys

Lys

Pro

Ala

Val

540

Lys

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

445

Ser

Cys

Trp

Cys

Leu

525

Pro

Pro

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Ala

Val

Ile

Pro

510

Tyr

Gln

Lys

Met Ile Val Arg Ser Cys Lys Cys Ser
570

565

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Gly

Leu

Arg

His

485

Tyr

Asn

Ala

val

Cys

320

Ser

Pro

val

Gly

Asp

400

Trp

His

Gly

Asp

Gln

480

Glu

Ile

Gln

Leu

Glu
560



265

<211> 572
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
Gln Leu Gln Gln Ser Gly Thr Val Leu Ala Arg
1 5 10

Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe
20 25

His Trp Ile Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu
35 49

Ile Tyr Pro Gly Asn Ser Asp Thr Ser Tyr Asn
50 55

Lys Ala Lys Leu Thr Ala Val Thr Ser Ala Ser
65 70 75

Leu Ser Ser Leu Thr His Glu Asp Ser Ala Val
85 90

Asp Tyr Gly Tyr Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln
100 105

Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120

Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135

Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Prc Val Thr Val Ser
145 150 155

Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Vval
165 170

Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185

Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200

Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp

Pro

Thr

Glu

Gln

60

Thr

Tyr

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

Gly

Arg

Trp

45

Lys

Ala

Tyr

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

205

Thr

Ala

Tyr

30

Ile

Phe

Tyr

Cys

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

190

Asn

His

Ser
15

Trp

Gly

Glu

Met

Ser

95

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Thr

Thr

val

Met

Ala

Gly

Glu

80

Arg

Thr

Pro

Val

Ala

160

Gly

Gly

Lys

Cys



Pro

225

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

305

val

Ala

Arg

Gly

Pro

385

Ser

Gln

His

Gly

Asn
465

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

290

val

Ser

Lys

Asp

Phe

370

Glu

Pha

Gly

Tyr

Ser

450

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp

275

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

435

Gly

Cys

Pro

Lys

Val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

420

Gln

Gly

Phe

Ala

Pro

245

Val

Val

Gln

Gln

Ala

325

Pro

Thr

sSer

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

Gly

Ser

Pre

230

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

310

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

380

Ser

Ser

Ser

Gly

Ser
470

215

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

295

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

455

Thr

Leu

Thr

Val

Val

280

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

440

Gly

Glu

Leu

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

345

val

val

Pro

Thr

val

425

Leu

Gly

Lys

Gly

Met

250

His

val

Tyr

Gly

Ile

330

Val

Ser

Glu

Pro

Val

410

Met

Ser

Gly

Asn

266

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

395

Asp

His

Pro

Gly

Cys
475

220

Pro

Ser

Asp

Asn

Vval

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

380

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

460

Cys

Ser

Arg

Pro

Ala

285

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

365

Ser

Asp

Sar

Ala

Lys

445

Ala

Vval

val

Thr

Glu

270

lys

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

430

Gly

Leu

Arg

Phe

Pro

255

Val

Thr

Val

Cys

Ser

335

Pro

Vval

Gly

Asp

Trp

415

His

Gly

Aap

Gln

Leu

240

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

320

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

400

Gln

Asn

Gly

Thr

Leu
480




Tyr Ile

Lys Gly

Ser Leu

Asn Pro
530

Pro Leu
545

Leu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala Leu

Val Arg

Ile His

Pro Tyr

50

Tyr Asn

65

Gln Ala

Lys Val

Gly Gly

Asp Phe Arg Lys Asp
485

Tyr Hig Ala Asn Phe
500

Asp Thr Gln Tyr Ser
515

Gly Ala Ser Ala Ala
535

Pro Ile Val Tyr Tyr
550

Asn Met Ile Vval Arg
565

56
500
PRT

Homo sapiens

56

Agp Thr Asn Tyr Cys

Gln Leu Tyr Ile Asp
20

Glu Pro Lys Gly Tyr
35

Ile Trp Ser Leu Asp
55

Gln His Asn Pro Gly
70

Leu Glu Pro Leu Pro

Glu Gln Leu Ser Asn
100

Gly Gly Ser Gly Gly
115

Leu

Cys

Lys

520

Pre

val

Ser

Phe

Phe

His

40

Thr

Ala

Ile

Met

Gly
120

Gly

Leu

505

val

Cys

Gly

Cys

Ser

Arg

25

Ala

Gln

Ser

val

Ile

105

Gly

267

Trp

490

Gly

Leu

Cys

Arg

Lys
570

Ser

10

Lys

Asn

Tyr

Ala

Tyr

90

val

Ser

Lys

Pro

Ala

val

Lys

555

Cys

Thr

Asp

Phe

Ser

Ala

75

Tyr

Arg

Gly

Trp

Cys

Leu

Pro

540

Pro

Ser

Glu

Leu

Cys

Lys

60

Pro

val

Ser

Gly

Ile

Pro

Tyr

525

Gln

Lys

Lys

Gly

Leu

45

Val

Cys

Gly

Cys

Gly
125

His

Tyr

510

Asn

Ala

val

Agn

Trp

Gly

Cys

Arg

Lys

110

Gly

Glu

495

Ile

Gln

Leu

Glu

Cys

15

Lys

Pro

Ala

val

Lys

95

Cys

Ser

Pro

Trp

Hig

Glu

Gln
560

Cys

Trp

Cys

Leu

Pro

80

Pro

Ser

Thr



His

val

145

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

225

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

308

Arg

Leu

Gly

Pro

Leu

Thr

130

Phe

Pro

Val

Thr

Val

210

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

290

Asp

Trp

His

Gly

Thr

370

Leu

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

195

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

275

Gln

Gly

Gln

Asn

Gly

355

Ser

Asp

Pro

Phe

Val

Phe

180

Pro

Thr

val

Ala

Arg

260

Gly

Pro

Ser

Gln

His

340

Gly

Ser

Leu

Prao

Pro

Thr

165

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

245

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

325

Tyr

Ser

Ser

Gln

Cys

Pro

150

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

230

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

310

Asn

Thr

Gly

Thr

Met

Pro

135

Lys

Val

Tyr

Glu

Hisg

215

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

295

Leu

Val

Gln

Gly

Lys

375

Ile

Ala

Pro

Val

Val

Gln

200

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

280

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Gly

360

Lys

Leu

Pro

Lys

Val

Asp

185

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

265

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

345

Gly

Thr

Asn

Glu

Asp

Asp

170

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

250

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

330

Leu

Ser

Gln

Gly

268

Leu

Thr

155

Val

Val

Ser

Leu

Ala

235

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

315

Ser

Ser

Gly

Leu

Ile

Leu

140

Leu

Ser

Glu

Thr

Lsn

220

Pro

Gln

val

Val

Pro

300

Thr

val

Leu

Gly

Gln

380

Asn

Gly

Met

His

Val

Tyr

205

Gly

Tle

Val

Ser

Glu

285

Pro

Val

Met

Ser

Gly

365

Leu

Asn

Gly

Ile

Glu

His

180

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

270

Trp

val

Asp

His

Pro

350

Gly

Glu

Tyr

Pro

Ser

Asp

175

Asn

Vval

Glu

Lys

Thr

255

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

335

Gly

Ser

His

Lys

Ser

Arg

160

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

240

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

320

Ala

Lys

Ala

Leu

Asn



385

Pro

Ala

Leu

Pro

Gly

465

Ile

Ser

Lys

Thr

Glu

Arg

450

Ser

val

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ala

Leu

Asn

Lys

Pro

65

Arg

Lys

Pro

Leu

Pro

Ala

50

Leu

Pro

Gly

Leu

Glu

Glu

435

Asp

Glu

Glu

Leu

57
500
PRT

Thr

Lau

420

Val

Leu

Thr

Phe

Thr
500

Arg

405

Lys

Leu

Ile

Thr

Leu
485

390

Met

His

Asn

Ser

Phe

470

Asn

Leu

Leu

Leu

Asn

455

Met

Arg

Homo sapiens

57

Thr

Leu

Lys

35

Thr

Glu

Arg

Ser

Ser

Asp

20

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu
100

Ser

Leu

Thr

Leu

val

Leu

85

Thr

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

70

Ile

Thr

Thr

Met

Met

His

55

Asn

Ser

Phe

Thr

Gln

Ala

440

Ile

Cys

Trp

Lys

Ile

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Met

Phe

Cys

425

Gln

Asn

Glu

Ile

Lys

Leu

25

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys
105

269

Lys

410

Leu

Ser

Val

Tyr

Thr
490

Thr

10

Asn

Phe

Cys

Gln

Asn

90

Glu

395

Phe

Glu

Lys

Ile

Ala

475

Phe

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

75

val

Tyr

Tyr

Glu

Asn

Val

460

Asp

Cys

Leu

Ile

Phe

Glu

60

Lys

Ile

Ala

Met

Glu

Phe

445

Leu

Glu

Gln

Gln

Asn

Tyr

45

Glu

Asn

val

Asp

Pro

Leu

430

His

Glu

Thr

Ser

Asn

30

Met

Glu

FPhe

Leu

Glu
110

Lys

415

Lys

Leu

Leu

Ala

Ile
495

Glu

15

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

95

Thr

400

Lys

Pro

Arg

Lys

Thr

480

Ile

His

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Leu

Ala



Thr

Tle

Gly

145

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

225

Asn

Pro

Gln

Val

Val

305

Pro

Thr

val

Ile

Ser

130

Gly

Gly

Met

His

val

210

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

290

Glu

Pro

val

Met

Val

115

Thr

Gly

Gly

Ile

Glu

195

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

275

Leu

Trp

val

Asp

His
355

Glu

Leu

Ser

Pro

Ser

180

Asp

Asn

val

Glu

Lys

260

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

340

Glu

Phe

Thr

Thr

Ser

165

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

245

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

325

Ser

Ala

Leu

Gly

His

150

val

Thr

Glu

Lys

Ser

230

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

310

Ser

Arg

Leu

Asn

Gly

135

Thr

Phe

Pro

val

Thr

215

val

Cys

Ser

Pro

Val

285

Gly

Asp

Trp

His

Arg

120

Gly

Cys

Leu

Glu

Lys

200

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

280

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
360

Trp

Gly

Pro

Phe

Val

185

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

265

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

345

His

Ile

Ser

Pro

Pro

170

Thr

Asn

Arg

val

Ser

250

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

330

Gly

Tyr

270

Thr

Gly

Cys

155

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

235

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

315

Phe

Asn

Thr

Phe

Gly

140

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

220

His

Lys

Gln

Met

Fro

300

Asn

Leu

val

Gln

Cys

125

Gly

Ala

Pro

Val

val

205

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

285

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
365

Gln

Gly

Pro

Lys

Val

190

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

270

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

350

Ser

Ser

Ser

Glu

Asp

175

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

255

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

335

Cys

Leu

Ile

Gly

Leu

160

Thr

Val

Val

Ser

Leu

240

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

320

Leu

Ser

Ser



Leu Ser
370

Gly Gly
385

Lys Asn

Gly Trp

Leu Gly

Val Leu
450

Cys Cys
465

Gly Arg

Cys Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Pro

Gly

Cys

Lys

Pro

435

Ala

Val

Lys

Cys

58
578
PRT

Gly

Ser

Cys

Trp

420

Cys

Leu

Pro

Pro

Ser
500

Lys

Ala

val

405

Ile

Pro

Tyr

Gln

Lys
485

Gly

Leu

390

Arg

His

Tyr

Asn

Ala

470

val

Gly

375

Asp

Gln

Glu

Ile

Gln

455

Leu

Glu

Homo sapiens

58

Gly

Thr

Leu

Pro

Trp

440

His

Glu

Gln

Gly

Asn

Tyr

Lys

425

Ser

Asn

Pro

Leu

271

Ser

Tyr

Ile

410

Gly

Leu

Pro

Leu

Ser
4390

Gly

Cys

395

Asp

Tyr

Asp

Gly

Pro

475

Asn

Gly

380

Phe

Phe

His

Thr

Ala

460

Ile

Met

Gly

Ser

Arg

Ala

Gln

445

Ser

Val

Ile

Gly

Ser

Lys

Asn

430

Tyr

Ala

Tyr

val

Ser

Thr

Asp

415

Phe

Ser

Ala

Tyr

Arg
495

Gly

Glu

400

Leu

Cys

Lys

Pro

Val

480

Ser



Gln

Thr

Tyr

Ile

Leu

65

Ser

val

Leu

Tyr

Gly

Asn

Leu

Gln

Ser

Trp

Tyr

Asn

Lys

Leu

Leu

20

Phe

Ile

Arg

Leu

Gln

Thr

Trp

Tyr

val

Arg
85

Glu

Cys

Ile

Gly

Ser

70

Ser

Ala

Ser

Arg

Ser

55

Ile

val

Gly

val

Gln

40

Gly

Ser

Thr

Pro

Ser

25

Ser

Gly

Ile

Ala

Gly

10

Gly

Pro

Gly

Asp

Ala
90

272

Leu

Gly

Gly

Thr

Thr

75

Asp

Val

Ser

Lys

Asn

60

Ser

Thr

Lys

Ile

Gly

45

Tyr

Lys

Ala

Pro

Ser

30

Leu

Asn

Asn

val

Ser

15

Gly

Glu

Pro

Leu

Tyr
95

Glu

Asgp

Trp

Ser

Phe

80

Tyr



Cys

Gln

Val

Ala

145

Ser

val

Pro

Lys

Asp

225

Gly

Ile

Glu

His

Arg

305

Lys

Glu

Ala

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

290

val

Glu

Lys

Ser

val

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

275

Ala

Val

Tyr

Thr

Asn

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

His

Val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
340

Ile

val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

245

Pro

vVal

Thr

Val

Cys

325

Ser

Leu

Thr

Pro

val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Lys

val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Phe

val

Phe

Pro

295

Thr

Val

Ala

Tyr

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

280

Arg

vVal

Ser

Lys

Leu

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

265

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly
345

His

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

250

val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

273

Trp

Ser

Thr

Pro

155

val

Ser

Tle

Val

Ala

235

Pro

Val

val

Gln

Gln

315

Ala

Pro

Leu

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

aArg

Leu

Lys

125

Gly

Pro

Thr

val

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Trp

Pro

Glu

Tyr

110

Gly

Gly

val

Phe

vVal

130

Val

Lys

Leu

Thr

Val

270

Val

Ser

Leu

Ala

Pro
350

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Gly

Ser

Ala

val

160

Ala

val

His

Cys

Gly

240

Met

His

Val

Tyr

Gly

320

Ile

val



Tyr Thr Leu
355

Leu Thr Cys
370

Trp Glu Ser
385

Val Leu Asp

Asp Lys Ser

His Glu Ala
435

Pro Gly Lys
450

465

Cys Cys Val

Lys Trp Ile

Pro Cys Pro
515

Ala Leu Tyr
530

Val Pro Gln
545

Lys Pro Lys

Cys Ser

<210> 59
<211> 510
<212> PRT

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

420

Leu

Gly

Arg

His

500

Tyr

Asn

Ala

val

Pro

Val

Gly

Asp

405

Trp

His

Gly

Gln

485

Glu

Ile

Gln

Leu

Glu
565

Ser

Lys

Gln

3%0

Gly

Gln

Asn

Gly

470

Leu

Pro

Trp

His

Glu

550

Gln

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

His

Gly

455

Tyr

Lys

Ser

Asn

535

Pro

Leu

<213> Homo sapiens

Asp

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

440

Ser

Ile

Gly

Leu

520

Pro

Leu

Ser

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

Gly

Asp

Tyr

505

Asp

Gly

Pro

Asn

274

Leu

Pro

Asn

Leu

410

val

Gln

Gly

Phe

490

His

Thr

Ala

Ile

Met
570

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Gly

475

Arg

Ala

Gln

Ser

Val

555

Ile

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly

460

Lys

Asn

Tyr

Ala

540

Tyr

val

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

445

Ser

Asp

Phe

Ser

525

Ala

Tyr

Arg

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Gly

Leu

Cys

510

Lys

Pro

Val

Ser

val

Val

Pro

Thr

415

Val

Leu

Gly

Gly

495

Leu

val

Cys

Gly

Cys
575

Ser

Glu

Pro

400

val

Met

Ser

Gly

480

Trp

Gly

Leu

Cys

Arg

560

Lys



<400>

Met Gly
1

Leu Leu

Ala val

Tyr Ala
50

Gln Ala
65

Gly Asn

Ser Gly

Thr Gly

Tyr Leu
130

Pro Cys
145

Thr Cys

Phe Leu

Pro Glu

Val Lys
210

Thr Lys
225

Val Leu

59
val

Phe

val

35

Ser

Asp

Glu

Asn

Leu

115

Gly

Pro

Pro

Phe

Val

195

Phe

Pro

Thr

Leu
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405

Gly

Ala

Val

val

Tyr

485

Gly

Ala

Pro

Asp

Phe

Gly

390

Tyr

Ser

Gln

Cys

Leu

470

Met

Thr

Met

Pro

Pro
550

Phe

375

Asn

Thr

Gly

Pro

Glu

455

Arg

Met

Ser

Asp

Tyr

535

Glu
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Ala Leu Asp Thr Asn Tyr Cys Phe

1

Leu

Val

Gln

Gly

Ala

440

Tyr

Gln

Gly

Ser

Thr

520

Tyr

Pre

Val Arg Gln Leu Tyr Ile Asp Phe

20

Ile His Glu Pro Lys Gly Tyr His

292

Tyr Ser

Phe Ser

Lys Ser
410

Gly Gly
425

val val

Ala Ser

Ala Asp

Asn Glu

450

Gly Asn

505

Gly Leu

Leu Gly

Cys Pro

Lys

Cys

395

Leu

Ser

Leu

Pro

Ser

475

Leu

Gln

Tyr

Ile

Asp
555

Leu

380

Ser

Ser

Gly

Ala

Gly

460

Gln

Thr

Val

Ile

Gly

540

Ser

Thr

Val

Leu

Gly

Ser

445

Lys

val

Phe

Asn

Cys

525

Asn

Asp

val

Met

Ser

Gly

430

Ser

Ala

Thr

Leu

Leu

510

Lys

Gly

Asp

His

Pro

415

Gly

Arg

Thr

Glu

Asp

495

Thr

Val

Thr

Lys

Glu

400

Gly

Ser

Gly

Glu

val

480

Asp

Ile

Glu

Gln

Ser Ser Thr Glu Lys Asn Cys Cys
15

10

Arg Lys Asp Leu Gly Trp Lys Trp

25

30

Ala Asn Phe Cys Leu Gly Pro Cys



Pro

Tyr

€5

Gln

Lys

Gly

His

val

145

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

225

Ile

Pro

Leu

Asn

Tyr

50

Asn

Ala

val

Gly

Thr

130

Phe

Pro

Val

Thr

Val

210

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
290

35

ILle

Gln

Leu

Glu

Gly

115

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

195

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

275

Gln

Trp

His

Glu

Gln

100

Gly

Pro

Phe

Val

Phe

180

Pro

Thr

val

Ala

Arg

260

Gly

Pro

Ser

Asn

Pro

85

Leu

Ser

Pro

Pro

Thr

165

Asn

Arg

Val

Sar

Lys

245

Glu

Phe

Glu

Leu

Pro

70

Leu

Ser

Gly

Cys

Pro

150

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

230

Gly

Glu

Tyr

Asn

Asp

55

Gly

Pro

Asn

Gly

Pro

135

Lys

val

Tyr

Glu

His

215

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
295

40

Thr

Ala

Ile

Met

Gly

120

Ala

Pro

Val

Val

Gln

200

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

280

Tyxr

Gln

Ser

Vval

Ile

105

Gly

Pro

Lys

Val

Asp

185

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

265

Asp

Lys

Tyr

Ala

Tyr

90

Val

Ser

Glu

Asp

Asp

170

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

250

Asn

Ile

Thr

293

Ser

Ala

75

Tyr

Arg

Gly

Leu

Thr

155

Vval

Val

Ser

Leu

Ala

235

Pro

Gln

Ala

Thr

Lys

60

Pro

val

Ser

Gly

Leu

140

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

220

Pro

Gln

Vval

Val

Pro
300

45

val

Cys

Gly

Cys

Gly

125

Gly

Met

His

Val

Tyr

205

Gly

Ile

Vval

Ser

Glu

285

Pro

Leu

Cys

Arg

Lys

110

Gly

Gly

Ile

Glu

His

190

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

270

Trp

Vval

Ala

Val

Lys

95

Cys

Ser

Pro

Ser

Asp

175

Asn

val

Glu

Lys

Thr

255

Thr

Glu

Leu

Leu

Pro

Pro

Ser

Thr

Ser

Arg

160

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

240

Leu

Cys

Ser

Asp




Ser

305

Arg

Leu

Gly

Ile

Cys

385

Thr

Asp

Thr

Arg

Cys

465

Pro

Tyr

Asn

Ser

Glu
545

Asp

Trp

His

Gly

Ala

370

Cys

Thr

Ser

Gly

Arg

450

Cys

Leu

Fhe

Cys

Asp

530

Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

Gly

Gln

Asn

Gly

355

Pro

Asn

Ser

Trp

Lys

435

Cys

Arg

Gln

Ser

Thr

515

Ala

His

67

Ser

Gln

His

340

Gly

Pro

Lys

Asp

Asn

420

Ala

Ala

Arg

Leu

Asp

500

Phe

Val

val

552

PRT

Phe

Gly

325

Tyr

Ser

Cys

Cys

Ser

405

Glu

Leu

Cys

Asn

Asn

485

Ala

Leu

Cys

Tyr

Phe

310

Asn

Thr

Gly

Thr

Glu

320

Val

Glu

val

Thr

Thr

470

Lys

Phe

Gly

Ser

Leu
550

Leu

val

Gln

Gly

Ser

375

Pro

Cys

Asp

Ala

Ala

455

Glu

Asp

Ser

Lys

Ser

535

Pro

Homo sapiens

Tyr

Phe

Lys

Gly

360

Glu

Gly

Leu

Lys

val

440

Gly

Cys

Thr

Ser

Arg

520

Ser

Gly

Ser

Ser

Ser

345

Gly

Lys

Lys

Pro

Cys

425

Vval

Tyr

Ala

Val

Thr

505

Val

Leu

Llys

Cys

330

Leu

Ser

His

Tyr

Cys

410

Leu

Ala

His

Pro

Cys

490

Asp

Glu

Pro

294

Leu

315

Ser

Ser

Gly

Tyr

Met

395

Gly

Leu

Gly

Trp

Gly

475

Lys

Lys

His

Ala

Thr

val

Leu

Gly

Glu

380

Ser

Pro

His

Asn

Ser

460

Leu

Pro

Cys

His

Arg
540

val

Met

Ser

Gly

365

His

Ser

Asp

Lys

Ser

445

Gln

Gly

Cys

Arg

Gly

525

Lys

Asp

His

Pro

350

Gly

Leu

Lys

Glu

Val

430

Thr

Asp

Ala

Leu

Pro

510

Thr

Pro

Lys

Glu

335

Gly

Ser

Gly

Cys

Tyr

415

Cys

Thr

Cys

Gln

Ala

495

Trp

Glu

Pro

Ser

320

Ala

Lys

Gln

Arg

Thr

400

Leu

Asp

Pro

Glu

His

480

Gly

Thr

Lys

Asn



<400> 67

Gln

1

Arg

Thr

Leu

Asp

Pro

Glu

His

Gly

Thr

145

Lys

Asn

Gly

Ala

Pro

Ile

Cys

Thr

Asp

50

Thr

Arg

Cys

Pro

Tyr

130

Asn

Ser

Glu

Gly

Pro

210

Lys

Ala

Cys

Thr

35

Ser

Gly

Arg

Cys

Leu

115

Phe

Cys

Asp

Pro

Ser

195

Glu

Asp

Pro

Asgn

20

Ser

Trp

Lys

Cys

Arg

100

Gln

Ser

Thr

Ala

His

180

Gly

Leu

Thr

Pro

Lys

Asp

Asn

Ala

Ala

85

aArg

Leu

Asp

Phe

vVal

165

Val

Gly

Leu

Leu

Cys

Cys

Ser

Glu

Leu

70

Cys

Asn

Asn

Ala

Leu

150

Cys

Tyr

Gly

Gly

Met

Thr

Glu

Val

Glu

55

Val

Thr

Thr

Lys

Phe

135

Gly

Ser

Leu

Gly

Gly

215

Ile

Ser

Pro

Cys

4Q

Asp

Ala

Ala

Glu

Asp

120

Ser

Lys

Ser

Pro

Ser

200

Pro

Ser

Glu

Gly

25

Leu

Lys

Val

Gly

Cys

105

Thr

Ser

Arg

Ser

Gly

185

Thr

Ser

Arg

295

Lys

10

Lys

Pro

Cys

Val

Tyr

90

Ala

val

Thr

val

Leu

170

Gly

His

Val

Thr

His

Tyr

Cys

Leu

Ala

15

His

Pro

Cys

Asp

Glu

155

Pro

Gly

Thr

Phe

Pro

Tyr

Met

Gly

Leu

60

Gly

Trp

Gly

Lys

Lys

140

His

Ala

Gly

Cys

Leu

220

Glu

Glu

Ser

Pro

45

His

Asn

Ser

Leu

Pro

125

Cys

His

Arg

Gly

Pro

205

Phe

Val

His

Ser

30

Asp

Lys

Ser

Gln

Gly

110

Cys

Arg

Gly

Lys

Ser

190

Pro

Pro

Thr

Leu

15

Lys

Glu

val

Thr

Asp

95

Ala

Leu

Pro

Thr

Pro

175

Gly

Cys

Pro

Cys

Gly

Cys

Tyr

Cys

Thr

Cys

Gln

Ala

Trp

Glu

160

Pro

Gly

Pro

Lys

Val




225

Val

val

Gln

Gln

Ala

305

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

385

Phe

Lys

Gly

Ser

Arg

465

Ala

Val

Asp

Tyr

Asp

290

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

370

Ser

Ser

Ser

Gly

Ser

450

Lys

Asn

Asp

Gly

Asn

275

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

355

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

435

Thr

Asp

Phe

Val

val

260

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

340

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

420

Gly

Glu

Leu

Cys

Ser

245

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

325

val

Val

Pro

The

val

405

Leu

Gly

Lys

Gly

Leu
485

230

His

val

Tyr

Gly

Ile

310

val

Ser

Glu

Pre

Val

390

Met

Ser

Gly

Asn

Trp

470

Gly

Glu

His

Arg

Lys

295

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

375

Asp

His

Pro

Gly

Cys

455

Lys

Pro

Asp

Asn

Val

280

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

360

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

440

Cys

Trp

Cys

Pro

Ala

265

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

345

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

425

Ala

val

Ile

Pro

Glu

25Q

Lys

Ser

Lys

ITle

Pro

330

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

410

Gly

Leu

Arg

His

Tyr
490

296

235

Val

Thr

Val

Cys

Ser

315

Pro

val

Gly

Asp

Trp

395

His

Gly

Asp

Gln

Glu

475

Ile

Lys

Lys

Leu

Lys

300

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

380

Gln

Asn

Gly

Thr

Leu

460

Pro

Trp

Phe

Pro

Thr

285

val

Ala

Arg

Gly

Pro

365

Ser

Gln

His

Gly

Asn

445

Tyr

Lys

Ser

Asn

Arg

270

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

350

Glu

Phe

Gly

Tyxr

Ser

430

Tyr

Ile

Gly

leu

Trp

255

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

335

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

415

Gly

Cys

Asp

Tyr

Asp
495

240

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

320

Met

Pro

Asn

Leu

Val

400

Gln

Gly

Phe

Phe

His

480

Thr




Gln Tyr

Ser Ala

Val Tyr
530

Tle Val
545

<210>
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<213>

<400>

Ser Lys Val Leu Ala
500

Ala Pro Cys Cys Val
515

Tyr Val Gly Arg lys
535

Arg Ser Cys Lys Cys
550

68
729
PRT
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68

297

Leu Tyr Asn Gln His

Pro
520

Proc

Ser

505

Gln Ala Leu Glu

Asn

Pro
525

Lys Val Glu Gln Leu

540

Pro Gly Ala

510

Leu Pro Ile

Ser Asn Met

Arg Ile

Ala Phe

Ser Asn

Leu Ala

50

Gln Phe
65

Phe Ala Val Phe Ile

Thr Val Thr val Pro
20

Met Thr Ile Glu Cys
35

Ala Leu Ile Val Tyr
55

Val His Gly Glu Glu
70

Phe

Lys

Lys

40

Trp

Asp

Met

Asp

25

Phe

Glu

Leu

Thr

10

Leu

Pro

Met

Lys

Tyr

Tyr

Vval

Glu

Val
75

Trp

val

Glu

Asp

60

Gln

His

val

Lys

45

Lys

His

Leu

Glu

30

Gln

Asn

Ser

Leu

15

Tyr

Leu

Ile

Ser

Asn

Gly

Asp

Ile

Tyr
80

Arg Gln

Ala Leu

Cys Met

Val Asn

130

Pro Vval
145

Arg Ala Arg Leu Leu

Gln Ile Thr Asp Val
100

Ile Ser Tyr Gly Gly
115

Ala Pro Tyr Asn Llys
135

Thr Ser Glu His Glu
150

Lys

Lys

Ala

120

Ile

Leu

Asp

Leu

105

Asp

Asn

Thr

Gln

90

Gln

Tyr

Gln

Cys

Leu

Asp

Lys

Arg

Gln
155

Ser

Ala

Arg

Ile

140

Ala

Leu

Gly

Ile

125

Leu

Glu

Gly

val

110

Thr

val

Gly

Asn

95

Tyr

val

val

Tyr

Ala

Arg

Lys

Asp

Pro
160



Lys

Lys

Thr

Thr

Ile

225

Val

Ile

Ile

Thr

Thr

305

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

385

Tyr

Thr

Ala

Thr

Ser

Phe

210

Pro

Ile

Phe

Gln

Gly

290

His

val

Thr

Glu

Lys

370

Ser

Lys

Ile

Glu

Thr

Thr

195

Arg

Glu

Leu

Arg

Asp

275

Gly

Thr

Phe

Pro

Val

355

Thr

val

Cys

Ser

Val

Thr

180

Leu

Arg

Leu

Gly

Lieu

260

Thr

Gly

Cys

Leu

Glu

340

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Ile

165

Thr

Arg

Leu

Pro

Ala

245

Arg

Asn

Gly

Pro

Phe

325

Val

Phe

Pro

Thr

Val

405

Ala

Trp

Asn

Ile

Asp

Leu

230

Ile

Lys

Ser

Ser

Pre

310

Pro

Thr

Asn

Arg

val

390

Ser

Lys

Thr

Ser

Asn

Pro

215

Ala

Leu

Gly

Lys

Gly

295

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

375

Leu

Asn

Gly

Ser

Lys

Thr

200

Glu

His

Leu

Arg

Lys

280

Gly

Prc

Lys

Val

Tyr

360

Glu

His

Lys

Gln

Ser

Arg

185

Thr

Glu

Pro

Cys

Met

265

Gln

Gly

Ala

Pro

Val

345

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

Asp

170

Glu

Thr

Asn

Pro

Leu

250

Met

Ser

Gly

Ero

Lys

330

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

410

Arg

298

His

Glu

Asn

His

Asn

235

Gly

Asp

Asp

Ser

Glu

315

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
385

Pro

Glu

Gln

Lys

Glu

Thr

220

Glu

val

Val

Thr

Gly

300

Leu

Thr

Val

val

Ser

380

Leu

Ala

Pro

Val

Leu

Ile

205

Ala

Arg

Ala

Lys

His

285

Gly

Leu

Leu

Ser

Glu

365

Thr

Asn

Pro

Gln

Leu

Phe

190

Phe

Glu

Thr

Leu

Lys

270

Leu

Gly

Gly

Met

His

350

val

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

175

Asn

Tyz

Leu

His

Thr

255

Cys

Glu

Gly

Gly

Ile

335

Glu

His

Arg

Lys

Glu

415

Tyr

Gly

val

Cys

Val

Leu

240

Phe

Gly

Glu

Ser

Pro

320

Ser

Asp

Asn

val

Glu

400

Lys

Thr



Leu

Cys

Ser

465

Asp

Ser

Ala

Lys

Gln

545

Arg

Thr

Leu

Asp

Pro

625

Glu

His

Gly

Pro

Leu

450

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

530

Ile

Cys

Thr

Asp

Thr

610

Arg

Cys

Pro

Tyr

Pro

435

val

Gly

Asp

Trp

His

515

Gly

Ala

Cys

Thr

Ser

595

Gly

Arg

Cys

Leu

Phe
675

420

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

500

Asn

Gly

Pro

Asn

Ser
580

Trp

Lys

Cys

Arg

Gln

660

Ser

Arg

Gly

Pro

Ser

485

Gln

His

Gly

Pro

Lys

565

Asp

Asn

Ala

Ala

Arg

645

Leu

Asp

Glu

Phe

Glu

470

Phe

Gly

Tyr

Ser

Cys

550

Cys

Ser

Glu

Leu

Cys

630

Asn

Asn

Ala

Glu

Tyr

455

Asn

Phe

Asn

Thr

Gly

535

Thr

Glu

Val

Glu

Val

615

Thr

Thr

Lys

Phe

Met

440

Pro

Asn

Leu

Val

Gln

520

Gly

Ser

Pro

Cys

Asp

600

Ala

Ala

Glu

Asp

Ser
680

425

Thr

Ser

Tyxr

Tyr

Phe

505

Lys

Gly

Glu

Gly

Leu

585

Lys

Val

Gly

Cys

Thr

665

Ser

Lys

Asp

Lys

Ser

4390

Ser

Ser

Gly

Lys

Lys

570

Pro

Cys

Val

Tyr

Ala

650

Val

Thr

299

Asn

Ile

Thr

475

Lys

Cys

Leu

Ser

Hisg

555

Tyr

Cys

Leu

Ala

His

635

Pro

Cys

Asp

Gln

Ala

460

Thr

Leu

Ser

Ser

Gly

540

Tyr

Met

Gly

Leu

Gly

620

Trp

Gly

Lys

Lys

Val

445

val

Pro

Thr

val

Leu

525

Gly

Glu

Ser

Pro

His

605

Asn

Ser

Leu

Pro

Cys
685

430

Ser

Glu

Pro

val

Met

510

Sexr

Gly

His

Ser

Asp

590

Llys

Ser

Gln

Gly

Cys

670

Arg

Leu

Trp

Val

Asp

495

His

Pro

Gly

Leu

Lys

575

Glu

val

Thr

Asp

Ala

655

Leu

Pro

Thr

Glu

Leu

480

Lys

Glu

Gly

Ser

Gly

560

Cys

Tyr

Cys

Thr

Cys

640

Gln

Ala

Trp




Thr Asn
620

Lys Ser
705

Asn Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln Ile

Arg Cys

Thr Thr

Leu Asp
50

Asp Thr
65

Pro Arg

Glu Cys

His Pro

Gly Tyr
130

Thr Asn
145

Lys Ser

Cys Thr Phe Leu Gly
695

Asp Ala Val Cys Ser
710

Pro His Val Tyr Leu
725

69
729
PRT

Homo sapiens

69

Ala Pro Pro Cys Thr

Cys Asn Lys Cys Glu
20

Thr Ser Asp Ser Val

Ser Trp Asn Glu Glu
55

Gly Lys Ala Leu Val
70

Arg Cys Ala Cys Thr
85

Cys Arg Arg Asn Thr
100

Leu Gln Leu Asn Lys
115

Phe Ser Asp Ala Phe
135

Cys Thr Phe Leu Gly
150

Asp Ala Val Cys Ser
165

300

Lys Arg Val Glu His His Gly Thr Glu

700

Ser Ser Leu Pro Ala Arg Lys Pro Pro

Pro

Ser

Pro

Cys

40

Asp

Ala

Ala

Glu

Asp

120

Ser

Lys

Ser

Gly

Glu

Gly

25

Leu

Lys

val

Gly

Cys

105

Thr

Ser

Arg

Ser

Lys

10

Lys

Pro

Cys

Val

Tyr

20

Ala

val

Thr

val

Leu
170

715

His

Tyr

Cys

Leu

Ala

75

His

Pro

Cys

Asp

Glu

155

Pro

Tyr

Met

Gly

Leu

€0

Gly

Trp

Gly

Lys

Lys

140

His

Ala

Glu

Ser

Pro

His

Asn

Ser

Leu

Pro

125

Cys

His

Arg

His

Ser

30

Asp

Lys

Ser

Gln

Gly

110

Cys

Arg

Gly

Lys

Leu

15

Lys

Glu

val

Thr

Asp

95

Ala

Leu

Pro

Thr

Pro
175

720

Gly

Cys

Tyr

Cys

Thr

80

Cys

Gln

Ala

Trp

Glu

160

Pro



Asn

Gly

Ala

Pro

225

val

Val

Gln

Gln

Ala

305

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

385

Phe

Lys

Gly

Glu

Gly

Pro

210

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

290

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

370

Ser

Ser

Ser

Gly

Pro

Ser

195

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

275

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

355

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

His

180

Gly

Leu

Thr

Vval

Val

260

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

340

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

420

Gly

Val

Gly

Leu

Leu

Ser

245

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

325

Vval

Val

Pro

Thr

Val

405

Leun

Gly

Tyr

Gly

Gly

Met

230

His

Val

Tyr

Gly

Ile

310

Val

Ser

Glu

Pro

val

390

Met

Ser

Gly

Leu

Gly

Gly

215

Ile

Glu

Hig

Arg

Lys

295

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

375

Asp

His

Pro

Gly

Prec

Ser

200

Pro

Ser

Asp

Asn

val

280

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

360

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

Gly

185

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

265

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

345

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

425

Arg

Gly

His

val

Thr

Glu

250

Lys

Ser

Lys

Ile

Ero

330

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

410

Gly

Ile

301

Gly

Thr

Phe

Pro

235

Vval

Thr

val

Cys

Ser

315

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

385

His

Gly

Phe

Gly

Cys

Leu

220

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

300

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

380

Gln

Asn

Gly

Ala

Gly

Pro

205

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

285

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

365

Ser

Gln

His

Gly

val

Ser

150

Fro

Pro

Thr

Asn

Arg

270

val

Ser

Lys

Glu

Phe

350

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

430

FPhe

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

255

Glu

TLeu

Asn

Gly

Glu

335

Tyr

Asgn

Phe

Asn

Thr

415

Gly

Ile

Gly

Pro

Lys

Val

240

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

320

Met

Pro

Asn

Leu

val

400

Gln

Gly

Phe



302

435 440 445

Met Thr Tyr Trp His Leu Leu Asn Ala Phe Thr Val Thr Val Pro Lys
450 455 460

Asp Leu Tyr Val Val Glu Tyr Gly Ser Asn Met Thr Ile Glu Cys Lys
465 470 475 480

Phe Pro Val Glu Lys Gln Leu Asp Leu Ala Ala Leu Ile Val Tyr Trp
485 490 495

Glu Met Glu Asp Lys Asn Ile Ile Gln Phe Val His Gly Glu Glu Asp
500 505 510

Leu Lys Val Gln His Ser Ser Tyr Arg Gln Arg Ala Arg Leu Leu Lys
515 520 525

Asp Gln Leu Ser Leu Gly Asn Ala Ala Leu Gln Ile Thr Asp Val Lys
530 535 540

Leu Gln Asp Ala Gly Val Tyr Arg Cys Met Ile Ser Tyr Gly Gly Ala
545 550 555 560

Asp Tyr Lys Arg Ile Thr Val Lys Val Asn Ala Pro Tyr Asn Lys Ile
565 570 575

Asn Gln Arg Ile Leu Val Val Asp Pro Val Thr Ser Glu His Glu Leu
580 585 590

Thr Cys Gln Ala Glu Gly Tyr Pr¢o Lys Ala Glu Val Ile Trp Thr Ser
595 600 605

Ser Asp His Gln Val Leu Ser Gly Lys Thr Thr Thr Thr Asn Ser Lys
610 615 620

Arg Glu Glu Lys Leu Phe Asn Val Thr Ser Thr Leu Arg Ile Asn Thr
625 630 635 640

Thr Thr Asn Glu Ile Phe Tyr Cys Thr Phe Arg Arg Leu Asp Pro Glu
645 650 655

Glu Asn His Thr Ala Glu Leu Val Ile Proc Glu Leu Pro Leu Rla His
660 665 670

Pro Pro Asn Glu Arg Thr His Leu Val Ile Leu Gly Ala Ile Leu Leu
675 680 685

Cys Leu Gly Val Ala lLeu Thr Phe Tle Phe Arg Leu Arg Lys Gly Arg
690 695 700

Met Met Asp Val Lys Lys Cys Gly Ile Gln Asp Thr Asn Ser Lys Lys
705 710 715 720

Gln Ser Asp Thr His Leu Glu Glu Thr
725
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Asp

1

Asp

Val

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Arg

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu
195

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr
180

val

Gly

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Llys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
185

Leu

303

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

€0

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Len

125

Pro

Gly

Tyr

His

Vval
205

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
190

Thr

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

Pro

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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Asp

1

Glu

Ile

Lys

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Ile

Arg

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Vval

Ser

Thr

Cys

Leu

val

Trp

35

Ala

Ser

Ile

Gly

val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

val

Thr

Phe

Gln

Glu

Thr

Asp

85

Gly

Ile

vVal

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Phe

Asn
210

Arg

Gly

Glu

Cys

Ser

Cys

Arg

Ile

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

138

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Thr

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Val

Ala

25

Asn

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

304

Ile

10

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

90

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Ser

Gly

30

Phe

val

Trp

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

130

Thr

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Agn

Ile

Gly

Ser

Thr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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Gln

1

Glu

Hisg

Ala

Gly

Asp

FPhe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Val

val

Phe

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

115

Val

Trp

Thr

Thr

val
195

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

100

Ile

vVal

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Ser

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Phe

Cys

val

Gln

165

Ser

His

Asn

Arg
210

Gly

Glu

Cys

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

490

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Ala

Ala

25

Ser

val

Thr

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

170

Glu

Ser

305

Leu

Ser

Pro

val

Ser

75

Thr

Arg

Gln

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Arg

Ser

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

val

Ala

val

Pro

45

Phe

Val

Asn

Val

Lys

125

Arg

Asn

Sexr

Lys

Thr
205

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Gly

Ile

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe
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Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

Asn

Phe

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

val

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

306

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Ser

Ser

30

val

Phe

Val

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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Glu

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Trp

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

Val

Ala

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

115

aAla

val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Val

Ser

Gln

Val

Lau

180

Glu

Arg

Thr

Leu

Tyr

Phe

Gly

Ala

85

Gln

Phe

val

Trp

Thr

165

Thr

val

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

val

Gln

Ser

His

Cys
215

Pro

Arg

lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

307

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

920

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

Pro

Asp

Ser

Gly

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Gly

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys
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Asp

1

Asp

His

Thr

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Ile

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Phe

Gly

Vval

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
210

Gln

val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

115

val

Trp

Thr

Thr

Vval

195

Gly

Met

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

100

Ile

Vval

Lys

Glu

Lau

180

Thr

Glu

Thr

Ile

Gln

Leu

Glu

Tyr

85

Thr

Phe

Cys

val

Gln

165

Ser

His

Cys

Gln

Thr

Lys

Ala

Phe

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

val

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Pro

Ser

Gly

4Q

Gly

Leu

His

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Ser

Ala

25

Lys

Val

Thr

Gln

val

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

308

Thr

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Arg

920

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

170

Glu

Ser

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

15

Ser

Arg

Gln

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

val

Ala

Ile

Leu

45

Phe

Leu

Tyr

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Val

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Gly

Met

Tyr

Ser

Asp

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe
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Gln

1

Glu

Gln

Asp

Gly

Asp

Gly

Phe

val

Trp

145

Thr

Thr

val

Gly

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Ile

val

130

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
210

Val

val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Thr

Phe

115

Cys

val

Gln

Ser

His
195

Ser

Thr

20

Gln

Lys

Thr

Thr

Lys

100

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

180

Gln

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

165

Ala

Gly

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Glu

Ser

Asn

Ala

150

Lys

Asp

Leu

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Ile

Asp

Asn

135

Leu

Asp

Tyr

Ser

Proc

Ser

Gly

Gly

Leu

His

Lys

Glu

120

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
200

Ala

Ala

25

Thr

vVal

Thr

Gln

Arg

105

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

185

Pro

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Arg

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

170

His

val

309

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

val

Lys

Arg

Asn

155

Ser

Lys

Thr

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser

Ala

Ser

Glu

140

Ser

Leu

Val

Lys

Ala

Arg

Arg

Phe

Met

Tyr

Ala

Gly

125

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
205

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Thr

Pro

110

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

190

Phe

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe

95

Ser

Ala

val

Ser

Thr

175

Cys

Asn

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

Gly

val

Ser

Gln

val

160

Leu

Glu

Arg
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Ser

1

Thr

Gln

Ala

Asn

65

Asp

Trp

Ala

Ser

Glu

145

Ser

Leu

Val

Lys

Tyr

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

val

Ala

Gly

130

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
210

Glu

Gly

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Phe

Pro

115

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

195

Phe

Leu

Phe

20

Gln

Glu

Asn

Asp

Gly

100

Ser

ala

Vval

Ser

Thr

180

Cys

Asn

Ser

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

vVal

Ser

Gln

Val

165

Leu

Glu

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Phe

val

Trp

150

Thr

Thr

Val

Gly

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Ile

val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

Arg

Gly

Pro

Gly

Leu

Gln

aArg

Phe

120

Cys

val

Gln

Ser

His

200

Cys

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

val

Leu

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185

Gln

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp
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Thr

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

310

Ser

vVal

Pro

Ala

Ser

75

Asp

val

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

Val

Gly

Val

Arg

Gly

Ser

Leu

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ser

Arg

Leu

Phe

vVal

Thr

Gly

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

Pro

Lys

30
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Ser

Glu

Ala

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Gly

15

Ser

Ile

Gly

Ala

Asp

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr
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His

val

Gln
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Tyr

Ser

Gly

80
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Lys
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Asn

160

Ser

Lys

Thr
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1
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Leu

Tyr
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Glu
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Pro
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Lys
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Glu
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Ile
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Ala

Ala
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Gly

Asp
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Ser

Ala
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Ser

Thr

Cys
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210

Gln

val

35

Ala

Ser
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Gly
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115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Vval

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Leu

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro
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Pro

120

Leu

Asn

Ser
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Gly
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Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

311

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Arg

920

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser
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Pro

Ser

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro
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Ile
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45

Arg

Ser

Arg
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Leu
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Pro

Gly

Tyr

His
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Arg

30

Leu
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Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
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Thr

Val
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Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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Trp

Asn

Gln

Lys

65

Gln

Leu

Leu

Pro
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145

Leu

Gly

Arg

Leu

Ser

225

Leu

Glu

Thr

Asn

Leu
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Glu

Glu

Glu

Gly

130

Asn

Leu

val

Gln

Met

210
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Leu

val

Arg
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35
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Val

Thr

Asp

115

Glu

Ile

Val
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Gln

195

Glu
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Pro

Tyr

Ile
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Met
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Met
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100

Ala
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Ile

Ile

Ile
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Lys

Phe

Ser

Ile

Lys
260

Ala

Ile

Phe

Ser
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85

Cys

Ala

Phe

Phe

Phe
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Ser

Leu

Ser

Ser

Glu

245

Ala

Ser

Val

Cys

Asn

70

Ala

His

Ser

Phe
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150

Gln

val
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Thr

230

Leu

Lys

Thr

Thr

Asp

Cys

Val

Asp

Pro

Met

135

Glu

Val

Ile
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His

215

Cys

Asp

Leu

Ile

Asp

40
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Trp

Pro

Lys

120

Cys

Glu

Thr

Ile

Thr

200

Cys
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Thx

Lys

Pro

25

Asn

Arg

Ile
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105

Cys
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Tyr
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Ile

185

Trp

Ala

Asn

Leu

Gln
265
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Pre

Asn

Phe

Thr

Lys

20

Leu

Ile

Cys

Asn

Ile

170

Phe

Glu

Ile

Asn

Val

250

Asn

313

His

Gly

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Met

Ser

Thr

155

Ser

Tyr

Thr

Ile

Ile

235

Gly

Thr

Val

Ala

Thr

Ile

Asp

Tyr

Lys

Ser

140

Ser

Leu

Cys

Gly

Leu

220

Asn

Lys

Ser

Gln

val

45

Cys

Cys

Glu

His

Glu

125

Asp

Asn

Leu

Tyr

Lys

205

Glu

His

Gly

Glu

Lys

30

Lys

Asp

Glu

Asn

Asp

110

Lys

Glu

Pro

Pro

Arg

190

Thr

Asp

Asn

Arg

Gln
270

15

Ser

Phe

Asn

Lys

Ile

95

Phe

Lys

Cys

Asp

Pro

175

val

Arg

Asp

Thr

Phe

255

Phe

Val

Pro

Gln

Pro

80

Thr

Ile

Lys

Asn

Leu

160

Leu

Asn

Lys

Arg

Glu

240

Ala

Glu




Thr

Thr

Leu

305

Tyr

Leu

Ser

Gly

Ile

385

Ser

Gly

Arg

Ser

Gly

465

His

Arg

Val

Val

Glu

290

Gln

Trp

Thr

Leu

Arg

370

Leu

Leu

Gln

Met

Met

450

Glu

Pro

Fro

Cys

Ala

275

Lys

Phe

Leu

Arg

Ala

355

Pro

Val

Arg

val

Asn

435

Ala

val

Cys

Glu

Glu
515

val

Asp

Leu

Ile

His

340

Arg

Lys

Lys

Leu

Gly

420

Leu

Leu

Lys

val

Ile

500

Thr

Lys

Ile

Thr

Thr

325

vVal

Gly

Met

Asn

Asp

405

Thr

Glu

vVal

Asp

Glu
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Pro

Leu

Ile

Phe

Ala

310

Ala

Ile

Ile

Pro

Asp
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Pro

Ala

Asn

Leu

Tyr

470

Ser

Ser

Thr

Phe

Ser

295

Glu

Phe

Ser

Ala

Ile

375

Leu

Thr

Arg

val

Trp

455

Glu

Met

Phe

Glu

Pro

280

Asp

Glu

His

Trp

His

360

val

Thr

Leu

Tyr

Glu

440

Glu

Pro

lys

Trp

Cys
520

Tyr

Ile

Arg

Ala

Glu

345

Leu

His

Cys

Ser

Met

425

Ser

Met

Pro

Asp

Leu

505

Trp

Glu

Asn

Lys

Lys

330

Asp

His

Arg

Cys

Val

410

Ala

Phe

Thr

Phe

Asn

490

Asn

Asp

314

Glu

Leu

Thr

315

Gly

Leu

Ser

Asp

Leu

395

Asp

Pro

Lys

Ser

Gly

475

Val

His

His

Tyr

Lys

300

Glu

Asn

Arg

Asp

Leu

380

Cys

Asp

Glu

Gln

Arg

460

Ser

Leu

Gln

Asp

Ala

285

His

Leu

Leu

Lys

His

365

Lys

Asp

Lau

val

Thr

445

Cys

Lys

Arg

Gly

Pro
525

Ser

Glu

Gly

Gln

Leu

350

Thr

Ser

Phe

Ala

Leu

430

Asp

Asn

val

Asp

Ile

510

Glu

Trp

Asn

Lys

Glu

335

Gly

Pro

Ser

Gly

Asn

415

Glu

val

Ala

Arg

Arg

495

Gln

Ala

Lys

Ile

Gln

320

Tyr

Ser

Cys

Asn

Leu

400

Ser

Ser

Tyr

Val

Glu

480

Gly

Met

Arg
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Met

Trp

Val

Arg

Asp

65

Val

Ser

Trp

Pro

Lys

145

Cys

Glu

Gly

Thr

Glu

Thr

50

Asn

Arg

Ile

Arg

Lys

130

Cys

Ser

Tyr

Arg

Arg

Met

35

Ala

Asn

Phe

Thr

Lys

115

Leu

Ile

Cys

Asn

Gly

Ile

20

Glu

His

Gly

Ser

Ser

100

Asn

Pro

Met

Ser

Thr

Leu

Ala

Ala

Pro

Ala

Thr

85

Ile

Asp

Tyr

Lys

Ser

165

Ser

Leu

Ser

Gln

Leu

val

70

Cys

Cys

Glu

His

Glu

150

Asp

Asn

Arg

Thr

lys

Arg

55

Llys

Asp

Glu

Asn

Asp

135

Lys

Glu

Pro

Gly

Ile

Asp

40

His

Phe

Asn

Lys

Ile

120

Phe

Lys

Cys

Asp

Leu

Prc

25

Glu

Ile

Pro

Gln

Pro

105

Thr

Ile

Lys

Asn

Leu

316

Trp

10

Pro

Ile

Asn

Gln

Lys

20

Gln

Leu

Leu

Pro

Asp

170

Leu

Pro

His

Ile

Asn

Len

15

Ser

Glu

Glu

Glu

Gly

155

Asn

Leu

Leu

Val

Cys

Asp

60

Cys

Cys

val

Thr

Asp

140

Glu

Ile

val

Hisg

Gln

Pro

45

Met

Lys

Met

Cys

Val

125

Ala

Thr

Ile

Ile

Ile

Lys

30

Ser

Ile

Phe

Ser

val

110

Cys

Ala

Phe

Phe

Phe

val

15

Ser

Cys

val

Cys

Asn

95

Ala

His

Ser

Phe

Ser

175

Gln

Leu

Asp

Asn

Thr

Asp

80

Cys

val

Asp

Pro

Met

160

Glu

Val



Thr

Ile

Thr

225

Cys

Ala

Thr

Lys

Pro

305

Asp

Glu

His

Trp

His

385

val

Thr

Leu

Gly

Ile
210

Trp

Ala

Asn

Leu

Gln

290

Tyr

Ile

Arg

Ala

Glu

370

Leu

His

Cys

Ser

Ile

195

Phe

Glu

Ile

Asn

val

275

Asn

Glu

Asn

Lys

Lys

355

Asp

His

Arg

Cys

Vval
435

180

Ser

Tyr

Thr

Ile

Ile

260

Gly

Thr

Glu

Leu

Thr

340

Gly

Leu

Ser

Asp

Leu

420

Asp

Leu

Cys

Gly

Leu

245

Asn

Lys

Ser

Tyr

Lys

325

Glu

Asn

Arg

Asp

Leu

405

Cys

Asp

Leu

Tyr

Lys

230

Glu

His

Gly

Glu

Ala

310

His

Leu

Leu

Lys

His

390

Lys

Asp

Leu

Pro

Arg

215

Thr

Asp

Asn

Arg

Gln

295

Ser

Glu

Gly

Gln

Leu

375

Thr

Ser

Phe

Ala

Pro

200

Val

Arg

Asp

Thr

Phe

280

Phe

Trp

Asn

Lys

Glu

360

Gly

Pro

Ser

Gly

Asn
440

Leu

Asn

Lys

Arg

Glu

265

Ala

Glu

Lys

Ile

Gln

345

Tyr

Ser

Cys

Asn

Leu

425

Ser

Gly

Arg

Leu

Ser

250

Leu

Glu

Thr

Thr

Leu

330

Tyxr

Leu

Sar

Gly

Ile

410

Ser

Gly

317

Val

Gln

Met

235

Asp

Leu

val

val

Glu

315

Gln

Trp

Thr

Leu

Arg

395

Leu

Leu

Gln

Ala

Gln

220

Glu

Ile

Pro

Tyr

Ala

300

Lys

Phe

Leu

Arg

Ala

380

Pro

val

Arg

Vval

Ile

205

Lys

Phe

Ser

Ile

Lys

285

val

Asp

Leu

Ile

His

365

Arg

Lys

Lys

Leu

Gly
445

190

Ser

Leu

Ser

Ser

Glu

270

Ala

Lys

Ile

Thr

Thr

350

val

Gly

Met

Asn

Aap

430

Thr

Val

Ser

Glu

Thr

255

Leu

Lys

Ile

Phe

Ala

335

Ala

Ile

Ila

Pro

Asp

415

Pro

Ala

Ile

Ser

His

240

Cys

Asp

Leu

FPhe

Ser

320

Glu

Phe

Ser

Ala

Ile

400

Leu

Thr

Arg
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Glu
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Arg

Ser
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Arg

Arg

520

Gln
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Arg
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Val

Leu
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Gly

Met

Met

475

Glu

Pro

Pro

Cys

Thr
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Arg

Ser
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460

Ala
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Cys
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540
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Leu

Leun

Leu

Leu
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Val

Ile
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Thr

Gln

Ser

Asn

Glu
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Asp

Glu

510

Pro

Leu
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Gly

Thr
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Asn

Leu

Tyr
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Ser

Ser
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Arg
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Thr

val

Trp

480

Glu

Met

Phe
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Ser

Lys
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65

Gly

Thr

Asn

Leu

Ser

Arg

Arg
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Cys

Gly

Ile
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Met

Lys

Met

Leu
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Ile
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Ser

Leu

Ser

Val

Cys

Asn
70

Arg

Thr

Thr

Asp

Cys

Gly

Ile

Asp

40

Val

Ser

Leu

Pro

25

Asn

Arg

Ile

Trp

10

Pro

Asn

Phe
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Pro
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Leu

Val
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Thr
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Ile

His
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Val

45

Cys
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Lys

30

Lys

Asp

Glu

val
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Ser

Phe

Asn

Lys

Leu

Val

Pro

Gln

Pro
80



Gln

Leu

Leu

Pro

Asp

145

Leu

Gly

Arg

Leu

Ser

225

Leu

Glu

Thr

Thr

Leu

305

Tyr

Leu

Glu

Glu

Glu

Gly

130

Asn

Leu

val

Gln

Met

210

Asp

Leu

Val

val

Glu

290

Gln

Trp

Thr

Val

Thr

Asp

115

Glu

Ile

val

Ala

Gln

195

Glu

Ile

Pro

Tyr

Ala
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Lys

Phe

Leu

Arg

Cys

val

100

Ala

Thr

Ile

Ile
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Lys

Phe

Ser

Ile

Lys

260

Val

Asp

Leu

Ile

His

Val

Cys

Ala

Phe

Phe

Phe
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Ser

Leu

Ser

Ser

Glu

245

Ala

Lys

Ile

Thr

Thr

325

val

Ala

His

Ser

Phe

Ser

150

Gln

val

Ser

Glu

Thr

230

Leu

Lys

Ile

Phe

Ala

310

Ala

Ile

Val

Asp

Fro

Met

135

Glu

Val

Ile

Ser

His

215

Cys

Asp

Leu

Phe

Ser

295

Glu

Phe
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Trp

Pro

Lys

120

Cys

Glu

Thr

Ile

Thr

200

Cys

Ala

Thr

Lys

Pro

280

Asp

Glu

His

Trp

Arg

Lys

105

Cys

Ser

Tyr

Gly

Ile

185

Trp

Ala

Asn

Leu

Gln

265

Tyr

Ile

Arg

Ala

Glu

Lys

90

Leu

Ile

Cys

Asn

Ile

170

Phe

Glu

Ile

Asn

val

250

Asn

Glu

Asn

Lys

Lys

330

Asp

319

Asn

Pro

Met

Ser

Thr

155

Ser

Tyr

Thr

Ile

Ile

235

Gly

Thr

Glu

Leu

Thr

315

Gly

Leu

Asp

Tyr

Lys

Ser

140

Ser

Leu

Cys

Gly

Leu

220

Asn

Lys

Ser

Tyr

Lys

300

Glu

Asn

Arg

Glu

His

Glu

125

Asp

Asn

Leu

Tyr
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Met Gln Ile Pro Gln Ala Pre Trp Pro Val Val Trp Ala Val Leu Gln

Leu Gly Trp Arg Pro Gly Trp Phe Leu Asp Ser Pro Asp Arg Pro Trp
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Asn Pro Pro Thr Phe Ser Pro Ala Leu Leu Val Val Thr Glu Gly Asp

Asn Ala Thr Phe Thr Cys Ser Phe Ser Asn Thr Ser Glu Ser Phe Val
50 55 60
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Gln

Ile

Tyr

550

Met

Ala

Leu

Ala

Ser

375

Thr

Pro

Gln

Ser

Glu

455

Gln

Thr

Ser

Ser

Ser

535

Val

Gly

Gly

Arg

Lys
615

Homo sapiens

Glu

Gly

Leu

Lys

Pro

440

Asp

Cys

Glu

Ser

Pro

520

Ser

Ser

Arg

Asn

Glu

600

ala

Pro

Thr

Cys

Glu

425

Asn

Cys

Ala

Ala

Ala

505

Ala

Gly

Gln

Pro

Gly

585

Pro

Leu

Gln

Axg

410

val

Trp

Glu

Tyr

Arg

450

Arg

Ser

Gln

Thr

Val

570

Pro

Glu

340

Glu

Ser

395

Thr

Asp

Ala

Pro

Gly

475

Asp

Ala

Gly

val

Ser

555

Gln

Arg

Lys

Val

380

Thr

Asp

Ser

Asp

Leu

460

Met

Gln

Gly

Asn

Met

540

Gln

Glu

Fhe

Ala

Gly

vVal

Trp

Gly

val

445

val

Gly

Pro

Ala

val

525

Asn

Glu

Glu

Pro

Ser
605

Glu

Gly

Thr

His

430

Cys

Gly

Leu

Glu

Gly

510

Thr

Fhe

Gly

Thr

Asp

590

Arg

Asn

Ser

Pro

415

Cys

Thr

Ser

Pro

Asp

495

Ser

Gly

Lys

Ala

Len

575

Pro

Pro

Asp

Glu

400

Met

Pro

Gly

Pro

Pro

480

Gly

Gly

Asn

Gly

Ala

560

Ala

Cys

Val



<400>

Gln Ile
1

Arg Cys

Thr Thr

Leu Asp

50

Asp Thr

Pro Arg

Glu Cys

His Pro

Gly Tyr

130

Thr Asn
145

Lys Ser

Asn Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

96

Ala

Cys

Thr

Ser

Gly

Arg

Cys

Leu

115

Phe

Cys

Asp

Pro

97
213
PRT

Pro

Asn

20

Ser

Trp

Lys

Cys

Arg

100

Gln

Ser

Thr

Ala

His
180

Pro

Lys

Asp

Asn

Ala

Ala

85

aArg

Leu

Asp

Phe

Val

165

val

Cys

Cys

Ser

Glu

Leu

Cys

Asn

Asn

Ala

Leu

150

Cys

Tyr

Thr

Glu

Val

Glu

55

val

Thr

Thr

Lys

Phe

135

Gly

Ser

Leu

Homo sapiens

97

Ser

Prc

Cys

4Q

Asp

Ala

Ala

Glu

Asp

120

Ser

Lys

Ser

Pro

Glu

Gly

25

Leu

Lys

val

Gly

Cys

105

Thr

Ser

Arg

Ser

Gly
185

341

Lys

10

Lys

Pro

Cys

val

Tyr

90

Ala

val

Thr

val

Leu
170

His

Tyr

Cys

Leu

Ala

His

Pro

Cys

Asp

Glu

155

Pro

Tyr

Met

Gly

Leu

60

Gly

Trp

Gly

Lys

Lys

140

His

Ala

Glu

Ser

Pro

45

His

Asn

Ser

Leun

Pro

125

Cys

His

Arg

His

Ser

30

Asp

Lys

Ser

Gln

Gly

110

Cys

Arg

Gly

Lys

Leu

15

Lys

Glu

Val

Thr

Asp

95

Ala

Leu

Pro

Thr

Pro
175

Gly

Cys

Tyr

Cys

Thr

Cys

Gln

Ala

Trp

Glu

160

Pro

Met Ala Pro Arg Ala Arg Arg Arg Arg Pro Leu Phe Ala Leu Leu Leu

1

5

10

15



Leu

Pro

Lys

Asp

Asn

Ala

Ala

Cys

Cys

Cys

50

Ser

Glu

Leu

Cys

Ala

Thr

35

Glu

Val

Glu

Val

Thr

Leu

20

Ser

Pro

Cys

Asp

Ala

100

Ala

Leu

Glu

Gly

Leu

Lys

85

Val

Gly

Ala

Lys

Lys

Pro

70

Cys

val

Tyr

Arg

His

Tyr

55

Cys

Leu

Ala

His

Leu

Tyr

40

Met

Gly

Leu

Gly

Trp

Gln

25

Glu

Ser

Pro

His

Asn

105

Ser

val

His

Ser

Asp

Lys

90

Ser

Gln

342

Ala

Leu

Lys

Glu

75

val

Thr

Asp

Leu

Gly

Cys

60

Tyr

Cys

Thr

Cys

Gln

Arg

45

Thr

Leu

Asp

Pro

Glu

Ile

30

Cys

Thr

Asp

Thr

Arg

110

Cys

Ala

Cys

Thr

Ser

Gly

95

Arg

Cys

Pro

Asn

Ser

Trp

Lys

Cys

Arg

Arg

Leu

145

Asp

Phe

Val

val

Asn

130

Asn

Ala

Leu

Cys

Tyr
210

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

115

Thr

Lys

Phe

Gly

Ser

195

Leu

98
401
PRT

Glu

Asp

Ser

Lys

180

Ser

Pro

Cys

Thr

Ser

165

Arg

Ser

Gly

Ala

Vval

150

Thr

vVal

Len

Pro

135

Cys

Asp

Glu

Pro

Homo sapiens

98

120

Gly

Lys

Lys

His

Ala
200

Leu

Pro

Cys

His

185

Arg

Gly

Cys

Arg

170

Gly

Lys

Ala

Leu

155

Pro

Thr

Pro

Gln

140

Ala

Trp

Glu

Pro

125

His

Gly

Thr

Lys

Asn
205

Pro

Tyr

Asn

Ser

190

Glu

Leu

Phe

Cys

175

Asp

Pro

Gln

Ser

160

Thr

Ala

His



343

Met Asn Lys Leu Leu Cys Cys Ala Leu Val Phe Leu Asp Ile Ser Ile
1 5 10 15

Lys Trp Thr Thr Gln Glu Thr Phe Pro Pro Lys Tyr Leu His Tyr Asp
20 25 30

Glu Glu Thr Ser His Gln Leu leu Cys Asp Lys Cys Pro Pro Gly Thr
35 40 45

Tyr Leu Lys Gln His Cys Thr Ala Lys Trp Lys Thr Val Cys Ala Pro
50 55 60

Cys Pro Asp His Tyr Tyr Thr Asp Ser Trp His Thr Ser Asp Glu Cys
65 70 75 80

Leu Tyr Cys Ser Pro Val Cys Lys Glu Leu Gln Tyr Val Lys Gln Glu
85 90 25

Cys Asn Arg Thr His Asn Arg Val Cys Glu Cys Lys Glu Gly Arg Tyr
100 105 110

Leu Glu Ile Glu Phe Cys Leu lys His Arg Ser Cys Pro Prc Gly Phe
115 120 125

Gly Val Val Gln Ala Gly Thr Pro Glu Arg Asn Thr Val Cys Lys Arg
130 135 140

Cys Pro Asp Gly Phe Phe Ser Asn Glu Thr Ser Ser Lys Ala Pro Cys
145 150 155 160

Arg Lys His Thr Asn Cys Ser Val Phe Gly Leu Leu Leu Thr Gln Lys
165 170 175

Gly Asn Ala Thr His Asp Asn Ile Cys Ser Gly Asn Ser Glu Ser Thr
180 185 190

Gln Lys Cys Gly Ile Asp Val Thr Leu Cys Glu Glu Ala Phe Phe Arg
195 200 205

Phe Ala Val Pro Thr Lys Phe Thr Pro Asn Trp Leu Ser Val Leu Val
210 215 220

Asp Asn Leu Pro Gly Thr Lys Val Asn Ala Glu Ser Val Glu Arg Ile
225 230 235 240

Lys Arg Gln His Ser Ser Gln Glu Gln Thr Phe Gln Leu Leu Lys Leu
245 250 255

Trp Lys His Gln Asn Lys Ala Gln Asp Ile Val Lys Lys Ile Ile Gln
260 265 270

Asp Ile Asp Leu Cys Glu Asn Ser Val Gln Arg His Ile Gly His Ala
275 280 285



Asn

Lys

305

Pro

Gly

Lys

Ile

Phe

385

Leu

Leu

290

Lys

Ser

Asp

Thr

Arg

370

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met

Asn

Gly

Asp

Ile

65

Tyr

Ala

Arg

Ala

Ser

Leu

50

Gln

Arg

Ala

Thr

Val

Asp

Gln

Tyr

355

Phe

Glu

99
290
PRT

Phe

Gly

Gln

Asp

340

His

Leu

Met

Glu

Ala

Ile

325

Thr

Phe

His

Ile

Gln

Glu

310

Leu

Leu

Pro

Ser

Gly
390

Leu

295

Asp

Llys

Lys

lys

Phe

375

Asn

Homo sapiens

99

Ile

Phe

Asn

35

Ala

Phe

Gln

Leu

Phe

Thr

Met

Ala

Val

Arg

Gln

Ala

val

Thr

Leu

His

Ala

85

Ile

Val

Thr

Ile

Ile

Gly

70

Arg

Thr

Phe

val

Glu

Val

55

Glu

Leu

Asp

Arg

Ile

Leu

Gly

Thr

360

Thr

Gln

Ile

Pro

Cys

40

Tyr

Glu

Leu

val

Ser

Glu

Leu

Leu

345

Val

Met

Val

Phe

Lys

25

Lys

Trp

Asp

Lys

Lys

344

Leu

Lys

Ser

330

Met

Thr

Tyr

Gln

Met

10

Asp

Phe

Glu

Leu

Asp

90

Leu

Met

Thr

315

Len

His

Gln

Lys

Ser
395

Thr

Len

Pro

Met

Lys

75

Gln

Gln

Glu
300

Ile

Trp

Ala

Ser

Leu

380

Val

Tyr

Tyr

Val

Glu

60

Val

Leu

Asp

Ser

Lys

Arg

Leu

Leu

365

Tyr

Lys

Trp

val

Glu

45

Asp

Gln

Ser

Ala

Ala

Ile

Lys

350

Lys

Gln

Tle

His

val

Lys

Lys

His

Leu

Gly

Pro

Cys

Lys

335

His

Lys

Lys

Ser

Leu

15

Glu

Gln

Asn

Ser

Gly

95

val

Gly

Lys

320

Asn

Ser

Thr

Leu

Cys
400

Leu

Tyr

Leu

Ile

Ser

Asn

Tyr



Arg

Lys

Agp

145

Pro

Gly

Val

Cys

Val

225

Leu

Phe

Gly

Glu

Cys

Val

130

Pro

Lys

Lys

Thr

Thr

210

Ile

Vval

Ile

Ile

Thr
230

Met

115

Asn

val

Ala

Thr

Ser

195

Phe

Pro

Ile

Phe

Gln
275

100

Ile

Ala

Thr

Glu

Thr

180

Thr

Arg

Glu

Leu

Arg

260

Asp

Ser

Pro

Ser

val

165

Thr

Leu

Arg

Leu

Gly

245

Leu

Thr

Tyr

Tyr

Glu

150

Ile

Thr

Arg

Leu

Pro

230

Ala

Arg

Asn

Gly

Asn

135

His

Trp

Asn

Ile

Asp

215

Leu

Ile

Lys

Ser

Gly

120

Lys

Glu

Thr

Ser

Asn

200

Pro

Ala

Leu

Gly

Lys
280

105

Ala

Ile

Leu

Ser

Lys

185

Thr

Glu

Hisg

Leu

Arg

265

Lys

345

Asp

Asn

Thr

Ser

170

Arg

Thr

Glu

Pro

Cys

250

Met

Gln

Tyr

Gln

Cys

155

Asp

Glu

Thr

Asn

Pro

235

Leu

Met

Ser

Lys

Arg

140

Gln

His

Glu

Asn

His

220

Asn

Gly

Asp

Asp

Arg

125

Ile

Ala

Gln

Lys

Glu

205

Thr

Glu

val

val

Thr
285

110

Ile

Leu

Glu

val

Leu

190

Ile

Ala

Arg

Ala

Lys

270

His

Thr

Val

Gly

Leu

175

Phe

Phe

Glu

Thr

Leu

255

Lys

Leu

Val

Val

Tyr

160

Ser

Asn

Tyr

Leu

His

240

Thr

Cys

Glu

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

100
209
PRT

Homo sapiens

100



Ala

Ser

Leu

Gln

Arg

Ala

Cys

Val

Pro

Lys

145

Lys

Thr

Thr

Ile

Phe

Asn

Ala

Phe

Gln

Leu

Met

Asn

vVal

130

Ala

Thr

Ser

Phe

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Thr

Met

Ala

35

val

Arg

Gln

Ile

Ala

115

Thr

Glu

Thr

Thr

Arg

195

101
289
PRT

val

Thr

Leu

His

Ala

Ile

Ser

100

Pro

Ser

Vval

Thr

Leu

180

Arg

Thr

Ile

Ile

Gly

Arg

Thr

85

Tyr

Tyr

Glu

Ile

Thr

165

Arg

Leu

val

Glu

Val

Glu

Leu

Asp

Gly

Asn

His

Trp

150

Asn

Ile

Asp

Pro

Cys

Tyr

Glu

Leu

Val

Gly

Lys

Glu

135

Thr

Ser

Asn

Pro

Homo sapiens

101

Lys

Lys

Trp

40

Asp

Lys

Lys

Ala

Ile

120

Leu

Ser

Lys

Thr

Glu
200

Asp

Phe

Glu

Leu

Asp

Leu

Asp

105

Asn

Thr

Ser

Arg

Thr

185

Glu

Leu
10

Pro

Met

Lys

Gln

Gln

S0

Tyr

Gln

Cys

Asp

Glu

170

Thr

Asn

346

Tyr

val

Glu

val

Leu

Asp

Lys

Arg

Gln

Hisg

155

Glu

Asn

His

Val

Glu

Asp

Gln

Ser

Ala

Arg

Ile

Ala

140

Gln

Lys

Glu

Thr

Vval

Lys

Lys

45

His

Leu

Gly

Ile

Leu

125

Glu

val

Leu

Ile

Ala
205

Glu

Gln

Asn

Ser

Gly

val

Thr

110

val

Gly

Leu

Phe

Phe

190

Glu

Tyr
15

Leu

Ile

Ser

Asn

Tyr

95

val

vVal

Tyr

Ser

Asn

175

Tyr

Leu

Gly

Asp

Ile

Tyr

Ala

Arg

Lys

Asp

Pro

Gly

160

val

Cys

val



347

Arg Ile Phe Ala Val Phe Ile Phe Met Thr Tyr Trp His Leu Leu Asn
1 S 10 15

Ala Phe Thr val Thr Val Pro Lys Asp Leu Tyr Val Val Glu Tyr Gly
20 25 30

Ser Asn Met Thr Ile Glu Cys Lys Phe Pro Val Glu Lys Gln Leu Asp



35

Leu Ala Ala
50

Gln Phe Val

Arg Gln Arg

Ala Leu Gln

Cys Met Ile
115

Val Asn Ala
130

Pro Val Thr
145

Lys Ala Glu

Lys Thr Thr

Thr Ser Thr
195

Thr Phe Arg
210

Ile Pro Glu
225

vVal Ile Leu

Ile Phe Arg

Ile Gln Asp

275

Thr

Leu

His

Ala

Ile

100

Ser

Pro

Ser

Val

Thr

180

Leu

Arg

Leu

Gly

Leu

260

Thr

<210> 102
<211> 390

<212> PRT

Ile

Gly

Arg

85

Thr

Tyr

Tyxr

Glu

Tle

165

Thr

Arg

Leu

Pro

Ala

245

Arg

Asn

val

Glu

70

Leu

Asp

Gly

Asn

His

150

Trp

Asn

Ile

Asp

Leu

230

Ile

Lys

Ser

Tyxr

55

Glu

Leu

val

Gly

Lys

135

Glu

Thr

Ser

Asn

Pro

215

Ala

Leu

Gly

Lys

<213> Homo sapiens

40

Trp

Asp

Lys

Lys

Ala

120

Ile

Leu

Ser

Lys

Thr

200

Glu

His

Leu

Arg

Lys
280

Glu

Leu

Asp

Leu

105

Asp

Asn

Thr

Ser

Arg

185

Thr

Glu

Pro

Cys

Met

265

Gln

Met

Lys

Gln

90

Gln

Tyzr

Gln

Cys

Asp

170

Glu

Thr

Asn

Pro

Leu

250

Met

Ser

348

Glu

Val

75

Leu

Asp

Lys

Arg

Gln

155

His

Glu

Asn

His

Asn

235

Gly

Asp

Asp

Asp

60

Gln

Ser

Ala

Arg

Ile

140

Ala

Gln

Lys

Glu

Thr

220

Glu

val

val

Thr

45

Lys

His

Leu

Gly

Ile

125

Leu

Glu

val

Leu

Ile

205

Ala

Arg

Ala

Lys

His
285

Asn

Ser

Gly

val

110

Thr

vVal

Gly

Leu

Phe

190

Phe

Glu

Thr

Leu

Lys

270

Leu

Ile

Ser

Asn

95

Tyr

Val

val

Tyr

Ser

175

Asn

Tyr

Leu

His

Thr

255

Cys

Glu

Ile

Tyr

80

Ala

Lys

Asp

Pro

160

Gly

Val

Cys

val

Leu

240

Phe

Gly

Glu



<400>

Met

1

Arg

Cys

Ile

Gln

65

Tyr

Pro

Met

His

Pro

145

Lys

Asp

Pro

Ser

Pro

Leu

Lys

Arg

50

Gly

Asn

Glu

Val

Ser

130

Glu

Leu

Ser

Glu

His
210

102

Pro

Leu

Thr

Gly

Glu

Ser

Pro

Glu

115

Ile

Pro

Lys

Trp

Tzp

195

Gly

Ser

val

20

Ile

Gln

Val

Thr

Glu

100

Asn

Tyr

Val

Ala

Arg

180

Leu

Gly

Gly

Leu

Asp

Ile

Pro

Arg

85

Ala

Thr

Met

Leu

Glu

165

Tyr

Ser

Glu

Leu

Thr

Met

Leu

Pro

70

Asp

Asp

Asn

Leu

Leu

150

Gln

Leu

Phe

val

Arg

Pro

Glu

Ser

55

Val

Arg

Tyr

Lys

Phe

135

Ser

His

Ser

Asp

Glu
215

Leu

Gly

Leu

Lys

Pro

Val

Tyr

Ile

120

Asn

Arg

Val

Asn

val

200

Gly

Leu

Arg

25

Val

Leu

Leu

Ala

Ala

105

Tyr

Thr

Ala

Glu

Arg

185

Thr

Phe

349

Pro

10

Pro

Lys

Arg

Pro

Gly

920

Lys

Glu

Ser

Glu

Leu

170

Leu

Gly

Arg

Leu

Ala

Arg

Leu

Glu

75

Glu

Glu

Lys

Glu

Leu

155

Tyr

Leu

val

Leu

Leu

Ala

Lys

Ser

€0

Ala

Ser

Vval

Val

Leu

140

Arg

Gln

Ala

val

Ser
220

Leu

Gly

Arg

Ser

Val

Ala

Thr

Lys

125

Arg

Leu

Lys

Pro

Arg

205

Ala

Pro

Leu

30

Ile

Pro

Leu

Glu

Arg

110

Lys

Glu

Leu

Tyr

Ser

190

Gln

His

Leu

15

Ser

Glu

Pro

Ala

Pro

95

Val

Ser

Ala

Arg

Ser

175

Asp

Trp

Cys

Leu

Thr

Ala

Ser

Leu

80

Glu

Leu

Pro

val

Leu

160

Asn

Thr

Leu

Ser




Cys

225

Ser

Phe

Ser

Thr

Asp

305

Phe

Ser

Ala

Tyr

Arg
385

Asp

Ser

Leu

Ser

Glu

230

Leu

Cys

Lys

Pro

Val

370

Ser

Ser

Arg

Leu

Arg

275

Lys

Gly

Leu

val

Cys

355

Gly

Cys

Lys

Arg

Leu

260

Gln

Asn

Trp

Gly

Leu

340

Cys

Arg

Lys

Asp

Gly

245

Met

Arg

Cys

Lys

Pro

325

Ala

vVal

Lys

Cys

Asn

230

Asp

Ala

Arg

Cys

Trp

310

Cys

Leu

Pro

Pro

Ser
390

Thr

Leu

Thr

Ala

val

295

Ile

Pro

Tyr

Gln

Lys
375

Leu

Ala

Pro

Leu

280

Arg

His

Tyr

Asn

Ala

360

Val

Gln

Thr

Leu

265

Asp

Gln

Glu

Ile

Gln

345

Leu

Glu

350

val

Ile

250

Glu

Thr

Leu

Pro

Trp

330

Hisg

Glu

Gln

Asp

235

Hig

Arg

Asn

Tyr

Lys

315

Ser

Asn

Pro

Leu

Ile

Gly

Ala

Tyr

Ile

300

Gly

Leu

Pro

Leu

Ser
380

Asn

Met

Gln

Cys

285

Asp

Tyr

Asp

Gly

Pro

365

Asn

Gly

Agn

His

270

Phe

FPhe

His

Thr

Ala

350

Ile

Met

Phe

Arg

255

Leu

Ser

Arg

Ala

Gln

335

Ser

Val

Ile

Ser

240

Pro

His

Ser

Lys

Asn

320

Tyr

Ala

Tyr

val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

103
112
PRT

Homo sapiens

103



351

Ala Leu Asp Thr Asn Tyr Cys Phe Ser Ser Thr Glu Lys Asn Cys

1 5 10 15

Val Arg Gln Leu Tyr Ile Asp Phe Arg Lys Asp Leu Gly Trp Lys

20 25 30
Ile His Glu Pro Lys Gly Tyr His Ala Asn Phe Cys Leu Gly Pro
35 40 45
Pro Tyr Ile Trp Ser Leu Asp Thr Gln Tyr Ser Lys Val Leu Ala
50 55 60

Tyr Asn Gln His Asn Pro Gly Ala Ser Ala Ala Pro Cys Cys Val

65 70 75

Gln Ala Leu Glu Pro Leu Pro Ile Val Tyr Tyr Val Gly Arg Lys
85 90 95

Lys Val Glu Gln Leu Ser Asn Met Ile Val Arg Ser Cys Lys Cys

100 105 110

<210> 104

<211> 15

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 104

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10 15

<210> 105

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

Cys

Trp

Cys

Leu

Pro

Pro

Ser



<400>

Glu Pro
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile Glu
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lys Lys

352

105

Lys Ser Cys Asp Lys
5

106
7
PRT

Sequéncia Artificial

Construcdo sintética

106

Gly Arg Asp Met Asp
5

107
4
PRT

Sequéncia Artificial

Construgdo sintética

107
Ala Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

108
4
PRT

Sequéncia Artificial

Construcdo sintética



<400>

Lys Arg
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lys Lys

108
Val Glu

109
4
PRT

Sequéncia Artificial

Construcgdo sintética

109
Val Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Glu
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

110
8
PRT

Sequéncia Artificial

Construcgdo sintética

110

Pro Lys Ser Cys Asp Lys
5

111
21
ADN

Sequéncia Artificial

353



354

<223> Iniciador

<400> 111

ctagtgccac ctgggaattc a

<210> 112
<211> 24
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador

<400> 112

catcattagc tgatctccag ctca

<210> 113
<211> 38
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 113

catcagtgac agttacttct tcaccttcta cacagaga

<210> 114
<211> 1821
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 114

21

24

38



gagctcgagy
agactgtctt
caggcccctg
agatacgceg
gcctacctge
tggggaggcyg
teetetgect
tctggecggea
gtgtcectgga
tccteoceggee
cagacctaca
gaacccaagt
ggeggacect
accceccgaag
aattggtatg
tacaactcca
ggcaaagagt
atctccaagg
gaagagatga
gatatecgeeg
cctgtgetgg
cggtggcage
tacacccaga
ggctctggag
atgatcgtga
gtgcggttct
atctgcgaga
accctggaaa
gcegectceee
tgcagetgcet

tccaaccceg

tgcagctggt
gegecegeete
gcaagggact
actcecgtgaa
agatgaactc
acggcttcta
ceaccaagygy
ccgecgetcet
actctggege
tgtactceccet
tetgcaacgt
cetgegacaa
cegtgttect
tgacctgegt
tggacggegt
cctaccgggt
acaagtgcaa
ccaagggcca
CcCaagaacca
tggaatggga
actccgacgg
agggcaacgt
agtecccotgte
gcggaggcto
ccgacaacaa
ctacctgcega
agccccagga
cegtgtgeea
ccaagtgecat
cctecgacga

actgaggtac

<210> 115
<211> 657

<212> ADN

ggaatccgge
cggcttcaac
ggaatgggtg
gggceggtte
cctgegggee
cgccatggac
ccactetgty
gggctgectg
cctgacctece
gtcctecegtg
gaaccacaaqg
gacccacace
gttcececca
ggtggtggac
ggaagtgeac
ggtgtetgtg
ggtgtccaac
gcectegegag
ggtgtcecctg
gtccaacgge

ctcattette

gttctecectge
cetgageooet
taccatccct
cggcgecgtyg
caaccagaaa
agtgtgcgtg
cgaccccaag
catgaaggaa
gtgcaacgac

c

355

ggaggactgyg

atcaaggaca
gecccggatet
accatecteeg
gaggacaccg
tactggggce
ttecctotgy
gtgaaagact
ggcgtgcaca
gtgaccgtge
cectecaaca
tgtccecett
aagcccaagg
gtgtececcacyg
aacgecaaga
ctgaccgtgo
aaggcectge
cctcaggtgt
acctgtectgg
cagcccgaga
ctgtactcca
tccgtgatge
ggaaagggcg
ccacacgtgc
aagttcccec
tcctgecatgt
gcegtgtgge
ctgccetace
aagaagaagc

aacatcatct

tgcagcctgg
cctacateca
accccaccaa
ccgacaccte
cegtgtacta
agggcaccct
ceacttecag
acttccecga
cctttecage
ccteccagete
ccaaggtgga
gecetgetee
acacccetgat
aggaccctga
ccaageceag
tgcaccagga
ctgececcccat
acacactgce
tgaaaggctt
acaactacaa
agctgacegt
acgaggccct
gaggeggete
agaaatccgt
agctgtgcaa
ccaactgctc
ggaagaacga
acgactteat
ccggcgagac

tctecgaaga

cggatccctg
ctgggtgcga
cggctacacc
caagaacacc
ctgctccaga
ggtgacagtg
caagtcecaca
gcecgtgacce
cgtgetgcag
tctgggecaceo
caagaaggtg
tgaactgetg
gatctecegg
agtgaagttc
agaggaacag
ctggectgaac
cgaaaagacc
ccetageegg
ctacccectee
gaccaccece

ggacaagtcc

gcacaaccac
tggtggtgga
gaacaacgac
gttctgegac
catcacctce
cgagaacatc
cctggaagat
attcttecatg

gtacaacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260
1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1821



<213> Homo sapiens

<400> 115

gagctcgaca
gtgaccatca
aagcctggea
ccatceeggt
cagcecgagyg
ggccagggcea
ccacccteeg
ttctacccee
tcoccaggaat
ctgaccctgt

cagggectgt

<210>
<211>
<212>
<213>

tccagatgac
cctgtoggge
aggcccccaa
tctecggete
acttcgecac
ccaaggtgga
acgagcagct
gcgaggccaa
cegtgaccega
ccaaggccga

ccagcecegt

116
1818
ADN

<400> 116

gagctccagg tgcagctgaa gcagtecgge

ccagtcecece
ctctcaggac
gctgetgate
tagatcecgge
ctactactgce
aatcaagcgg
gaagtctgge
ggtgcagtgg
gcaggactce
ctacgagaag

gaccaagtce

Homo sapiens

tccatcacet gtacegtgte cggettetee

cagtacacag gecaagggect ggaatggetg

tacaacacce ccttcaccte ccggetgtcee

356

tccageectgt
gtgaacaccg
tactcegect
accgacttca
cagcagcact
accgtggeeg
accgecteeg
aaggtggaca
aaggacagca
cacaaggtgt

ttcaaccggg

ccaggactygg

ctgaccaact
ggagtgattt

atcaacaagyg

ccgectetgt
ccgtggectyg
ccttectgta
ccectgaccat
acaccaccca
ctecectecegt
tegtgtgect
acgccctgca
cctactocet
acgcctgega

gecgagtgetg

tgcagectte
acggegtgea
ggagceggcygyg

acaactccaa

gggcgacaga
gtatcagcag
cteeggggty
ctccagectg
ccectacettce
gttcatctte
gctgaacaac
gtcecggeaac
gtectecace
agtgaccecac

aggtace

ccagtccctg
ctgggtecga
caacaccgac

gtcccaggtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657

60

120

180

240



357

ttecttcaaga tgaactcect gcagtccaac gacaccgcca tctactactg cgecagagcec 300
ctgacctact atgactacga gttcgectac tggggacagg gcaccctggt caccgtgtet 360
gccgecctcta ccaagggeece cteegtgttt ccecctggecce cctccagcaa gtccacatcet 420
ggcggcaccg ccgctctggg ctgectggtce aaggactact tccccgagce cgtgaccegtg 480
tcctggaact ctggegecect gacctcegge gtgcacacct ttccagecgt gcotgcagtece 540
tceceggectgt actecetgte ctocgtegtg accgtgecet ccagetetet gggeacccag 600
acctacatct geaacgtgaa ccacaagece tcecaacacca aggtggacaa gegggtggaa 660
cccaagtect gegacaagac ccacacctgt cccccctgee ctgocectga actgetggga 720
ggccctteoceg tgttcectgtt cccecccaaag cccaaggaca ccctgatgat ctcoccecggacce 780
cccgaagtga cctgegtggt ggtggacgtg tcccacgagg accctgaagt gaagttcaat 840
tggtacgtgg acggcgtgga agtgcacaac gccaagacca agocccagaga ggaacagtac 900
aactccacct accgggtggt gtcegtgetg acegtgetge accaggactg getgaacgge 960
aaagagtaca agtgcaaggt ctccaacaag gecctgectg ccccecatega aaagaccate 1020
tccaaggcca agggccagcece ccgcgagcct caggtgtaca ctctgecctce cagecgggac 1080
gagctgacca agaaccaggt gtccctgacce tgtctggtca agggcecttcecta ccectceegat 1140
atcgceccgtgg aatgggagtc caacggccag c¢ccgagaaca actacaagac cacccecccct 1200
gtgctggact cecgacggete attctteoctg tactccaage tgaccgtgga caagtcecegg 1260
tggcagcagg gcaacgtgtt ctcctgectce gtgatgcacg aggccctgceca caaccactac 1320
acccagaagt ccctgtctet gagcccegge aagggeggag geggatctgg tggtggtgge 1380
tctggtggcg gaggctctac catccctcca cacgtgcaga aatccgtgaa caacgacatg 1440
atcgtgaccg acaacaacgg cgecgtgaag tteccccage tgtgceaagtt ctgegacgtyg 1500
cggttecteta cetgegacaa ccagaaatce tgeatgtcca actgetecat cacctecate 1560
tgogagaage cccaggaagt gbtgegtegece gtcectggogga agaacgacga gaacatcacce 1620
ctggaaaccg tgtgccacga ccccaagctg ccctaccacg acttcatcct ggaagatgcc 1680
gcctcecccca agtgcatcat gaaggaaaag aagaagcccg gcgagacttt ctteatgtge 1740
agctgctocet ccgacgagtg caacgacaac atcatcttct ccgaagagta caacacctcc 1800
aaccccgact gaggtacce 1818
<210> 117

<211> 657

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>

117



358

gagctcgata tcctgectgac ccagtcccecc gtgatcectgt ccgtgtcetcece tggegagegg &0
gtgtecettet cetgeecggge cteccagtoc ateggecacca acatccactg gtatcageag 120
cggaccaacg gctccccteg gectgeoctgatt aagtacgecet ccgagtctat ctceggeatc 180
ccctececeggt tctccggete tggetccgge accgacttca ccctgteocat caactcegtg 240
gaatccgagg atatcgccga ctactactgc cagcagaaca acaactggcc caccaccttc 300
ggegetggea ccaagetgga actgaagegg acegtggecg cteecteegt gtteatette 360
ccaccectoog acgagcaget gaagtcegge accgoctceg tegtgtgoct gotgaacaac 420
ttctaccocee geogaggocaa ggtgecagtgg aaggtggaca acgecctgca gteocggeaac 480
tcccaggaat ccgtcaccga gcaggactcc aaggacagca cctactccct gtectcecacce 540
ctgaccctgt ccaaggocga ctacgagaag cacaaggtght acgectgcga agtgacccac 600
cagggectgt ccageccegt gaccaagtee ttcaaccggg gegagtgetg aggtace 657
<210> 118

<211> 1824

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>

118



359

gagctccagg tgcagctgeca gcagectgge gecgagetgg tcaagectgg cgetteegtg 60
aagatgtcct gecaaggcectec cggctacace ttcaccaget acaacatgca ctgggtcaag 120
cagacccceg geagaggect ggaatggate ggegecatct accceggoaa cggegacacce 180
tcctacaace agaagttcaa gggaaaggce accctgaceg ccgacaagte ctectecace 240
gcctacatge agetgtecte cctgacetcee gaggactceg ccgtgtacta ctgegeecegg 300
tccacctact acggeggega ctggtactte aacgtgtggg gogetggeac caccgtgace 360
gtgtctgoeg cctcotaccaa gggcccctoc gtgtttcecee tggeccecte cageaagtcec 420
acatctggeg gecaccgeege tctgggetge ctggtcaagg actacttcecce cgageocegtg 480
acagtgtoct ggaactetgg cgoecctgace ageggegtge acacctttce agecgtgetg 540
cagtcctctg gectgtacte cctgtccage gtegtgaccg tgeccctccag ctectetggge 600
acccagacct acatctgcaa cgtgaaccac aagcecctcca acaccaaggt ggacaagaag 660
gccgagccca agtcctgega caagacccac acctgtccee cctgecctge cecctgaactg 720
ctgggaggcece cttctgtgtt cctgtteccce ccaaagccca aggacaccect gatgatctece 780
cggacccceceg aagtgacctg cgtggtggtg gacgtgtcec acgaggacce tgaagtgaag 840
ttcaattggt acgtggacgg cgtggaagtg cacaacgcca agaccaagcc cagagaggaa 300
cagtacaact ccacctaceg ggtggtgtce gtgectgaceg tgectgcacca ggactggetg %60
aacggcaaag agtacaagtg caaggtgtce aacaaggcce tgectgecce catcgaaaag 1020
accatctcca aggccaaggg ccagocccge gagoctcagg tgtacactct goctcoccage 1080
cgggacgage tgaccaagaa ccaggtgtce ctgacctgte tggtcaaggg cttctacccece 1140
tcegatateg cegtggaatg ggagtecaac ggecageceg agaacaacta caagaccace 1200
ccececctgtge tggactcecga cggetcatte ttectgtact ccaagctgac cgtggacaag 1260
tcececggtgge agcagggcaa cgtgttetce tgctccgtga tgcacgagge cctgcacaac 1320
cactacaccc agaagtccct gtccctgage cccggaaagg goggaggegg atctggtggt 1380
ggaggatcag geggcggagg ctotaccate cccccacacg tgcagaaatc cgtgaacaac 1440
gacatgatcg tgaccgacaa caacggegece gtgaagttec cccagetgtg caagttetge 1500
gacgtgcggt tctctacctg cgacaaccag aaatcctgca tgtccaactg ctccatcacc 1560
tccatctgeg agaagcecca ggaagtgtge gtogoegtot ggoggaagaa cgacgagaac 1620
atcaccctgg aaaccgtgtg ccacgaccce aagctgcccet accacgactt catcctggaa 1680
gatgcecgecct cccccaagtg catcatgaag gaaaagaaga agcccggcga gactttcttce 1740
atgtgctctt gecteccteocecga cgagtgraac gacaacatca tcttctccga agagtacaac 1800
acctccaacce cecgactgagg tacc 1824
<210> 119

<211> 654

<212> ADN



<213> Homo sapiens

<400> 119

gagctccaga
gtgacaatga
cceggcetcoea
gtgeggttet
gccgaggacyg
ggaggcacca
ccotecgacyg
tacceccecgeg
caggaatccg
accctgtceca

ggcetgteca

<210>
<211>
<212>
<213>

tegtgetgte
cctgocoggge
gccccaagec
ctggcteegg
cecgecaccta
agctggaaat
agcagctgaa
aggccaaggt
tcaccgageca
aggccgacta

geccegtgac

120
1830
ADN

<400> 120

gagctcgagg tgcagectggt ggaatcegge

ccagtcecece
ctcetectee
ctggatctac
ctceggeace
ctactgccag
caagcggace
gtceggeace
gcagtggaag
ggactccaag
cgagaagcac

caagtcctte

Homo sapiens

agactgteet gtgecgecte cggetacace

caggceccactyg gecaagggect ggaatgggte

acctacgcoccg ccgacttcaa geggeggtte

360

gecatectgt
gtgtcctaca
gccacctceca
tcectacteee
cagtggacct
gtggcecgetce
gccteegteg
gtggacaacg
gacagcacct
aaggtgtacg

aaccggggeg

ggaggectgg

ttcaccaact
ggatggateca

accttetcee

ctgectagece
tccactggtt
acctggecte
tgaccatcte
ccaaccecee
cctecgtgtt
tgtgecectget
ccctgecagte
acagcctgte
cctgcgaagt

agtgetgagg

tcecagectgg
acggcatgaa
acacctacac

tggacacctce

tggcgagaaa
ccagcagaag
cggegtgeeca
cecgggtggaa
cacctttgge
catctteccca
gaacaacttc
cggcaactce
ctccacecctg
gacccaccag

tace

cggatcectg
ctgggtecga
cggegageaec

caagtccacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

654

60

120

180

240



361

gcctacctge agatgaactce cctgocgggcce gaggacacceg ccgtgtacta ctgcgecaag 300
taccceccact actacggete ctecccactgg tacttegacg tgtggggeca gggcacectg 360
gtcaccgtgt cctccgeccte taccaaggge ccctcegtgt tcocctctgge cccectecage 420
aagtccacat ctggcggecac cgccgectctg ggetgectgg tcaaggacta ctteccecgag 480
cccgtgaceg tgtectggaa ctetggegee ctgaccetecg gegtgeacac ctttecagee 540
gtgectgcagt cctecggect gtacteecctg tectecgteg tgaccgtgee ctecagetet 600
ctgggcacce agacctacat ctgcaacgtyg aaccacaage cctccaacac caaggtggac 660
aagaaggtgg aacccaagtc ctgcgacaag acccacacct gtecccccetg ccectgecect 720
gaactgctgg gaggccctag cgtgttectg ttccccccaa agoccaagga caccctgatg 780
atctceccgga cccccgaagt gacctgegtg gtggtggacg tgtcccacga ggaccctgaa 840
gtgaagttca attggtacgt ggacggegtg gaagtgcaca acgccaagac caagcccaga 800
gaggaacagt acaactccac ctaccgggtg gtgtcegtge tgacegtget gecaccaggac 960
tggetgaacg geaaagagta caagtgcaag gtgtcecaaca aggecctgece tgeccecatce 1020
gaaaagacca tctceccaagge caagggccag ccccgegage ctcaggtgta cactetgece 1080
cctagecggyg aagagatgac caagaaccag gtgtccctga cctgtcectggt caagggettce 1140
tacccctoecg atatcgeegt ggaatgggag tccaacggee agoccgagaa caactacaag 1200
accaccccee ctgtgetgga cteccgacgge tcattettece tgtactccaa gotgacegtg 1260
gacaagtccc ggtggcagca gggcaacgtg ttctcctget ccgtgatgeca cgaggeectg 1320
cacaaccact acacccagaa gtccctgtce ctgageccag gcaagggegg aggeggatct 1380
ggtggtggag gatcaggegg cggaggetct accatcceoce cacacgtgca gaaatccgtg 1440
aacaacgaca tgatcgtgac cgacaacaac ggegcocgtga agttcocccca getgtgeaag 1500
tteotgegacg tgeggttote tacctgegac aaccagaaat cctgeatgte caactgetce 1560
atcaccteca tetgegagaa geocccaggaa gtgtgegteg cecgtetggeg gaagaacgac 1620
gagaacatca ccctggaaac cgtgtgccac gaccccaagc tgccctacca cgacttcatc 1680
ctggaagatg ccgcctccce caagtgcatc atgaaggaaa agaagaagcc cggcgagact 1740
ttottecatgt geagetgete ctecgacgag tgeaacgaca acatcatett cteocgaagag 1800
tacaacacct ccaaccccga ctgaggtace 1830
<210> 121

<211> 657

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>

121



362

gagctcgata tccagatgac ccagtccccc tccageectgt ccgectetgt gggegacaga &0
gtgaccatca cctgtteege cagecaggac atctccaact acctgaactg gtatcageag 120
aagcccggca aggcccctaa ggtgctgate tacttcacet cctecctgeca cteceggegtg 180
ccetecagat teteeggete tggetcegge accgacttta ccctgaccat cteocagectg 240
cagcccgagg acttcgccac ctactactge cagcagtact ccaccgtgecc ctggacctte 300
ggccagggca ccaaggtgga aatcaagegg accgtggeeg ctececteegt gtteatette 360
ccaccecteoceg acgagcaget gaagtcegge accgcectceg tcgtgtgect geoctgaacaac 420
ttctaccocee geogaggocaa ggtgecagtgg aaggtggaca acgecctgca gteocggeaac 480
tcccaggaat ccgtcaccga gcaggactcc aaggacagca cctactccct gtectcecacce 540
ctgacccetgt ccaaggecga ctacgagaag cacaaggtgt acgectgega agtgacccac 600
cagggectgt ccagcccegt gaccaagtee ttcaaccggg gegagtgetg aggtace 657




REIVINDICACOES

. Composicao compreendendo uma molécula de fuséo
bifuncional direcionada, em que a referida molécula
compreende uma porcdo direcionadora e uma pPorgao
imunomoduladora, em que:

(a) a porcao direcionadora liga-se
especificamente a um componente de uma célula tumoral,
microambiente tumoral, fator de crescimento ou recetor
associado a tumor, citocina ou recetor associado a
tumor, linfdécito T associado a tumor, ou molécula co-
estimuladora ou inibidora de células T; e

(b) a porcao imunomoduladora compreende uma
sequéncia do dominio extracelular de 1ligacdo ao
ligando de um recetor que se liga especificamente a um
ligando que promove o desenvolvimento ou a funcado de
células T reguladoras ou medeia a tolerancia
imunitdria induzida por tumor, e o referido recetor é
selecionado a partir do grupo que consiste em:

Recetor do fator de crescimento
transformante-beta TPRRI, TPRII, TPRIIb, TRRIII;
Morte programada-1 (PD-1); Recetor ativador de
fator nuclear-xB (RANK); e Recetor do fator de

crescimento endotelial vascular (VEGFR1, VEGFR2).

. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
porcédo direcionadora compreende um dominio de ligacédo
ao antigénio de uma imunoglobulina, um anticorpo, um
anticorpo biespecifico ou multiespecifico, um
fragmento de anticorpo, um fragmento de cadeia simples
varidvel (scFv), um scFv bivalente ou multivalente, ou

uma proteina de fuséo.



. Composicao de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
referida porcdo imunomoduladora é fundida com a cadeia
pesada ou cadeia leve da referida porcédo direcionadora
compreendendo um anticorpo ou uma proteina de fusdo de
anticorpo ou com o terminal-C ou terminal-N da

referida porc¢cdo direcionadora.

. Composicdo de acordo com a reivindicacgdo 1, em que a
referida porgdo direcionadora e o referido dominio
extracelular de ligacadao ao ligando de um recetor séo

fundidos um com o outro através de um ligador.

. Composigcao de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
porcdo direcionadora se liga especificamente a uma ou
mais moléculas selecionadas a partir do grupo
consistindo em:

i) Recetor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR, ErbB-1), HER2/neu (ErbB-2), HER3, Recetor de
interleucina-6 (IL-6R), Recetor do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1R), Recetor do
ligando indutor de apoptose relacionado com o fator de
necrose tumoral (TRATIL-R1, TRAIL-R2); Molécula de
adesdo de células epiteliais (EpCAM) , Antigénio
carcinoembrionario (CEA), Antigénio membranar
especifico da proéstata (PSMA), Mucina 1, CS1, CD19,
CD20, CD22, CD30, CD52, CD38, CD138; Fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), Fator de
crescimento transformante- (TGFPR), Ligando do recetor
ativador de fator nuclear-xB (RANKL), Interleucina-6
(IL-6), Interleucina-10 (IL-10), Interleucina-17 (IL-
17), Interleucina-23 (IL-23), Fator de necrose

tumoral-a (TNF-o); e
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(ii) Antigénio associado a linfécitos T
citotdxicos—4 (CTLA-4, CD152), 4-1BB(CD137), 0X40
(Cb134), CD27, CD40, GITR, Recetor de interleucina-12
(IL-12R), recetor semelhante a Toll (TLR1-10), Gene de
ativacdo de linfécitos-3 (LAG-3), Morte Programada-l1
(pD-1; CD279), ligando 1 de PD-1 (PD-L1; B7-H1),
ligando 2 de PD-1 (PD-L2; B7-DC), B7-H3, B7-H4,
atenuador de 1linfécitos B e T (BTLA; CD272), HVEM;
Cbh4, CD25, CD3.

. Composicado de acordo com a reivindicacdo 5, em que a

porgdo direcionadora ¢é uma imunoglobulina IgG de

subclasse IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4.

. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 5, em que a

porgdo direcionadora € um anticorpo biespecifico ou

scFv gque se liga a CD3.

. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a

porg¢ao imunomoduladora compreende uma ou mais
sequéncias do dominio extracelular de TBRRII, TRRIIb,

TRRIII, PD-1, RANK, VEGFR1l, ou VEGFR2.

Molécula de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
por¢gao 1imunomoduladora compreende uma ou mais de SEQ

ID NO: 87; SEQ ID NO: 93 ou SEQ ID NO: 96.

Composicgdo de acordo com a reivindicacgdo 8, em que a
porgado direcionadora compreende um ou mais de:

(i) um anticorpo que se liga a EGFR, HER2, CTLA-
4, IL-6R ou 4-1BB; ou

(11i) Cetuximab, Panitumumab, Necitumumab,

Zalutumumab, Nimotuzumab, Trastuzumab, Pertuzumab,
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12.

Tocilizumab, Sarilumab/REGN88, BMS-663513, Ipilimumab

ou Tremilimumab.

Composicdo de acordo com a reivindicacgdo 1, em dque a
molécula compreende uma sequéncia de aminodcidos da
cadeia pesada correspondendo a SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ
ID NO: 19, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, ou SEQ ID NO:
31.

Composigcdo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
molécula compreende um anticorpo compreendendo

(i) uma sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada
correspondendo a SEQ ID NO: 2 e uma sequéncia de
aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ 1ID.
NO: 71;

(ii) uma sequéncia de aminodcidos da cadeia
pesada correspondendo a SEQ ID NO: 1 e uma sequéncia
de aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID.
NO: 70;

(iii) wuma sequéncia de aminocdcidos da cadeia
pesada correspondendo a SEQ ID NO: 5 e uma sequéncia
de aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID.
NO: 74;

(iv) uma sequéncia de aminodcidos da cadeia
pesada correspondendo a SEQ ID NO: 16 e uma sequéncia
de aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID.
NO: 71;

(v) uma sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada
correspondendo a SEQ ID NO: 15 e uma sequéncia de
aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ 1ID.

NO: 70;
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14.

15.

(vi) uma sequéncia de aminodcidos da cadeia
pesada correspondendo a SEQ ID NO: 19, e uma sequéncia
de aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID.
NO: 74;

(vii) wuma sequéncia de aminocdcidos da cadeia
pesada correspondendo a SEQ ID NO: 28 e uma sequéncia
de aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID.
NO: 71;

(viii) uma sequéncia de aminodcidos da cadeia
pesada correspondendo a SEQ ID NO: 27 e uma sequéncia
de aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID.
NO: 70; ou

(ix) uma sequéncia de aminodcidos da cadeia
pesada correspondendo a SEQ ID NO: 31 e uma sequéncia
de aminodcidos da cadeia leve correspondendo a SEQ ID.

NO: 74.

Composicgdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
molécula compreende uma sequéncia de aminodcidos
correspondendo a qualquer uma de SEQ ID NOS: 1-36, e
61-69.

Método de produgdo da composicdo de acordo com a
reivindicacéo 1-12 através de técnicas de ADN
recombinante compreendendo otimizacdo de coddes de
sequéncias de aminodcidos das referidas moléculas,
sintese e clonagem de ADNc em plasmideos, e expressédo
de moléculas através de transfecdo de células

hospedeiras.

Acido nucleico que codifica para a molécula
compreendida na composicao de acordo com qualquer uma

das reivindicagbes 1-12.



16.

17.

18.

Composicgao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1-12 para utilizac&o em medicina para

prevenir ou tratar um disturbio neoplédsico ou cancro.

Composicgao para utilizacgao de acordo com a
reivindicacdo 16, compreendendo ainda uma terapia

anticancro.

Composicgao para utilizacgao de acordo com a
reivindicacéo 17, em que a terapia anticancro
compreende uma molécula gquimioterapéutica ou
imunoterapéutica, um anticorpo, um inibidor de cinase
de molécula pequena, um agente hormonal, uma vacina,
radiacéao ionizante, radiacgéao ultravioleta,
criocablacao, ablacao térmica, ou ablacéao por

radiofrequéncia.
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1. Sequéncias de aminodcidos do recetor do fator de crescimento transformante beta tipe |
{TGF-B-Ri{} ou TCF-B-RIB ou um Fragmento deste:

{iy Recetor do fator de crescimento transformante beta tipe i {TGF- B-RH) (SEQ 1D NO: 78%

MERGLLBEGLY PLHIVINTRY RSTIPPHVRK SYMNDHIVIN NEGAVRFRQL CHFCDVRSSY
CONRRECME FILERAASEY

SRITSICERER QEVOVAVRRE NDERITIETV CHORRLPYND

CIMERE 7 ETFRMOFCSS DECNONTIFS ERYNTSNPIN LLVIFQVTSI SLLPRLEVAL
BY¥IL] R ST WETGKIRRLM BEVORNCAIIL RODRSITSST CANNINHWTE

LLPIRLDTLY 3 BEQ FRIVAVRKIFP YREYRSWRTR ¥UIFSDINLE
HENILQPLUTA BEENTELEK ITAYHAY GRLOBYLYRE Vi FHI, HOLAN
LHESDHTPCRE PXMPIVEEDL KESNILVEND LTOCLCDRGL SLRLUFTLEY LLLARSGOVS
TARRYMADRVL, BESRMNIERVE SFEOTIVYSM ALVILNEMTER CTNAVREVEDY EXFPIRRVEN

HPOVESHEIR VIADRORPEL PSFWLANEDST QNVCETLIERS WRHDFRABRLT ARQUVARBRPSE
LERLDRLSGR SQSEERIFRD SZLNTTR

Hitalico - Dominio axtracelfar do Recetor do fator de srescimento transformantebeta i TGF B BRI}

{Sublinhado = Regifio do Dominjfo Extracelufar (ECD} de THFB Rl que se liga a TOFEY

{} Recetor do falor de crescimento transformante beta tipo 18 [TGR-B-RIB) (SEQ £ NO: 8O

NORGSLIREM PLEIVIRTEY ASTIPPHVOK SOVENMZEAORD PITCRSONRT ANBLENINND
HIVIDANGAY RREQLONFCD W SCMANCSITS JUBRPUBVIV AVERXNDENT
TLETYVCHRDY LPTYNOSILED EREFCETFEY OSCSSDRONY NIIFSERYNT
SUPDLLLVIF QUIGISLLEP LGVA TY FYOYRANROS KLODTWETOR TRELMIPSEH
CARITLEDDRR DISSTURMNKY NHNTRLLPIN LOTLVGRIRF ARUYEARLKG NYSEQPRTYE FKI F
TREVEIWKTE KRIFSDIKLE HERILQFLYTA ZERKTBRLGRYD YWLITAFHAX GRLOEYLTRR
VISNEUCRNL SOSLARGIAN LHSUNTIROUR PRMPBIVHRDL ESSHILVERD LPOOLODEGL
SLRLOFTLAV DDEANZGOVE TRRYMAFEVL DIRMRLENVE SPROTOVESM ALVLEEMTSR
CHAVEEVRDY UPRPOSKVEE HPOVESMKDY VIRDESEIEY SRPNLNEQEI OMVOSTLIRG
WRHDPESRLYT AGCVAERFEY LRHIORLIGR SCSERKIPED GOILNTTY

i

{Halico - Dominio extracelular do Recetor do fator de crescimento transformante bt IR {(TGRE RIBY
{Sublinhade = Regifio do Dominie Extracelufar (ECD) de TGFE RER que se liga a TOR-EY

2, Mutantes bungados o Recetor do Favtor ds orsgoimenta Transfhurmante beta §H{TGF3-RI
ou TOF-B- RiR compresndende a regldo do Dominic extracelular {ECD) que se liga a TGF-P
) TQRB R (orminal ALY TOFR R sem o dltimos 38 aminodeidos do fenmingl C
{SEQ Y NOx 81x
MORGLIGULN PLEIVLWIRY ASTINSBVOR SYBNIMIVTD NNQIVERROL
{ FHALRAN ORTTRICERR QEVOVAVWRK SUENTTL TR L AEBK-
HEXKERG EIPINCSCSR DEONIRIINS BRYNTENEN FEGT SLLEFLOVAY
TIRYTER RERISST WRTORTHELN SRAECAILL EDUHIDISSY CAMMIRBNTER
P OROSFRARVER BRLKCNTSE] PEIVAVEIRP CREVASEETE RDIFSIINLK
VERETELSER YWLITAFHAY QRLOTYLIRH VISHRDIRKL Q8fLaRSIas
 PRMPIVHRDL SSSRILVEND LICCLODRGL SIELDDTLEY DOLARZSIRG

CRECHURESY
3

S Fet
\'-@4

L ROBEMNLENVE SPRQT T ALYLRRMUSR (MAVORY BRPFREEVRE

QUUPCRTUTEL HORDERAR

Fig. 1A

HECVESHEDE VIRPRERFEL

PEPWLRHGS:



TOF-3 R-i8 {terminal ACY TGFB RUB sem os ditimos 38 aa do terminal © {SEQ 10 NG 88):

MORGLLNGLY PLEIVINTREY ASTIPEFVRN SDVEMEAQRD BIICPECNRY AHBLRHINNG

NIVTRNNEaY

BLETYCHDPE

XFPOLORES

VRESTOINGK
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SCHSNEBITE

ICERPLEECV

AVHREKNDENT

LPYHOFTLED

SATERCTMRE

EREBGETFEN

NIIFEREYNT

SUPDLLLVIF
CRTTLEDDRS
YERYRSWETE
¥ SWEDLERL
STRLIEPLEV
CHRWEEVEDY
RORDEEARL

DVTRIELIFE
DISSTCANNT
ROIFSDIRLE
GOSLARSIAN
DULANRAQVS
EPPFFISKVRE

LEVAISVILX
NIHNTELLOIR

HERTLQFLTS,

LHSDHTRPUGR
TAEYMAREVL
SECVEIMEDY

FYLERVIRGD
LETLVSRISEE
BERRTRIGKD
FEMPIVERDL
TERMMLINYE
YLRORGRIET

KLERTRETEK

FRLITAFHAK

ESSRILVKRD

EFRGTIVY SN

FEFRLRHDST

(i} TOF-BRSE ALY, TEFIRH sem o dominio cinase nem & regifio jusiamembranay

MORGELIEOLE

PLHIVILSTRT

CEITSICEKP QEVCVAVNRY NDRWITIETY

AQTIPREVEE SUYNNDMIVID NNSRVRFPQL

TRKLMEFREH
NTSBOFEIVA
SRLOEYUTHR
LTCCLODFRT
RLVIMENT SN
SRVCRTIYES

VKI FE

(SEQ 1D NO: B3y

N W YA R
CEPCBYREST

CHDSELEYHED

FILERAASRK

ETFFHCBLEE

by
WIiEs

R

BEYNTENRLE

THROORLER

ASTTFEHVRR

SOVEMEAQGRD

=

5o

Y

LLVIFQVTAT

BIXCPECNRY

WYY Ay

SLLPRPLEVAY

{SEQ D NO: 84y

AHPLREIT NN

SR T

HOFILEDR

A8 TMER

REXBIET

oy
SRLLEF

VTRT

LEVAIRVIIX

FUTYRVMNRGE KLE

(%) TGRS R contendo & regifs do terminal N incluinde o domislo sitracelilar (SEQ0NG: &)
PLEIVLWIRY ASTIPPNVOK SVERDMIVID NNSRVRFPQL

VERGLLBGLE
SONCRAONSR

SEITETOR

K¥ QEVOVAVRRE NDERTTLETY

CRFCDVRIST

CHORELEVED

CIMKERSERG

8

e
ETF

DEONDGIIPS

EEYNTENEDE

LIVIFD

TOFH BB contendo 3 ragilo do teaminal N incluinde o dominie sxtracelular (SEQ I NCO; 8%

NGRGLLROLN
MIVTIRNGRY
TLETYCNRX

3

PLHIVLINTRY

HFEGLOKECD

ERQENY

SPVEMRAQRD EITCPSCNRY AHPLRNINGD
¥

AVURINDER,

LEYHDEILER

¥ RERNRGETFRY 086

SETEONET

NITFEREYNTY

SNPRLLLVIF

W) TRR-B R4 contands o dominio sxtracaldar que se iige 8 TORB {SEQ I ND 87y

AR WB’\A

Wy

TIFPHUQE SUNNIMWITID NG
ROENITLETY O

CROBRLIYHER

AVEFPQL CXPCDVEESRT CONUKSOMEN CBITS
AR FILEDAASPK

EXFRNC

T

Pacy R
BT

TGRS B4R contende o dorinks extracedular gue se liges TOR-S (B8Q D K 88)

Ty
;T I T AR A ENA T
PRESTODROE

N TN AN SN
SONRNTE I TR

4

T

b

FHVEN SRVERBAGRED REITCPIONRT ANPLREINYE MIV

SVRRKNOENY

CONNEORY

LETVOHORE LRYRE

ERRSLO

PRy

SARPECH

e Wl
IR

RREPIETFRR

Pt

DRCND NiINSREYNT

SNRE

) TN Rl pontende 8 regiSo do dominio exiradslular gue s« g 8 TORR (SEG D NO: 89

DLETY . CRDBKLPYER

FOL ORPUDVR
FTLERARERK

ey
ey
CIRARRRRRE

T ORNCERCHSY DRIty
S

YR R BN
FTRRMCICIR

DRCRE IS

CEKR QEVOVRVRRE NIy
%

ITYNTINRD

Fig. 1B
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3. Mutantes deficientes em sinase, mulantes de delecdo ou mutantes pontuais do Recetor do Fator de
crescimento ransformante betla B (TOFR-RI ou TGFR-RIE ou um Fragmento deste que se ligas TGFR-B

G
A sequénciz de aminodeidos de THR- R (K2T7R) contém uma mutaclo pordual no seu local de ligagBo an ATP
¢ & inativo come cinase (SEQ D NG 80):

MOBULLRGLY PLEIVIWTRI ASTIFRNVIN
TSN OREVCVAYNER NF

CINRBERERSG 3 DRONONIIFRG |
SVITILYCYR WERTERTRNLH

Recelor to Falor de crescimenio transformarde beta i contendo mutag@es pontuais:

LOLOVIFCUTEI SLLEPLOVST

EDDRIDIAYT CHRNINENTE

LLPIELITLY ¥ OARLETNITSEG FPEIVAVRIFY YREYASHKTE RUIFRUINLK
BEHILLPLTR YHLITAPHRR WLQEYLYRR L GESLARGIAH

LRICHTHNGR 8 BOL KESNILVENS LTQCLODRSIL SIRLOFTLAY DULANSEQVE
TARYMAPEVL 3 FLENVE BFEQTIWVYSM ALVLWEMISR CHAVIEVILY BIFFESRKVRE
LERLDRLECK GELWTTK

Recetor do Fator de crescimenio transformants bala I contendo delecles na sequéneia
de amincdcides {mulantes de delego) Recstor do Fator de erescimente transformante bala i} {4

TGF-B R {2) contém uma delegde do aminodoido 498 30 508 e & inalive como cinase
{SEQ {0 NO: 1)

(i}

HURELARCLY PLHIVIATRI KRETTRERVQN IVRNDMIVID NNGAVE: OQL CKFCDVRISE
CURQRSCMEN CRTTSICRKR BYWRE NOENITLETY ! FIEEOAREPR
CINKENRKPE SIPPMCSOSS DRCNDRITNS JEYSTSNRmn

LEVISQNTEY BLLPPLEVAI
EFSSNCATIIL ¥ 297 TRV INHENTK
FETVAVKIPS

SVEIIIFUCYR YNRGQRLSST WETUXTERLE
LLRETELDTLIY @ B OARLENTREQ

EENILOFLYS
LESDHT

YHLITAFHAK

- KESHILVKRD |

CHLQEYLTRH

)
¥
=

CHAVER
FRELENLE

TRKAMAPRYL
HPOVESHKDA
pRB} N L:\E‘?"‘YK

4,

T SFETRVYSHM
TEUMDHIPRES

BLTROIVARR

Sequéncias de aminodeidos do recetor do fator de cresciments ransformante beda tipe B {TSF-EA-RIR
ou um fragmento desle

Proteinas hibridas ou de fusSo contendo as sequéneias de aminodcidos doresetor do fator de
cresciments transformante beta tipo H{TGF-B-RI} ¢ TEF-E-RI.

Proteinas hibridas ou de fus8o contende as sequéncias de aminodnidos dorecetor do fator de
crescimenio transformante beta B (TOF-B-RIB) e TOF-E-RIR.

Sequéncia ligadora ulilizada em proteinas de fusio (SEGQ IR NO: 1041

BERAGIEEEERINGES

Fig. 10
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Rers:etar dofatar de »erescimgaw imnsfﬁmaamsbe& i ,{msﬁ@ms;y

Sequéncia de aminoacidos da Rusio Cadeln pesada de Ant-HERnew + TGRE-RY ECD.
{SEQ 10RO IR

TRV KPR TR DR B R AR SEIRY S

"LE& CLTLSRAD VYRRV Y SIR YRR

.Stmpkes Reg:és constante do antitomo Ant-HER2
Ralleg: Ligador
Negrito: Ectodominio de TOFERH

Fig. 2
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Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo Anti-EGFR1e Dominio extracelular {(ECD) do
Recetor do fator de crescimento transformante beta If {TGFE-RI).

Sequéncia de aminoacidos da fusdo Cadeia pesada de Anti-EGFR1 + TGFB-RII ECD
(SEQ D NO: 2
QVOLKS PGV RO B LA T POV SEP S LINYOVENVROS PCRGLEVWLGY IWSGENTRDYNTPFTER

L8 INKONSKSQVEF KNS LOSRDTA LY Y CARA LT Y YD Y EPAYWGROTLVTVS AR S TREPS VF P LA
SSKSTSCGTAALGCLVKDY FPRPV T VSN SCALTSCVRTFRAVLOSSELY S LSVVTVRESSLATS
T LRV N D SN TRV D NV E P A C DR T H T C P PO PAPELL AP SV FLE U PP KD TLM ISR TREVTOV
YYDV SHED PEVERNRY VDGVEVENAKTE PREROY NS TYRVVE VL IVLHODWLNGKE Y RUKVENKAL
PAPIEKTISKARCO PREPQVY TLE PSRDELTENGVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGORPENNYETT
PRVLDEDEEFFLY SELTYDESRHQQCH Y FSCSVMERALHNHY TOKSLELEPCK
GRGESCEAESGEEES TIPPHVQK SVNNDMIVTD NNGAVRFPQL CKECDVREST
CONQRSCMSN CSITSICEKP (QEVCVAVWRE NDENITLETV CHDPKLPYHD FILEDAASPK
CIMRERKKPG ETFFPMCSCSS DECNDNIIFS ERYNTSNED

Sequéncia de aminoacidos da Cadeia leve de Anti-EGFR1 (SEQ 1D NO: 71);
DL TS PV ILE VS PUERVSFSCRAS QS TR TN I HWY QOR TNGS FRLLIKYASES ISCIPSRYEREG
SCTORTLSINGVERED Y ADYYCOUNNNWP T TFCAG TR LELERTVARPSVFIFPRPEDREQLESETASY

VOLINNFY PREAKVOWEVDNALYSGHNSQORSVTRODESRDATYSLESTLTLO RAD Y ERHEVYACEVTH

OELISFVTESFNRGEC

Sublinhado : Regifio varidvet do anticorpo Anti-EGFR

Simples : Regifdo constante do anticorpe Anti~-EGFRY
ltalico: Ligador
Negrito: Ectodominio de TGFRRH

Fig. 3
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Proteinas de fusio compreendendo anticorpe Antl- CD20 & Dominio extracelular (ECD) do
Recetor do fator de crescimento transformante beta 1| (TGFA-RHL

Sequéncia de aminodcidos da fusio Cadeis pesada de Anth- CD20 + TOFRRI ECD
(SEQ 1D NO: 3 :

Y L AR L VR P OAS VRS CR A S Y T T Y NN VK T QR OL BN ICA T Y PORGD TS YNQKREG
KA T AR S S S T LS S L D S A Y AR A T Y Y CUDW Y PR AR T IV TVS AR S TEGPIVEPL
AP SN TS T A AL G LUK DY P PR PV TV S R A LTS GV TR FAY LS SOLY B LISV TVREES LA
T LR VN R R ST D A F N SRR TH T B BU P A PR LIS PRV FLF P PR RDT LM SR EYY
Y S R P R Y PR Y Y DOV VAR PR P R R RS TY RV VSV L PV L ECDW IR E YK OKVSRE.
ALPART BRI KA R NGV Y L P PSR DB L TN VL PO L VK G F Y PAR T AVERE NGO P RNNYE
T PRV LS DS RFLY SEL YUK S BROGNV P SC S VEREALBRHY TORS LA LERGK
CORGSEERESENENY TIPPHVOR SVNNDMIVID NNGAVEFPQL CEFCDVREST
cmmsm; CSITSICERY OEVOVAVWRE SDENITLETV CHDPRLPYRED PILERDAASEK
CIMEEEREPG ETFFMCRCSS DECNDRIIFS EBYNTSNED

Ssquénsia de aminodcidns da Cadela leve de Anti- CDR0 (SEQ 1D NOQL 72y

AL P AL L A S R T RS S SV Y TR PR P S PR P T YA TS RLASQY B REBGBGS

L T SR R A A T R T R P D L P A TR L T KR VAL POV R L P RS IR LR AVTASYY
L Y B R R M Y T L R S D R D R S Y H LS A L UL R A DY BRH R VRS RVDRG
BLASEVTESPRRERS

st Regisic | do anticorpo Anti-CR2C
Szmpies Reg@a aansiante éo arztmama Ati-GDR0
Hadico: Ligador

Negrito: Bctodominio de TOFERY

Fig. 4
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Profeinas de fusio compreentdendo anticorpo Anti- VEGF & Dominio exiracelular (ECD} do
Recetor do fator de crascimento transformantebeta I {TRFR-RHL,

Sequéncia de aminodcidos da fusBio Cadeia pesada de Anti- VEGF + TGFE-RI ECD

{SEQ HI NO: 4}

VLV RS SO QP S LR LS SR A Y TR TN Y Y RO PR LER VIR IN T Y TOE P TY AR FRR
R TF SRS R T LM LA RD T A Y Y Y CA K Y PHY YOS SHR Y FDVHGUGTLY TYS SAS TRGES VF

PLAPSSKE TG T AR LG VH DY FPE RV TV NN G DS CVETFFAVLQSSCLYS LSV TYRESS
LT T LNV HE PSR T RV DR RV B P RS DN TR TCE PCPAPEL LG PEVPLF PPRPRUTLMISRTEE
VR D P RV R N C VD GV BV AR TR PR RO YRS T Y RV VEVLT VL BOIWLAGK BT ORYS
NEALPAFLEK DI S EAK GO PREPQV Y TL P RS R R R TNV S LT LV RGFY PSR I AVENESRGOPRERN
PRV LSRG S PR LS R LTV RHQOON VS CEVMNHEAL NN Y TORA LELES PEK
GEFEESCOBISCORES TIFPHVOR SYNNDMIVTID KNGAVEFRQL CKFODVRFST
CONCRSCMSN CSITSICEKP QEVOVAVWEYR NDRNITLETV CHDPXLPYHD FILEDAASHR
CIMEEKKRPE ETFFMCUSCSS DECHDNIIRS ERYNTSNRD

Sequéncia da Cadela leve de Anti-VEGE (SEQ D NQ: 73)
BN T P S A VR T G A O T AN Y LN Y UK PR AP YL LY P TS S LSOV P AR FERSE
SR R LS S L P R P AT Y Y OO0y AV E N T P GGG TV E TR VAP SVRL FPPSUEOLR SOTASY

FOLLNRF Y PREAR VOB VDNALGS SRS ES VIERDS KOS TY LSS T LI LAKANVRKHEVYRCEVTH
COLSEPVTKSFNRGEC

Sublinhado ; Regifio variavel do anticorpo Antl. VEGF
Simples : Regi@o constante do anticorpo Ant-VEGF
Halice: Ligador

Negrifo: Ectodominio de TGFERHE

Fig. 5
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Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo Anti- CTLA-4 humano e Dominio
extracelular (ECD) do Recetor do fator de crescimento fransformante beta li (TGF3-RH).

Sequéncia de aminoacidos da fusdo Cadeia pesada de Anli-CTLA-4 + Dominio extracelular
de TGFgE-RII

(SEQ IDXNO: 5):

QUOLVESGEE VVOPGRSLRL SCAASDFTES QYTMHWVROA PCXCSLEWVEF ISYDONNEYY
ADOVRGRETI SPDHSKNTLY LOMNSLRAED TAIVYCARTG WLGEFDYWER GTLVIVSEAS
TROPEVFPLA POSKSTINET AALGCLVKDY FPEPVTVSWN SCGALTSGVHT FRAVLGSSGE
YELSSVVTIVEY SESLETUTYI  CRVNBEPSNT EVDERVEPKS CDXKTHTCFPC PAFPELLGGES
VEFLEFPPRPXD  TIMIBRTPEV TCVWWIVSHE DPEVEKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
IRVVEVLTVL BODWLNGKEY KCHVENKALP APIRKTISKA KIQPREPOLVY TLEFPSRDELT
KHQVSLTCLY KGFYPERIAV EWERSNGRPEN NYETTRRVL SDEEFFLYSE LTVDRSRRWQQ
GRVEFSCSVME BALHNHYTQK SLELSPGK (GGGSGRGGSERERS TIPPHVOK SVNWDMIVID
RNGAVEFPQL CEFCDVREST CDNQESCMSN CSITSICREP QEVCVAVKHRE NDENITLETV
CHDPRLPYHD FILEDAASPE CIMKEKKKPG ETPFMCBCSS DECNDNIIFS ERYNTSNERD

Cadeia leve de Anti-CTLA-4 (SEQ ID NG 74):

BIVLIOSPAT LELSPCERAT LSCRASQEVE SSYLAWYQOK PCOAPRLLIY GAFERATGIP
DREFSGIESCT DFTLUISRLE PEDFAVYYCQ CYGSSPRTIFEG  QGTEVEILIKRT VAARVEIFYD

PSREQUEIGET ASVVCILLNNFEF YPRRAKVOWE VDNALGSGNS QESVIEQDEX DETYSLSSTL

TLEKADYERY MVYACEVIHG GLSSPVIKSFE NREEC

Sublinhado : Regido variavel da cadeia pesada do anticorpo Anti-CTLA-4

Simples : Regigo constante da cadeia pesada do anticorpo Anti-CTLA-4
Hafico: Ligador
Negrito: Ectodominio de TGFARI

Fig. 6
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Proteinas de fusdo compreendendo IL-2, Fc e Dominio exiracelular (ECD) do Recetor do
Fator de crescimento transformante beta It (TGFE-RH}.

-2 + Fe + Dominio extracehar de TGFE-RII {SEQ 1D NO: 6):
APTSESTRRTOLOLENLLLDLOMILNGINN Y KN PR LTRML TFKFYMPKEATELEHLOCLEERLRPL

EEVLNLAQSKNFHLEPRELISNINVIVLELfGSETTFMCEYADETRTIVEFLNRWITFCQSIISTL

T GEGESCGEEEFSERGES
THECPPUPAFELLGGREVELEPFPKFREDTLMISRTPEVTCVYVIVEHEDPRVEFNWYVRGVEVHRNAK
TKPREEOYNSTYRVVSVLIVLHCDWLNGKEYKCEVENEALPARPT ERT I SKARGOPREPQVY TLP DS
REEMTHENQVSLTCLVEGFY PADIAVENESHGQRPENRY KT TPPVLU SSRGS FRLYZKLIVIEGRWQOGE
NUFSCSVMEFALHNHYTOKSLSLSFGE GEGCEHGREGSERGEY TIPPHVOR SVNNDMIVITD
HNGAVKEPQL CEFCOVRFST CDNOESCMSN CSITSICEKF QBVCVAVWREK MDENITLETV

CHDPELPYED PILEDAASPK CIMKEKKRKPG BEUFFMCSCSS DECNDNIIPSEEYNTSNPD

Dominio extracelular de TGF3-RI + Fe + IL-2 (BEQ D NO: 7).

TIPPHVQK SVNNDMIVID NNGAVEFPQL CKPCDVRFST CONQKSOMSN CSITSICERP
QEVOVAVWRE NDENITLETV CHDPKLPYHD FILEDAASPK CIMKERKKPG ETFFMUSCSS
DECNDNIIFS REYNTSNPD GGOCSCRORSEHCCS
THICPFPCEAPELLGEPSVFLEPPRPKDILMISRTPEVICVVVOVIHEDFEVKFRWY VDGVEVHNAK
T PREEQVRS TYRVVEVLTVLHGDWLNGKEY KCKVENKALPAPIERT ISKAKGOPREPQVYTLRRS

REEMTXNOVELTCLVKGFY PSR IAVENESNGQPENNY KT TPPVLDEDGEFFLY S KLTVDKERWQQG

7

SVFPECSVMHBALENHYTQKSLELSFCGE SCEESSEEESGEE68

APTASS T K TQLOLEH LL LD LOMI LNG I NN YKNPRL TRMLTFKFYMEEEAT REKBLOC LEEELEPL

EEVLNLAG S KNS LR PRI ISNINVIVLELRGS E DT P MCEY ADETAT IVEFLNRNITFCOSITSTL

Negrito: Ectodominio de TGFRRH

italico: Ligador {Opcional, oufras sequéncias ligadoras )

Simples . F¢

Sublinhado: Fragmento de it -2

{Nota: Pode substiruir o ligador Sgessccessseees SEQ 1D NOG: 104 com
EPKsCRK SEQ 1D NO: 108)

{Nota: Pode substirtiro aa sublinhado em Fo EcomD & Mcom Lem ¢}

Fig. 7
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Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo anti-CD25 e Dominio extracelular (ECD}
do Recetor do Fator de crescimento transformante beta Il (TGFB-Rif}.

Cadeia pesada de Anti-CD2& {Daclizumab) e Dominio extracelular de TGFB-RI
(SEQID NQ: 8):

DVOLYOSGAE
NOEFEDKATI
GPSVFPLARS
LOSEVVTVRSS
LEPPEREDTL
VVESVLTVY l—fﬂ
QUSLICLVRG
YFSOBVMHEA
NNGAVKFPQL
CHDPRLPYHD

VERPGESVEV

TARDESTN
SESTEEETRA
SLETRTYICH
MISRTFEVTC
DWLNGEEYRDC

N

FYPSDIAVEW
LENHYTQESL
CEFPCDVRIBT

FILEDBRASFK

TAY M

SYERMHWVROA
TAVYYOARGS
LECLVEDYFP
VNHEPSNTRVY
VVVDVEHEDE

DEEVEPESCD
EVEFNWYUDH
KUSHEALPAY

ESNGQRENNY

SLEPEX

TERTIS
RTTPEVLISD
CCEEET
CONQRSCMEN CSITSICEKP
CIMRERERKPG RETFFMCSCES

Cadeia leve de Anti-CD25 {Dactizumab) (SEQ 1D NO: 75):

DIOMTOSPST

SESGSETRER
DEQLESGTAS
SKADYRRERY

LEASVEDRVT
TLITSSLQED
VVCLLNNPYP

¥RCRVTHOST

ITCEASEEIE

w

DFATYYCHQR STYPLTREQG

REARVOWEVD NALQIGKSQE

SSFVTKSFNR GEC

Simples: Anticorpo Anti-Ch25
ftético: Ligador
Megrito: Ectodominio de TGFARII

Fig. 8A

EPVTVIWMSG

SKAKG

TMEWTQQKPG

FOQGLEWIGY
GVFDYWGERET
ALTIEGVHTFE
KTHICPPCPA

VEVHNAKTEE |

UPREPOVYTL
CEFFLYSNLT T

QEVCOVAVWEX
DECHDNIIFS

XAPKLLIYTT
TEVEVERTVA

SVTEQUSKDS f

INPSTGYTEY

KERWOOGH

GEGEE TIPPHVOK SVYNNIMIVTD

NDENITLEIV
EEYNTSKRPD
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Cadels pgsada de Anti-GDE5 (Basilximab) e Dominio extraceluler de TGFR-RH
{SEQ D NQ: 8

QLOGBEIVIA
REBKAKLTA
POVPPLAPES
SEVVTVPRES
FRERPRITLY
VEVLIVELHQD
VRUTOLVRSS

FROSVHREAL
HNGAVRFPQL
CRUEFRLPYRD

REGABVRMED
VISASTAYHE
KETSEGT

Y
As

LETETYIONY
TERTPREVICY
WINGKEYECK
FEANTAVERE
HERYTORELS
CRFUDVRERY
FILEDAASFE

FASEYSFTRY
LSSLTHEDSA
GOLYRDY PR
NERPSNTEVE

WYQVSHEDPE

VRNNALPARY
SROQPENNYR

CIMERBONER
CIMRKERKRPG

WMHWIEDREG
TEYUSETYEY
FVTVEWREGA
RRVEFRGODE
WHPREEYIeY
EXTISEARGED
TTRPVLDSNG

LEFGE GROGIPIIESGEEER

CELTSLORER
BETFPMQSCSS

Cadela love ds Anti-CR2E {Basiiximal) (SEQ IDNQ: 76 ):
MEASPERRVT MTCOASSERR YHOWIQUERR
PEY SLIISSMERE

SLLNNFYPRRE AKVWRVINA LOSGNESQESY

QIVETOSRRT

QLESGTARYY

ADYRRERVY A

URVIRGGELES

BAATYYCHDR

SEYTFGEROTK

PYTKSPNRGED

Simples: Anticorpe Anti-C038
#atfon; Ligador
Nagrito: Ectodominio ds TGFERH

Fig. 8B

COLEWIGAIY
TERFRGQETT
LYSGVHEHTERA
THTOPROPAP
BEVHNARTEERE
PREPOVYTLE
SPPLYSKLTV

PONZDTSENG
TTUS SASTRE
VLGS SGLYSL
BLLOGRSVEL
EEQYNSTYRY
PERDRLTRNG
DEEERQOERY

TIFPHVQK SVNNIMIVID

LQREVOVAVHRR

PECHDUTIFS

TEPRRWIYDT
LEIERTVAAR
TEGUSRDSTY

BORNITLRTY

BEENTRYRD

SELASEIVERR
SUFIFRFPEIE

SESETLTLEK
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Proteinas de Fusao compreendendo anticorpo anti-CD4 e Dominio extracelular {ECD)

do Recetor do fator de crescimento transformante beta Il (TGFA-RH)

Cadeia pesada de anti-CD4 e Dominio extracehilar de TGFE-RII (SEQ D NO: 10):

Proteina de fusfo da cadela pesada:

QVELOBAGPOLVKPEETLELTCSVIGEE T SGDVYWFWIRQS PORGLEWI GY TYGSSGEGTNYNPILY

NRVEISIDTSENLFS LKLRSVIARDTAVY Y CAEN T LY LEWLL Y NGOGV LVIVESASTRGREVERL:
APPSO RETSGETAALGCLVRDY FREPVTVSHWNSGAL TS EVHTFPAVLCSSGLYSLESVVTVRPESSLS

IO IOV NHK P SN TAVDERVE RS CUR TH T CPFCPAFRELLEGPEVFLEPPRPRDTLMISRTRPREVT
CUVVDVEHEDPEVR FRWY VEDGVEVENAR TR BREBQYNSTYRVV SVLTVLEQDWLNGEE Y ROV SNE
ALPAPIBRKTISKAKGOPREFOVYTLEPSRDELTENQVELTCLVEGFYPEDIAVEWE SNGOPENNYE
TEPEFVILDSDGSFFLY SKLTVBRSRWGUGKRVESCS VMERALENHY TQRSLSLSPGK
GEGGECCGESGEEES TIPPEVORSVNNDMIVTIDNNCAVEFFQLCEFODVRF
STUDNQRSCHSNCSITS ICEKPRQEVCVAVWREKNDENI TLETVOHDPRLEPYHDF ILEDAAS PRCIME
ERKXPCETFIMCICSSDECHNDNIIFPSEEYNTSNED

Cadeia leve de anli-CD4 (SEQ 1D NO: 77):

Cadeia leve:

Y ELSQPREY SVSFOUTAGF TCECDNYGRESVOW Y QUK PPCAPVIVIYADS ERPECIPARFSGSNS

W

CNTATLT I SOV E A DEA DY Y OOV S TADHKVFEGOTRLIVLGR TVAAPSVET FVPSDRQLKSGETA

SVVCLLNNFY FRERKVOWKVENALOSONSCEEV T EQUS KIS TY S LSS TLTLEKADY ERERVYACEV
THOGLEEPVITREFNRGEC

Simples: Anticorpo Anti-CD4. {regifio variavel - sublinhado)
Halico: Ligador
Negrito: Ectodominio de TGFARII

Fig. 9
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Proteinas de fusdo compreendendo Ectodominio de PD-1, Fc, e Dominio extracelular
{ectodominio} do Recetor do Fator de crescimento transformante beta Il (TGFg-Ril}
Ectodominio de PD-1 + Fg + ectodominio de TGFERH (SEQ IDNQ: 11)

PORFLEE PO RPWNE P TS PA L LYV TEGDNA T TS FSNTS RS PV LN Y RMS PENGTDRLAAFPEDR

SOPGQLCEFRVTOLPNGRD FHMSVVRARRNDSGATVLOGATSLAFKAGT KESLEARLRVIRRERARVE

TAHPEPSPRPAGOIOTLY SOCCSECAESEREES

THTICRFPCPRPRLLGGPSVFLF FPEPRKDTLMISRTPEVTCVVVRVSHED PEVEENW VD EVEVENAR
THPREEQ YN AT YRSV LI VLHODWLNGKEY KCKVE KA L PAP TER T I SKAKGUFREPQVYTLPFS
REEMTINQVSLTCLVKGFY PEDIAVEWEENGOPERNYRTT R PVLNSDESFFLY SRLIVDKSRWQUG
MVFSCSVMHEALNNHYTORELILEPGK BEEGRSUSEEINCEGES

TIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVR FPOLCK FEDVRF S TCOROK SCMSNCS ITS ICRRKFOREVCVAVY
RKNDENILTLETVCHDPRLEYHDFILEDAAS PROIMRKRKKRPGRT FFMCSCSSDECNDNIIFSEE YN

TESNPD

Ectodominio de TGFBRII + Fe + ectodominio de PD-1{SEQ {0 NO: 12):

TIPPEVOK SVNNDNIVIDNNGAVR FPQLCKFCDVREF S TCONOK SCHSNCS TTS ICERDOREVOVAVYH
BENDENITLETVCHDPRLPYHDPILEDAAZ PRCIMEERKX PFOETF FHUSUS SDECNDNI IFSEEYN
TSNPD GUOGSGEEESGHGES

THICPPCPAPRLLOGPSVFLF PR PEDTLM ISR TPEVTCYVVVIVEHEDFEVE FNWY VREVEVHNAK
TRPREROYNETYRVVEVLTVLEODWLNGREYKCRVSNRALPARPIEKT TS KAKGORPREPQVY TLLPS
REEMTHNQVSLTCLVEGFYFSDIAVE IGQPENNYETTEPVLDSTGE FRLY SRUTVDESRUQOG

WVFSCAVMHEALHNEYTQRSLSLSPOK GEERSEGEIGESHRECS
POWFLDS PR PN P S P AL LYY TR MA T TC S FAN TS B F VLW YRME PSNQTDK LAAF PEDR

SO PR DCRFRVIQL PN RDF M SVVRARRRDSGT VL CCAT S LAPYAQIEES LEARLRVTERRAEVE
TAHPSPSPRPAGQFQTLY

Sublinhado: Ectodominio de PD-1
ltafico: Ligadores

Simples: Fc de IgG1

Negrito: Ectodominio de TGFARI

{Nota: A primeira sequéncia ligadora GGEGSGEGESEEEECGS € opoicnal e pode sex
substituida com EPRSCOR SEQ D NG: 105 ou suprimida)

Fig. 10



14/75

Proteinas de fusao compreendendo ectodominio do Recetor do fator de crescimento transformante
beta Il (TGFR-RI}, Fc e Ectodominio do Recetor ativador do fator nuclear—«B {RANK}
Ectodominio de TGFRRI - Fo - ectodominio de RANK {SEQ, 1D NO: 13%
TIPFHVQESVNNDYMIVEDNNBAVEFPOLOR PODYRFSTODROR SCMESNCEITS ICREPQEVCVAVY
RXNDENI TLETVOHD PR L P YHD FILEDAAS PROTMK R KK PERTFFMC SCSSDECHNDNI IFSERYN
T ENF R CCEE GRS CEEESTH I P PC PAPEL LG PSVFLFPPRKPED TLMISRTREVTCVVVINGH
BOFEVEFNWYVROVEVARAKTRPREEQYNETYRVVSVL I VIHODWLHGKEY N CEV SNEALPARTEE
TIREANCOPREPOVY T L P PEREEMTKNOVILTCLVKEFY PED IAVENESNGOPENNYETTRPEVLSS

DGSFRLYSELTVDESHWQUGNVFSCSVMHEALHNEY TOKSLOLOPGK  OOCSORIGISEces o3

P

APPUTSENEY  EHLORGCHKD  — EPGEYMISRC  TTTSLSVOLE CEPDEYLORW  NREEDKCLLHK

VODTGKALYVA  VVAGNSTTER  RCACTASYRW  SQROCECCREN  TECAPGLGAC  HPLOLNRLTY

CEPCLAGYES DAFSSTDECR PWINCTFLAE RVEHHGTEES DAVCRSSLFA REPINERHVY b3

Ectodominio de RANK ~ Fe - ectodominio de TGFRRISEQ. 1D, NO: 14):

QL. APTOTSEKHY  EHLGROCNKC IPCEYMSSHC TTTSDSVCLE CSPDEVLDSR NERDXCLLHE
YIDT JVAGNSTTER  BCACTAGYHW  SOQUCECCERN  TECAPGLGAQ  HPLOLNEDTY
PESTIKCR PWINCTYLGK RVENBGTERS DAVUSSILPA RXPPREFEUVY LEG
BORESOEEESGEGESTHTCPPUPAPELLOG PSVFLFPPRPED TLMISRTFEVICVYVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHRAKTRPREEQYNS TYRVVSVLIVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAFIEKTIS KA
RGORREPQGUY TLRPSREEMTRINQVELTCLVKGFY PED IAVENESHCQ PENN YR TTRFFVLDEDCGERF
LY BRLTVDESRUQOGHVFSCSVMHEALHNE Y TOK S LS LS PRKECGES CGEGLGEECETIPPHVOKS
VINDHIVIDRNGAVEFPQLCKFCOVRFSTCDNQRSCHENCSITS I CERPQEVCVAVWRKNDENITL
ETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKRKKPGETFFMCSCOSDECNDNI IFSERYNTENFD

Negrito: Ectodominio de TGFERII

Simples: Fc de IgG1

#talico. Ligador

Sublinhado: Ectodominio de RANK

{o ligador opcional 1 pode ser suprimido ou substituido com outro ligador tal como

IEGRDMD {(SEQ, 1D. NO108) cu EPKSCDK (SEQ.ID. NC: 105)

Fig. 11
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N

{i) PD-1 inteiro ou fragmento deste (SEQ 1D NO: 92

et

[
s

IPQARPWEY VHWAVLQLOWRE FORFLOSFOR PRNPSTRSEA LLVPTREEONA TRTCESFSNTR

£1 ESFVINWYRM SUONQIDELE AFPEORSQPG CDCEPRVTEL PNERDFHMEV VRARENDICS

183 YLOGRISLAP FAPIEESLRA FELRVIERRAE VDTAMHPSBSE FRASQFOTLY VEVVAGLLAS
183 LVLLUNVIAY ICSRAARGTY CGARRTHQOPLE RDPSAVPVRS VDYCELDIFQR RERTPERDVP
241 CVPROTEYAY IVFPSGMITS SPARRGSADE PRIEAQPLEPE DERUSWSL

{talico: Ectedominio de PD-1
Sublinhado ltélica: dominio de ligagfo ao figando

(i) Dominio extracelular de PD-1 {ectodominio) ou fragmentc deste
{SECQHID NO: 93k

PGWFLDSPDR PWRPPTFSPE LLVVIECDNA TFTCSFENTS ESFVLNWYRM SESHNQOTDELA

LFPEDRSQOFG QUCRFAVTOL PNORDFHMSY VRARRNDSGT VYLUOGAISLATY KAQIEESLRA
ELRVIRRRAE VPTAHPSPSE REAGQFQTLV

(#)  Regido de ligacéo ao ligando do Dominio exiracslular de PD-1 {ectodominio} ou
fragmento deste

(SEQ 1T NO: 943

DEPDR PRNPPTESPA LLVVTEGDNA TFICIFSNTS RSFVINWYRM SPENQTDELA
APPEDRSOPG QDCRFRVICL PNCRDFHMSY VRARRNDSGT YLUGAISIAP XAQIKESLRA
ELEVIERRAE VPTAHPSPSP RPAGQFQ

{iv). Mutante de PD-1 ou um fragmento deste que se liga ao ligando de Morte Programada-1
[PD-L1 {B7-Hou PD-L2 (B¥-DCY}

Fig. 12
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Proteinas de fusao compreendendo anticorpo Anti-HER/meu e Ectodominio de PD-1

Sequéncia de aminoacidos da fus@o Cadeia pesada de Anti-HER2/heu + Ectodominio de PG-1

{8EQ 1D NG: 15):
EVQLVESSCULVOPGES LR LA SN I DT Y T HW VROAPCRGLENY AR T Y PINGY TRYADEVKS

RFTISADTSKNTAYLOMNSLRABDTATV Y Y CSRWGGUGF Y AMUYWEUGTLUTVSSASTROPSVFPLA
PESKSTHEGTARALGCLVEDYFRPEFVIVSHN S CALTSOVHTFRPAVIRSSCLY SLESVYTVRES S LET

CTY ICNVMHEPSNTRYDKKVEPK SCDR THIC P FCPAFELLGGPRVFLIPPRPROTLMISRTFEYTC
VVVDVSHED PEVEFRE CVDGVEVHNAK T PRERGY N TYRVVAVLTVLHODWLNGEEY KCEV SNKA
LEAPI BRI SKAXGOFERPQVYTL PFSREEMTENOVS LI LVRGFY PEDIAVEWE SNGOPRENY KT
TREVLDSDEEFPLY SKLTVDKERWQOGNYFSCSVMHEALHNH Y TORSLSLEPOK
GRCGSECCEICEEES POWFLDSPDR PWNPPTFEPA LLVVIBCDNA THFICLPENTS
REPVLNWYRM SPESNOTDRLA AFPEDRSQPG QDCRFEVIGL PNGRUFHMSV VRARRNDSGT
YLOGCAISLAP RAQIEESLEA ELREVIERRAR VPTAHPSPSP RPAGQFQOTLY

Sequéncia de aminoacidos da Cadeia leve de Anti-HER2/meu (SEQ 1D NO: 70):

RIOMTRSPSSLEASVEIRVTIPERASCINNTA VEWfQQKU”KAPKLuAfb@oPLXSGVPSRFSGSR

SG D T L T IS S L PR FATY Y OQOH Y TTP P T FGQOTEVEIKRTVAAPEVFI FPPSDEQLKSGTASY

CLINNFY PREAKVORNEVINALGSCNRCER VTRODSKDS TY SLESTLTLEKAD Y EKHRVYACEVTH
CCLESPVIRSFRREET

Sublinhado: Regiéo variavel de Anti-HERZ/neu

Simples: Regido consiante de Anti-HER2/meu
Mtalico: Ligador
Negrito: Ectodominio de PD-1

Fig. 13
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Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo Anti-EGFR1 e Ectodominio de PD-1

Sequéncia de aminoacidos da fus8o Cadeia pesada de Anti-EGFR + Ectodominio de PD-1
{SEQ 1D NO: 16}

QVRLKQ CEGLV”PSQSLSETCTVSQ\; LIRYGVHWVRQSPGRGLEWLGY INEGENTDYNTEFTSR
L

ket
S IR DN SR SOV FFKM S LS ND TA L Y Y CARAL TY YD Y EFAYWOOSTLVTVSARS TRGISVFPLAP

SEKITSGOTAALGCLVEDY FRPEPVIVEWNBGALTSGVHTFPAVIQSSGLY SLESVVIVRS ESLETR
TY ICNVNHKPSRTKVDERVEPKSCRRTHTCPPCPAPELLEGPEVFLFPPRPRDTLMISRTPEVTICY
VVDVSHEDRP EVEFNW VDGVEVHENAK TK PEERQY NS T Y RVVSVLTVLEQDWILNGE EY KCEVENEAL
PAP IEXT ISKARGO PREPGVY TLP PSRDELTKNOVS LI CLVEGFYPRD IAVEWESNGDPENNYKTT
PEVLDSDESFFLY SKLTVDES RHGUGNVFSCEVMERALINE Y TDR S LELIEPGK
GEFEGREGREEIEGCEEY POWFLDSPIRR PRNPPTIFSPA LINVIEGDNA TRTCOSFINTS
ESFVLNWYRM SPSNQIDRLA AFFEDRAQPG QDURFRVTOL PHCRDFHMSY VRARRNDSGT
YLOGAISLAYP KACQIEKESLRA ELRVIERRAE VPTAHPIPSF RFAGQOFQTLY

Sequéncia de aminocacidos da Cadeia leve de Ant-EGFR (SEQ 1D NO: 71}
DILLTOEPVILEVEFCERVEFECRASQSICTNIHWYQORTNGE PFELLIKYASESI SGIPSRIPSESC
SETRFTLE INSVESED TADY Y CQQNNNUETTFCACTRLELERTVAAPSVF I FPREDEQLESCTASY
VOLLNNF Y PREAR VoW KV DNALQSCNSOESVTEQD SKDS TY SLSSTLTLEKADYEKERVYACEVTH
OELESPVTKSFRRGET

Sublinhado: Regido variavel de Anti-EGFR

Simples: Regi&o constante de Anti-EGFR
ftalico: Ligador
Negrito: Ectodominio de PD-1

Fig. 14



18/75

Proteinas de fusao compreendendo anticorpo Anti-CD20 e Ectodominio de PD-1

Sequéncia de aminoacidos da fusdo Cadeia pesada de Anti-CD20 + Ectodominio de PD-1
(SEQ 1D NO: 17y

QVQLQQPGAELVKPGASVKMSQK&SGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIG&IYFGNGDTSYS@KFKG
AT L ALY S S S TAY MO L S LTS EDEAVY Y CAR S TY YECDW Y FRVIRGACT TV TVSAAS TROGPAVIRL

APEEKETEGUTAALGCLVEDY MRV TV SWNSGALTSGVHTFPAVLQESGLY S LSSV TVIFSS S LG
TV I NV NHE PEN TRV DR KAE PR DK THTC PP PAREL LGP SV LFF PR PKOTLM I SRTPEVT
VYD SHED PEVR PR Y VROV EVRNAK TR P REEQYNS TYRVV SVLTVLEQDWLNGKEYRCRVSINK
ALFAPIERTISFAKCGOPREFPOVYTLP PERDELTRHOVILTCLVESFYPSDIAVEWESNGOPENNYK:
TTPPVLDEDEEFFLY SKLTVDKSRWQOGRVFSCIVMHEALENHY TURALALEPEK
HEUGRGGEESCEEES PCWRFLDBPDR PWNRFRPTFEPA LLVVTEGDNA TFTUSFSNTS
ESPVIATWYRM SPSNQTDKLA AFPEDREQPG QDCRFRVTQL FNGROFHMSV VRARRNDSET
YLCGATISLAP KAQIRESLEA BLEVTERRAE VPTAHPSFEP RPAGRFQTLV

Sequéncia de aminocacidos da Cadeia leve de Anti-CDZ0 (5EQ 1D NO: 72

QIVLEQSRA TLSASPGERVIMPCRASSEVEY THWFOORK PGS SPRPWIVATSMI ASGVPVEFSGEGS

GrSY B LTI ERVEARDAATY YCQUIN TSNP T RGOGTRLE TYR TVAR PSYRT FPRENEQLKSGTFASVY

CLLNNFYPREAKVOWEVDNALOSCNSCRE VI RGL RIS TY B LSS TLTLSRAD YEX K VY ACEVTHE
GLSSPVTEEFNRGEC

Sublinhado: Regigo vanavel de Anti-C320

Simples: Regiéo constante de Anti-GD20
ftatico: Ligador
Negrito: Ectodominio de PD-1

Fig. 15
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Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo Anti-VEGF e Ectodominio de PD-1

Sequéncia de aminoacidos da fus&o Cadeia pesada de Anti-WEGF + Ectodominio de PD-1
{SEQ D NO: 18)
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVRQRPGKGLEWVGWINTYTGEPTY&AD?KR

B R L D S e A Y LM S L R AR D TAVY Y AR Y PR Y YOS SHWY FDVNGRGTLY TVAS ASTKGPSVE

PLAPSSKSTSEGTAALGULYRDY FREPV IV SWNSGAL TaGVETFPAV LS 3GLY SLOSVVTVRSSS
LGTOTY ICNVNHE PSS TEVREEVEPRSCDK TR CPPCPAPELLGEPSVFLFPPEPKL TIMISRTPE
VICVYVDV S HEDFEVKFNWY VDG VEVENAK TRPREEQYNS TY RVVS VL TVLHUNWLNGKRY ROKUE
NKALPAPIEKT ISKAKGOFREPQVYTLPPSREEMTENOVELICLYRGFYPSDIAVENESNGOPENY
YETTPRVLDSDGSFRLY BRI TVIR SRR QUNVISCSVMHEALHWHY TORSLELEPEKR
GEGOSEGHESGGGEE PEWFLDEPDR FWNFPTFSPA LLVVTRGDNA TFTOSFSNTS
ESFVLNWYRM SPINCTDRLA AFPEDREQPE QDURFRVTRL PNGRDFHMSY VRARRNDSGT
YLOGAISLAP XAQIKESLRA EBELRVIERRAE VPTAHESFSF RPAGQFQILV

Sequéncia da Cadeia leve de An8-VEGF {SEQ 1D NQ: 73)

DIOMTQS PSSLEASVEDRVTITCSASQOD L SN Y LAWY QUK PGKAPKVL I YFTSSLESGVPSRFECS
SEIDFTLTISSLEPEDFATYY CQOYSTVPH T FGQOTRYVE
VLI Y PREAKVOWKVDNALOS BN A QES VI RQD S KOS TY S LESTLTLARAD Y ERHKVYRCEVTH

2

ERTVAAPSVFIFPPEDEQLESGTASY

CELISTVTESFNRGEC

Sublinhado: Regido variavel de Anti-VEGF

Simples: Regigo constante de Anti-VEGF
ftalico: Ligador
Negrito: Ectodominio de PD-1

Fig. 16
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Proteinas de fusdo compresndendo anticorpo anti-CTLAE humano
& Ectodominio de PD-{

Protaing de fus8o Anti{CTLAA humano) {cadela 1 humana)- Ectodominio de PD-1,
dissulfureto com cadela chumana, dimero

Sequéncia de aminoacidos da fusBo Cadeia pesada de Ani-CTLA +

Ectodominio de PD-1 (BEQ ID NO: 18

QUQLVESSGE VVRPGHALRL SCAASGETFS SYIMHNVRGA PURSLENVIR ISYDGMNRYY
ADSVMOHETI SRDNSRNTLY LOMNSLRABD TAIVYCUARTS WLOERDYWER QTLVTVESAS
TREFSVEPLE POSKESTIGET BALGCLYRDY FREPVIVAWN SOALTRGVNT FPAVLOSKSGL
YSLIEVYIVE SQQLGTOTYT  CNURNHKEENT KVDERVEFES CDETRICREC PAPELLEGRS
VELEFREPRD  TLMISRIPEY TOUVVINVEHE DERVEFSWYV DGVEVENRET KEREROYRST
YEVUSVLIVL HOUWLNGERY BEOKVSNKALP APIBNTISKR EGOPRENNY TLESSRDELY
ENQUSIIVIA ROFYREDTAV RWESNGOPEN WIRTTRRVID SDCSEPLYER LOVDKSRELD
GRVFSCHVME BALMNEYTQRSISLIRER GOECSGHRENEEess PONPLDSPOR
PRNPPTFSPA LINVIECDNA TRICEFSNTS ESFVINWYRM SPSNUTDRKLA AFPRURSGRS
QDCRFRVYOL PNCROFHMEYV VRARRNDEGT YLOGAISLAP XKRAGIERRSLEA ELRVTERRAR
VETARPERER RPARQOFQTLV

Cadeda lave de AnB-CTLAA (SEQ {0 NO: 74y
BIVLTQUPET LOLOPSEEAT LICRASCSVE SEVIAWYREN POQAPRILIY GRAPSRATCLE
DEPSCAGEET DETLTISRLE PEUFAVIVOD CYGSSPHTRG OSTEVEIRRT VAARPSYRIRP
PEURQLNSQT ASTVCLINKY YPREARVOWE  VDUAIQSONS QRSVIEODSK DETYSLSSTL
TLOKADYRENE RYYACEVTHDR  CLSBPVIESF NRGES

Sublinhado: Regio varidvel de AnETLAR

Simples: Regido constante de Ant-CTLA

fidfico: Ligador

Negrifto: Ectodominio de PO

Fig. 17
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Proteinas de fusdao compreendendo anticorpo anti-CD25 e Ectodominio de PD-1

Cadeia pesada de Anti-CD25 (Daclizurnab) e Ectodominio de PD-1 (SEQ 1D NO: 20

GVOLVQSEAR
RQKEFEDEATI
GEEVFPLAPS
LESVVTIVEES
LFPFEPEDTL
YVEVLTVLER
CVELITCLVKG
VFECSVMHER

VERPGSIVEY
TADESTHTAY
SXSTSGGTAR
SLETETYION
MISRTFEVTC
DWLNGKEYXC
FYPEDIAVEW
LHNHYTQHAL

SCHASGYTRT
MELSSLREED
LOCLYKDYFP
VRHEPENTRY
VVVDVSHEDD
KVSNKALPAR
BSRGQPRNNY

SYRMHWVRQA
TAVYYCARGE
EPVIVIWNRG
DRRVEPRSCD
BEVEFNWY VDG
IEETISKARS
RITPPVLDSD

PEUGLEWIGY
GVFDYWGEQGT
ALTSGVHTER
ETHICPPOPA
VEVHNAKTER
QPREFOVYTL
GEFFLYSKLT

SLSPGK GOOGHEECEEREEES
FEWFLDSPDRPWNPPFTFSPALLVVTRGDNATFTCSFSNT

INPSTGYTEY
LVTVSSASTR
AVLOSSGLYS

VRESRWOOGN

SESFVLNWYRMSPENQTDRLAAFPEDRSQPGONCRFRVTOLPNGRDFHNSVVRAR

RNDSETYLCGAL SLAPKAQIKESLRABLRVIERRARVFTARPSPSPRPAGQROTLY

Cadeia leve de Ant-CD2S (Daclizumak) (SEQ 1D NO: 75):

T

DIONTQSEST

L3ASVEDRVT

C TLTISSLOPD

TVOLLNRFYY

YACEVTHQGL

ITCIASSSTS
DFATYYCHGOR
BRAKVOWEYD

SAPVTESFNR

IMHWYQOKEG
ETYPLIFGQRG
HALQSGHSQE

Y
CRG

FAPELLIYIT
TEVEVRERTVA

SVTEQDEIDSE

Simples: Anticorpo Anti-CD25
ftalico: Ligador
Negrito: Ectodominio de PD-1

Fig. 18A
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Cadeia pesada de Anti-CD28 (Basiliximab) e ectodominio de PD-1(SEQ ID NC: 21):

QLOOSGTVLA RPGASVRMEC KASUYSFTIRY WMHWIKQEPG QGLEWTGATY PONEDTSYNG
KPEGRARLTA VTSASTAVME LESSLTHEDSA VYVISRDYGY YPDFWSQATT LIVSSASTKG
PSVFPLARPES KSTSGCTAAL CGULVKDYFPE PVIVOWNSEA LTESIVHTFPA VIQSSQLYSL
SSVVTVRSSS LOTOTYICNY NHRPSNTKVD KRVEPKSCDK THTCPPOPAF RLLGGRSVEL
FPPEPEDTLM ISRTPEVTICY VVDVSHEDPE VKFENWYVDREV EVHNAKTEFR ERQYNSTYRY

VEVLITVLHOD WLRGKEYRKCK VSNKALPAPI ERTISKREGQ FREPOQVYTLP PIRDELTENQ

s

VESLTCLVEGF YPSDIAVEWE 3NGUPENNYE TITPRVLIDISDG EFFLYSELTV DRSRWGOCONY
el

FSCSVMHEAL HNHYTQKSLE LISPOE GOGGEGRGESIGEEGS

POWFLDSPDRPWNFPTFSPALLVVTEGDNATPTCSFSNT
SESFVLNWYRMSPANQTDELAAFPEDRSQPGODURFRVTQLPNGRDFHMEVVRAR
RNDSGTYLCGAISLAPRAQIRESLRARLRVTERRAEVP TARPEPRPRPAGOFQTLY

Cadeia leve de Anti-CD25 (Basiliximab) (SEQ ID NO: 78}

QIVITYSPRL MSASPEERVY MICSASSSRS YMQWYQUEPG TSPERWIVDT SKLASIVEAR
FEGEGEGTEY SLTISSMEARE DRAATYYUHQR SSVTFEGETR LEIERTVAAP SVPIFRPIDE
QLKSCTASYVY CLINNFYPRE AXKVOWRVDNA LOSCNSQESV TRUDSKDETY SLESTLTLISK

ADYERHRKUYR CBEVTHQGLSE PVTHIRNRGED
Simples: Anticaorpo Anti-CD25

ftélico: Ligador

Negrito: Ectodominio de PD-1

Fig. 18B
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Proteinas de fusdo compresndendo IL-2, Fc e ectodominio de PD-1.

-2 + Fr + Ectodominio de PD-1{SEQ I NQ: 18k
AP TESSTRE TOLOLRRLL LD LM T LG TN Y R PRI TR L P R B M P EAT RLKHLOC LR RR LR PL,

EEY LR LA KNP LR PROL Y SN IV I VLB LRSS R T T P BV AN TAT T VEFLRRR I TFCQS TIRTL

T SOEEEECREEEEEeY
PRSP POPAPELL OGRS VB L PP KPR TN ISR TP eV IOV VDV HED PEV RN Ry YOS VEVHNAK
T PR RGNS T Ry SV Y LG LR K CRY SNEA LA T EE T SKAKGURHERGVY TLERG
RRENTENOY L TCLYRGE Y PR AV BB NGOPENN YR T TR PV EOS DAL FRL VS KL VDR S ERGQSE
RUFECSVMEEALENEYTORSLEIARIK COGRSEaEESEnens

P OW R LD S F RN F P T R A L LV VTR GONA TR TS PN T S B FV LAY RES FENQTDR LAA P FRIR
SO PHODCRPRVTOL PG RO A VY RA RN DS OTY LOGAT SLAPKAD IR ES LRARLRVIERRARVE
TARFSPEERFASQIQTLY

Ectodominio da PD-1 ¢ Fo + {2 (SEQ 1D NG 23%

PONF LU PORFUN PP T PERALL VY TRGDNATFTOS PENT S REFVLNWY M PSR TDRLAAFFRDR
SUPCERCRPRVIQL P RGRNF NS VU RAR KNS STV LOA I S LAPK R K NS LRABLRVIERBABVE
TAHPSPEPRPAGOFOTLY SOQsoQacganaas

THICPPCRPARELISCPS VR PPRERD T LI SRTPEVICUVVRVIHEDPEVR PRI Y VOO VEVHNAY
TRPRERGYNETYRVVAVIAVIHGUWLNCE BYRORVENEALPAP I BE P B KARGOPRRPGVY TLIRG
RN NGV S LT O Y R GF Y PR TR RN R S NG RN R TR BV LD DRS PR L E S KL TV SR NGGG
WEFSCAVHERALMNHYTORSLSLEPOR  QORESORNSaER0s

AP T L R L L R L A A N L TR L T R UM M AT B L L GO L E BB L PL
B L LA K L R LR L Y L L G R P M B A LA T IV R LR TR CQE T T8I L

Héfivo: Ligador

Simples: Fe

Negrito: Ectodonsinio de PO humano »

{Nota: Pode substifidr o figador opoiongl 1 Geeseassreesas SEQ 1) NO: 104 com
EFRICOX SEQ 1 NG 108

{Nota: Pode substitulr as sublivhado e Fe: Bcom D & Moomi)

Fig. 18
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Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo anti-CD4 e Dominio extracelular de PD-1

Cadeia pesada de anti-CD4 e Dominio extracelular de PD-1{SEQ 1D NO: 24)

Proteina de fusidc da cadeia pesada:

QVQLQEﬁGPG&VKPSETLSLTCSVSGG“ESGDYYWFWIRQSPGKQLEWEBYE¥GSGGGTNYNPSLN

NRVESISIDTSKNLFSLXLREVTAADTAVY Y CASN TLEY LHWLLYWGRGVLVTVESAS TKIPSVFPL

APSSRETSGOTAMGCLVEDYFPERFVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS SELY SLESVYVIVESSSLS
TOTY ICHVNHEP SN TRVDEEVEFRSCDRTHTCP PUPAPELLGGRSVELFEPRPEDTIMISRIPEVT
CVVY I SHED PEVEFRW Y VDOV EVHN AR TREREECYNS TYRVV VLT VLEODWLNGREYRCRVENK
ALPAPIEKTISHANGOPREPOVY TLPPERDELTRNOVEL TCLVKGFYRPSDIAVEWNESNGQORENNYE
TTPPVILOSDES PR LY SRLT VDK S RWOQERVFSCSVMHEALHNHY TORS LELIPGK

FECHIGEIEIGRGESE

PEWFLDES PR PWHP PTF S PALLYY T RGDNATE I C SR SN TS ESFVLNWY BMESPENOTDKLAAFPEDR
SUPGQDCRFRVIQLFNGRDFANSVVRAREND SGTY LOGAT SLAPKAQIKESLRARLRVTERRARVE
TAHPSPSPRPAGOFOTLY

Cadeia leve de ani-CD4 (SEQ 1D NO» 77

Cadeia lsve:

THQGLSSPVTKSFNRGEC

Simples: Anticorpo anti-CD4 {Regi&o variavel - sublinhado)
ltalica: Ligador
Negrito: Ectodominio de PD-1

Fig. 20
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Proteinas de fusido compreendendo Ectodominio de PD-1, Fc e Dominio extracelular
{ectodominio} do Recetfor ativador de fator nuclear- B {RANK}:

Ectodominio de RANK - Fc - ectodominio de PD-1 {SEQ. ID. NO: 25}

I AFPOTSERHY ERLOROINKC EPCRKYMSEES SLEVCLE SDEYLOSW RNEEDROLLEK
V”DTVhRuwh VVAGNSTTER AC4CTAfY WS ’”ECw GLGAV EPFLOLREDTY

GYFS DAFSSTDE JCSGSLPA REPPNEPHVY LEG

COCCSHCERSEERES
THT P PP A P L LGN P SVFLE P PR KD T LI I SR TR RV TCVV VDY SHEDPEVR FIW Y VDS VEVENAK
*"KPR‘EWQYNSTY RV SV LTV LW LNGKE VK CEVSNEALFAR T RET TS KAKGOPREPQUYTLERS

REEM T KNV S LTI VR Ry PSS D I AV ENE SN G PENN Y KT TP VLD SDGS FRLY SKLTVDRSREDQR
NYFSCSUVMHEALHNHY TOUSLOSLOPOK SCCESOGER5G3E6S
POWFLDSPDRPWNPETFSPALLVVTEGDRATFICSFENTSESFVLNWY RMEPSNQTUKLAAFPEDR
B RPGUN R RV QL PNCRD FHMS VVRARRND SCTY LOGAI S LAPKAQI N ES LRAELRVTERRARVR
TAHPSPSPRPAGRFQTLY

Ectodominio de PD-1 — Fo - ectodominio de RANK {SEQ. ID. NO: 28}
POWFL DS PR RPWH P PTFSPALLVVI RGINATFIUSFENT SESFVLNWY RMEP SNQTDKLAAFPEDR
SOPGODCRERVTOLENGREDFHNMEVYRARRNDS STV L GAL S LAPRARIRKESLRAELRVIERRARVE
TAHPSPSPRPAGQFQTLVGEEESCREGSEEEES

THICP R P AR B L LOGPSVFLFEPKPEL T LM ISR T PEVTOVV VD VS HED PEVE PNW Y VDGV EVHNAK
TERREB NS TY RV Ve VLTV LEC W LN GREYRCKVENKALPAPTIERT I SKAKGQEREFOVY TLEDRS
REEMTENQVELTCLVRKGEY AN IAVERESNGOPENR Y RTTPPVLDSDSSFRLY SKETVDRETNOGS

NVPSCOVMHEALHNHY TOKSLELEPGR SEGGSEGOESGGHRAES L APPCTSERHY EHLIRCCNRD

EPQRYMSIKT TTTSDEVOLY COPDEYLUSW NEEDKCLLEK VODTOXALVAR VVRGHSTTRR

RCACTAGYHW SODCECCRRY TECAPSLGAD HPLOLMEDTY CRPCLAGYFS DAFSSTDRIR

PWTNCTELZE RVEHHGTEES DAVUSESLPA REPONBPHEVY PG

Negrito: Ectodominio de PD-1

kalico: Ligador {opcional: pode suprimir ligador 1 cu substituir com IEGRDMD cu EPKSLINK]
Simples: Fe¢ de IgG1

Sublinhado: Eciodominio de RANK

Fig. 21
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Porgdes que se ligam av Ligando do Recetor ativador do fator nuclear-x8 (RANK)
& RANK inteire [TNFREFTIAL o fagmento deste (SEQ. 1R N &

1 MAPBARARRRY LFALGLLGORL LARLOVALOE APRCTSSKEY ERLOROCHRC BROKEMISRS
63 PITADSYOLY COPDEYIDSN NREDRQLLHE TOOTIRIIVA (PUAGKESTYRR RUACTAGYRN
123 SQDCECDRRN TRECAFOLGAD MILQINKDTY CXPCLAUYFS IRFSSTDKOR PWINCTFLGE
181 BVRHRGTERS DRVISSSLER REFPREFEVY LPQLITLILF JSVALVSAIT FOVIVENESK
41 ALTARLYWRWI NELOSRLAGD XKBERGDSCvs ARFGOGE RCRIVLLLYYL ¥EXTRYRLNMC
3OL TEDDGIVOGE TCVORRNYAG BMLSLY SETRIREDSF RUMSTRDETY DRESQITDOL

3RY LFLIEPSAKE TRPYOEPLEY GRMUALAQCR TETQSTUESE SONOTERLIR TDWTPMSIEN
43 VLOEEVOSGH CFRERASTER BRADVIIGCR NPRPORERL VOIPEREDLY QUAVOMGLRE
81 RERABRIEAR DOPREIGADAR LOSDARPACAS JGLIPCUCRF ASORVTONAN STFISA0QWY
4% BYEGRITEVY VROTSRRGER ASAWRMGREY QERTLARNEOS FAGNOFRIPE ROQGURELER
SN PREASREVQE OUSRER

Negrite: Dominio extracsiular de RARK (dominio de ligagio ao ligando de BANK)
2y Jeminie edracaiuter de RANK (ectedeminior ou frsgmento desie (REQ I O 86

QF APPOTERREY RELGROOMRC APARYHASEY TLTIDSTOLE COPORYINOW NERUBOLIAN VOUTCRALYS
PYASHSTTER ROACTROYRN SOUOROUBRYN TECAPSLOM] RELGUNEHTIVY CRFCLASYRS DAFSLTOECR
PHIKCTFLAY SPEHSQTEXR DAVORSSLEY REPRNESRYY I8¢

iy Sequansieg pantitices ant dominies de fnnslio a RANKL dr BANK cu piptidos sontende resldues de.
fogedo & RANKL shve de RANRISER IR MR B

T MBPRAERREY LPARIALANRG LRRRLOVRILQY ARRUTIRERY RNISRDONRD BRORYMASET

81 TITBLEVELE

AL BOUCRONREN RRUAFHSLORD RALDLHEDTY DXPCLARYPE DAMSITURNR PWINONPLGR

I8 RVRIRGTRNS NAVUIBIRER REPERRPRYY LG
Hagrite: Dominie exiracehsdar de RANK {dominio de ligagio ac figende de RANK}
Segquéncias peplidions de RANK {(Sublinhadu} @ raniduos (Slos) anvolvides na igagdo 8 RANKL.

). & Higs ae Ligands (RAMKL) de Bacstar

& Qstecprotegering intele [QPR, INFREFIIE) ou fagmenie dests (SEQ 12, NG, 88k

. vﬁem*c"mx PLOISTRETY ‘QR‘I‘F?’PKKL&I YLBETERGLL: COECPRGTIL. KQECTARNRT
€1 VOARCEDEYY TOSWNTSUEC INCAFVOREL OUVEQRCNRT HORVORORAY KALBIBYOLE
123 WRACERERQY VOASTEERNY VORBUPDGYP SWATESKAXEC BRUTHCAVER LLLTORGHAT
igl MI&?»ERGINSE STORMEINT LORRAPRFREA VEIESIPRWL STLVENLIGT TONARSVERY
24Y KBEQWISGRYY POLLNLONKRD URAODIVEEY TOUINLORNE VORNTORANL TRRQLRILNR
I SLPGKRVAAR DINKCIRACYE PUNGIIRLLS LARIRNGOCD TLASLEMLE HREITYRFRT

£

ZAL VERSLRETIR FLESTDOORL SOELsTamtsy NOeQsvYEIse ©
HNagrito: Dominie de ligagio ao ligando de RANK

Fig. 22
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Froteinas de fusdo compreendendo anticorpo Anti-HERZ/neu e Dominio extracelular (ECD)
do Recetor ativador do fator nuclear—xB {(RANK])

Sequéncia de amincdcidos da Rusdo cadeia pesada de Anti-HER2/neu + RANK ECD {SEQ. ID. NO: 27)

EVOLVESGRGLVOPGESLRLECAASGRNIRDTY THWVROAPGKGLENVART ¥ PTGV TR YADSVEGREFTISA

ISLRAEDTAVY Y CORWEGDEF Y AMDY WERETLVTVESASTRGRSVIPLARSSKETIGGTAR

KVEPKSCDRTRTCRPOPAPELLGG P SVILF PO PR TLMISRT PEVIQVYVDVEHED FEVRF WY VDEVEVH
NA T REREECY NS YRVY SV LTV LHODWI NG R Y KR VAN K AL PAP TEKT I SFAKGOPREFU VY TLPPSRERE
MTEROVELTCLVKGFY PIDIAV EWESNGUFENRY KT TPRVLDS DESFFLY SKETVDESRENGUCNVES OB VNE
EALHNHYTQRSISLIPER COGEREECGSEGEES QT ARPOTSFEHY EHLGRCCNKS BPERKYMSSKD
TTISDSVOLY COPDEYLDEW NEEDECLLEHK VCDTGKALVA VVAGNSTTPR RCRCTAGYHW
SQDCECCRRN TECAPCLGAQ HPLQLNXDTYV CEPCLAGYFS DAFSSTDEKOR PWINOTPFLGE
RVEHHGTERS DAVOEBSLPA REPFNEPHVY LPG

Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve de Anti-HER2/neu (SEQ. {D. NG: 70}

DIOMIQSPSSLEASVEREVT ITCRASCDVNTAVAR Y QORPORATRLLY YERSFLYS G‘JFQR“‘&)I:};I'SGTL&I‘

LTSS ’}ﬂﬁ R AT O RY T TR PT PO T KVE L ER TVAAFSVF IFPPELEQLEKSCTASVYTLLNNFYPRER

VWK VDNALGSGRSQESVTEQDISK IS TY S LESTLTLEKADYERH

Sublinhado: Regido variavel do anticorpo Anti-HER2

Simples: Regido constante deo anticorpo Anti-HER2

fidiico: Ligador
Negrito: Ectodominio de RANK

Fig. 23
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Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo Anti-EGFR? e Dominio extracelular {ECD) do Recetor
ativador do fator nuclear KB {RANK)}.

Seguéncia de aminodcidos da fusdo cadeia pesadia de Anli-EGFR1 + RANK ECD (SEQ. ID. NO: 28}

Q%"QLHQSGE%T}}'Q SRS LI TCTVSERS L TN Y GVHWVROE PORKELENLOVI WSSOI YN TFETSRLITNED

SOV M S LN N T A T Y AR A L T Y Y Y B R A GO T LY TV R AAS TREPS Y FPLADS SESTRGETAAL

P EHNSCALTSGVETFRAVLOS SELYSLe VT VESSSLETOTY [ CNVNHEFSRTHY DER
TR CRAP R L LG POV L FPRPED T ISR T PEV Y OV VN SHEDPEVEFNAY VEGVEVHN

By NS TY BV VLV LW LG E P RV S NKALPAF L EKT L 3 FAKGOPEEPQV T TLEPS:

CFSDIAVENESNGORENN

TEHQVILTILYR
ALENHYTQESLSLEPER GEEEHFEEISEHEEEE QI APPOTSERHY RHLGRUCHNKC EPGRKYMSSKC

RTTPPVLDEDGS FFLYSRLTVDKSREQQON Y FEUSVMHE

TTTREDSVOLP CGPREYIDEW NEEDECLLHE VODTHRALVA VVAGNSTTFR ROACTAGYHW
SQDCECCREN TRCAPGLGAQ HPFLOLNKDTY CKPCLAGYFS DAFSETDECR PWINCTFLOK
RVEHHGTEKS DAVCSSSLPA REPPNERHVY LPG

Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve de Anti-EGFR1 {SEQ. ID. NG: 71}

VB FSCRASOSISTR T HWY QORINGE PRLLY

ITFGRAGTELELIRTVAAY
S RO TV S LS STLT LK ARY EXHEVYACEVTELG LSS FY TRSFRRGED

Uj

VEIFPPSREQLESGTASYVVCLLNNEYFRER

Sublinhado: Regido varidvel do anticorpo Anti-EGFR

Simpies: Regido constante do anticorpo Ant-EGFR

lidlico: Ligador
Negrito: Ectodominio de RANK

Fig. 24
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Proteinas de fusio compreendendo anticorpo Anti-CD20 e Dominio extraceiufar {ECD} de Recetor
ativador de fator nuclear-xB {RANK}

Sequéncia de aminogcidos da fus8o cadeia pesada de Anti-CB20 + RANK ECD (SEQ. ID. NO: 29):

AV QL OGP AR L VK FGASVENS CRAS Y TRT S VEMHWVRK O TPGRE L w IGR NGETSTNQKFEGK&TLT?

YPG
DR T A Y LSS LT S R S AV Y Y CAR ST Y Y G LW Y PRV GAS TTVTVEARS TRGP SVFFLAPS S ESTEGCTA

X LEY

s

AL VDY PRV TV BN S GAL TGV R F PAVL S SA LTS LIS VU TVERS S LATQTY T CNVRH K PSR TRYR
ERARPKSCDKTHTOPFCPAPELUAG PV FLFPPKEEDTIMI SRT PEVTCVV VIV SHED FEVEFRWY YDAVEY
HYAKTEPRERDYNS TY RVV SV LTV LHGDRINGREY ECEVENEALPAP I EKT IS KAKGQFREPQVYTLFPEED
ELTENOVS LTV K F Y PSR TAVERESRGUPENITY X T TR PV LDSDESFFLYSEL TVIRSRWQQGNVFSCSVM
HEALHRHYTORSLSLSPOX GOOGECOREIRRCES 41 APPOTSEXHY EHLORCCNEC BEFGEYMSSRC
TTTSDAVOLP CAPDEVLIDSW NEEDRCLLER VCDTGRKALVA VVAMNITTIFR RCACTACYHW
SODUBCCRRN TECAFGLGAQ HPLOLRRDTV CKPULASYRS DARSSTIRCR PWINCTFLEK

RVEHHQTERS DAVUSSSLPA REPPHNERHVY LFG

Seguéncia de aminoacidos de cadeia feve de Anti-CD20 {(SEQ. 1D, NOI 72}

IV LSRR LA PR TN T O RAS S8 S Y T N PO PO R P K P L Y AT NI ASCV YR FSGSCSGTSYS L
TIERVEARDAA Y Y CO W T SN P TR AT KL T RR T VAR P VR I FPPEDEQLESCTAS VYO LLNNF Y PREAK

WV ALOSGN SRSV P RENDS DS T YR L S TL T LS KADY BHRUYACEVTHGG LSS PV TREFNRAEES

Sublinhado: Regido variavel do anticorpo Ant-CD2Q

Simpies: Regido constante do anticorpo Anii-CD20
Nafico. Ligador
Negrito: Ectodominio de RANK

Fig. 25
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Froteinas de fusfio compreendendo anticorpe Ardi-VEGF e Dominio extracelular {ECD)} de Recetor
ativador de fator nuclear- B {RANK},

Saquéncia de aminodcidos da fuslo cadela pesada de An-VEGF + RANK ECD {SEC. 1D, NO: 30}

BV QLR GUGLY QPGB LR LS CAA Y TP INY G VN WY RO AP R WVIWINTY TGERTYAADE
KRR S O S S LAY LN L R AR D T A Y Y A Y PR YOS S HW Y FDVWGOGTLAVTYSSABTRG
PEVEPLAPSSKETSOGTAALGCLYKDYPPEPY TVSWNSGALTSOVHTIPAVLQSSGLY SISV VTV
SESLOTE Y NV NEKPSNTK VDKRVEPK SUDK THTCPPCPAPELLGGPRVELFPPRPK D TIMISR TR
EVIOVVVIVEHEDPEVR ANWYVROVEVIDMAR TR PREEGYNETYRVVEVLTVIHGDWLNGERYK
CRVENKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVY TLPPSREEM TERQVSETCLVKGRY PSDHAVEWESNGOP
ENNY KT PPV DGSFFLY SKUTY DRER WQUIGNVPSUSVMEEA L HINHY THRRLSLIFGK
CORINGEEESRGHEES g APPUTHERRY RHLORCUNECD EPORYMSSKE TUTTSDSVOLY

QUPDEYLDSW RERDECLLHR VODTORALVA VVASNSTIPR HCAOTASYVHW SQDOBCCRRN
TROAFGLAAL HPIQLNEDEY CKPCLAGYFE DAFSSTONOR SWINCTPLOE AYERHGTRRS
DAVCSIRLPS REPINEPEBVY L@

Sequéncia de cadeia love da ARIVEGF (SEQ. 1D, NO; T3k

IO A R S S L S AV G R Y T S & SO N N Y N OK PORAPE VL R LSRRG VP OB ROy
TOFTLTBSLOPERFATYYCOOY S‘I‘i’?”\&?T}?‘G{'}(}?’K&’}S%R“f“f AAPSVRIFPPSDEQLESOTARYVTLL
NRFYPREAKVOWKV ONAL{SONSQESY TRQUSK DS TYSLESTLTES K ADVEKHEV Y ACEVTHOQUL
SSPVTRSFNRGRD

Bimples: Regifio constants do snlicorpe AMMVYEGSF
Bstien: Ligador
Nagrito: Betodominio de RANK

Fig. 26
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Proteinas de fuséo compreendendo anticorpe Anti-CTLA-4 humano e Dominio extraceluiar {ECD} de
Recetor ativador de fator nuciear- kB (RANK]),

Sequéncia da fus8o cadeia pesada de Anti-CTLA~ + RANK ECD (SEQ. ID. NO: 34}

L.

VOLYBSEGE VVUFGRELEL SCALRGETFS SYTMEWYRGA PORGLEWVTE TSYOONNEYY

g'ﬁ

Y ~
DEVEGRFTT SRONSKNTLY LOMBSLRAED TAIVYCARTG WIODFOYWEQ CTLVIVISAS

TREPSVEPLA POSKSTIGET ARLGCLVKDY FPEPVTVSHWN SGRALTSGVET FPRVLOSEGL
YELI[VVIVP SZSLETOTYT CNVENHKPSNT KVDERVRPKS CDETETCERC PAPRLLGTPS
VFLPPPYPRE TIMISRTPEY TCVVUDVSHE DPEVEFNNYY DOVEVENAXT EFRBEQYNST
YHVVSVLIVL HODWURGKEY KORVENRALY ARIRATISKA KOOPREPGVY TLPPSRDELT
ENOVSLTCLY FOEYESDIAY EWESNGOPEN ¥YXTTERVLD SDGSFFLYSK LTVDKSEWQY
CUVFSCSVME EALENHYTOK SLILIPOH SOCGSGRECSGRGES QF APPOTSERNY BELGRCONKC
EPGEYMSEEC TTTSDSVOLY CGPDEYLDSW NEEDRCLLHK VCDTGEALVA VVAGNETTPR
RCACTAGYHW SODCECCERN TRCAPELGAQ HPLOLNEDTV CKPCLAGYFRS DAPSSTDECR

PWINCTFLGK RVEHHGTEKS DAVCESSLPA RXPPNEPHEVY LPG

Cadela leve de Anti-CTLA-4 {SEQ. 1D, NO: 74)

BIVLTOSPOT LOLSPCSERAY LS

NI RS R EINT ST IT W
DRFSOSGEET DFTLTISRLE

BSDEQLESGET ASVVCLLNNF YPREARVOWK VINALOSCNS QESVTEQDSK DETYSLSSTL

TLEEADYREH KVYACEVTHQ GLESFVITESF WRSEC

Sublinhado: Regigo variavet do anticorpo Ant-CTLA-4

Simples: Regido constante do anticorpe Anti-CTLA
ffélico. Ligador
Negrito: Ectodominio de RANK

Fig. 27



Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo anti-CD25 e Dominio extracelular {ECD) do

32/75

Recetor ativador do fator nuclear- kB {RANK).

Anti-CD25 e ectodominio de RANK - Cadeia pesada (SEQ. ID. NO: 32)

GFSVFPLAPS

e
s o)

LESVVTY

YISVLITVIHQ
QVSLTCLVREG
VrRCEVMHEA
EPGRYMSRKC
RCACTAGYHW
PHTNCTFLGR

SLOTETYION
MISRTPEVTC
D LHCKEYRC
FYPRDIAVEW
THNHYTRESL
TTTRDBVILEY
SQDCECCRRN
RUBHRGTEKS

FNRERONTIRY

SCEASGYTET SYRMHEWVRQA

DREVEFKSOD
YYYDVSHEDR EVKFNWYVTG
KVSNEALPAP IEKTISKARG
BENGCPREMNY XTTPRVLISED
SLSRGE
CEPORYLDSW NEBDRKCLLHX
TRECAPCGLGAD HPLOLNEDTV
DAVOSSSLPA REPPNEPHVY

Anti-CD25 - Cadeia leve {SEQ. iD. NQ. 75}

Simples: Anticorpo Anti-CD25

#télico: Ligador

Negrito: Ectodominio de RANK

TECEASS8IE 1

DFATYYCHQR STYPLIFGOG

REBRVQWEND NALSGNSQE

Fig. 28A

TAVYYCARGE GV

PORCLEWIGY

. PELIAGRIVE
VEVHNAKTEP FEEQVNSTYR
QPFREPQVYTL PPERDELTYN

GSYRLYSKLT VDKESRWIGGH

GREGSEREREGAGES Q1 APPCTEEERBY BHLGRCCUNKC

VECDTERALVA VVAGNSTTRR
CRPCLASYFS DAFSSTDKCR
LEG

: KAPKLLIYTT SYLASGVPAR

TEVEVERTVA APSVEIFEPRS

SVTBIDERDS TYSLSSTLTL
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Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo anti-CD25 e Dominio extracelular {ECD) do
Recetor ativador do fator nuclear- B {RANK).

Anti-CR25 e eclodominio de RANK - Cadeia pesada (S8EQ. 1D, NO: 33)

QLOQSETVLA
| KFEGKAKLT:
PSVFPLARSS

RPGASVEMEC

VTSASTAYME

TOVLTY

VLTVELREQD WLR

VBLTCLVKGY
PSUSVMERAL
EPGEYMESKC
RCACTAGYRW
PWINCIFLGK

HIBIYTORSLS

TETSRSVCLE
SQDUEQCREN
RVEHHGTEXS

Y NHEPSKTRVED

EASCVERTRY WMBEWIRQRPS

LS RDYQY

in

LTHEDSA

VYYOS
ZOLVKDYFPE PVIVIWNNSGR
KRVEFKSODK
YVDVSHEDPE

VSRKALFRPY FEXTISRARGO
LDSD

YRENRYVDSY
SNGQPENNYK TTPEV

Ay
eAN e L& g fe

LEPGR BGGGIGEE(
CEFDEYLDSW NERDKCLLHK
TECAPGLEAD EPLRLWEDTV

DAVCSSSLPA REPPNEPHVY

Anti-CD25 - Cadeia leve (SEQ. 1D. NO: 76}

QIVSTQUPAT
FEEEGRETSY
CLESETASYY

ADYEXHRUYN

WEASPGERVT

TTSS
LR

o

e J[MBAR

CLILNNFYPRYE

.\wuuf;i “Q.-a &R

Simples: Anticorpo Anti-CD25

ftéfico; Ligader

MTCSASISRE YMOWYQOEDS T8
DAATYYTHOR SEYTPGEETK

ARVOWKVDNA 5006
PTKSFRRERC

Negrito: Ectodominio de RANK

Fig. 288

QULEWILZALY

YFOFNGQGTT LIVIS

LTSGVHETFREA

THICPRPCPAPR ELL

EVHNAKTEFR

BEEOYRSTYRY
FERDELTRNG

7 DESTEWQQGNY

' QI APPCOTSEEHY BHLGRCONEC

VODTERALVA
CKPCLAGYRS
LPG

VVAGHESTTPR
DAFSSTIKCR

SLE8TLT
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Proteinas de fusio compreendendo iL.-2, Fe, € Dominio extracelular {ECD) de Recetor ativador
de fator nuclear-«8 (RANK)

1.2 ~ Fo ~ RANK ECD {SEQ. ID. NO: 34):

AR SR L O LR LL LU OR DI DN Y PN PR LT LT RE F Mg EQK“?;I‘ELK‘ILQCLQ‘:*J ELEXPLEEVIRL

A R L MY L U L N MO R Y AN PR T LV RRLARR I TR RS Y ST LT GORESSEH08E

S L PR REIT LRI ST EV I VYYDV IHEDPEVE RNY VDGV EVENAETK

PR R Y N T RV SV L PV L L SR B Y ROR SN L PR P L R R T T S ARG PR BPQVY TL P PSR ERMTRNG

VELRCLY RO F Y PO LAY RN R A NORP RN KT TP RAVL USROS FRLY SKL T VRN SREDGRVEIU S VME RS THE
BYTQRALALSPEY QOOCSIEAEIEIns QI ANPCTSENNY BNLORCONEC ERCKYMSSER
TTTERSVELE COPDRYLISW NEEDRCLLHE VODTERALVA VVAGHSTIPR RCACTASYHEW
AQDCROURRN TECAPSLUAC HPLOLNRDTV CEFCLAGYFS DAFSSTDRCR FWINCTFLGR
RVENHGTERS DAVIIRSSLPR REPPRENHRVY LPG

RANK ECD -~ Fo - I-2 {SEQ. . NO: 38y

41 APPUTSERHY BHLORCCHRD RPCRYMSSKY TTTSLSVOLE CUPREVLOSW NESUECLLEX
VODTOEALVA VVAGHSTIPR BCACTACYHW SQDCECURRN TRECAPGLAAY HPLOLNXDTY
CEPCLACYFS DAFSSTDRIR PRTNCIFLGR RVEHHCOTENS DAVCSSBLPA REPPNEFEVY LPG
SO NG I SO FE CATHT C PR PA PR LLGE POV LI PPRFRUTIM I SR T PRI VYYDV SHEDREVEFNNYV
VRV HNAE P PR SR Y N T Y RV VL S LR LR AR ROV ENEALPAR TER T T B R SOP R RPQVYTL
AR R RGPS L L VRO Y R U L AV RN RGO R R K P B RV LI DO S PR LY S E LTV ISR WOV

S VM A L Y DR R LS L S P G R G S S e A S S T X T L B L LD L M L LN Y RN

S BV L LA S TN R LR REL Y S Y LV L RS e TrMG

Negrito: Ectodominio de RANK

H&hion: Ligador {Qpeional; gualquer sequénoia ligadora)
Sivples: Fr
Sublinhade: Fragrenio de 112 que se liga 3 CR25 {188y

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ S

{Pode substituir o Ngador 1 com SPRECOK ou  LESEDND)
{Pode substitulr aa sublinhado em Fo: E com D & Meom L)

Fig. 29
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Pmtema s:ie fﬁs&& s:ompfeendendo antmcrpe anti-Cld e Dominio extracelular (ECD) de Recetor

I-WKV&Iﬁ-XZB'E“SY i‘ﬂ.\i"Sf 3

_wm&s:m‘m TF?&\?U‘»S\ LEBLSSIVIVES
Y I CRVRHK P SNTE VIR R VE PRSDDR THICE R CRAPRL LGRS

-rmmmrgmsw WE@&Q&W VEDTGRALVA W&WSTTPR RQ&QT@W’ SQROBOCRRN
TECAPGLGAD HPLOLNKDTV CKPCLAGYSS DAFSSIDRCR PWINCTPLOK KVEHHGTRES
DAVCARRURPA RRPYREPRVY LFG

Cadeia leve do Anti-CDY (SEQ D NO: 771

Catela leves:

¥ ADSERPOCIBARFSGRNS

S RSO REYY RPGO TA GF T O DNV R BV OR YRR B PQAEY,
ORTATETISOVERCDEADYY ROV ¥ '

; R RRVD AL SRS RS VIRQRERUSTY SLES TLTLORRDERHEVYRURY
TRQOLSSEV TS ENRORS

$u§gimhada Regjﬁa *«.eaﬂévei ﬁe aﬁttaa@a A

RARRRRARRRRARRIAE AR AR AR AR A

Hatico: Leg‘sd&f
Negrito: Ectodominio de PD-1

Fig. 30
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iy  Proteinado ligando 1 de PD-1 humano inteira {B7-H1; POCD1L1: PDL1; CD274) ouum
fragments desta {SEQ D NO: 082

MRIFAVFIFN TYWHLLNAFT VIVPEKDLYVV EYGSNMTISC KFPVEKQLDL AALIVYWEME
RXEIIQ?VKG ERDLEVOHSS YBRERARLLEN QLS&GQ&AL& ITDVRLODAS VYRCMISYES
ADYERITVEV NAPYNKINGR ILVVRPVISE HELTCQARGY PRARVIWTES DHUVLSGKTT
TINSKREREL FNVISTLRIN TIINEIFPYCT PFRRLOUPERNH FARLVIERLE JAHPFNERETH

TFR LREGEEMMDVR ROGIGUTHSK EOSDTHLERT

HLPNT SR CTY TN T O T
LY ILEATLLY LEVALTE

14
33

(i) Dominio de figagio extracelular de PD-L1 {ectodominio) au fragmento deste
{(SEQ 1D NGO 100y
APT VIVREDLYVY EYGSNMTIRC ﬁFFVRKQ&Q& AALIVYWENE DERIIQFVHG

EEDLEVONSS YRORARLLRD QULSLONAALY TTDVELGDAG YYRCMISYGE ADYERITVRY

NAPYHRINGR ILVVDPVISR HELTCOARGY PRARVINTIS DHOVLSGETT TINSKREERL
FHVEETLRIN TTTHRIFYCY FRELUPEERH TAELVI

iy Ligando 2 de PD-1 humano [PD-L2 (B7-DC}] ou um fragmento deste.

{iv, Mutante di Ligando de Morte Programada-1 [PD-L1 {B7-H1} ou PDMLZ (B7-DC)]
ou um fragmento deste que se liga a Morte Programada-1 (PD-1).

Sequénela utiizada e proteinas de fuslio (SEQ D NOQ: 101
RIFAVFIFY TYWHLINAFY VIVEEDLYIVY SYCSNMIIRD KERFERKOLOL ARLIVYHRNME
DENLIQEVEG BEDLEVOUSS YRQRARIIKD QUSLONAALG ITOVELGUAG VYRCNISIGS

PENCKRERRL PRVISTLEIN TUTNEIZIYOT FRELUSEENE TARLVIPRLY LAHPPNERTH
L¥ILEATIES LBVALTPIFR LRNGRMMOVR ROGICETHSK BUSITHLEET

ﬂegritn:ﬁominin extracehdar de FOALT {(sclodominio)
Sublinhado Negrito: Dominin de Ligsglo ao Ligands

Fig. 31
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Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo anti-fator de necrose tumoral {TNFa) e
ligando 1 de PD-1 ou ligando 2 de PD-1

Cadeia pesada de Ant-TNFa + PD-L1T (B5EQ 1D NO: 37y
EVOLVESGEELVYPCRI LR LS CAASOFTFDD Y AMHENYROAPGKELEWV S AT TWNSGHIDTADEVEG

RETISROKAKNSL Y LOMNSLRARD TAVY CCALVSY LS TAS SLUYWEQGTLVIVISASTRGPEVFPL

APSSESTECUTAALGULVEDY FREPVIVINNSGALTSGVETF PAVLRSSALYSLESVVIVREISSLG
TOTY TONVIHK FENTKY KR AR PR S CONTH T CEPCPAPEL LGRS VELFPFRPKDTLMISRTPEVT
OV VDV ESHEDPEVKFNY Y VDGV EVENAK TR PREEG YRS TYRVVSVETVLHQUWI MOREYRCRVSNE
ALPAPIEKT ISHAKGQPREPQVYTLFPSROBLIERQVSLTICLVEGFY PED IAVEWESNGQPERNYK
TTEPVLOSDESFRLY SKLTVDKSRRQOENVFE CEVMHEALHNRY TORSLSLEPEK
SOOGSGCCESGERES
RIFAVEIFNTYWHLLNAFTV TV PRDLYVVEYGSNMT I ECKPRVERQLD LA AL IVYWENRDENT IQF
VHGERDLKVOHE SYRORARLLKDOLELGNAALQITOVRLUDAGVY RCMI SY GGADYKRITVEVHAR
YNRINORILVVDPVTSERELTCOAEGY FRAEVINT S SDHQVLSGRITTINSKREEKLFNVT STLRI
NI INE L FY T RRLDPEENHTARLVIPELPLARPPNERTHLVILGAT LLCLGVALTF IFRLRRGR
MMOVERCGIQUTHNEREQSDTHLERT

Cadeia leve de Anti-TNFq (SEQ 1D NO: 78);
IO PSS LS AS VDRV T I TCRA S S I RN Y LARYCCLFGRAFKLL I VAASTLOSGVRERFIGEG
SOTDFTLT ISR LOPROVAT Y YCORYNRARY TRGOCTAVEI RRTVAA PEVI L FRPPEDECLESGTASY

VL LNNFY PREAKVORRVINA L SGNSQESVTEQDSKDSTYSLESTLTLE RADYERHKVYACEVTH
QGLSSPVTESFNRGEC

Sublinhado: Regifo varidvel do anticorpoanti-TNFnr

Simples: Regido constante do anticorpo ant-TNFa

ffatica: Ligador

Negrito: Ligando 1 de PD-1 humano (PD-L1)

{Nota: A regido Fc KKAE SEQ ID NO: 108 pode ser substituida com KRVE
SEQ ID NO: 107 ou KKVE SEQ ID NO; 108)

Fig. 32
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Proteinas de fusao compreendendo Dominio de ligagdo ao ligando extracelular de TNFR2,
Fc, e ligando de PD-1: {TNFR2 ECD + lgG Cy1 + FD-LY)

TNFR2 ECD + g6 Cy1 + PD-L1 (BEQ ID NO: 38):
LPAQVAPT PYAPRRGITCRIERY Y RO TAOMCCIKCE PQUHARVFCTRTIDTVCD S CERRSTYTOLWN

WVERCLE COSRUSENOVETCACTREQNR T CTCRP QWY AT SKORCCRLCAPLEKCRPGFGVARPGT
ETSDVVCKPCAEGTESNTTSSTD ICRIHQT CHVVA TPCNASMDAY C TS TS PTREVAPCAVHLIQPY
STREQHTOPTPEPSTAPSTAFLLEMOPSPPABGSTED EPRSCDK
THICPPCPAPELLOGPSVFLE PPEPKDTLMISRTPEVTCVYVDVEHEDPEVK FRWY VDGVEVHNAK
TREREEQYNSTYRVVE VLIV HGIWLNGKEYECKVENKALPAP TEK T I SRAKGQPREPQVY TLERS
REEMTKNQVSLTCLVEGFY PSDIAVERESNGGPENNYETTRPVLDSDGR FFLY SKLTVDKSRWQOG
NVFSCSVMHEALHNHYTOKSLILSPGR COCESCREERGEEES
RIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVERQLDLAALIVYWEMEDKNT IOF
VHGERDLKVQHS8YRQRARLLKDOLSLGNAALY I THVELODAGVYRCHI SYGGADYRRITVEVRAD
YHEINORI LYV PV TS RERLTCOABCY PRABVIWT 8 SDHQVESGETT T TNSKREEKLFNUTSTLRT
NTTTNEIFYCTFRRLDFRENETAELY I PELPLARP PRERTHLY I LEGATLLCLGVALTFI FRLRKGR
MMDVEXCGIQDTNSKRQSDTHLERT

Proteinas de fus&o compreendendo ligando de FD-‘{, Fc, e Dominio de ligagdo ao
ligando extracelular de TNFR2: {PD-1.1 + 1gG Cy1 + TNFRZ ECD)

PD-L1 +1gG Cy1 + TNFR2 ECD (SEQ 1D NO: 39):

MRIFAVFI FMTYWHELLNAFTV T VPKRLY VVEYGSMMT I ECKFRPVEKQLRLAALIVYWEMEDKNIIO
FVHGEEQLKVQKSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITBVKLQB&G?YRC%IS?GGADYKRITVKVN&
PYNK INQRILVVDPVTSEHELTCQARGY PRAEVIWT SSDRQVLEGKTTTINSERERR LFNVISTLR
INTTTNEIFYCTFRRLﬁ?BENHT&EEViPELPLAHPPNERTHLVXLGAiLLCLGVALTFIFR
LREGRMMDVERCEIQDTNSKEQSDTHLEET CSUGGEGCCTSGGEERS EPRSCDK
THTCPRFCPAPELLGGPEVELFPPEPROT LM I SRTPEVTOVV VDY SHEDPEVEFRWY VDEVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVBIVLHQDNLNGKEYKCKVSNKBLRRPKEWTTS AKGOPRERPQVYTLEES
REEM T KNV S L L VKGR Y P D I AV EWE SNGOPENN YK TTFRVLDIDES FFLY S ELTVDESENGQG
NVFSCSVMHELALENHYTOKSLSLSPCK GSEGESEEOESGEGES
LPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMCCSKCSPGQHAKVFCTKTSDTVCDSEEDSTYTQLWN
WV PECLSOGSRCS SOV ETQACTREQNE LOTCR PR Y UALS KOBGCRLCAPLRKCRPOGFGVARBPGT
BT SV CE PUAPETF SN TS S TR I CRFHO T ONVVA T PONASMIAVI TS TS PTRSMAPGAVHLPOPY
STREQHTUPTRERSTAPSTEFLLPMGPS PPAEGS TG

Sublinhado: Dominio de ligacdo ao ligando de TNFR2

Simples: Regifo constante da cadeia pesada de igG1 humana (dominio de IgG Cy1=H,CHZ, CH3}
ftafico: Ligador (o Ligador 1 & opcional & pode ser substituido com oulro ligador tal coma
EPKSCDK ou GEERETGROGSCERES)

Negrito: Ligando 1 de PD-1 humano ou dominio de ligagio extracelular de PD-L1

Fig. 33
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Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo anti-CD20 e Ligando 1 de PD-1 {PD-L1).

Sequéncia de Cadeia pesada de Apti-CD20 + PD-L1 (SEQ 1D NO: 40
OV OLOQPCARLVKPEASVIMSCRASGY TP TS Y NMHEWVEDTPORELEN TGAT Y PEGNGDT SYNQKFRG

RATLTADESS S P AYMALS S L TS DS AVY VoA R ATV Y GCDWY FNVHGAGTTV TV S ARSTRGPEVEPL

AP SN TEnGTAALCCLYEDY FRRPVTVARNSSA LTS OVRTPPAVIQSSGLYSLESVYTVPSESLE
TOTY I CNVHE PANTX VDK KA PESCD TR PPCPAPEL LACPSYFLFPPRPKDTLM ISR T PEVT
VDV SHR D PRV PR Y VDGVEVHNAE TE PREEDYNET YRV VS VLTVLHEIWLNGREYRUKVENE.
ALPAPTERT I SKAKGOPREPOVETLPPSEDELTKROVILTCLVKEFY PEDTAVER RS RGO PENITVE
TR YL DA DGOSR LY SEL T VDR S RNV FR CEVMHEALENAY TOXSLELSPEY
GEEESEERESREETS
RIFAVEIFMTYWHLINA R IV IVERD LY VVEYCSNMT I RCEFPVERQLOLAA LI VY WEMEDEN TIQF
VHOEEDLKVQHSEY RORARLLKDQLELONAALQITDVELYDAGVYRCMIGY CEADYRRITVEVNAR
YNKINQRILVVDPVTSERELTCOARGY PRARVIWTSSDHOVLSCKTTTTHAKREEKLFNVISTLRY
NTTINEIFYCTPRRLDPEENETAELVI PRLPLANFPNERTHIVITGAI LLCLEVALTFIFRLREGR

MMOVERCCIQDINSKRKQSDTHLEET

Sequéncia de Cadeia lfeve de Anti-CD20 {SEQ 1D NO: 72):
D IVLEQSPAILSAS PGEKVIM T URAS S S VS Y THWFQUK PGS S PPN I YATENLASGVPVRIFSGSESE

ST YSL T ISR VEAEDAATY YCOUWTENEPTFGCCTRLEIRRIVAAPSVFIFPPEDEQLESGELARVVY

CLLNRF Y PREAKVOWKVDNALOSENSUESVTEQDERDSTY S LS TLTLS HADYEKHEVYACEVTHY

GLESPVTRSFNRGEC

Sublinhado: Regido varidvel de anticorpo anti-CD20

Simples: Regido constante de anticorpo anti-Ch20
{talico: Ligador

Negrito: Ligando 1 de PD-1 humano ou dominio de ligagido extracelular de PD-L1
Fig. 34
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Proteinas de fusdo compreendendo anticorpo anti-CD25 e Ligando 1 de PD-1 (PD-L1}.

Cadeia pesada de Anti-CD25 (Daclizumab) e PD-L1 (SEQ 1D NO: 41):

GVQLUGEEAR
NQKFEDKATT
GPEVFPLATSE
LSSVUTVPSS
LFEPKPKOTL
VYSYLIVLHQ
UVELTCLVKG

VESUSVMHEA

VERPGASVEY
TADESTNTAY
SESTSGGTAR
SLETQTYICN
MISRTPRVTC
DWLRGKEYRCS
FYPSDIAVEW
LHNEYTQESL

SCKASGYTFT
MELSSLESED
LECLVEDYFD

VRHKPSNTKY

VVVIIVEHEDE
KVSNKALPAP
RSNGOPRNNY

SYRMBEWVRQA
TAVYYCARGS
EPVTVEWNSS
DEEVEPKSCD
EVEFNWYVEG
IEKTISKARSG
ETTPEVLLSD

PAQGLEWIGY
GUFDYWERET
ALTESGVHTES
KTHTORPECPA
VEVHNARTER
DPREPOVYTL
GSFFLYSKLY

BLEPOK GUGGESEEEESEEEES
RIFAVEFIFMTYWHLLNAFTVIVPKDLYVVEYGENMTIECK

INPETGYTRY
LYVIVESASTK
AVIQESGLYS
RPELLOAGPIVE
BEERQYNSTYR
PPIRDELIEN
VIRESEWQOUGN

FPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNI IQFVHGEEDLEVOHESYRORARLLRDOLS LONA

ALGITDVELODAGVYRCMI SYGCADYERITVEVNAPYNK INGRI LYVDEVTSEREL

TCQAECYPRAEVIWI S S DHQVL SR T T THS KR ERE LFNVISTLRINTTINEIFYC

TFRRLDPEENHTAELVIPELPLARPPNERTHLVILGAILLCLGVALTFIFRLEEGR

MMDVEKCGIQDTNSERQSDTHLEET

Cadeia leve de Anti-CD28 (Daclizumab) (SEQ ID NO: 75);

SKADYRKHERV

LAASVSDRVT

TLTISSLORPD

VYCLLNNFYER

YACEVTEDGL

ITCSASSSIS
TFATYYCHOR
REAXVOWKVD
SEPVTESFNE

Simples: anticorpo anti-CD25

YTMHEYQQEPS
STYPLTFGOS
NALQBGHERE

GEC

ltalico: Ligador {opcional e pode ser substituido)

KAPKLLIYTY
TEVEVRRTVA

SVTEQDIEDS

SNEASGVPAR
APSVFRIPPRES
PYSLESTLTL

Negrito: ligando 1 de PD-1 humano ou dominio de ligacdo extracelular de PD-L1
{sublinhado)

Fig.
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Cadeia pesada de Anti-CD25 [Basiixmab) e ectodominio de PD-1 {SEQ 1D NO: 42}

QLBOEGETVLA
KPEGKARLTA
PSVEELAPEE
SSVVTVPISsS
FPPKPKDTLM
VEVLITVLEQD
VELTOLVRER

FECEVMUERAL

RPGBSVEMET
VISASTAYME
KSTSCOTRAL
LETQTYICWY
ISRTPEVTCV
WEINGREYECK
¥PSORTAVRWE

HERYTQESLE

KASGYEFIRY
LESLTHEDSA
GCLVEDYFER
NHEPSNTKVD
YVDVSHEDEE
VENKALPAPT
SHEOPENNYE

LSPEK

WMHWIKORPG
VYYCSRDYEY
PVTVSWISGA
KRVEPKSCDE
VEFNWYVDGY

BKTISRKARGD

TTPEVLESRG

GEEESGEEESEEeESs

RIFAVFIFMTYWHLENAPTVTVPEDLYVVEYGSNMTIBCK

CCLEWIGATY
YRDERGQETT
LISGVHIFEA
THTCPPOPAFR
EVHNAKTKEPR
PREPOVYTLE
SPPLYSBRLIV

PCONEDTEYNQ

LITVISASTRS

EEQYNSTYRV
PORONLTKNG
DRERWOLGNY

F?VEKQLELEALEVYWEMEDRNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRARL&KDQESLGNA

ALGITDVRLODAGVYRCMI SYGEADYKRITVKVNAPYNEINCORILVVDPVTSEHEL

TCRABQY PEABVIWTS SDHOVLEGEKTTTINSKREERLFNVTSTLRINTTTHNEIFYQ

TERRIDPRENHTAELYVIPELPLAHE PNERTHLVILGAI LLCLGVALTRIFRLRRGR

MMODVERCGIQDTNERKOSDTHLERT

Cadeia leve de

K
[
<
o
w3

)
£33
s
B2
284

ADTEKHEVYA

Anti-CD25 (Basiiximab) (SEQ 1D NO: 78}

. MSASPEEEVT

SLTISSMEAR
CLLNNFYPRE

CEVTHOGLSS

Simples: anticorpe anti-CD25

{tafico: Ligador

MTCEASHERS
DAATYYCHOR
AEVONRVING

PVTESFNEGE

THMOWTQUEDG
SEVTPORATE

LOSENSgEaY

TEFPRRWIYLT
LETIRRTVARE
TEQDSKDETY

SELASGVRPAR
SVFIFERSDE
ALESTLTLSK

Megrito: Ligando 1 de PD-1 humano ou dominic de ligagio extracelular de PD-L1 (sublinhado)

Fig.
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Proteinas de fusdo compreendendo IL-2, Fc e ligando 1 de PG-1 {PD-L1}
Proteina de fusdo: ligando 1 de hPD-1 + Fi + IL-2 {SEQ 1D NO. 43}
MRIFAVPIFMTYWHELNAFTYTVRRDLYPVEYGINMTI ECR FPVERQLDLAALIVYWEMEDKNE TQFVHEER

DLRVOHS SYRORARLLEDOLALENAALO I TOVRLODAGVYROMI SYERADYKRLTVKY

NAPYNKINQRILVVDPVISEHELTCOARGY PRAEVIWT S SDHOVLSGR T TT TNSKREERLINVTSTLRINTT

TREIFYCTFRRLDPEENHTARLVI PELPLANPPNERTHLVILGATILLCLGVALTFIFR
LREGRMMDVERCGIQDTNSKEQSDTHLERT GGECSGTSEIngsas
TETCPPIPAPELLOC PSVFLY PPR B DT LM ISRT PEVICYV VLV SHEDPEVEFNWY VIGVEVHERAR TR PREE

NS TRV VS VLTV LM W LN EY KUKV E NKALPARP T ER T I SKAEGOFREPQUY TLE PSR BEMIRNVILY

CLVKGFYPEDIAVERESNGOYENNYRTTPEVIDSDGSFFLY SELTVDRSRWOOGKNVFSCOVMHEERLRNEYTD

RELSLEPCK GOCGETECEESEEIRs

1

o

SSSTKKTDLQLEHL&LDLQMELNGINNYKNPKLTRML'FKFYNPKKATELKHLQDLEEELKPLEEVLHL

APT
EQSKNFHLRPﬁﬂllgNKNVTVLELKGSET$?MCEYADETATIVEFKNRWITFCQSIISTLT

Proteina de fusdo: IL-2 + ¥¢ + figando 1 de PD-1({SEQ 1[} NO: 44);
AP S ST T L L R H L LI LM L LN S R KN P R U PR M PR P Y M P AT R DR LOCL BREN LK P LERYINT,

AGSENFHLRPRDL IS INY IVLE LGS ETTENCE YA DR TAT IVEF LYRWITFOOS T TR TLY

TR PP PA PR L S RV F L PPE PR DT I TR T PEVI OV VYDV A HE D PEVK IR Y VDGV EVENARTKEREY
OYNETYRVVEVLIVIHUWINSERY ECKVSRKALPAPIEET L SFAKGOPREPOUY TL PP SREERTENQVELT
CLVRGFY PO TAVENESNGRPENRY KT T PRVLOE DESFFLY SELTVIE SRENQQGNVFSCEVMIEALENEY TC
KILILSPGY GOEESCERESEEGEE

RIFAVEI PMTYWHLLRAFTVIVEKDLY VVEY GENMT LECK F PVERGLDLAAL I VIWEMEDKY I TQFVEGERD
LRVOHSSYRQRARLLEDOLSLONARLOT TOVRLODAGVYR(MI Y GEADYRR I TVEVNARFYNR INQRILY VD

PV IBERELT CQARGY PRARV IW T S SUHOVLSGK T T T TN S KREEK LFNY TS TLR INTTINEIFYCTFRRLDFR

ENHTAELVIPRLFLAHF PNERTHLVILGA I LLCLAVALTFIFREREGRMMDVERCGINDTRERK(SDTELER
T

Sublinhado: fragmento de L-2
#alico: Ligador {opcional)
Simples: F¢

Negrito: ligando 1 de PD-1 humano ot dominio de ligagio extracelular de PD-L1 {sublinhado}
{Nota: Pode substituir o ligador 1 GEGESCEEEEEEGEE SEQ ID NG 104 com
BERSCOK SEQ 1D NO: 105)

{Nota: Pode substituir 0 aa sublinhadoem Fo: Ecom D e M com L}

Fig. 36
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Proleina de fusdo compreendendo anticonpo anti-C4 e ligando 1 de PR-1 (PR-L1}

Cadeia pesada de Anti-CD4 e figando 1 de PD-1 (BEQ 1D NO 45)

Froteima de fusdo da cadels pasadar

LRGP GLV PR ETLS L P US VB GRS T SEO Y X N PN RO PURGLEN I GY T YOS TRYNRE LN

RV S T SR L S L L RS Y AR D P AV T Y CA SN I L R YL L RGOSV LV TV SAS TREFSVERL

AR SRS EGOTARLSCLV KD Y FREP VIV SIS OA L DS GURT FRAVLGESQLY SLESVVTVRELSLS

&

TOTE L CRVRHE P SR TR VR R VE P K S CON T HTCF P R A P RLLGGF RV LR PPRPROTLMISRTFEVT
SV VYDV S MR P Y R 2 DGV B MR K E R PR ERGY NS TY RV VS VLT VL QDR LR GREYRCEVENK
ALPAR IRRT I SKAKGOPREPOVY TLPPSRDELTKNOVELTCLYRGR Y PEDTAVERES RSO PENN VX
T PPVLDSDGSFFL VS KL TVOKSRUDOONY PSCSVMHRALHNNY TURSLALEPEK
CEOCSERRANERITR

R RAY RN WL LN AR S T PR L VB Y GO NN T SR CE PP VR QLI AAL TV YWRNEDENI TOF
VS EED LR VO S S YRORARL LR DOL Y LORAALG U TDVR LQUAGY Y REME SYCUADY KR ITVEVNAR
N NG T LD S R R O UARGY PRARY IW TS SDHOVLEGK T PINEERERR LENVT STLRYT
NN F O P RRLDPE RN T AR LV PRLPLANP PNERTHL VI LEAT LLUTOVALTF T FRLREGE
MHOVERCOIQNTNSRRQSDTRLERY

Cadela lsve de Anti-CRd (BEQ 1D NG: 77
Cadedia lave:

SRR RV S VS R A T OO DN O RS Y Oy QO POR BV LY LY AL R ER PEO S PARF BRSNS

A T L T N A N A Y Y VN R S T A RNV PO TR L IV LR VAR RS VR I FRREDEDQLEINTA

BV VLN F Y PREAKVI K DR AL SORSQES VT BUDS KNS TYS LES T T LS RAN VERERY Y ROBY
THQRLESPUIRIFRRAEC

. Regifio vara

Simples: Regido constante do anfitorns Anti-CD4
Hafeo: Ligador
Neogrito: igando 1 da PD-1 humane ou dominip de ligacdo sxtracelular
da PD-1L {sublinhado} -
Fig. 37
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Profeinas de fusio compreendende o domindo extracehdar de €TLAG, Fo de Imunoglobuling
{igG Gy}, e uma sequdneia do Bganda de PDA {PDALY}

Péplido sinal M da Oncostating + TTLA4 BOD + 198 Oyl + PD-LY (SEQ D NO: A8,

HEVLL TR T L LI L VLS L R RSN MV AGRA VLA SORB IASFVCEYAS PAKATEVRVTVLRA
DS Y A N R L T LoD L P T S S OOV NL T L G RN TEL Y TORVEL MY S B ISE
SWRETQIYVIDRERIRDED Q&,‘R&fﬁgmmm?gwg PAPRLLGGEIVIFLISREPEOTN

LR R Y DY S R R B ¥ K M Y R B I A T N R By RS Ty BV P SV L TV LMON L aRE
R KA L R L R KA G P R BV Y T L S R R L TN L TV RS F Y P ST AVERBRN
SO ERRY R T TR P VLDSDGE R R S R T DR S RV PV N HER LN Y TORSLELO PSS

R AV L P T NS LN AR TPV PRI VYR TS ST T Eﬁ&??%gmmhikﬁﬁﬁﬁﬁmi 3.§,§_§ i
*meammvgas ggg}mm@mmmmgxmvmgmm RCRTEVEGALYIHTTVEVNAR
XN IO LD PV R L T OO A RO Y P A Y L R 2 SOV LS G T T Y I MO KR ERR LN T ATERY
RN L P O P RRLO P BRI AR LV RGP LAR P PR TR LY TLGA T L LS LOVRL I R T FRERE SR
MMDVRROQIQDTNSRROSDTHLERT

Proteinas de fusdo comprvendandy o duniaiv sxivacehalar de Hgandy de PR FOLE,
Fe de imunoglobuling {igG Oy}, » uma sequbncia de dominie sxtracalsiar de CTLAA,

PODLT o 905 Dyt + CTEA-E BOD (SBQ D NG A7)

R A P Y N A T Y R R N B R P YRR AL L A AL L VYRR
P R VO S Y RO R AR LRI S LN AR L O T TRVE L DASY T RCHT S YGGADYRRT TORUNA
BENR O NGR L LV R B VD SRR R L T OO B PR A RY T 8 RO VLSO K TE T TN O RERELONYTSTLR
I TRE I P Y O P R D PR BN TARLV T P RL P L AN PRERTRLVILEA L L LOLOVALTF IR
LRECRMMDVERCAIQDTHEERQRTTHIERT SUUssoaeRaness

OIS VR SN DR R ER e D B A S SU R e S b e S e S T
301 Y R Y LTV L A R R K RV SR L P AP TRE T IS RANGOPRES
TR B R DR R P L T L R Y R T R R R OO R R T T R LD SRS T FL Y SR

QERYFSCSVHHEALBRHYIORILALOPSE GRuoderaasmnses

VAR AT VLA RS I A PV R RS PURA TRV RV TVLRGADS
G S RN OV T O G L RRMD T Y TOKVE LY PER Y YL RANGT

e Péntide Sinal M nensiating 3
Gublirhado: Rominto extraceluler de TTLAM {14123
Simples; Regiio constante da cadels pesads de igh1 humans {dominie igG By iw W, OHE OHS
Hsficor Ligador fapcionsi
Hegeite: Ligado 1 de PD-1 humans {PD-1L} ou dominie de igaglo exiraceluiar de
PD-1L {sublishado}

{Nota: Converado de T pars S opcionsi na sequéneia de g {nagrifo sublinbado)}
{Moda: Q figador  QEPKBSODK SEG I NO: 110 pode ser substtuide com ERKIORK 8EQ
i NG 105 ou oulra sequéneia ligadora)

Fig. 38
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Proteinas de fusdo compreendendo uma sequéncia de fator de crescimento
trasformante- § {TGF-§), Fc de Imunoglobulina {1gG Cf1}, e uma sequéncia de
ligando de PD-1 {PD-L1)

TGFB-1 + Fc + PD-L1 (SEQ ID NO: 48):

ALDTNYCFS S TBKNCOVRQLY IDFREDLGWER THEPKGYHANFCLGFCRPY INSLDTOY SKVLALYN
QHNPGASAAPCCOVPOALEPLPIVYYVERKPRVEQLSNMIVRECKCE OGGCREGEESGEEES
THICEPCPAPELLGORSVPLFPPKPRUTLMISRTEEVICVVVDVSHEDFEVEFNWYVDEVEVHNAK
TEPREEQYNS TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCEVSNKALPAPIERTISEARGQPREPQVY TLEPS
REEMTHNOVSLTCLVEGFY PEDIAVERE SNGOPENNY KT T PEVLDSDGS FFLYSEKLTVRRERWOQG
NVFSTSVMHEALHNHYTQRSLSLSFGE GGOESGERGSECEES
RIFAVFIFMTYWHLLNAFITVIVPEDLYVVEYGSNMT I RCKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNI IQF
VHEEEDLEVOHSSYRORARLLEDOLSLENAALOI TOVELODAGYYREMIS YGOADYRRITVEVNATR
YNEINORI LVVD PV T SEHELTCOARGY PRARY IWT SSDHRVLAGK T T TTNSKREERLFNVTSTLRY
NTTINELR Y CTPRRLOPEENEIARLY IPRLPLANPPNERTHLY I LGALLLOLGVALTFI FRLRKGR
MMDVEXCOIQDTNSKKQSDTHLEET

Proteina de fusdo compreendendo uma sequéncia de ligando de PD-1 {PD-L1)
Fc de Imunogiobufina (IgG Cfi1), e uma sequéncia de fator de crescimento
trasformante- § (TGF-§)

PD-L1 + Fe + TGF-1 {SEQ 1D NO: 49}
MRIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVERDLY VVEYGSNMT IECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNITQ
FVHGREDLEVOES SYRQRARLLEDOLSLENAALOITDVELODAGVYRCMI SYGGADYKRITVEVNA
PYNKINQRILVVDPVTSEHELTCOARGY PRARVIWT S SDHOVLESGR I TTINSRREEKLFNVTSTLR
INTTTNEIFYCTFARLDPEENHTAELVI PELPLAHPPNERTHLVILGR ILLOLEVALTFIFRLREG
RMMDVKKCGIODTNBKKQSDTHLEET GOCGSOCEESGECESE
THICPPUPAPELLGEPSVILFEPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEPNWY VDO VEVENAK
TH¥PREEQYNSTYRVVSVL TVEHODWLNGKEYRCKVSNEALPAPTEKT IS KAKGQPREPQVYTLRES
R@EgTKNQVSLTC‘VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVF2CSVMHEALHNHYTORSLSLEPER CGEESGEGESGEGES
ALDTNYCFS STERNCCVRQLY IDFRKDLOGWEW LTHEPKGYHANFCLGPCPY INSLDTOY SKVLALYN
OHNPQASAAPCCVRPQALEPLEIVY YVGRKPRKVEQLSNMMIVRECKOS

Sublinhado: TGFg-1

{talico: Ligador {opcional)

Simples: F¢

Negrito: Ligando 1 de PD-{ humano ou dominio de ligagdo

extracelular de PD-1L {sublinhado)

{Nota: Pode substituir o ligador seaesecessaases SEQ 1D NO: 104 com
EpRSCDR SEQ D NO: 108)
(Nota: Pode substituir o aa sublinhado em Fo: EcomD e Mcomi}

Fig. 39
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Fator de crescimento transformante-beta (TGF-§1, TGF-p2,0uTGF-B3 ou um

fragmento destes:

Sequéncia inteira de TGF-B1{SEQ 1D NO: 102):

1 MEPSOLRLLY LLLPLIRLLY LTPERPAAGL STCKTIDMEL VXRERITAIR JILSELRLS
51 SPPSQGEVPP VPLPEAVIAL YHSTRDRVAC BSAEPEFERE ADYYAKEVIR VIMVERTNEI
121 YEKYKEEPHS TYMLFNTSEL REAVPESVLL ZRAELRILEL KLXARGHVEL YQKYSNDSWR
181 YLSKRLLAPS DTFEWLSFDV TOVVROWLSH GOEVEGFRLS AHCSCDSKDN TLOVDINGHZ
221 SSREGLLATI HGMNRPFLLL MATPLERAQH LHSZRQRRAL DTNYUFSSTE KNCCOVROLYI
301 DFRXDLAEWKY THEPRGUMAN FCLOPCEFYTW SLDTOYSKVI ALYNQHNPGR SAAPCCVEOAR
361 LEPLPIVYYV SRXPXVEQLS NMIVRSCRCS

Sublinhado: Sequéncia madura (activa) de TOF-#1 {Ala 279 — Ser 390; 112 dal.

[£)]

Sequéncia madura (activa) de TGF-B1 {Ala 279 — Ser 390: 112 aa)

(SEQ ID NO: 103):

AL DTNYCES

SLOTQYSKVL ALYNDHNPGA SAAPCCVPOA LEPLPIVYYV

Fig. 40
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Proteinas de fusdo compreendendo um anticorpo que se liga a TNF-u, e uma
sequéncia do fator de crescimento transformante-g (TGF-§).

Cadeia pesada de Anti-TNFg + TGF-§1 (SEQ 1D NO: 50):

EVQLVESGEOLVQPORSLRL SCARSGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWYVSAT TWNSGH IDYADSVEG:

RETISRDNAKNSLY LOMNSLRARDTAVY YCALVEYLSTASS LD YNGOETLVTVESASTHGPSVFPL

APSEKSTEGCTAALGCLVKDY FPEPVTVEWNSEAL TSCVHT FPAVLQSSCLY SLESVVTVPSSSLAG
TETYECNVNHK PSNTRVDEEAR PESCDRTHTCPPCPARELLGGPSVFLFPFEKPRDTLMISRTPEVT
CYVYDVSHEDPEVKFNWY VDEVEVHNAK TKPREEQYNE TYRVYSVLIVLHQDWLNGKEYRCKVENK
ALPAPIRKTISKARGCPRERQVY TLPRPSRDELTENQVSL TCLVEGFYPSDIAVENESNEQREENNYE
TTRRPVLDSDEEFFLYSRLTVDKSRRWOQONVFSCAVMHEALHNHY TOQRSLSLEBPGK
GECESEERESGEGES

ALDTNYCFSSTERNCCVRQLY IDFREDLGWRWIHEPRGYHANFCLGPCPYIWS LOTQYSKVLALYN
QHNPGASAAPCCVPQALRPLPIVYYVERKPRVEQLSNMIVRECKCS

Cadeia leve de Anti-TNFa (SEQ ID NO: 77):
RIS PE S LAAS VDR VI ITCRASOG IRNY LAWY OOLPCRAPKLLI Y ARSTLOSGAVRSREERSHE

SCTDFTLTISSLOPEDVATY YCORYNRAPYTPCOGTRVE IKRTVAAFSVFIFPREIEQLKSGTASY

VOLLNNFYPREANVOWKVDNA LGS GNSQESVTEQDS KD TY SLSS TLTLSRADYERHKVY ACEVTH

GELSSPVTKSFNREESD

Sublinhado: Regifo variavel do anticorpoanti-TNFu

Simples: Regifo constanie do anticorpo anti-TNFa
ftatico: Ligador '
Negrito: TGF-B1 humano maduro {ativo)

{Nota: KKAE SEQ {2 NO: 107 pode ser substituida com KRVE SEQ {B NO 108)
ou KKVE SEQ D NO: 109}

Fig. 41
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Proteinas de fusiao compreendendo Dominio de ligagdo ao ligando extracelular de
TNFR2, Fc, e uma sequéncia do fator de crescimento transformante-§ {TGF-p}

TNFR2 ECD + ig Cy1 + TGF-$1 {SEQ ID NO: 51);

LEAGVAFTPYAREPOS TCRLREY YDOTAQMCCARCS PGOHAKVFCTRTSDTVCDSCERSTY TOLMWN
WY PECLECCSRUSSDOVETOACTREONR I CTCR RAWY AL SKORGCR LCAPLELCRRGFCVARPAT
ETSDVVCKPCAPGTFENTTSSTDICRPHOLONVVAT FCNASMDAVCTS TS PTRSMAPGAVHLEQPY
STREQHTQPTPEPSTAPSTSFLLIPMGPEPPARGETED EPKSCEX
THTCPECFAPRLLGGPSVFLFEPKPKDTLMI SRT PRV ICVVVDVSHEDPEVKFNW Y VDGV EVHNAK
THPREEQY NS TYRVVSY LTV LHODWLNGKEY RCKVSHKAL PAPTEE TIS KARKGQPREPQVYTLERS
REEMTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAVENESNGOPENNYETTPPVLDEDAS FFLYSKLTVDKSRWQOG
NVFSUSVMHEALHNEYTOKSLSLSPGE GEGISCGEEGIGEECS

ALDTNYCFSSTEEKNCCVRQLY IDFREDLOWKWIHEFPKGY HANFCLGPCPY IWSLDTQY SRVLALYN
QHNPGASAAPCCVPQALEPLPIVYYVGRKPEVEQLSNMIVRSCKCS

Proteinas de fusdo compreendendo uma sequéncia do fator de crescimento

transformante-§ {TGF-B}. Fc, e um Dominio de ligagdo ao ligando extracelular de TNFR2
TGF-B1 + IgG Cy1 + TNFR2 ECD (SEQ ID NO: 52)

ALDINYCFS STERNCCVRQLY IDFREDLEGWKWIHEFRKGY HANFULGPCPY IWS LDTQY SKVLALYN
QUENPGASAAPCCVPQALEPLEIVYYVGRKPRKVEQLSNMIVRECRUS GEGEGRGGEEGSREGEES
THTCPPCPARPELLGGHSVFLFFRKPKDTLMISRTRPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVRSVEVENAKTKPREEQYNETYRVVSVLTVLHODWLNGKEYRCRVENRALPAPIEKT
ISKAKGQPREFQVYTLPPSRgEgTKNQUELTCLVKGFYPSEIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLESD
CSFFLYSKLTVDESRNOQANVESUSUMHEALHNHY TORELILEPIK GCEESGEEGEGEGES
LPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMCCEKCE PCRHARVEFC TR T SDTVCDSCEDSTY TRLWN
WVIECLSLGSROSSDQVETQACTREQRRICTCRPCR Y CALSEQEGCRLCAPLRECRPGFGVARPGET
B g OVVCR AP T AN T TES TR ICRPHOICNVVAI PCHASMOAVC TS TSP TRSMEPGAVHLPORY
STRSQHTOPTPEPSTAPSTSFLLPMGFSPPAEGSTAD

Sublinhado: Dominio de ligac8o ao ligando de TNFRZ2

Simples: Regido constante da cadeia pesada de IgG1 humana (dominio IgG Cv1 = H, CHZ, CH3)

Italico: Ligador
Negrito: TGF-p1 humano maduro {ativo)

{Nota: Pode substituir o ligador 1 com ¢aGGaEaEeEsceeas SEQ 1D NG 104 ou
EPRSCDK SEQ 1D NO: 105)
{Nota: Pode substituir o aa sublinhadoem Fc: EcomD e Mcom L)

Fig. 42
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Proteinas de fusdo compreendendo o anticorpo anti-CD20 e uma sequéncia do

fator de crescimento transformante-f (TGF-§)

Cadeia pesada de Anti-CD20 + sequéncia madura de TGFp1 {(SEQ {D NO: 53):
OVOLOQPGAELV K PGASVRMS CHASGY TFIS Y NMHWVEQTPGRGLEW IGAT Y PEGNCD T STNOKFRG

EATLTADKSSS TAYMOLSSLTS EDSAVY Y CAR STY YEEDWY PNVHCAGTTVTVEARS TRGRIVERFL

APSSESTEGATARLGCIVKDY FPEPVTVSWNSGALTIGVHTFEAVLOS SGLYSLESVVTVRSSALG
TOTYICNVNHKPSNTKVDKKAEPESCDRTHTCPPCRAPELLAGPSVFLFPPRPKDTIMISRTPEVT
CVVYVDVSHEDPEVEFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYHCKVENK
ALPAPIEKTISKARGOPREPQVYTLPPERDELTRNQVSLTCLVKGEYPSD IAVEWRSNGOPENNYR
TTPEVLDSDESPFLY SKLTVDKSRWCGUGNVFSCSVMHEALHNHYTORSLSLEPGK
CUECGSEEEESEEGEES

ALDTNYCFBSTRENCCVRQLY IDFREDLGWRAWIHEPKSYHANFCLGPCRPYIWSLDTOYSKEVLALYN
DHNPGASAAPCUVRQALEFLP IVYYVGRKPRVEQLSNMIVRESCKCSE

Sequéncia da cadeia leve de Anti-CD20 (SEQ 1D NO: 72):
CIVLSOS PAT LRSS POERVIMICRAS S SV Y THWFLOKFEESS PPN IYATSNLASGVPVRFSGEGS

GTSYSLTISRVEARDAATYY COOWTSNPPTREGEETKLEIRRTVAAPSVFIFP PEDEQLRSETASVY

CLIMNNFY PR EARVOWKVDNALOSGNSQESVTECDERDSTY S LSS TLTLEKADYERHKVYACEVTHD

GLSSEVTESFRRGEEC

Sublinhado: Regido variavel do anticorpo anti-CB20

Simples: Regido constante do anticorpo anti-CD20
ltalico: Ligador
Negrito: TGF-§1 humano maduro (ativo)

Fig. 43
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Proteinas de fusao compreendendo o anticorpo anti-CD25 e uma sequéncia do
fator de crescimento transformante-fi (TGF-§}.

Cadeia pesada de Anti-CD25 (Daclizumab) e TGF-1 (BEQ ID NO: 54}

QVQLVCSGAER
NQEFKDEATT
GPRVFPLAPS
L3SVVTIVERS
LFPPEPKDTL
VVSVILTVLHG
GUSLTCLVEG
VFSCSVMHEL

VEEPGSSVEY
TADESTNTAY
SKETSGETAA
SLGTQYYICN
MISETRPEVTC
DWLNGKEYKC
FYPSDIAVEW

SCRABGYTET
MELSELRSED
LECLVKDYFPR
VHHKPSNTKY
VUVDVSHED?
KVSNEALPAP
ESNGQPENKY

SYRMHWYROQA
TAVYYCARGS
BEPVIVSWRSG
DXXVEPKSCD
EVRFRWY VDA
IEKTISKAKG

KTTPPVLDSD

PGRGLEWIGY
GVFDYWGQGT
BLTSGVHTFP
KTHTCPPCPA
VEVENAKTKE
CPREFQVYTL
GSFFLYSKELT

INFSTGYTEY
LVTVESASTE
AVLQS3CLYS
PELLGERSVE
REBQYNSTYR
PPERDELTEN
VDEBEWOOGH

LENHYTOKSL SLSPCGE GGEGSOCEGESGEEGS ALDTNYCFSSTRENCCVRQLY

IDFREDLOGWEWIHEPKGYHANFCLEGPOPYIWSLDTQY SKVLALYNQHNPGASARPCCOVPQALEPLE
IVYYVEREPEVEQLENMIVRSCKCS

Cadeia leve de Anti-CD25 (Daclizumab) {(SEQ 1D NO: 75):

DIQMTQSPST
FSGSGEGTEY
DEQLESGTAS

SKADYEEHEV

LSASVGLREVT
TLILSSLOPD
VVCLLNNFYP

YACEVTHQGL

ITTCBASSSIS
DFATYYCHQR
REAKVOWEVD

SSPVTESFNR

Simples: anticorpo anti-Cb25

ffalico: Ligador

Negrito: TGF-p1 humano maduro {ativo)

YMUWYQOKPG
STYFLTFE0E
NALOSONSQOE
BEC

Fig. 44A

KAPKLLIYTT
TRVEVERTVA
SVTEQDSEDS

SNLASGVPAR
BEPSVFIFPES
TYSLESTLTL
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Cadeia pesada de Anti-CD25 (Basiliximab) e TGF-31 (SEQ iD NO: 5&):

QLOQSGTVLA
EFEGKAYLTA
PEVFPIAPSS
BEEVVTVESESR
FPPEPKDTLM
VEVLOVIHGD
VELTCLVEGE

FECRVMHERAL

BREASVEMSEC
VTEASTATME
KSTSGETARL
LGPETYICNY
ISRTPRVTCV
WLNGREYEKCK
YPSDIAVEWE
HNHYTQKELS

KABGYSFTRY
LESLTHEDSA
GCLVHDYFFE
NEEPSNTREVD
VVIDVSHEDPE
VENKALPAPT
ENGOPENNYK

LEPGK GGEGET

SR

WMHWIKQRPG
VYYCBRDYGY
PYTVEWNSGA
KRVEPKECDY
VEFNWYVDEV
EETISKAKGD
TTPPVLDEDG

e
GEESGEREES

ALDTNYCFESTRENCCOVROLY IDFRKDLEGWKWIHEBKGYHAN

QGLEWIGAIY
YFOFWGQETT
LTSGVRETEPA
THTCPFRCPAR
SVHNAKTRKPR
PREPQVYTLP

SFFLYSKLTV

PENSDTSYRG

LTVESASTKG

ELLGGPSVFL
EEQYNSTYRY
PSRDELTKNQ
DRSRWQQGHY

FULGPCPYIWSLDTQY SKXVLALYNDHNPGASAAPCCVPRALERPLPIVYYVCGREFEVEQ

LENMIVRSCKCS

Cadeia leve de Anti-CD25 (Basiliximab) (SEQ ID NO: 76):

QTVSTQSPAT
FSGSGEGTSY
OLESETASYY

ADYERHEVYA

MSASPGERVT

53

SLTISBMEAE

¢

CLLNNFYPRE

CEVIHOGLSE

MTCSASSSRS
PRATYYCHQR

AXVOWKVLNA

YTMOWYQORPGE
S8YTFGGGTE

LOSGHNSERSV

PVTKSSNRGRC

Simples: anticorpo anti-CD25

ftélico: Ligador

Negrito: TGF-§1 humano maduro {ativo)

Fig. 44B

TSPKEWIYDT
LEIERTVAAR

TEQDSKDSTY

SKLASGVRAR
SVFIFPPSDE

SLSSTLTLSK
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Proteinas de fusio compreendéndo IL-2, Fc, e uma sequéncia do fator de
crescimento transformante -§ {TGF-§).

TGF-B1 + Fe + IL-2 (BEQ 1D NO: 58}
ALDINYCFSSTEXNCCYROLY IDFRRKDLOWEKWI HEPRKCYHANFCLOPCPY INB LD TOY SEVIALYN
QHNPGASAAPCCVPOALEPLPIVYYVGREKPKVEQLSNMIVRECKCE GGCGEEGGGRSEEEES
THTCPPCPAPELLGCOFSYFLFPPREKDTIMISRTREVTCVVVDVSHED PEVEFNWYVDGVEVHNAER
TEPREEQYNSTYRVVEVL TVLEQDWLNGKEYKCKVENEALPARTEKTI SKAKGOPEEPQVYTLPPS
REEMTENCVSLICLVRGFYPSDIAVEWESNGO PENNY KTTPPVLDSDESFFLYSKLTVDESRAQQS

RVFSUSVMHEALENHY TQKSLELESPGE GUGGEGEEESGEEGS

APTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQhILNGINNYKNPKLTRMLTEKFYNPKKATELKHLQCLEEELKPL
EEVINLAGSKNFH LR PEDLY SN IRV IVLELEGSET TFMCEYADETATIVEFLNRYW ITFCOSIISTL

T

-2 + Fo + TGF-$1 (SEQ D NO: 87}
APTESSTRKTOLOLERLL LD LOM ILNG INN VKR PR L TRMLT FEF YMPREATELKHLQCLERELKPL

BEVILNLAGSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSET TFMCEYADETATIVEFLNRWITFCOSIISTL

T GQGESEGEGE666ES
THYCPPCPAPRLLGEPSVFLFPPRPEDTIMISRTFEVTCVVVRVSHED PEVKFNWY VDGV EVHNAK
TEFREEQYNSTYRVVEVLTVLHODWLNGKEYKCKVENKALPAF TEXTISKAKGOPREPOVYTLEPS
REEMTKNQVSLTCLYVRGFYPSRIAVENESNGQFENNYKITPPVLOSDGSFFLY SKLTVDKERWEQG
NVFSCSUMHEALHNHY POXSLSLEPGE SOCCIGEEESEEEES
ALDTNYCFSSTERNCOVREQLY IDFRRDLGWEW I REPEGYHANFCLEGPOPY IWS LDTQY SKVLALYN
QHNPEASAAPCCVEQALBPLPIVYYVGRRKPEVEQLENMIVRECKTS

Sublinhado: fragmento de IL-2

Halico: Ligador (opcional}

Simples: Fe

Negrito: TGF-1 humano maduro (ativo)

{Nota: Pode substituir o ligador 1 GEOGSEEEERCEGGE SEQ 1D NQ: 104 com
ErRscDr SEQ D NO: 105)

{Nota: Pode substituir o aa sublinhado em Fe: EcomD e M comt)

Fig. 45
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Proteina de fusdo compreendendo anticorpo anti-CD4 e uma sequéncia de fator
de crescimento transformante-f {TGF-§).

Cadeia pesada Anti-CD4 e TGF-§1 (SEQ ID NO; 58)

Proteina de fusdc de cadeia pesada:

OVOLORAGPCLVKPSETLSLTCSVEGEE ISCGIVYWIW IRQS PORGLENIGY TYESGEATNYNFS LY

NRVSISiDTSKNLFSLKLRSVTQADTHVYYCASNILKYLHWLLYWGQGVLVTUSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGETARLEULYKDY FPEFVTVENNSGALTECVHIFRAVLOSSGLYSLISVVTVRRSSLG
TOTYICNVNHKPSNTRVDERVEPKSCORTHTCPPCPAPELLGEPSVFLFPPEPXDTLMISRTREVT
CYVVDVEREDPEVKFNWY VDOVEVHNAK TR PRERCY NS TYRVVSVLIVLHCDWLNGEEYKCEVENK
ALPAPIEETISKARKGOPREPOVYTLRPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPED IAVENESNGOPENNYE
TTPPVLDSHGEFFLY SRLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNH Y TOKSLELEPGK
BECEEEEEESEEEES

ALDTNYCPESTERKNCCYVROLY IDFREDLCWRWIHEPRGYHANPCLEPCPY IWSLDTQY SKVEALYN

QHNPGASAAPCUVPRALEPLPIVYYVGRKPRVEQLSNMIVRSCRCS

Cadeia leve de Anti-CD4 {SEQ 1D NO: 77)

Cadeia leve:

SYELSQPREVIVEPGOTAGFICGCDRVERESVOWYQQKPECARVLYIYADSERPEGI PARFSGENS

GNTATLTISGYVEAGDEAD Y YCOVKD S TRADBWVFGGEETRLTIVLGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTA

BYVOLLNNFY PREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQD S KRS TY S LEATLTLERADYEKHRVYACEY
THRGLESPVTKSFNRGEC

Sublinhado: Regido variavel do anticorpo Anti-CD4

Simples: Regido constante do anticorpo Anti-CD4
ltalico: Ligador
Negrito: TGF-fi1 humano maduro {ativo)

Fig. 46
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Proteinas de fusdc compreendendo o dominio extraceiular de CTLAA4, Fode
butina {lgG Cy1), & uma sequéncia de umy sequéncia do fator de cresciments

travsformante-§ (TGF-5)

Paptida sinal M da onvostatina « L;‘;‘f_p,@ E{;{} # !QC {.,«;'i & TGme {SEQ D m:} ES}

o ﬁ { —
_.demmm extraceiuiar de {:TLAné
TGRHT + 196G Cv 1+ CTLAS ECD{SEQ 1D NO: 80y

Fig. 47
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Proteinas de fusdo compreendendo um anticorpo gue se liga a TNF-¢, e uma
sequéncia de ligagdo a RANKL do recetor ativador do fator nuclear -kB {RANK}

Cadeia pesada de Anti-TNFu + ectodominio de RANK {(SEQ ID NO: 61}
BVOLVESGROLYQPGRELRLECAASGRIFDDYAMINVREQAPGKCLEWVSATTWNEGHIDYADSVEG

RFTZSRDNRKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCALVSYLSTASSLD¥WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGCTAALGCLVEDYFRERPVIVSWNSCALTSGVHTFPAVLUSSCGLYSLESVVTUPESEELG
TOTYICNVNHEPSNTEVDEEARPRSCORTHTCFPCPAPELLGGPSVFLFPPKPRDTLMISRTPEV
CVVVDVSHEDPEVEFNRYVDGVEVENAKTK PEERQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGREYKCRVERK
ALPAPIEXTISKAKGQEREFQVYTLPPSRDELTRNOVSLTCLVEGFYFEDIAVERRENGOPENNYX
TTPFVLDSDGSFFLYSKLTVRESERQOCNVFSCSVMEEALENHY TORSLELSPEK
GGEREGEEEEGEEES QI APPCTSERHY EHLGRCCNKC EPGRYMSSKC TTYSDSVOLP
CGPDEYLDSW NEEDKCLLHK VCDTGRALVA VVAGNSTTPR RCACTACYHW SQDCECCRRN
TRCAPGLGAQ HFLQLNEDTV CEFCLAGYFS DAFSSTDECR PWINCTFLGX RVEHHSTEKS
DAVOSSSLPA RKPPNEPHVY LPG

Cadeia leve de Anti-TNFy (SEQ 1D NO: 78}
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQLPGKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGﬁG

SGTEFTLTISSLQPESVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV

VCLIANNTY PREAKVORKVDNALQSGREQESVIEQDEKDSTYELE STLTLSKADY EXHEVYACEVTH

QUGLESPVTREFNRGEC

Sublinhado: Regido variavel do anticorpo anti-TNFa

Simples: Regido constante do anticorpo anti-TNFu

#talico: Ligador

Negrito: Ectodominio de RANK

{Nota: KKAE SEQ ID NO: 107 pode ser substituido com KRVE SEQ ID NO: 108o0u KKVE
SEQ 1D NQ: 109)

Fig. 48
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Proteinas de fusdo compreendendo Dominio de ligagdo ao ligando extracelular de TNFR2, Fc,
€ uma sequéncia de ligacido a RANKL do recetor ativador do fator nuclear-kB {RANK)

TNFR2 ECD + IgG Cy1 + ectodominio de RANK {SEQ 1D NO: 62):

LPAOVAFTPYAREPGS TCRLREVYDRTAQMCCEKCEPGCOHARVFUTETSDTVIDSCEDS TYTQLWN
WYPECLSCGSRUSSDOVETOACTREQNRI CTCRPOWY CALSKQEGCRLCAPLRECRPGFEVARFET
ETEDVVCKPCAFGTFSNTTSSTRICRPHOIONVVA L PONASMDAVOTS TSPTRESMAPEAVELPQRY
STREQHTOPTPEPSTAPSTSFLLEMGPSPPARGSTED EFKSCDK '
THTCPPUPAPRLLGARPSVFLFPPRPKDTLM I SRTPEVTCVVVDVSHEDRPEVRKFNW Y VDGVEVHNAR
TKPRERQYNS TYRVVSVL IV LEQDWLNGKEYKCKVENKALPAP I BETISKAKGUPREPQVYTLERS
REBMTENQVSLTCLVKGFY PSDIAVEWESNGREPENN Y KT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVDKERWQUG
NVFECSVMHBALHNHYTQRSLSLSPOE GEEGSGEGEIEGEGES QT APPCTSEREY
RHLGROUNRC EPGKYMSSRC TTTSDSVCLF CGPDEYLDSW NEEDKCLLHR VCDTGKALVA
VVAGNSTTPR RCACTAGYHW BSQDCECCRRN TECAPGLGAQ HPLQLNEDTV CKPCLAGYFS
DAFSSTDKCR PWINCTFLGK RVEHHGTEKS DAVCSSSLPA RKPENEBHVY LPG

Proteinas de fusao compreendendo uma sequén'cia de ligagdo a RANKL do recetor ativador
do fator nuclear-kB {RANK) Fc¢, e Dominio de ligagdo ao ligando extracelular de TNFR2:

Ectodominio de RANK + {gG Cy1 + TNFRZ £ECD (SEQ 1D NO: 683):

QT APPCTSEKHY EMLGRCONKC EPGKYMSSKC TITSDSVOLF CGPDEYLDSW
NEEDECLLEE VCDTGKALVA VVAGNSTTPR RCACTAGYHW SQDUECCRRN TECAPGLGAQ
HPLQLNEDTV CEKPCLAGYFS DAFSSTDKCR PWINCTFLOK RVEHHGTEXS DAVCSSSLPA
RKPENEPHVY LPG

GOCCACGGERGGEEES TRICPPCPATRLLSGPSVFLEP PR PERTIM T SRTEEVTCVVVDVIHE
DPEVEFNWY VDGVEVHNAK TEPREEQ VNS TYRVVS VL TV LAQDWLNGKE Y KCKVSNKALPARI KT
ISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVS LT LVKGFY PEDIAVEWESNGOPENNY KT TPEVLDED
GSFFLYSKLTVDESRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TORSLALSFGE GEGGSGEGGSEeEaEs
LEAQVAFTPYAPRPGS TORLREY ¥ DOTAQNCCSKCS PEOHAKVFCTRTSDTVCDSCEDS TY TOLWE
WY PECLSCOSROSSDOVETQACTREQNR T CTCRPOHWY CALS KQEGCRLCAPLRECREGFGVARPGT
ETSDVVCKPCAPGTRSNTTSSTDICRPH IONVVAT PGNASMDAVOTSTS PTRAMAFGAVHLPOPY
STREQHTOPTPERPSTAPSTEFLLEMGPSP PARGETAD o ' ' '

Sublinhado. Dominio de ligac8c ao ligando de TNFR2Z

Simples: Regifio constante da cadeia pesada de IgG1 humana (dominio 1gG Cy1=H, CH2, CH3)
ftalico: Ligador

Negrito: Ectodominio de RANK

{Nota: Pode substituir o ligador 1 com GGGESEGEISGEEES SEQ D NO: 104 ou

ERESCDK SEQ D NG: 105)
{Nota: Pode substituir o aa sublinhado em Fc: £ com 2 & M com L)}

Fig. 49
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Proteinas de fusio compreendendo o dominio extracelular de CTLA-4, Fc de
imunoglobutina {(igG Cy1), e uma sequéncia de ligagdo a RANKL do recetor ativador
do fator nuclear-kB (RANK)

Péptido sinal M de Oncostatina + CTLA4 ECD + {gG Cy1 + ectodominio de RANK
{SEQ ID NO: 64):
MOVLLTORTLLSIVLALLFESMASMAMHVAQPAVVIASSRGIASHFVIEYASPCRATEVRVTVLEQA

DSQVTEVCAAT Y MMENEL TRLEDS IO TG TS SENQVNL T IQGLEAMETGLY ICKVELMY FREYYLGT
GNGTQIYVIDPEPCPDSDQEPKSQDK'THTQPPEPAPELLGGPSVFLFPPK@KDTLM

ISR T PEV TV VDVIHED PEVHFNWY VOGVEVHENAK TERPREEQYNS TYRVVIVLIVLHCODWLNGKE
VECEVSNEALPAPIER T I SKARGOPRERQVVTLPPERDEL TENQVSLTOLVRAFYPSD IAVEWE SN
GOPEMNYKTTPPVLDEDGEFFLYBKLTVRESRWQQGHN VRS LS VMHEALHNHY TQKSLELEPGK
COGRSEEGESEEEES QI APPCTEERHY EHLGRCCNKC EPGEYMSSKC TTTSDSVCLE
CGPDEYLDSW NEEDRCLLEK VCDTGEKALVA VVAGNSTTPR RCACTAGYHW SQDCECCREN
TECAPGLGAQ HPLOLNEDTV CKPCLAGYFE DAFSSTDKCR PWINCTFLGRK RVEHHGTEKS

DAVOEESLPA REKPPNEPRVY LPG

Proteinas de fusdo compreendendo uma sequéncia de ligacio a RANKL do recetor
ativador do fator nuclear-kB {RANK), Fc de imunoglobulina {igG Cy1), e uma sequéncia
do dominio extracelular de CTLA4

Ectodominio de RANK + 1gG Cy1 + CTLA-4 ECD {SEQ 1D NQ: 85)

DI APPCTSREEY RHLORCOCNRC EPGKYMEBKC TTTSDSVCLPY CGPDEYLRSW
NEEDKCLLHK VCDTGRALVA VVAGNSTTPR RCACTAGYHW SQDUECCREN TECAPGLGAQ
HPLOLRKDTV CEPCLAGYFS DAFSSTDRCR PWINCTFLGK RVENHGTEKS DAVUSSSLFPA
RKPPNEPHVY LPG HFHSCDX
THETCPPCPAPRLLGRPEVELIPPRPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHED PEVRKFNRYVDGVEVHNAK
TEPREEQYNSTYRVYSVLTVLHQDWLNGKEYKCRKVSNEALPAP PERTISKAKCQPREPQVYTLEPS
ROELTRNQVELTCLYRGFYPSDIAVEWESNGOPENNYETTP PVLOSDGRFFLYSKLTVIRESRWQQS
NVFSCSVMHFALHNEYTQKELSLEPGY. COGESGEEESGEGES
AMHVAQEAVVLASSRGIASFVCEVAS PERATEVRYTVLROADSOVTEVCAATYMMGNELTFLDODS T
CTG TS SCNOVNLTIQGLRAMDTELY ICKVELMY PRRPY Y LGIGNGTRIYVIDPEPCPRSD

Sublinhado ltalico: Péplido Sinal M de Oncostatina(-25 o -1}

Sublinhado: Bominio exfraceiular de CTLA-4{1-125)

Simples: Regido constante da cadeia pesada de IgG1 humana {dominiolgG Cy1=H, CH2, TH3}
talico: Ligador (opcional)

Negrifo: Ectodominio de RANK

{Nota: Converséo de C para S opcional na sequéncia de IgG {negrito sublinhado}}

{Nota: O ligador QEPKSCDK SEQ 1D NO: 110 pode ser substituido com EPKSCOK SEQ

D NO: 105 ou outra sequéngcia ligadora)

Fig. 50
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Proteinas de fusio compreendendo uma sequéncia de ligagdo a RANKL do recetor
ativador do factor nuclear-kB {RANK), Fc, e uma sequéncia do fator de crescimento
transformante-§ {TGF-B).

TGF-§1 + Fc + ectodeminio de RANK (SEQ D NO: 68):
ALDTNYCRSSTERNCCVROLY IDFREDLGW KW IHEPKEGYHARFCLGPCPY IWSLDTQYSKVLAL YN

QHNFEASAAPCCVPOALERLE TVYYVOREPEVEQLSUMIVRECKCS GGEGSGEEESGEEEES

THICPFCPAPELLGEPEVELFPPRPKDTLM I SRTPEVTCVVVIVSHEDREVEFNWY VDGVEVHNAK
TKPREEQVNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYHCEVSNKALPARPTI EKT IS KAKGOPEERPQVYTLPFS
REEgTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTOKSLELEPGK GGGGSGGGEISGEEES QT APPUTSERHY
EHLGRCCNRC EPGEYMSSEC TTTSDSVCLP CEPDEYLDSW NEEDKCLLHK VCDTGHALVA
VVAGNETTPR RCACTAGYHW SODCECCRRN TECAPGLGAQ HPLOLNXDTV CEPCLAGYRS
DAFSSTDRCR PWTNCTPLGE RUEHHGTEKRS DAVCSSSLPA REPPNEPHVY LEG

Ectodominio de RANK + Fc¢ + TGF-1 (SEQ 1D NG: 67}

QI APPCTSERKRY EHLORCCKRKC EPGKYMSSKC TTTBDSVCLP CGPDEYLDSW
NEEDRCLLHE VCDTGXKALVA VVAGNSTTPR RCACTAGYHW SQDCECCRRN TECAPGLGAQ
HPLQLNEDTV CEPCLAGYFS DAFSSTDXCR PWINCTPFLGK RVEHHGTEKS DAVCSSSLPA
REPFNEPHVY LPQ3 GGGESEEIGSGEGESS
THICPRCPAPELLGEPEVFLFPPRPEKDTLMISR TEEVTOVV VIV SHEDPEVEFNWY VDEVEVHNAK
TRPREEQYNSTYRVVEVLIVLIHODWLNAKEY KK VSN ALPARIERTISKAKGOPREPOVYTLERE
REEMTINQVSLTCLVEGFY PEDIAVERESNAQPENNY KT TPPVLDSDES FPLYSKLTVDKERWOQG
VESCSVMHEALHNHYTQRILELEPGK CGCEGSEECGHEGEREES
ALDTRYCFSSTERNCCVROLY IDFRKDLOWKH I HEPKGYHANFCLGPC PV IWS LD TQYSKVILALYN
DHNPGASARPCCVRPLALEPLPIVYYVGRRPRVEQLSNMIVREICKCS ‘

Sublinhado: TGF-31 humano maduro {ativo)

Malico: Ligador {opcional}

Simples: Fc
Negrito: Ectodominio de RANK
{Nota: Pode substituir o ligador 1 ceeeszeesscasss SEQ 1D NO: 104 com

ERRsChR SEQ 1D NO: 105)
{Nota: Pode substituir o aa em Fe: Ecom D e Mcomi)
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Proteinas de fusdo compreendendo uma sequéncia de ligagdo a RANKL do recetor
ativador do fator nuclear-kB (RANK), Fc, e uma sequéncia do ligando 1 de PD-1
PD-1L1 + Fu + ectodominio de RANK (SEQ 1D NO: 68}
RIFAVFIFMTYWHLINAFTVIVPRDLYVVRYGSNMT TECKFPVEKQLDLAALIVY WEMEDENT IOFVRGEED
LKVOHSS YRORARLLKDOLSLONAALO L TDVRLODAGVYRCMI S YGGADYRR ITVKVNAPYNK INQRILVVD

PVTSEHELTCOARGY PRAEBVIWISSDHOVLSGKTTITNSKREEKLENYVTETLRINTTTRELFYCTFRRLDPE

ENHTARELVIPELRPLANPENERTHRLVILEAL LLOLEVALTPIFRURKGRMMDVE R COIQDTNSKEQ SOTHLER
T GGEGSGGEEFSEEEGES

THICEPCRPAPELLSGPEVELFPPRPERTIMI SRTPEVTCUVVDVAHEDREVRFNWY VIGVEVHNAKTRPREE
YN TYRVV SV LI VL HODWILNGKEY KCKVSNEAL PARY TEKT IS KARGRPREPQVY TLPPSREEMTENQVSLT
CLVEGPYPSDI AVEWESNECPENNY KT TPV LOSDES FFLY SKLTVIKSRWGQUNVPSCOVMHEALENHY TR
ESLALIEGK GGOGIECEOSGEGES QT APPCTSEKUY FYLGRUINKC EPGRYMSSEC TTTSDSVCLE

COFDEYLDEW NERDKCLLEK VCDTGEALVA VVAGNSTTER RTACTASYRY SQLCECCHRRI

TECAPGLGAQ HELOLNKDTV CEPCLAGYFS DAFSSTUDKCR FWINCTFLGK RYEHHOTEES

DRVCSSSLDA RXEPNEPHVY 1P

113

Ectodominio de RANK + Fe + PD-1L1 {SEQ 1D NO: 63):
QI APPCTSERHY EHLGRCCKEC BRGEYMSSKD TTTSDSVCLP CGPDEYLDSW WNEEDKCLIEK

VEDTERALVA VVAGKNSTTPR RCACTRCYHW ZCDCECCRRN TRUAPGLGAQ HPLOLMKOTY

CKPCLAGYFE DAFSSTDXCR PWTNCOTFLOK RVEHHGTEKS PAVOSSSLPA REPPMEREVY LG

CEEGCSEEEEEGEEES

THTOPPCPAPELLACPSVELF PRRPEDTLMISETPEVTCUVYDVAHEDPEVRKFNW Y VDG VEVENAK TR PR ER
CYNSTYRVYSVLITVLHODRLNGKEYKCKVSNEALPARP IERT LEKAKCGOFREPCVY TLFPSREENTERQVSLT
CLVEGEY PEDIAVEWRSNOOPENN VK TPV LOSDGSFFLYSKLT VIS RRQQONVESC S VMERELHNNY T
ROLSLSPGK GGEGGYGCEESEREES

RIFAVFIFMTYWHLLNAFIVIVPRDLY VY EYGSNMTIECKFPVEKOLDLAAL T VYWEMEDENI IQFPVHGERD

LEVQHSSYRORARLLRDOLSLGNAALOTTDVELODAGVYRCMI SYGGADYERI TVEVNAPYNRINGRILVVD

EVIBEREL T CQARG Y PRKARVIWTS S DHQVLAGR T T T TN SKREER LENV TS TLRINTTINEI FYCTFRELDPE

ENHTAELVIPELPLAHPPNERTHLVXLGAILLCLGVALTFIFRLRKGRMMDVKKCGIQDTNSKKQSDTHLEE
T

Negrito: PD-1L1 {Pode usar-se dominio extraceluiar de PD-1L1 - sublinhacio)
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