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(57) Resumo: CITOCINAS COM ANTICORPOS ALVEJADOS
PARA TERAPIA. presente invengéo refere-se as proteinas de fuséo
que compreendem um anticorpo, seu fragmento funcional ou derivado
funcional tendo afinidade de ligagdo especifica ao dominio extracelular
da fibronectina ncofetal (ED-B) ou a pelo menos um dos dominios
extracelulares da tenascina oncofetal, fundido a uma citocina
selecionada a partir do grupo que onsiste em IL-IO, 1L15, IL-24 e GM-
CSF, fragmentos funcionais e derivados uncionais do mesmos. A
invengdo também ¢é dirigida ao uso de pelo menos ma das ditas
proteinas de fusdo para a fabricagdo de um medicamento. Em
articular, a invengédo diz respeito ao uso do dito medicamento para o
trataento de tumores ou doengas inflamatdrias crénicas, tais como a
ateroscleose, a artrite e a psoriase.
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, Relatdrio Descritivo da Patente de Invengéo para "CITOCINAS
COM ANTICORPOS ALVEJADOS PARA TERAPIA".

Campo da Invencéo
A presente invengado refere-se as proteinas de fusao que com-

preendem um anticorpo, seu fragmento funcional ou derivado funcional ten-
do afinidade de ligagdo especifica ao dominio extracelular da fibronectina
oncofetal (ED-B) ou a pelo menos um dos dominios extracelulares da tenas-
cina oncofetal, fundido a uma citocina selecionada a partir do grupo que
consiste em IL-10, IL15, IL-24 e GM-CSF, seus fragmentos funcionais e de-
rivados funcionais. A invengdo também é dirigida ao uso de pelo menos uma
das ditas proteinas de fusdo para a fabricagdo de um medicamento. Em par-
ticular, a invencao diz respeito ao uso do dito medicamento para o tratamen-
to de tumores ou doengas inflamatdrias cronicas, tais como a aterosclerose,
a artrite e a psoriase.
Antecedentes Relevantes da Invencéao

As citocinas sdo proteinas imunomoduladoras, algumas das

quais tém sido usadas de modo pré-clinico ou clinico ndo somente para
combater o cancer, como também para interferir com as condigGes inflama-
torias cronicas e com a doenga infecciosa.

O potencial terapéutico das citocinas recombinantes € frequen-
temente limitado pelos efeitos colaterais graves, mesmo em baixas concen-
tragdes, assim impedindo concentragdes de citocinas suficientes nos teci-
dos-alvo. Recentemente, os anticorpos monoclonais foram empregados para
alvejar e distribuir as citocinas para os locais da doenga, para aumentar a
sua poténcia e poupar o tecido normal dos efeitos toxicos. De fato, diversas
proteinas de fusdo de anticorpo-citocina ja foram investigadas para a aplica-
¢do na terapia do cancer, freqientemente com resultados impressionantes.
Por exemplo, o anticorpo humano L19 especifico para o dominio ED-B da
fibronectina (um marcador de angiogénese) tem sido usado para distribuir as
citocinas pré-inflamatérias (tais como a IL-2, a IL-12 ou o TNF) para os tumo-
res sdlidos, algumas vezes com beneficios terapéuticos extraordinarios

[quanto a uma revisdo e referéncias correspondentes, vide Neri e Bicknell,
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Nat. Rev. Cancer (2005) 5:436-446, e também o WO 01/62298]. Entretanto,
muitas citocinas tém uma histéria de fracasso clinico, tanto quando usadas
como um agente individual, quanto como pares de fusao com 0s anticorpos
monoclonais. Por exemplo, a IL-2 recombinante ("Proleucina”, Quiron) foi
aprovada para o tratamento de pacientes com carcinoma de célula renal,
porém as taxas de respostas séo tipicamente baixas (geralmente abaixo de
20 %) para esta indicagdo e ainda menores para os outros tipos de céncer.
Outras citocinas (tais como a interleucina-12 ou a interleucina-10, vide abai-
xo) fracassaram em demonstrar eficacia substancial em uma série de estu-
dos clinicos, 0 que desacelerou os programas de desenvolvimento clinicos.
Estas citocinas ndo foram ainda aprovadas como substancias biofarmacéuti-
cas. O interferon gama é um outro exemplo de uma citocina aprovada para
uma indicacdo muito estreita (tratamento de doenga granulomatosa crénica,
Genentech) que fracassou em demonstrar beneficios clinicos substanciais
para outras indicagoes. »

Mesmo quando fundidas aos anticorpos, é imprevisivel um ga-
nho extraordinario no indice terapéutico. Por exemplo, a fusdo de anticorpo
anti-GD2-1L2 EMD273063 ndo conseguiu demonstrar beneficios terapéuticos
substanciais em diversos ensaios clinicos, finaimente e igualmente importan-
te em um ensaio em criancas com neuroblastoma (Osenga e outros, Clin.
Cancer Res. Mar 15; 12(6):1750-9 (2006)).

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina homodimérica produzida
por mondcitos e células T ativados que esta profundamente envolvida na
regulacdo das respostas inflamatérias e das reagdes imunes. A sua fungao
global principal € mais bem descrita como supressora das respostas imunes,
porém a IL-10 também possui atividades estimuladoras. A IL-10 foi primei-
ramente descrita como fator inibitorio da sintese de citocinas (CSIF), uma
atividade produzida pelas células Th2 de camundongo que inibia a ativagao
de e a producdo de citocinas pelas células Th1 [Fiorentino e outros, J. Exp.
Med. 170(6): 2081-95 (1989)]. O gene codificando a IL-10 humana esta loca-
lizado sobre o cromossomo 1 [Kim e outros, J. Immunol. 148(11): 3618-23
(1992)] e é traduzido em uma proteina composta de 160 aminoéacidos com
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uma massa molecular de 18,5 kDa. A IL-10 humana é ativa como um homo-
dimero ndo ligado ao dissulfeto de 37 kDa [Syto e outros, Biochemistry
37(48): 16943-51 (1998)].

A IL-10 tem sido considerada uma candidata atraente para uso
terapéutico com base em suas atividades imunomoduladoras in vitro poten-
tes e efeitos comprovados em modelos de animais de inflamagé@o aguda e
crénica, auto-imunidade, cancer e doenga infecciosa. A Schering-Plough
desenvolveu a IL-10 humana recombinante (ilodecacina, Tenovil®) para en-
saios clinicos. A proteina é produzida em E. coli e consiste em 161 aminoa-
cidos, idéntica com a proteina humana endégena, exceto por um residuo de
metionina na extremidade amino. Os ensaios clinicos de fases | e Il, que in-
vestigam a seguranga, a tolerancia, a farmacocinética, a farmacodinamica,
os efeitos imunoldgicos e hematolégicos de doses individuais ou multiplas da
IL-10 administrada por rotas intravenosas ou subcuténeas, tém sido efetua-
dos em diversos ambientes de voluntarios saudaveis e populagdes especifi-
cas de pacientes [Moore e outros, Annu Rev. Immunol. 19: 683-765 (2001)].
O desenvolvimento clinico, contudo, tem sido descontinuado devido a falta
de eficacia do composto. Recentemente, apresentou-se um dado que pode
explicar, pelo menos em parte, o dilema da terapia da IL-10. Tilg e outros
verificaram que altas doses de IL-10 supra-regulam a produgéo de IFN-gama
e neopterina, com isso contrabalangando as suas propriedades imunossu-
pressoras. Os autores concluiram que a agao terapéutica da hulL-10 admi-
nistrada sistemicamente é limitada pelos efeitos pré-inflamatérios da citocina
e sugerem que este problema pode ser contornado por abordagens que re-
sultem na distribuicdo mucosa efetiva sem causar um aumento nas concen-
tragdes sistémicas de IL-10 [Tilg e outros, Gut 50(2): 191-5 (2002)].

A interleucina-15 (IL-15) é um membro de 14 a 15 kDa da familia
do grupo da hélice 4o de citocinas compostas de 114 aminoacidos. Em par-
ticular, a proteina IL-15 é regulada de modo pés-transcricional por multiplos
elementos controladores que inibem a tradugdo, incluindo 12 AUGs a mon-
tante da regido ndo traduzida em 5' (UTR), 2 peptideos de sinais incomuns

(o peptideo curto com 21 aminoécidos permanece de modo intracelular, o
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peptideo longo com 48 aminoacidos € para secre¢ao) e a extremidade de C
da proteina madura [Bamford e outros, J. Immunol., 160(9): 4418-26 (1998)].
Ha 97% de identidade de seqUéncia entre a IL-15 humana e de simio e 73%
entre a humana e a de camundongo. Isto parece ser suficiente para a hulL-
15 para torné-la biologicamente ativa sobre as células de simios e murinos.
A IL-15 usa dois receptores distintos e vias de sinalizag&o: Um sistema de
IL-15R de alta afinidade que consiste nas subunidades de IL-2/158, v e IL-
15R0. é expresso sobre as células T e NK. As subunidades de IL-2/15R Be
as de Y. sdo compartilhadas com o receptor de IL-2 [Giri e outros, EMBO J.,
3(12):2822-30 (1994)]. Os mastdcitos respondem a IL-15 com um sistema de
receptor que ndo compartilha elementos com o receptor de IL-2, porém usa
uma nova subunidade de IL-15RX de 60 a 65 kDa. Uma variedade de teci-
dos, tais como a placenta, os musculos esqueléticos, o rim, os fibroblastos,
as células epiteliais, as células dendriticas e 0os monaocitos, expressa a IL-15.

A IL-15 estimula a producéo de citocinas pré-inflamatérias (por
exemplo, o TNFa, a IL-1, o IFNy), a proliferagéo e a sintese de Ig de células
B ativadas, a ativacdo de Tn1, mondcitos e células exterminadoras ativadas
por linfocinas, a proliferagcdo de mastdcitos e células T e inibe a apoptose
das células T e B. Além das atividades funcionais mencionadas, a IL-15 de-
sempenha um papel importante no desenvolvimento, na sobrevivéncia e na
fungdo das células NK [Joost J. Oppenheim e outros, Cytokine Reference;
213-221, (2002)]. Os estudos in vivo demonstraram que a IL-15 exdégena
aumenta a atividade antitumor das células T CD8* reativas ao tumor [Feh-
ninger e outros, Cytokine Growth Factor Rev., 13(2):169-83 (2002)].

Os altos niveis anormais da expressado da IL-15 foram descritos
nas doencas inflamatérias, neoplasticas e nas doengas auto-imunes, por
exemplo, a artrite reumatdide, a colite ulcerativa, a doenga de Crohn e a es-
clerose multipla [Joost J. Oppenheim e outros, Cytokine Reference; 213-221,
(2002)].

Porque a IL-2 e a IL-15 utilizam as mesmas subunidades de re-
ceptores, elas compartilham muitas caracteristicas. As diferengas principais

s30 0s seus sitios de sintese e secrec¢do. A IL-2 é produzida por células T
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ativadas. Em contraste, a IL-15 é expressa em uma variedade de tecidos,
conforme acima mencionado. Enquanto que a IL-2 pode promover a apopto-
se e a sobrevivéncia e a proliferagdo limitadas das células T de memoria
CD8*, a IL-15 auxilia a manter a populagéo de CD8* de memoria e pode ini-
bir a apoptose. A IL-15, inicialmente acreditada mediar efeitos biolégicos ba-
sicos como a IL-2, foi mostrada ter propriedades Unicas em estudos basicos
e pré-clinicos que podem ser de beneficio na imunoterapia do cancer [Feh-
ninger e outros, Cytokine Growth Factor Rev., (2):169-83 (2002)]. Tambeém,
o perfil de toxicidade da IL-15 assemelha-se aquele da IL-2 muito proxima-
mente [Munger e outros, Cell Immunol., 5(2):289-93 (1995)], assim sugerin-
do que a distribuigdo alvejada da IL-15 é superior a distribuicao sistémica em
termos de indice terapéutico.

Os estudos para identificar os epitopos de IL-15 que sao res-
ponséaveis pela ligagdo ao receptor da IL-15 revelaram mutantes da IL-15
que mostraram propriedades agonistas ou antagonistas que podem ser Uteis
como agentes terapéuticos [Bernard e outros, J. Biol. Chem., 279(23):
24313-22 (2004)]. Os mutantes da IL-15 IL-15D8S e IL-15Q108S eram inati-
vos em um bioensaio de CTLL-2, porém eram capazes de inibir competiti-
vamente a atividade biolégica da IL-15 ndo modificada [Pettit e outros, J. Biol.
Chem., 272(4): 2312-8 (1997)].

O gene-7 associado a diferenciagdo do melanoma (mda-7 = IL-
24) foi primeiramente identificado nos anos 90 como uma consequéncia de
sua propriedade de ser induzido durante a diferenciagao do melanoma. Ele é
um membro da familia de citocinas IL-10. O cDNA do gene IL-24 codifica
uma proteina de 206 aminoacidos com 23,8 kDa. Nas células humanas, a
proteina secretada tem um peso molecular significativamente mais elevado
(40 kDa) devido a N-glicosilagdo forte comparada a proteina intracelular
(30/23 kDa). A homologia da IL-24 humana ao correspondente do rato
(MOB-5) é 68% e ao do camundongo (FISP) 69%. Existem dois receptores
heterodiméricos funcionais para a 1L-24: IL-20R1/IL-20R2 e IL-22R1/IL-20R2
[Wang e outros, Genes Immun., 5(5):363-70 (2004)], [Chada e outros, Mol.,
Ther., 10(6):1085-95 (2004)]. Embora as cadeias dos receptores IL-20R1 e
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IL-22R1 sejam amplamente expressas, a expressao restrita do IL-20R2 co-
mum em certos tecidos ndo hemopoéticos sugere uma fungédo pleotropica da
IL-24 fora do sistema hemopoético [Wolk e outros, J. Immunol., 168(11):
5397-402 (2002)]. A IL-24 é expressa por mondcitos, células T, células den-
driticas e melandcitos. A IL-24 induz a secregédo de IFNy, IL-6, TNFa, IL-1-
e GM-CSF, indicando a sua fungdo como uma citocina pré-Th1. A IL-10 (ci-
tocina Th2) inibe a atividade da IL-24.

A quantidade de depbsito de IL-24 esta inversamente correlacio-
nada com a progressdo do melanoma. Estas verificagoes resultam na hip6-
tese que a produgdo de mda-7 é perdida durante a invasao do melanoma,
sugerindo uma fungéo da IL-24 como um supressor do tumor [Chada e ou-
tros, Mol. Ther., 10(6):1085-95 (2004)].

A expressao da IL-24 nos tumores pode promover a apresenta-
¢do do antigeno por ativagéo ou estimulagéo das células imunes acessorias
e efetoras [Chada e outros, Mol. Ther., 10(6):1085-95 (2004)].

Um grande acervo de dados demonstra que a superexpressao
do gene IL-24, usando os vetores de plasmidios ou um adenovirus defeituo-
so de replicagdo, resulta na supresséo do crescimento e na inducdo da a-
poptose através da ativagdo das vias de sinalizagao intracelulares em uma
ampla faixa de células de cancer. Este tipo de transferéncia de gene exibe
toxicidade minima sobre as células normais, ao mesmo tempo induzindo a
apoptose potente em uma variedade de células de cancer [Sieger e outros,
Mol. Ther., 9(3):355-67 (2004)]. Um ensaio clinico de escalagao de dose de
fase |, onde as construgcdes adenovirais que expressam a IL-24 foram admi-
nistradas a 22 pacientes com céncer avangado, resultou na expressao da IL-
24, na indugdo da apoptose em todos os tumores e 0s pacientes mostraram
aumentos nas células T CD3*CD8"* apés o tratamento. [Tong e outros, Mol.
Ther., 11(1):160-72 (2005)]. Diferentes estudos de transferéncia de genes da
IL-24 observaram que 0s tumores eram menores e pareciam menos vascula-
rizados comparados aos tumores de controle, o que indica atividade antian-
giogénica da IL-24 [Saeki e outros, Oncogene, 21(29): 4558-66 (2002)].
Quando usando adenovirus mda-7 (Ad-mda7), é para ser observado que
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existem desvantagens potenciais para a sua aplicagao em uma indicagao
clinica: em primeiro lugar, ndo é pratica a transdugdo ex vivo das células de
cancer humanas obtidas de pacientes com cancer com Ad-Mda7, seguida
por introdugdo novamente nos pacientes com cancer; em segundo lugar, a
administracdo intratumoral de Ad-mda7 para gerar uma resposta imune anti-
tumor potente é aplicavel somente aos tumores localizados e nao para 0s
tumores disseminados. Assim, abordagens alternativas necessitam ser de-
senvolvidas [Miyahara e outros, Cancer Gene Ther. 2006].

O fator estimulador de colénias de granuldcitos-macréfagos
(GM-CSF) é uma proteina de 141 aminoacidos (camundongo)/144 aminoa-
cidos (ser humano) contendo uma sequéncia de secrecdo de 17 aminodci-
dos. O peso molecular aparente da proteina glicosilada madura é 14 - 33
kDa, que é muito resistente as condi¢des de desnaturagao e proteoliticas. As
atividades in vivo do GM-CSF sdo mediadas por ligagdo a receptores de al-
tas afinidades que compreendem uma cadeia o especifica para o GM-CSF e,
para os seres humanos, uma subunidade 3 de transdugdo de sinal que é
compartilhada com a IL-3 e os receptores de IL-5 [Joost J. Oppenheim e ou-
tros, Cytokine Reference, 899-908, 2002].

O GM-CSF é um regulador principal da linhagem de granulécitos
e macréfagos. Ele estimula a sobrevivéncia, a proliferagédo e a diferenciagao
das células formadoras de colénias hematopoéticas das linhagens de neu-
trofilos, macréfagos e eosinéfilos. Em adigéo, ele mantém a sobrevivéncia
das células formadoras de coldnicas hematopoéticas das linhagens de célu-
las megacariociticas e eritroides [Joost J. Oppenheim e outros, Cytokine Re-
ference, 899-908, 2002). Ele também é um imunoestimulador potente com
efeitos pleiotropicos, incluindo o aumento da apresentagao de Ag em uma
variedade de células, a expressdo aumentada do MHC classe |l sobre mo-
nécitos e a amplificacdo da proliferagdo das células T [Fischer e outros, J.
Immunol., 141(11):3882-8 (1988), Smith e outros, J. Immunol., 144(10):3829-
34 (1990), Morrissey e outros, J. Immunol., 139(4):1113-9 (1987)].

Na patologia, a superexpressao do GM-CSF pode resultar em

reacdes inflamatdrias (por exemplo, artrite reumatoide), choque toxico, ce-
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gueira e auto-imunidade, a0 mesmo tempo em que 0S niveis subfisioldgicos
podem estar envolvidos em alguns casos de proteinose alveolar. A proteino-
se alveolar é uma doenca do pulmao fatal onde as proteinas tensoativas a-
cumulam-se no pulmdo devido a um defeito na depuragdo mediada por ma-
crofagos [Joost J. Oppenheim e outros, Cytokine Reference; 899-908, 2002].

Em modelos de animais, a vacinagao de camundongos contendo
o melanoma B16 com células de tumor irradiadas adicionais que expressam
o fator estimulador de coldnias de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF) esti-
mulou uma imunidade antitumor potente, de longa duragao e especifica, por
aumento da imunogenicidade dos tumores [Dranoff e outros, Proc. Natl. A-
cad. Sci. U.S.A., 90(8):3539-43 (1993)]. Adicionalmente, o GM-CSF é am-
plamente usado em oncologia para reduzir a neutropenia relacionada a qui-
mioterapia, uma redugdo de neutrdfilos causada por farmacos quimioteré-
péuticos [Danova e outros, Haematologica, 82(5):622-9 (1997)], [Vose e ou-
tros, J. Clin. Oncol., 13(4):1023-35 (1995)]. H4 um limiar acima do qual uma
vacina a base de GM-CSF ndo somente perde a sua eficacia, como, de mo-
do mais importante, resulta em imunossupressao substancial in vivo. Os e-
feitos duplos do GM-CSF sdo mediados pela concentragdo sistémica, e nao
pela local, desta citocina [Serafini e outros, Cancer Res., 64(17):6337-43
(2004)]. Diversos eventos adversos sao vistos em doses de 16 pg/kg por dia
para os seres humanos [Joost J. Oppenheim e outros, Cytokine Reference;
899-908 (2002)].

As fibronectinas sdo glicoproteinas adesivas de altos pesos mo-
leculares, presentes, na forma soluvel, no plasma e em outros fluidos corpé-
reos e, na forma insolivel, na matriz extracelular. O EDB € um dominio de
homologia do tipo Il de 91 aminoécidos, que é inserido na molécula de fi-
bronectina por um mecanismo de remog¢&o alternativa no nivel do transcrito
primario sempre que ocorrer a remodelagem do tecido [Zardi e outros, Embo
J. 6(8): 2337-42 (1987)].

O EDB é essencialmente indetectavel nos tecidos adultos sau-
daveis. A sua expressdo esta fortemente associada com a remodelagem da

matriz extracelular e a angiogénese. O dominio é abundante em muitos tu-
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mores agressivos e, dependendo do tipo de tumor, mostra padrdes estro-
mais de expresséo predominantemente vasculares ou difusos [Carnemolla e
outros, J. Cell Biol. 108(3): 1139-48 (1989)]. Apesar de sua expressao muito
restrita nos tecidos normais e de sua forte expresséo em muitos tumores
solidos, a funcdo do EDB nido parece ser indispensavel, porque 0s camun-
dongos que néo tém o exon de EDB desenvolvem-se normalmente, sao fér-
teis e curam os fragmentos ésseos. Além disso, os camundongos "nocautes”
duplos que n&o tém o exon de EDB e p53 nao mostraram qualquer diferenga
na duracdo da sobrevivéncia em comparagdo com 0s animais que expres-
sam o EDB [Fukuda e outros, Cancer Res 62(19): 5603-10 (2002)].

Porque a seqiiéncia de EDB ¢ idéntica no camundongo, no rato,
no coelho, no cdo, no macaco e no homem, ndo tinha sido ainda possivel
produzir anticorpos contra este dominio por tecnologia de hibridoma, devido
a tolerancia natural. Alguns anos atras, os fragmentos de anticorpos scFv de
altas afinidades (L19) contra o EDB foram isolados por tecnologia de exposi-
¢do em fago [Carnemolla e outros, Int. J. Cancer 68(3): 397-405 (1996); Neri
e col, Nat. Biotechnol. 15(12): 1271-5. (1997); Pini e outros, J. Biol. Chem.
273(34): 21769-76 (1998)]. O L19 é capaz de tingir os vasos sanguineos do
tumor em uma ampla faixa de modelos experimentais de tumor e sobre sec-
¢bes de tumores humanos e outros disturbios angiogénicos [Carnemolla e
outros, J. Cell biol. 108(3): 1139-48 (1989); Kaczmarek e outros, Int. J. Can-
cer 59(1): 11-6 (1994); Berndt e outros, HistoChem. Cell Biol. 109(3): 249-55
(1998)]. Castellani e outros mostraram que o L19 tinge 0s vasos sanguineos
do tumor nos astrocitomas graus lli-IV, porém menos do que 10% dos vasos
nos astrocitomas graus I-ll, sugerindo que a expressao do EDB nestas le-
sbes poderia ser usada para a graduagao dos tumores [Castellani e outros,
Am. J. Pathol. 161(5): 1695-700 (2002)].

Devido a conservacdo do antigeno, o desempenho de alveja-
mento do L19 poderia ser investigado em modelos de animais singénicos
imunocompetentes. Os estudos de biodistribuicdo com diferentes formatos
de anticorpos radiomarcados (scFv, proteina imuno pequena/SIP e IgG)

mostraram um acumulo preferencial de até 20 % de dose injetada por grama
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de tecido (% de Dl/g) de L19 no local do tumor [Borsi e outros, Blood
102(13): 4384-92 (2003)]. Os primeiros estudos de imunocintigrafia em paci-
entes humanos tendo cancer com o fragmento de anticorpo biespecifico
("diacorpo") L19 marcado com 2%l confirmaram que o anticorpo também lo-
caliza para tumores sélidos humanos e metastases [Santimaria e outros, Clin.
Cancer Res. 9(2): 571-9 (2003)].

O dominio EDB de fibronectina é um marcador de boa qualidade
da angiogénese, 0 qual é superexpresso em uma variedade de tumores soli-
dos (por exemplo, carcinoma de célula renal, carcinoma colorretal, carcino-
ma hepatocelular, astrocitomas de altos graus, tumores da cabecga e do pes-
cogo, cancer da bexiga, etc.), porém € virtuaimente indetectavel nos tecidos
adultos normais (excecdo feita para o endométrio na fase proliferativa e al-
guns vasos nos ovarios). Entretanto, o EDB é somente fracamente expresso
na maioria das formas de cancer de mama, cancer de prostata e alguns ti-
pos de cédncer de pulméo, assim estimulando a pesquisa por novos antige-
nos de tumores vasculares, os quais poderiam ser usados para a distribui-
¢do alvejada, mediada por anticorpos, de citocinas terapéuticas para estas
neoplasias.

Além do EDB, os dominios extracelulares da tenascina oncofetal
tdm sido estabelecidos como um alvo interessante na terapia. As isoformas
de remogao da tenascina-C sdo consideradas alvos para as estratégias te-
rapéuticas a base de antiéorpos, particularmente para aquelas classes de
tumores nas quais podem ser detectados baixos niveis de EDB. A tenascina-
C é uma glicoproteina da matriz extracelular. Ela compreende diversas repe-
ticoes de homologia do tipo 3 de fibronectina que podem ser incluidas ou
omitidas no transcrito primario por remogao alternativa, resultando em iso-
formas pequenas e grandes que tém fungbes bioldgicas distintas. Embora a
isoforma pequena seja expressa em diversos tecidos, a isoforma grande de
tenascina-C exibe um padrdo de expressdo mais restrito. Ela € virtualmente
indetectavel em tecidos adultos saudaveis, porém é expressa durante a em-
briogénese e é novamente expressa em tecidos adultos sofrendo remodela-

gem, incluindo a neoplasia. A sua expressao esta localizada em torno de
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estruturas vasculares no estroma do tumor de uma variedade de tumores
diferentes, incluindo o carcinoma da mama, o carcinoma de célula escamosa
oral, o cancer do pulm&o, o adenocarcinoma prostatico, o cancer colorretal
ou o astrocitoma e outros tumores do cérebro. Tradicionalmente, a comuni-
dade cientifica referia-se a isoforma grande de tenascina-C para as molécu-
las de tenascina, as quais compreenderiam putativamente todos os dominios
alternativamente removidos, e a isoforma pequena da tenascina-C sempre
que estes dominios estavam ausentes. Carnemolla e colegas relataram que
o dominio C alternativamente removido da tenascina-C exibia um padrao
mais restrito de expressdo, quando comparado aos outros dominios alterna-
tivamente removidos. Permaneceu confuso naquela ocasido se os outros
dominios alternativamente removidos da tenascina-C também exibiam incor-
poracdo restrita na molécula de tenascina e se seria mais apropriado avaliar
os dominios removidos individuais separadamente como alvos para estrate-
gias terapéuticas a base de anticorpos. Os anticorpos radiomarcados espe-
cificos para os dominios A1 e D da tenascina-C foram empregados com éxi-
to na clinica para o tratamento de glioma e linfoma. Além disso, 0 alvejamen-
to do tumor eficiente pelos anticorpos antitenascina tem sido demonstrado
clinicamente usando uma abordagem pré-alvejamento a base de avidi-
na/biotina ou, mais recentemente, com anticorpos monoclonais especificos
para a isoforma pequena da tenascina-C. Entretanto, todos estes anticorpos
sdo de origem de murino e, portanto, sdo mais provavelmente nao adequa-
dos para a administragdo repetitiva aos pacientes humanos e o desenvolvi-
mento de substancias biofarmacéuticas. Por estas razbes, 0s anticorpos
humanos especificos para os dominios A1, C e D da tenascina-C foram ge-
rados usando a tecnologia de fago de anticorpo [PCT/EP2005/011624 de
Philogen S.p.A].

Conforme demonstrado acima, ha ainda uma alta incerteza en-
volvida no campo em relagéo a utilidade terapéutica das citocinas em geral,
em particular a utilidade terapéutica das citocinas para o tratamento de tu-
mores e/ou doencas inflamatérias. Embora a técnica anterior esporadica-

mente indique que algumas proteinas de fusao especificas de anticorpos-
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citocinas poderiam permitir o tratamento terapéutico direcionado para o alvo,
ndo ha ainda nenhuma expectativa razodvel de sucesso porgue 0s resulta-
dos ndo sdo previsiveis. A pessoa versada é deixada imaginando com rela-
¢do a natureza de uma citocina terapeuticamente util e ao efeito que a sua
combinagdo com um anticorpo ou seu derivado teria. Portanto, a pessoa
versada requer habilidade inventiva para selecionar a combinagao certa das
muitas citocinas conhecidas e dos muitos anticorpos de alvejamento conhe-
cidos porque o resultado ndo pode ser previsto.

E o'objetivo da presente inveng@o proporcionar novas substan-
cias terapéuticas para o tratamento de céncer e/ou doengas inflamatérias,
em particular para o tratamento de psoriase, aterosclerose e artrite, que
permitam a distribuicdo alvejada da substéncia terapéutica para os locais da
doenca, 0 que, por sua vez, permite a concentragao do medicamento € a
reducédo da carga toxica para os tecidos saudaveis restantes.

Descricdo da invencéo ,
Foi surpreendentemente verificado que a combinagao especifica

de um anticorpo que alveja o dominio extracelular da fibronectina oncofetal
(ED-B) ou os dominios extracelulares da tenascina oncofetal, fundido a uma
citocina selecionada a partir do grupo que consiste em (a) IL-10, (b) IL15, (c)
IL-24 e (d) GM-CSF, proporciona uma nova proteina de fusao terapeutica-
mente efetiva.

Portanto, o objetivo acima mencionado é resolvido proporcio-
nando uma proteina de fusdo compreendendo:
um anticorpo, seu fragmento funcional ou derivado funcional tendo uma
afinidade de ligagdo especifica ao dominio extracelular da fibronectina onco-
fetal (ED-B) ou a pelo menos um dos dominios extracelulares da tenascina
oncofetal, fundido a
uma citocina selecionada a partir do grupo que consiste em (a) IL-10, (b)
IL15, (c) IL-24 e (d) GM-CSF, seus fragmentos funcionais e derivados fun-
cionais.

O termo "afinidade de ligacdo especifica", como & usado neste

documento, é para ser entendido significar que o anticorpo, o fragmento fun-
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cional ou o derivado funcional dele especificamente se liga a proteina-alvo
com afinidade significativa e ndo a outras proteinas com afinidade significati-
va que estdo também localizadas no mesmo ambiente, isto é, o sistema de
ensaio ou o corpo, o 4rgéo, etc., in vivo ou in vitro, e sob as mesmas condi-
cdes, por exemplo, pH, temperatura, tampé&o, etc. Em geral, uma especifici-
dade de ligagéo é testada efetuando-se um ensaio de ligagdo com uma mo-
lécula-alvo especifica e com um grande niimero de substéncias nao relacio-
nadas. Além disso, os testes funcionais, a imunoistoquimica e os outros pro-
cedimentos podem ser usados para avaliar a especificidade de ligacao de
um anticorpo especificado.

Para muitos bioensaios (por exemplo, ELISA) baseados em anti-
corpos, fragmentos funcionais ou derivados funcionais deles capazes de li-
gacédo especifica, uma constante de dissociagcdo de 1 micromolar ou menos
é requerida para produzir sinais de ligacdo detectaveis, os quais sao fre-
glentemente associados com um modo de ligagao especifico. De preferén-
cia, os anticorpos, os fragmentos funcionais ou os derivados funcionais para
uso na presente invencdo tém uma afinidade de ligagao especifica corres-
pondendo a uma constante de dissociagdo de menos do que cerca de 5,
preferivelmente cerca de 1 ou menos micromolar (uM), mais preferivelmente
cerca de 0,1 pM ou menos, mais preferivelmente ainda cerca de 1 nM ou
menos ou mesmo 1 pM ou menos.

Os anticorpos, os fragmentos funcionais e os derivados funcio-
nais deles, para praticar a invengdo, estao rotineiramente disponiveis por
tecnologia de hibridoma (Kohler e Milstein, Nature 256, 495-497, 1975), ex-
posicdo de anticorpo em fago (Winter e outros, Annu. Rev. Immunol. 12,
433-455, 1994), exposigdo em ribossomo (Schaffitzel e outros, J. Immunol.
Methods, 231, 119-135, 1999) e triagem em filtro de coldnia iterativa (Gio-
vannoni e outros, Nucleic Acids Res. 29, E27, 2001) assim que 0 antigeno-
alvo estiver disponivel. As proteases tipicas para fragmentar os anticorpos
em produtos funcionais sdo bastante conhecidas. Outras técnicas de frag-
mentacdo podem ser usadas também, desde que o fragmento resultante

tenha uma alta afinidade especifica e, preferivelmente uma constante de
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dissociacéo na faixa de micromolares a picomolares.

O desempenho de alvejamento do tumor vascular dos fragmen-
tos de anticorpos no formato scFv tem sido mostrado para depender cruci-
almente (pelo menos para a constante de dissociacdo de micromolares a
picomolares) da afinidade do anticorpo pelo alvo. Por exemplo, o fragmento
de anticorpo scFv(L19) de alta afinidade, especifico para o dominio ED-B da
fibronectina, um marcador da angiogénese, foi mostrado alvejar a neovascu-
latura do tumor mais eficientemente do que o fragmento de anticorpo paren-
tal scFv(E1), com uma afinidade menor pelo antigeno [Viti e outros, Cancer
Res. 15;59(2):347-52 (1999)]. Em certos casos, a avidez da ligagao (por e-
xemplo, associada com certos formatos de anticorpos homobivalentes) pode
compensar uma afinidade de ligagdo monomérica moderada [Nielsen e ou-
tros, Cancer Res., 60(22):6434-40 (2000)].

Um fragmento de anticorpo muito conveniente para aplicagoes
de alvejamento é o fragmento Fv de cadeia individual, no qual um dominio
pesado varidvel e um leve variavel sao unidos conjuntamente por um ligador
de polipeptideo. Os outros fragmentos de anticorpos para aplicagoes de al-
vejamento vascular incluem os fragmentos Fab, o0s fragmentos Faby, os mi-
nianticorpos (também chamados proteinas imunes pequenas), as fusbes de
scFv-scFv em série, bem como as fusdes de scFv com dominios adequados
(por exemplo, com a porgdo Fc de uma imunoglobulina). Quanto a uma revi-
sio sobre certos formatos de anticorpos, vide Holliger P, Hudson PJ.; Engi-
neered antibody fragments and the rise of single domains. Nat Biotechnol.
set. de 2005, 23(9):1126-36.).

O termo "derivado funcional" de um anticorpo para uso na pre-
sente invencdo é pretendido incluir qualquer anticorpo ou fragmento dele
que tenha sido quimica ou geneticamente modificado em sua sequéncia de
aminoéacidos, por exemplo, por adi¢cdo, substituicdo e/ou remogdo de resi-
duo(s) de aminoacido(s) e/ou tenha sido quimicamente modificado em pelo
menos um de seus atomos e/ou grupos quimicos funcionais, por exemplo,
por adicdes, remogdes, rearranjo, oxidagéo, redugao, etc., desde que o deri-

vado tenha substancialmente a mesma afinidade de ligacdo que ao seu an-
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tigeno original e, preferivelmente, tenha uma constante de dissociagao na
faixa de micro-, nano- ou picomolares. Um derivado mais preferido dos anti-
corpos para uso na presente invengdo € uma proteina de fusao de anticorpo
que sera definida em mais detalhe abaixo.

Em uma modalidade preferida, o anticorpo, o fragmento ou o
derivado funcional dele, para uso na invengdo, € um que é selecionado a
partir do grupo consistindo em anticorpos policlonais, anticorpos monoclo-
nais, anticorpos quiméricos, anticorpos humanizados, anticorpos com CDR
enxertada, fragmentos Fv, fragmentos Fab e fragmentos Fabz e proteinas de
ligacdo similares aos anticorpos, por exemplo, afilinas, anticalinas e aptame-
ros.

Quanto a uma revisdo das proteinas de ligagcdo similares aos
anticorpos, vide Binz e outros sobre proteinas de ligagcdo de engenharia a
partir de dominios que néo de imunoglobulina em Nature Biotechnology. vol.
23, N2 10, outubro de 2005, 12571268. O termo "aptamero” descreve acidos
nucléicos que se ligam a um polipeptideo com alta afinidade. Os aptameros
podem ser isolados a partir de uma grande uni&o de diferentes moléculas de -
RNA de fitas simples por métodos de selegao, tais como SELEX (vide, por
exemplo, Jayasena, Clin. Chem., 45, pags. 1628 - 1650, (1999); Klug e Fa-
mulok, M. Mol. Biol. Rep., 20, pags. 97 - 107 (1994); US 5.582.981). Os ap-
tameros podem também ser sintetizados e selecionados na sua forma espe-
cular, por exemplo, como o L-ribonucleotideo (Nolte e outros, Nat. Biotech-
nol., 14, pags.1116 — 1119, (1996); Klussmann e outros, Nat. Biotechnol.,
14, pags. 1112 - 1115, (1996)). As formas isoladas neste modo tém a vanta-
gem que elas ndo sdo degradadas por ribonucleases de ocorréncia natural e,
portanto, tém uma estabilidade maior.

Uma outra proteina de ligagdo similar ao anticorpo e alternativa
aos anticorpos classicos sdo os assim chamados "andaimes protéicos", por
exemplo, anticalinas, que sdo baseados na lipocalina (Beste e outros, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 96, pags. 1898 - 1903, (1999)). Os sitios de ligagao ao
ligante naturais das lipocalinas, por exemplo, da proteina de ligagdo ao reti-
nol ou proteina de ligagdo a bilina, podem ser alterados, por exemplo, em-
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pregando uma abordagem de "projeto de proteina combinatério”, e em um
modo tal que eles ligam haptenos selecionados (Skerra, BioChem. Biophys.
Acta, 1482, pags. 337 - 350, (2000)). Quanto aos outros arcabougos protéi-
cos, sabe-se também que eles sdo alternativos para os anticorpos (Skerra, J.
Mol. Recognit, 13, pags. 167 - 287, (2000)). (Hey, Trends in Biotechnology,
23, pags. 514-522, (2005)).

De acordo com a invencdo, o termo derivado de anticorpo fun-
cional é pretendido incluir as ditas alternativas derivadas de proteinas para
os anticorpos, isto é, as proteinas de ligagao similares aos anticorpos, por
exemplo, afilinas, anticalinas e aptameros que reconhecem especificamente
pelo menos um dominio extracelular de fibronectina oncofetal ou tenascina
oncofetal. }

Em resumo, os termos anticorpo, fragmento funcional e derivado
funcional dele significam todas as substancias que tém afinidade de ligagao
especifica igual ou similar a qualquer um dos domvl'nios extracelulares da
fibronectina oncofetal ou da tenascina oncofetal como um anticorpo comple-
to tendo afinidade de ligagdo especifica a estes alvos.

Para a tenascina, ha diversas isoformas disponiveis, por exem-
plo, a tenascina-C, a tenascina-R e a tenascina-X. Para praticar a presente
invencgdo, os dominios extracelulares da g'rande isoforma da tenascina-C séao
mais preferidos como alvos especificos para o anticorpo, o seu fragmento
funcional ou derivado funcional que é parte das proteinas de fusé@o da pre-
sente invengao.

Em uma modalidade preferida, o anticorpo, o seu fragmento fun-
cional ou derivado funcional, que é parte de uma proteina de fusao da inven-
cdo, tem uma afinidade de ligagéo especifica a pelo menos um dos dominios
extracelulares da tenascina-C oncofetal, mais preferivelmente a pelo menos
um dos dominios extracelulares da isoforma grande da tenascina-C.

Os dominios extracelulares da tenascina-C sao designados do-
minios A1, A2, A3, A4, B, C e D. Ja existem diversos anticorpos disponiveis
que sdo direcionados contra um destes dominios (vide Siri A. e outros, Diffe-

rent susceptibility of small and large human tenascin-C isoforms to degrada-
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tion by matrix metalloproteinases. J. Biol. Chem., 14 de abril de 1995,
270(15):8650-4; Carnemolla B. e outros, Identification of a glioblastoma-
associated tenascin-C isoform by a high affinity recombinant antibody. Am. J.
Pathol. maio de 1999, 154(5): 1345-52; Silacci M. e col, Human monoclonal
antibodies to domain C of tenascin-C selectively target solid tumors in vivo.
Protein Eng. Des. Sel. out. de 2006, 19(10):471-8).

Em uma modalidade mais preferida, a presente invengéo refere-
se as proteinas de fusdo da invengdo compreendendo um anticorpo, seu
fragmento funcional ou derivado funcional tendo afinidade de ligacdo especi-
fica a qualquer um dos dominios extracelulares da tenascina-C, isto €, A1,
A2, A3, A4, B, C e D, preferivelmente a qualquer um dos dominios A1, Cou
D, mais preferivelmente ao dominio C da tenascina-C.

O termo "proteina de fusdo”, conforme é usado no contexto da
presente invengdo, é pretendido incluir todos os conjugados, onde o dito an-
ticorpo, fragmento ou derivado funcional esta de certo modo ligado a uma
citocina selecionada a partir do grupo que consiste em (a) IL-10, (b) IL15, (c)
IL-24 e (d) GM-CSF, seus fragmentos fundionais e derivados funcionais, a-
través de, por exemplo, ligagdes covalentes e/ou nao-covalentes, por exem-
plo, iénicas. O termo inclui ambos os arranjos de ligagao, isto é, anticorpo -
citocina ou citocina - anticorpo. '

Os termos fragmento funcional e derivado funcional com relagao
as ditas citocinas sdo para serem interpretados essencialmente em analogia
aos mesmos termos para os anticorpos. Os fragmentos e os derivados fun-
cionais das citocinas sdo aqueles que essencialmente tém a mesma fun-
cdo/atividade fisiologica que as citocinas de ocorréncia natural. Por exemplo,
os ensaios preferidos para determinar a fungao/atividade das citocinas, dos
fragmentos e dos derivados delas, para preparar as proteinas de fusdo de
acordo com a presente invengao, sao:

A atividade/fungdo da citocina de IL-10 ou de seus derivados
funcionais pode ser determinada efetuando-se um ensaio de proliferagao
sobre os mastocitos MC/9 de murinos. Por exemplo, as ditas células sao
cultivadas em meio DMEM contendo 10% de FBS, 10% de T-Stim de Rato
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(Becton Dickinson), 1% de antibi6tico, glutamina a 2 mM e B-mercaptoetanol
a 0,05 mM [Thompson-Snipes e outros, J. Exp. Med. 173(2): 507-10 (1991)].
Para preparar o ensaio, 100 pl de meio sem T-Stim de Rato sao colocados
em cada cavidade de uma placa de cultura de tecido de fundo plano de 96
cavidades, com ligagéo ultra baixa (Costar® 3474), exceto pela primeira filei-
ra. 200 pl de IL-10 humana recombinante (rhu) (100 ng/ml), ou uma quanti-
dade molar equivalente da amostra a ser testada, sé@o colocadas nas cavi-
dades na primeira fileira. As diluigdes em série a 1:2 através das fileiras da
placa de microtitulo sdo preparadas por transferéncia de 100 ul da amostra
para a cavidade seguinte na fileira e mistura comecando a partir da primeira
fileira. Uma fileira das cavidades contém somente 100 pl de meio de ensaio
(sem citocina) como um controle negativo. As células MC/9 sao entéao conta-
das e diluidas até uma concentra¢édo de 5 x 10° células/ml. Para remover a
citocina residual, as células sdo lavadas duas vezes com meio de cultura
sem T-Stim de Rato por centrifugacdo das células, aspiragdo do meio e re-
suspensdo delas novamente em meio novo. 100 pl desta suspenséao celular
sdo adicionadas nas cavidades da placa de 96 cavidades (5 x 10* célu-
las/cavidade). Apds 48 - 72 horas, 20 pl de solugéo de MTT a 5 mg/ml (em
PBS, filtrada), um substrato para a desidrogenase mitocondrial, sdo adicio-
nados as células. 4 horas mais tarde, a placa é centrifugada a 2400 g por 10
minutos. O meio é aspirado e as células s&o lisadas por adigdo de 100 pl de
DMSO (Fluka 41641). Finalmente, as placas sao lidas a 570 nm. Cada con-
centragdo é efetuada em triplicata.

Por exemplo, a atividade/fungdo da citocina de hulL15 ou de
seus derivados funcionais pode ser determinada (manual de Biosource Cy-
tokine Facts) efetuando-se um ensaio sobre a linhagem de linfécitos T cito-
t6xicos 2 (CTLL-2). As ditas células sdo desenvolvidas em ‘meio RPMI con-
tendo 10% de FBS, 1% de antibiéticos, glutamina a 2 mM (100x), piruvato de
sodio a 1 mM (100x) e 2-mercatoetanol a 50 um (1000x). Adicionalmente, as
células CTLL-2 requerem 20 U/ml de hulL-2 (Roche 1 011 456). Aproxima-
damente uma semana antes do inicio do ensaio, as células devem ser suba-
limentadas e recebem somente 10 U/mi de hulL-2. Para a preparagao do
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ensaio, 50 ul do meio de ensaio de CTLL-2 séo adicionados a cada cavidade
de uma placa de cultura de tecido de fundo plano de 96 cavidades com liga-
cao ultra baixa (Costar® 3474), exceto pela primeira fileira. 100 pl de padrao
de IL-15 humana recombinante (10 ng/ml), ou uma quantidade equimolar da
amostra de teste, sdo colocados no primeira cavidade. As diluicbes em série
a 1:2 sdo feitas por transferéncia de 50 pl para a cavidade seguinte na fileira
comegando na primeira fileira. Uma fileira das cavidades contém somente 50
ul de meio de ensaio (sem rhulL-15) como um controle negativo. As células
CTLL-2 sdo contadas e diluidas até uma concentragédo de 5 x 10° células/ml.
Para remover a hulL-2 residual, as células séo lavadas como se segue: apos
centrifugar as células 5 minutos a 1100 rpm, 0 meio é aspirado e 0s precipi-
tados de células sdo novamente suspensos no meio novo. Este procedimen-
to de lavagem é repetido duas vezes. 50 ul da suspensao celular sdo adicio-
nados a cada cavidade da placa de microtitulos (5 x 10* células/cavidade) e
a placa é incubada a 37°C e 5% de CO.. As medi¢oes sdo feitas em triplica-
ta. Apds 72 horas, 20 pl de solugdo de MTT a 5 mg/mi (Sigma 206-069-5)
(em PBS) sao adicionados a cada cavidade. 2 a 4 horas mais tarde, a placa
é centrifugada a 2400 g por 10 minutos. O meio € aspirado e as células sao
lisadas por adigdo de 100 wl de DMSO (Fluka 41641). Entao, a placa é lida a
570 nm. ‘

Por exemplo, para testar a fungédo/atividade bioldgica da IL-24 ou
de um derivado funcional dela como uma citocina, a sua indugdo da secre-
¢do de citocinas secundarias (IL-26, TNFalfa e IFNgama) pela PBMC pode
ser examinada [Caudell e outros, J. Immunol., 168(12):6041-6 (2002)]. A de-
teccdo das citocinas secundarias pode ser feita por ELISA(s) especifico(s).

Uma outra opgdo é testar a capacidade da IL-24, ou de um deri-
vado funcional dela, de induzir seletivamente a apoptose em células de céan-
cer [Sauane e outros, Cancer Biol. Then, 3(8):739-51 (2004)]. Para efetuar
isto, podem ser usadas células de cancer como DU-145, PC-3, LNCaP,
MDA-MB-231 e outras. As células sdo preparadas em placas de 96 cavida-
des e deixadas unir por 12 h, antes do tratamento com IL-24 (concentragdes

diferentes, normalmente cerca de 25-50 pg/ml). As células sdo incubadas
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por 5-7 dias. O desenvolvimento das células e os numeros de células viaveis
sdo0 monitorados por coloracdo com MTT. A absorbéncia resultante medida a
570 nm é diretamente proporcional ao niumero de células viaveis.

Por exemplo, a atividade/fungdo da citocina de GM-CSF, ou de
um derivado funcional dele, pode ser determinada (manual de Biosource
Cytokine Facts) efetuando-se um ensaio de proliferacao sobre os mastocitos
de murinos MC/9. As ditas células sdo cultivadas em meio DMEM contendo
10% de FBS, 10% de T-Stim de Rato (Becton Dickinson), 1% de antibiético,
glutamina a 2 mM e B-mercaptoetanol a 0,05 mM. O meio RPMI contendo
10% de FBS, 1% de antibidticos, glutamina a 2 mM e B-mercaptoetanol a
0,05 M é usado como meio de ensaio. Para preparar 0 ensaio, 100 wl de
meio de ensaio sdo colocados em cada cavidade de uma placa de cultura de
tecido de fundo plano de 96 cavidades, com ligagdo ultra baixa (Costar®
3474), exceto pela primeira fileira. 200 ul de muGM-CSF recombinante (5
ng/ml), ou uma quantidade molar equivalente da amostra, séo colocadas nas
cavidades na primeira fileira. As diluicbes em série a 1:2 através das fileiras
da placa de microtitulo s&o feitas por transferéncia de 100 pl da amostra pa-
ra a cavidade seguinte na fileira e mistura comegando a partir da primeira
fileira. Uma fileira das cavidades contém somente 100 pl de meio de ensaio
(sem GM-CSF) como um controle negativo. As células MC/9 séo contadas e
diluidas até uma concentragao de 5 x 10* células/ml. Para remover a citocina
residual, as células sdo lavadas duas vezes com RPMI por centrifugagao
das células, aspiracdo do meio e re-suspensao delas novamente em RPMI
novo. 100 pl desta suspensdo celular sdo adicionadas nas cavidades de
uma placa de 96 cavidades (5 x 10° células/cavidade), a qual ja contém 100
ul do meio correspondente enriquecido com a proteina de fusdo de rmuGM-
CSF ou GM-CSF. Apds 48 - 72 horas, 20 pl de solugdo de MTT a 5 mg/mi
(em PBS, filtrada), um substrato para a desidrogenase mitocondrial, séo adi-
cionados as células. 4 horas mais tarde, a placa é centrifugada a 2400 g por
10 minutos. O meio é aspirado e as células sdo lisadas por adi¢do de 100 pl
de DMSO (Fluka 41641). Finalmente, as placas sdo lidas a 570 nm. Cada

concentracao é testada em triplicata.
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Em uma modalidade preferida da invengao, a proteina de fusao
de acordo com a invengdo compreende o fragmento de anticorpo biespecifi-
co ("diacorpo”) scFv L19 (longo) tendo a seqiiéncia de aminoacidos descrita
em SEQ ID NO: 6.

Em uma outra modalidade preferida da invengao, a proteina de
fusdo de acordo com a invengdo compreende o fragmento de anticorpo bi-
especifico ("diacorpo") L19 (curto) tendo a seqiiéncia de amino descrita em
SEQ ID NO: 7.

Em uma modalidade preferida adicional da invengéo, a proteina
de fusdo é uma onde o anticorpo, o fragmento funcional ou o derivado fun-
cional dele tendo afinidade de ligagdo especifica a pelo menos um dos do-
minios extracelulares da tenascina oncofetal é selecionado a partir do grupo
que consiste em F16 (longo), F16 (curto), F16 (A34M) (longo), F16 (A34M)
(curto), G11 (longo) e G11 (curto) tendo as seqliéncias de amino descritas
em SEQ ID NO: 8 até 13, respectivamente.

Mais preferivelmente, a proteina de fusdo de acordo com a in-
vengdo é uma onde um membro do grupo que consiste em L19 (longo), L19
(curto), F16 (longo), F16 (curto), F16 (A34M) (longo), F16 (A34M) (curto),
G11 (longo) e G11 (curto) esta fundido a uma citocina selecionada a partir
do grupo que consiste em GM-CSF, IL-10, IL15 e IL-24, seus fragmentos
funcionais e derivados funcionais.

Para todas as modalidades e aspectos da presente invengao,
prefere-se que a citocina seja uma citocina de murino ou humana, preferi-
velmente uma humana, seu fragmento funcional ou derivado funcional.

As proteinas de fusdo de acordo com a invengéo podem ser dis-
postas de modo tal que a citocina, o fragmento funcional ou o derivado fun-
cional dela esteja fundido de modo N-terminal ou C-terminal ao anticorpo, ao
fragmento funcional ou ao derivado funcional dele.

Foi surpreendentemente verificado que os derivados funcionais
com ligadores curtos de L19, F16 e G11 resultam em uma formacao aumen-
tada de fragmentos de anticorpo biespecifico fragmentos de anticorpo bi-

especifico ("diacorpos"), quando comparados as variantes de ligadores lon-
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gos. Além disso, foi surpreendentemente observado que as proteinas de
fusdo compreendendo scFv F16 (longo ou curto) com uma mutagao na posi-
¢do 34 na sequéncia de aminodacidos (A->M) (SEQ ID NOS: 10 e 11) de-
monstraram taxas de expressdo muito maiores comparadas a sequéncia de
scFv F16 regular. ‘

Por causa das vantagens acima mencionadas das variantes cur-
tas, estas proteinas de fusdo de acordo com a invengéo sao preferidas, onde
o fragmento de anticorpo ou o seu derivado funcional é selecionado a partir
do grupo que consiste em L 19 (curto), F16 (curto), F16 (A34M) (curto) e
G11 (curto).

As proteinas de fusdo compreendendo a variante F16 (A34M)
(longa ou curta) sdo mais preferidas e aquelas compreendendo a variante
F16 (A34M) curta sdo mais preferidas.

Na verdade, em um aspecto independente, a presente invengao
refere-se a uma proteina de fusdo compreendendo:

(i) F16 (A34M) (curto ou longo, preferivelmente curto) tendo afi-
nidade de ligacdo especifica a pelo menos um dos dominios extracelulares
da tenascina oncofetal, fundido a qualquer citocina, fragmentos funcionais e
derivados funcionais dela.

Em uma modalidade preferida, as proteinas de fusdo de acordo
com a invengdo sdo selecionadas a partir do grupo que consiste em L19-IL-
10, IL15-L19, IL-24-L19, L19-GM-CSF, L19-IL15, IL24-L19.

Em uma outra modalidade preferida, as proteinas de fus@o de
acordo com a invengdo sdo selecionadas a partir do grupo que consiste na-
quelas tendo a sequéncia de aminoacidos descrita em SEQ ID NO: 14-19.

Em um outro aspecto, a presente invengéo refere-se ao uso de
uma proteina de fusdo de acordo com a invengao para a fabricagao de um
medicamento. |

Em uma modalidade preferida, a presente invengéo refere-se ao
uso das proteinas de fusdo acima mencionadas para o tratamento de cancer
em um mamifero, preferivelmente em um ser humano.

Em uma outra modalidade preferida, a presente invencao refere-
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se ao uso das proteinas de fusdo acima mencionadas para o tratamento de
doencas inflamatodrias, preferivelmente das doencas inflamatériés crénicas,
em um mamifero, preferivelmente em um ser humano.

De preferéncia, a doenga inflamatéria é selecionada a partir do
grupo que consiste em psoriase, aterosclerose, artrite, preferivelmente artrite
reumatdide.

Um aspecto adicional da presente invengdo refere-se a uma
composicdo farmacéutica compreendendo pelo menos uma proteina de fu-
sdo da invengdo e opcionalmente um excipiente farmaceuticamente aceita-
vel.

As composi¢des farmacéuticas da presente invengao tipicamen-
te compreendem uma quantidade terapeuticamente efetiva de uma proteina
de fusdo de acordo com a invengao e opcionélmente substancias auxiliares,
tais como excipiente(s) farmaceuticamente aceitavel(is). As ditas composi-
cdes farmacéuticas sdo preparadas em um modo bastante conhecido na
técnica farmacéutica. Um veiculo ou excipiente pode ser um material liquido
que pode servir como um veiculo ou meio para o ingrediente ativo. Os veicu-
los ou os excipientes adequados sdo bastante conhecidos na técnica e in-
cluem, por exemplo, os estabilizantes, os antioxidantes, as substancias regu-
ladoras do pH, os excipientes de liberagao controlada. A preparacao farma-
céutica da invengdo pode ser adaptada, por exemplo, para uso parenteral e
pode ser administrada ao paciente na forma de solugdes ou similares.

Finalmente, um outro aspecto da presente invengao diz respeito
a um método de tratamento, onde uma quantidade efetiva de uma composi-
cao farmacéutica é administrada a um paciente que necessita dela, preferi-
velmente um paciente sofrendo de cancer e/ou doengas inflamatdrias.

Ao efetuar o tratamento de um paciente que sofre das doencgas
ou das condicdes descritas acima, uma proteina de fusao da presente in-
vengao pode ser administrada em qualquer forma ou modo que torne biodis-
ponivel o composto terapéutico em uma quantidade efetiva, incluindo as ro-
tas orais ou parenterais. Por exemplo, as composi¢des da presente invengao

podem ser administradas de modo subcutaneo, intramuscular, intravenoso e
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similar. Alguém versado na técnica no campo de preparar formulagdes pode
prontamente selecionar a forma e 0 modo adequados de administragcéo, de-
pendendo das caracteristicas particulares do produto selecionado, da doen-
ca ou da condigdo a ser tratada, do estagio da doenca ou da condigao e de
outras circunstancias relevantes (vide, por exemplo, Remingtons Pharma-
ceutical Sciences, Mack Publishing Co. (1990)). As composigdes da presen-
te invencdo podem ser administradas sozinhas ou na forma de uma prepa-
ragdo farmacéutica em combinagdo com veiculos ou excipientes farmaceuti-
camente aceitaveis, cuja proporgdo e natureza sao determinadas pela solu-
bilidade e pelas propriedades quimicas do produto selecionado, pela rota de
administragéb escolhida e pela pratica farmacéutica padrdo. Os produtos da
presente invengdo, embora efetivos eles proprios, podem ser formulados e
administrados na forma de seus sais farmaceuticamente aceitaveis, tais co-
mo os sais de adi¢do de acidos ou os sais de adi¢ao de bases, para probési-
tos de estabilidade, conveniéncia de cristalizagdo, solubilidade aumentada e
similar.
Listagens das Sequéncias

A SEQ ID NO: 1 mostra a sequéncia de aminoacidos da IL-10
humana: n2 de acesso: P22301 (SwissProt); Vieira e outros, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 88(4), 1172-1176 (1991).
MHSSALLCCLVLLTGVRASPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSR
VKTFFQMKDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQ
DPDIKAHVNSLGENLKTLRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEK
GIYKAMSEFDIFINYIEAYMTMKIRN

A SEQ ID NO: 2 mostra a sequéncia de aminoacidos da IL-15
humana; n2 de acesso: P40933 (SwissProt); Grabstein e outros, Science 264
(5161), 965-968 (1994).
NWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLE
SGDASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHI
VQMFINTS

A SEQ ID NO: 3 mostra a sequéncia de aminodacidos da IL-24

humana; n® de acesso: Q13007 (SwissProt); Jiang e outros, Oncogene 11
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(12), 2477-2486 (1995). |
AQGQEFHFGPCQVKGVVPQKLWEAFWAVKDTMQAQDNITSARLLQQEVL

QNVSDAESCYLVHTLLEFYLKTVFKNYHNRTVEVRTLKSFSTLANNFVLIVS
QLQPSQENEMFSIRDSAHRRFLLFRRAFKQLDVEAALTKALGEVDILLTWM

QKFYKL
A SEQ ID NO: 4 mostra a seqiéncia de aminoéacidos do GM-

CSF humano; n? de acesso: P04141 (SwissProt); Lee e outros, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 82 (13), 4360-4364 (1985).

APARSPSPSTQPWEHVNAIQEARRLLNLSRDTAAEMNETVEVISEMFDLQE
PTCLQTRLELYKQGLRGSLTKLKGPLTMMASHYKQHCPPTPETSCATQIITF

ESFKENLKDFLLVIPFDCWEPVQE
A SEQ ID NO: 5 mostra a seqiiéncia de aminoacidos do GM-

CSF de murino; n® de acesso: P01587 (SwissProt); Miyatake e outros, EM-
BO J. 4 (10), 2561-2568 (1985).
APTRSPITVTRPWKHVEAIKEALNLLDDMPVTLNEEVEVVSNEFSFKKLTCV
QTRLKIFEQGLRGNFTKLKGALNMTASYYQTYCPPTPETDCETQVTTYADFI
DSLKTFLTDIPFECKKPVQK

A SEQ ID NO: 6 mostra a sequéncia de aminodacidos do L19
(longo); Viti e outros, Cancer Res., 59(2): 347-52 (1999).
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAPGKGLEWVS
SISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT'AVYYCAKPF
PYFDYWGQGTLVTVSSGDGSSGGSGGASTGEIVLTQSPGTLSLSPGERAT -
LSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYYASSRATGIPDRFSGSGSGT
DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQTGRIPPTFGQGTKVEIK
(As letras em negrito indicam o ligador de 14 aminoéacidos)

A SEQ ID NO: 7 mostra a seqiéncia de aminodcidos do L19

(curto) (ainda nédo publicada).

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAPGKGLEWVS
SISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKPF
PYFDYWGQGTLVTVSSGSSGGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV
SSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYYASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEP

EDFAVYYCQQTGRIPPTFGQGTKVEIK
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(As letras em negrito indicam o ligador de 5 aminoacidos.)
A SEQ ID NO: 8 mostra a seqiiéncia de aminoacidos do F16

(longo).
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYGASWVRQAPGKGLEWVS
AISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKAH
NAFDYWGQGTLVTVSRGGGGSGGGGSGGGGSSELTQDPAVSVALGQTV
RITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGN
TASLTITGAQAEDEADYYCNSSVYTMPPVVFGGGTKLTVLG

A SEQ ID NO: 9 mostra a seqliéncia de aminoacidos do F16

(curto).
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYGASWVRQAPGKGLEWVS
AISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKAH
NAFDYWGQGTLVTVSRGSSGGSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRS
YYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAE
DEADYYCNSSVYTMPPVVFGGGTKLTVLG _

(As letras em negrito indicam o ligador de 5 aminodcidos.)

A SEQ ID NO: 10 mostra a seqliéncia de aminodcidos do
F16(A34M) (longo).
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYGMSWVRQAPGKGLEWVS
AISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKAH
NAFDYWGQGTLVTVSRGGGGSGGGGSGGGGSSELTQDPAVSVALGQTV
RITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGN
TASLTITGAQAEDEADYYCNSSVYTMPPVVFGGGTKLTVLG
(O aminoacido sublinhado indica a substituicdo de A por M.)

A SEQ ID NO: 11 mostra a sequéncia de aminoécidos do
F16(A34M) (curto).
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYGMSWVRQAPGKGLEWVS
AISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKAH
NAFDYWGQGTLVTVSRGSSGGSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRS
YYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAE
DEADYYCNSSVYTMPPVVFGGGTKLTVLG
(O aminoécido sublinhado indica a substituigao de A por M. As letras em ne-
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grito indicam o ligador de 5 aminoé&cidos.)
A SEQ ID NQ: 12 mostra a sequéncia de aminoacidos do G11

(longo).
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSGSRMGWVRQAPGKGLEWV
SAINEEGGQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKH
PPHRPFDYWGQGTLVTVSRGGGGSGGGGSGGGGSSELTQDPAVSVALG
QTVRITCQGDSLRLYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSS
GNTASLTITGAQAEDEADYYCNSSHGPRRPVVFGGGTKLTVLG

A SEQ ID NO: 13 mostra a seqliéncia de aminodacidos do G11

(curto).
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSGSRMGWVRQAPGKGLEWV
SAINEEGGQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKH
PPHRPFDYWGQGTLVTVSRGSSGGSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDS
LRLYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGA
QAEDEADYYCNSSHGPRRPVVFGGGTKLTVLG

A SEQ ID NO: 14 mostra a sequiéncia de aminodacidos da protei-

na de fusdo L19 (longo) - hulL-10:
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAPGKGLEWVS
SISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKPF
PYFDYWGQGTLVTVSSGDGSSGGSGGASTGEIVLTQSPGTLSLSPGERAT
LSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYYASSRATGIPDRFSGSGSGT
DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQTGRIPPTFGQGTKVEIKSSSSGSSSSGSSSS
GSPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRVKTFFQMKDQLDNLLLK
ESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQDPDIKAHVNSLGENLKT
LRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEFDIFINYIEAY
MTMKIRN

A SEQ ID NO: 15 mostra a seqiiéncia de aminoacidos da protei-
na de fusao L19 (curto) - hulL15:
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAPGKGLEWVS
SISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKPF
PYFDYWGQGTLVTVSSGSSGGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV
SSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYYASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEP
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EDFAVYYCQQTGRIPPTFGQGTKVEIKSSSSGSSSSGSSSSGNWVNVISDL
KKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDASIHDT
VENLIILANNSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS

A SEQ ID NO: 16 mostra a seqiiéncia de aminoacidos da protei-
na de fusdo hulL15 - L19 (curto):
NWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLE
SGDASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHI
VOMFINTSSSSSGSSSSGSSSSGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF
TFSSFSMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKN
TLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSGSSGGEIVLTQ
SPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYYASSRAT
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQTGRIPPTFGQGTKVEIK

A SEQ ID NO: 17 mostra a sequéncia de aminoacidos da protei-
na de fuséo hullL24-L19 (curto):
AQGQEFHFGPCQ_VKGVVPOKLWEAFWAVKDTMQAODN!TSARLLOOEVL
QNVSDAESCYLVHTLLEFYLKTVFKNYHNRTVEVRTLKSFSTLANNFVLIVS
QLQPSQENEMFSIRDSAHRRFLLFRRAFKQLDVEAALTKALGEVDILLTWM
QKFYKLSSSSGSSSSGSSSSGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF
SSFSMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTL
YLOMNSLRAEDTAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSGSSGGEIVLTQSP
GTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYYASSRATGI
PDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQTGRIPPTFGQGTKVEIK

A SEQ ID NO: 18 mostra a seqiiéncia de aminodcidos da protei-
na de fusdo L19 (curto) huGM-CSF:
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAPGKGLEWVS
SISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKPF
PYFDYWGQGTLVTVSSGSSGGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSYV
SSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYYASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEP
EDFAVYYCQQTGRIPPTFGQGTKVEIKSSSSGSSSSGSSSSGAPARSPSPS
TQPWEHVNAIQEARRLLNLSRDTAAEMNETVEVISEMFDLQEPTCLQTRLE
LYKQGLRGSLTKLKGPLTMMASHYKQHCPPTPETSCATQITFESFKENLKD
FLLVIPFDCWEPVQE
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A SEQ ID NO: 19 mostra a seqiiéncia de aminoacidos da protei-
na de fusdo L19 (curto) - GM-CSF de murino:
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAPGKGLEWVS
SISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKPF
PYFDYWGQGTLVTVSSGSSGGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSV
SSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYYASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEP
EDFAVYYCQQTGRIPPTFGQGTKVEIKSSSSGSSSSGSSSSGAPTRSPITV
TRPWKHVEAIKEALNLLDDMPVTLNEEVEVVSNEFSFKKLTCVQTRLKIFEQ
GLRGNFTKLKGALNMTASYYQTYCPPTPETDCETQVTTYADFIDSLKTFLTD
IPFECKKPVQK

Figuras

Figura 1 ilustra o acumulo das proteinas de fusdo nos tumores
F9 subcutaneos, nos camundongos 129Sv. Os dados de biodistribuigao de-
monstram que todas as quatro proteinas de fusdo tém uma captagao mais
elevada no tumor comparado aos 6rgdos normais. Os dados em 24 h apds a
injecdo das proteinas radiomarcados s&o mostrados para: A) L19-IL10, B)
IL15-L19, C) IL24-L19, D) L19-GMCSF e E) L19-IL15.

Figura 2 Imageamento por Infravermelho Proximo mediado por
Anticorpo dos camundongos artriticos. Os animais foram injetados com
SIP(L19)-Alexa750 (a), SIP(G11)-Alexa750 (b) ou SIP de controle-Alexa750
(c). As fotos foram tiradas 24 h apds a inje¢do dos anticorpos marcados fluo-
rescentemente. As setas indicam o inchago de grau 2 nas patas da frente
dos camundongos.

Figura 3 Acumulo de SIP(L19) e SIP(G11) radiomarcados nas
patas artriticas. O painel A mostra as extremidades artriticas de um camun-
dongo injetado com SIP(L19)-'?°I. A pata da esquerda foi classificada como
artrite de grau 2, a pata da direita como de grau 1. O painel B mostra o
mesmo experimento com SIP(G11)-'?°l. Aqui, a pata da esquerda foi classifi-
cada como artrite de grau 1, a pata da direita como de grau 2. O painel C
mostra um camundongo injetado com SIP de controle-'2°l, um anticorpo que
ndo se liga a nenhuma estrutura no camundongo. Aqui, a pata da esquerda

foi classificada como artrite de grau 2, a pata da direita como de grau 1.
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Figura 4 ilustra o alvejamento das citocinas para as lesdes artri-
ticas. Os camundongos artriticos foram injetados intravenosamente (i.v.) na
veia da cauda lateral com solugdo salina (circulos pretos), com L19-IL2 (tri-
angulos pretos, linha tracejada), com L19-TNFalfa (cruzes, linha tracejada)
ou com L19-IL10 (quadrados abertos) diluido em um volume de 200 ul de
solugdo salina. As injegdes foram iniciadas no dia 1, apos o inicio da artrite,
e entdo repetidas de dois em dois dias por 3 inje¢oes por animal, conforme
indicado pelas setas. As doses cumulativas para as proteinas de fusao e-
ram: 20 pg equivalentes de IL2, 6 ug equivalentes de TNFalfa e 150 ug equi-
valentes de IL10 por camundongo, respectivamente. A pontuacgao artritica foi
avaliada diariamente e foi expressa como a média + SEM. O inchago das
patas foi medido de dois em dois dias e a média de todas as 4 patas foi es-
pecificada como espessura da pata para cada animal. Os resultados mos-
trados sdo a média + SEM de cada grupo. Cada grupo consistia em 7 ca-
mundongos. A

Figura 5 demonstra que a distribuicdo alvejada de IL10 aos lo-
cais de inflamagdo é superior ao tratamento de IL10 sistémico. Os camun-
dongos artriticos foram injetados intravenosamente (i.v.) na veia da cauda
lateral com solucéo salina (circulos pretos), com L19-1L10 (quadrados aber-
tos) ou com HyHel10-IL10 (cruzes, linha tracejada) diluido em um volume de
200 pl de solugdo salina. As inje¢des foram iniciadas no dia 1 do inicio da
artrite e entdo repetidas de dois em dois dias por 3 inje¢des por animal, cori-
forme indicado pelas setas. As doses cumulativas para as proteinas de fu-
sdo eram 150 pg equivalentes de IL10 por camundongo. A pontuagao artriti-
ca foi avaliada diariamente e foi expressa como a média + SEM. O inchago
das patas foi medido de dois em dois dias e a media de todas as 4 patas foi
especificada como espessura da pata para cada animal. Os resultados mos-
trados s@o a média + SEM de cada grupo. Cada grupo continha 6 camun-
dongos.

Figura 6 ilustra a terapia dos tumores F9 s.c. com diferentes
quantidades de L19-GM-CSF. As inje¢bes i.v. diarias por quatro dias conse-
cutivos (setas) com 60 pg de L19-GM-CSF demonstraram retardo significati-
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vo do crescimento do tumor comparado ao grupo tratado com solugao salina
(PBS).

Figura 7 ilustra a terapia dos tumores F9 s.c. com L19-IL15. As
injecdes i.v. didrias por quatro dias consecutivos (setas) com 50 pg de L19-
IL15 demonstraram retardo significativo do crescimento do tumor comparado
ao grupo de controle (PBS).

Figura 8 ilustra a terapia dos tumores F9 s.c. com IL24-L19. As
injecdes i.v. diarias por quatro dias consecutivos (setas) com 50 ug de IL24-
L19 mostraram retardo significativo do crescimento do tumor comparado ao
grupo de controle (PBS).

Exemplos
Exemplo 1 - Preparagdo ds proteinas de fusao

As citocinas foram fundidas geneticamente a extremidade de C
ou a de N dos fragmentos de anticorpos scFv separados por um ligador de
15 aminoacidos. Os fragmentos resultantes, precedidos por uma seqliéncia
de secrecdo requerida para a secre¢do de proteinas recombinantes, foram
clonados em um vetor de expressdo de mamifero e as proteinas de fusao
foram expressas em células HEK 293 estavelmente transfectadas. As cons-
trugdes foram purificadas a partir do meio de cultura através de cromatogra-
fia por afinidade sobre colunas de antigeno, em rendimentos de 1-2 mg/l. O
controle de qualidade foi efetuado por SDS-PAGE e filtragéo em gel.
Exemplo 2 - Formulagdo e administragdo das proteinas de fusao

As proteinas de fusdo sdo resolvidas em solugdes fisiologicas e
administradas intravenosamente aos animais. As proteinas sao armazena-
das em um dos seguintes tampdes, dependendo do seu ponto isoelétrico e
do tempo de armazenagem desejado. As proteinas sao mantidas por um
armazenamento de longo tempo (mais de um més) em menos 80°C. Para
impedir a agregacéo pelos ciclos repetidos de descongelamento e congela-
mento, o Glicerol a 1% e o Tween 80 a 0,04% podem ser adicionados.

PBS (solugdo salina tamponada com fosfato): NaCl a 100 mM, Na-HPO,4 a
30 mM x 2 H,0, NaH,PO4 a 20 mM x 2 H20, pH 7,4
K-PBS: NaCl a 137 mM, Na,HPO4 a 8 mM, x 2 H,0, KCl a 2,7 mM, KH2PO4
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al15mM,pH 7,4

PBS Siena: NaCl a 20 mM, Na,HPO, a 6,7 mM x 2 H;0, KCl a 1,8 mM, Ma-
nitol a 133 mM, pH 6,3

TBS (solucéo salina tamponada com Tris): Tris a 20 mM, NaCl a 130 mM,
pH 8,2 ‘

As inje¢des sdo tipicamente administradas 3-5 vezes, diariamen-
te ou de dois em dois dias. A dosagem ¢é selecionada de acordo com 0s va-
lores da literatura, seguindo experimentagédo de rotina.

Exemplo 3 - Eficacia de alvejamento da proteina de fusao em camundongos
129Sv enxertados com tumores F9 subcutaneos

As propriedades de alvejamento in vivo de uma preparagao ra-
dioiodada de L19-IL10 foram avaliadas em um experimento de biodistribui-
¢do em camundongos 129SvEv carregando os teratocarcinomas F9 subcu-
taneos. As razbes de tumor/érgao favoraveis (variando entre 7:1 e 128:1)
foram observadas 24 horas ap6s a administragao intravenosa. As proprieda-
des de alvejamento in vivo das preparagdes radioiodadas de L19-IL15, IL15-
L19, IL24-L19 e L19-GM-CSF foram avaliadas em um experimento de bio-
distribuicdo em camundongos 129SvEv carregando 0s teratocarcinomas F9
subcutaneos. As razbes de tumor:6rgdo favoraveis foram observadas 24
horas apds a administragéo intravenosa. |
Exemplo 4 - Os anticorpos monoclonais humanos L19 e G11 acumulam-se
seletivamente nos locais de artrite

O desempenho de alvejamento in vivo de L19 e G11 no formato
de minianticorpos (Borsi e outros, Int. J. Cancer, 102(1): 79-85 (2002)) foi
estudado em camundongos artriticos usando tanto a fluorescéncia quanto a
radioatividade para a detecg¢é@o do anticorpo.

Os camundongos artriticos foram injetados com SIP(L19),

SIP(G11) ou SIP de controle marcado com o corante de infravermelho pro-

ximo Alexa 750. Vinte e quatro horas apds a injegao intravenosa, 0s animais

foram representados por imagens usando um dispositivo formador de ima-
gens de fluorescéncia no infravermelho, revelando um acumulo forte e sele-
tivo de anticorpos nas lesdes presentes no membro artritico no caso de
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SIP(L19) e SIP(G11) [Figura 2]. Em contraste, os camundongos injetados
com SIP de controle, um anticorpo de especificidade irrelevante no camun-
dongo, o qual foi usado como controle negativo, mostraram somente um Si-
nal de fluorescéncia fraco, devido ao extravasamento néo especifico do anti-
corpo marcado através dos vasos que vazam na extremidade inflamada.

Os camundongos artriticos foram injetados com SIP(L19) e
SIP(G11) marcados de modo radioativo. Apos 24 h, os camundongos foram
sacrificados e as patas foram representadas por imagens através de auto-
radiografia. Um acumulo preferencial de radioatividade foi observado nas
extremidades inflamadas dos camundongos injetados com SIP(L19) e
SIP(G11), enquanto que nenhum acumulo de anticorpo preferencial pbde ser
detectado nos camundongos exibindo graus comparaveis de inflamagao, os
quais tinham sido injetados com anticorpo SIP de especificidade irrelevante
no camundongo [Figura 3].
Exemplo 5 - Eficacia terapéutica da proteina de fuséo L19-IL10 no modelo
de camundongo de artrite induzida por colageno ‘

O modelo de animal mais amplo usado e melhor conhecido para
a artrite reumatdide é a artrite induzida por colageno (CIA) do tipo 1l em ca-
mundongo ou rato [Bliven e outros, Arthritis Rheum. 29(9): 1131-8 ((1986)].
Este modelo foi descrito ter diversas caracteristicas em comum com a artrite
reumatoide (RA) em seres humanos, incluindo as respostas imunoldgicas
humorais e celulares ao colageno, a ligagdo aos genes que residem no locus
de histocompatibilidade maior e algumas manifestacoes histolégicas simila-
res. Maine e Feldmann efetuaram a maior parte deste trabalho pioneiro, tal
como a investigagdo dos anticorpos antifator de necrose tumoral como uma
estratégia terapéutica para a RA, usando este modelo de animal [Williams e
outros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89(20): 9784-8 (1992); Williams e ou-
tros, J. Immunol. 165(12): 7240-5 (2000)].
Efeito da Distribuicdo Alvejada de Citocinas para as Lesdes Artriticas:

Em um primeiro experimento, o potencial terapéutico da L19-
IL10 foi comparado aquele de L19-IL2 e L19-TNF, usando camundongos

com CIA. Os camundongos injetados com solugédo salina foram usados co-
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mo um grupo de controle. Os camundongos receberam trés injecbes a cada
48 h, comecando no dia 1 ap6s o inicio da artrite. As doses cumulativas, que
eram iguais as anteriormente usadas para os experimentos de terapia de
tumor, foram 60 pg de L19-IL2 e 15 pg de L19-TNF. 450 ug de L19-IL10 por
camundongo foram usados neste experimento e nos experimentos subse-
quentes com as proteinas de fuséo de anticorpo-IL10, de acordo com as do-
ses de IL10 anteriormente verificadas serem ativas e ndo tdxicas nos ca-
mundongos.

A L19-1L10 teve um efeito terapéutico claro sobre a pontuagao
artritica e sobre o inchago da pata (vide a Figura 4). A magnitude deste efei-
to foi comparavel aquela observada para os anticorpos que neutralizam o
TNF no mesmo modelo de animal. Em contraste, a L19-IL2 e a L19-TNF re-
sultaram em um inchaco rapido e pronunciado dos membros afetados, que
foi mais grave do que no grupo de controle com solugao salina. Nenhum dos
animais tratados morreu ou exibiu uma perda de peso de mais do que 15% e
os parametros artriticos nao pioraram significativamente apos a terceira ad-
ministragdo de anticorpo (Figura 4).

Comparacéo da Distribuicdo Alvejada Comparada com a Aplicagao Sistémi-
ca de IL10:

Para demonstrar uma vantagem terapéutica de uma versao alve-
jada de IL10, quando comparada a citocina ndo alvejada, as duas proteinas
de fusdo L19-IL10 e HyHal10-IL10 foram investigadas no modelo de artrite
CIA. Como no experimento anterior, os grupos de 6 camundongos artriticos
foram tratados com trés inje¢des de L19-1L10, HyHal10-IL10 ou solugéo sali-
na de dois em dois dias, comegando no primeiro dia do inicio da artrite. Para
ambas as proteinas de fusdo, a dose cumulativa administrada a cada ca-
mundongo foi 450 pg. Conforme esperado, a L19-I1L10 demonstrou uma res-
posta terapéutica significativa quando comparada ao grupo de controle com
solucdo salina, com a pontuagao artritica e o inchago da pata permanecendo
baixo até o dia 9 apéds o inicio da artrite (isto &, 4 dias apos a ultima injecao).
Consistente com as observacdes anteriores de uma atividade terapéutica da
IL10 neste modelo, a proteina de fusdo HyHEL10-1L10 mostrou um beneficio
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terapéutico comparado ao controle com solugéo salina, 0 qgual ndo era, en-
tretanto, tio eficiente quanto no caso de L19-IL10 (figura 5).
Exemplo 6 - Eficacia terapéutica das proteinas de fusdo L19-IL15, IL24-119
e L19-GM-CSF em camundongos 129Sv enxertados com tumores F9 subcu-
taneos

Neste primeiro experimento, O potencial terapéutico de L19-GM-
CSF, L19-IL15 e IL24-L19 foi avaliado usando camundongos com tumores
F9 s.c. Os camundongos injetados com solugéo salina foram usados como
um grupo de controle. Os camundongos receberam um total de quatro inje-
coes a cada 24 h, comegando no dia 4 ap6s o implante da célula de tumor,
quando os tumores ja estavam visiveis e eram mensuraveis. As doses cu-
mulativas, as quais eram iguais as anteriormente usadas para 0s experimen-
tos de terapia de tumor, foram 240 pg para L19-GM-CSF, 200 pg para L19-
IL15 e 200 pg para 1L24-L19. Todas as trés proteinas de fusdo eram nao-
tdxicas neste meio e demonstraram um retardo significativo do crescimento

do tumor comparado ao grupo de controle (Figuras 6-8).
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Ser

Leu

val

150

Pro

Asp

Ser

Gly

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

Ser

Ser

135

Ser

Arg

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Gly

120

Pro

Ser

Leu

Phe

Leu

200

Ile

41

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

Ser

Leu

Ser

185

Glu

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Glu

Glu

Phe

Ile

170

Gly

Pro

Pro

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ile

Arg

Leu

155

Tyr

Ser

Glu

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

val

Ala

140

Ala

Tyxr

Gly

AsSp

Phe

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Leu

125

Thr

Trp

Ala

Ser

Phe

205

Gly

Pro

Ser

30

Glu

ASp

Thr

Tyr

Thr

110

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

190

Ala

Gln

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gln

Ser

Gln

Ser

175

Thr

val

Gly

Gly

Phe

val

val

Tyr

80

Cys

val

Ser

Cys

Gln

160

Arg

Asp

Tyr

Thr



10

15

20

25

30

210

Lys Val Glu Ile Lys

225

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

8

2

39

PRT

F

8

16

Glu val Gln

1

Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Gly

Gly

145

Tyr

Leu

Ala

Ala

50

Gly

Gln

Lys

val

Gly

130

Gln

Ala

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ala

Ser

115

Ser

Thr

Ser

Artificial

(long)

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

His

100

Arg

Ser

val

Trp

Leu

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Asn

Gly

Glu

Arg

Tyr

165

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ala

Gly

Leu

Ile

150

Gln

215

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Gly

Thr

135

Thr

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Gly

120

Gln

Cys

Lys

42

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Asp

Gln

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Gly

Pro

Gly

Gly

170

Leu

Phe

Lys

TYY

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Ala

ASp

155

Gln

220

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Gly

vVal

140

Ser

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Gly

125

Ser

Leu

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Ser

val

Arg

val

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly

Ala

Ser

Leu

175

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

val

Gly

Leu

Tyr

160

val



10

15

20

25

30

Ile Tyr Gly Lys
180
Gly Ser Ser Ser
195
Ala Glu Asp Glu
210
Pro Pro Val Val
225
<210> 9
<211> 230
<212> PRT
<213>

<220>

Asn

Gly

Ala

Phe

Artificial

<223> F16 (short)

<400> 9

Glu val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20
Gly Ala Ser Trp
35
Ser Ala Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Ala Lys Ala His

100

Thr Val Ser Arg
115

Pro Ala Val Ser

Leu

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Asn

Gly

val

Asn

Asn

Asp

Gly

230

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ala

Ser

Ala

Arg

Thr

Tyx

215

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Ser

Leu

Pro

Ala

200

Tyx

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Gly

120

Gly

43

Ser

185

Ser

Cys

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gln

Gly

Leu

Asn

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Ser

Thr

Ile

Thr

Ser

Leu

235

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Val

Pro

Ile

Ser

220

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Glu

Arg

Asp

Thr

205

Val

val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Leu

125

Ile

Arg

190

Gly

Tyr

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Thr

Thr

Phe

Ala

Thr

Gly

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gln

Cys

Ser

Gln

Met

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

val

Asp

Gln
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15

20

25

30

130
Gly Asp
145

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr

Asn Ser

210
Lys Leu
225
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Vval
1

Ser Leu

Gly Met

Ser Ala

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Ser Leu Arg Ser
150

Ala Pro Val Leu

165
Pro Asp Arg Phe
180
Ile Thr Gly Ala
195

Ser Val Tyr Thr

Thr Val Leu Gly
230

10

239

PRT

Artificial

F16 (A34M) (long)
10

Gln Leu Leu Glu

5
Arg Leu Ser Cys
20

Ser Trp Val Arg
35

Ile Ser Gly Ser

Arg Phe Thr Ile
70
Met Asn Ser Leu

85

135

Tyx

val

Ser

Gln

Met

215

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Axrg

Tyr

Ile

Gly

Ala

200

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

44

Ala

Tyr

Ser

185

Glu

Pro

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ser

Gly

170

Ser

Asp

Val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

155

Lys

Ser

Glu

vVal

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

140

Tyr

Asn

Gly

Ala

Phe

220

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Asn

Asn

Asp

205

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gln

Arg

Thr

190

Tyr

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Lys

Pro

175

Ala

Tyr

Gly

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Pro

160

Ser

Ser

Cys

Thr

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys
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Ala

Thr

Gly

Gly

145

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

225

Lys

val

Gly

130

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

210

Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Ser

115

Ser

Thr

Ser

Gly

Ser

195

Asp

val

11

230

PRT

11

Glu val Gln

1

Ser Leu Arg

Gly Met Ser

35

Ser Ala Ile

His

100

Arg

Ser

val

Trp

Lys

180

Ser

Glu

val

F16 (A34M)

Asn

Gly

Glu

Arg

Tyr

165

Asn

Gly

Ala

Phe

Artificial

(short)

Ala
Gly
Leu
Ile
150
Gln
Asn
Asn

Asp

Gly

230

Leu Leu Glu

5

Leu Ser Cys

20

Trp Val Arg

Ser Gly Ser

Phe

Gly

Thr

135

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyxr

215

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

Asp

Gly

120

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

200

Tyr

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

45

Tyr

105

Ser

Asp

Gln

Pro

Ser

185

Ser

Cys

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Trp

Gly

Pro

Gly

Gly

170

Gly

Leu

Asn

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

Asp

155

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu

235

Leu

Phe

Lys

Tyr

Gln

Gly

val

140

Ser

Ala

Pro

Ile

Ser

220

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

Gly

Gly

125

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

205

val

val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Thr
110
Ser
val
Arg
val
Arg
190
Gly

Tyr

Leu

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Leu

Gly

Ala

Ser

Leu

175

Phe

Ala

Thr

Gly

Gly

15

Arg

Trp

Ser

val

Gly

Leu

Tyr

160

val

Ser

Gln

Met

Gly

Tyr

val

val
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15
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25

30

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Gly

Gly

Leu

Asn

Lys

225

50

Gly

Gln

Lys

val

Ala

130

Asp

Gln

Ile

Thr

Ser

210

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg

Met

Ala

Ser

115

val

Ser

Ala

Pro

Ile

195

Ser

Thr

12

241

PRT

12

Phe

Asn

His

100

Arg

Ser

Leu

Pro

Asp

180

Thr

val

val

G1l1(long)

Thr

Ser

85

Asn

Gly

val

Arg

val

165

Arg

Gly

Tyr

Leu

Artificial

Ile

70

Leu

Ala

Ser

Ala

Ser

150

Leu

Phe

Ala

Thr

Gly

230

55

Ser

Arg

Phe

Ser

Leu

135

Tyr

val

Ser

Gln

Met

215

Arg

Ala

Asp

Gly

120

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

200

Pro

46

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gln

Ala

Tyxy

Ser

185

Glu

Pro

Asn

Asp

90

Trp

Ser

Thr

Ser

Gly

170

Ser

Asp

val

Ser

75

Thr

Gly

Ser

val

Trp

155

Lys

Ser

Glu

val

60

Lys

Ala

Gln

Glu

Arg

140

Tyr

Asn

Gly

Ala

Phe

220

Asn

val

Gly

Leu

125

Ile

Gln

Asn

Asn

Asp

205

Gly

Thr

Tyr

Thr

110

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

190

Tyr

Gly

Leu

Tyr

95

Leu

Gln

Cys

Lys

Pro

175

Ala

Tyr

Gly

Tyr

80

Cys

val

Asp

Gln

Pro

160

Ser

Ser

Cys

Thr

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15
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15

20

25

30

Ser

Arg

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Gly

Ala

145

Leu

Leu

Phe

Ala

Pro

225

Gly

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

val

Gly

130

Leu

Tyr

val

Ser

Gln

210

Arg

<210>

<211>

<212>

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

His

Thr

115

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

195

Ala

Arg

13

232

PRT

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Pro

100

val

Gly

Gln

Ala

Tyr

180

Ser

Glu

Pro

Ser

val

Glu

Thr

Ser

85

Pro

Ser

Ser

Thr

Ser

165

Gly

Ser

Asp

val

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

His

Arg

Ser

val

150

Trp

Lys

Ser

Glu

val

230

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Arg

Gly

Glu

135

Arg

Tyr

Asn

Gly

Ala

215

Phe

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Pro

Gly

120

Leu

Ile

Gln

Asn

Asn

200

Asp

Gly

47

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Phe

105

Gly

Thr

Thr

Gln

Arg

185

Thr

Tyr

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Gly

Gln

Cys

Lys

170

Pro

Ala

Tyr

Gly

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Asp

Gln

155

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr

235

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gly

Pro

140

Gly

Gly

Gly

Leu

Asn

220

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Gly

125

Ala

Asp

Gln

Ile

Thr

205

Ser

Leu

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

Gly

val

Ser

Ala

Pro

190

Ile

Ser

Thr

Gly

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Ser

Leu

Pro

175

Asp

Thr

His

val

Ser

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Ser

val

Arg

160

val

Arg

Gly

Gly

Leu

240
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30

<213>

<220>

<223>

<400>

13

Glu val Gln

1

Ser

Arg

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Gln

Cys

145

Lys

Pro

Ala

Tyr

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

val

Asp

130

Gln

Pro

Ser

Ser

Cys

210

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

His

Thr

115

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

195

Asn

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Pro

100

val

Ala

Asp

Gln

Ile

180

Thr

Ser

Artificial

G1l1 (short)

val

Ser

val

Glu

Thr

Ser

85

Pro

Ser

val

Ser

Ala

165

Pro

Ile

Ser

Glu

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

His

Arg

Ser

Leu

150

Pro

Asp

Thr

His

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Arg

Gly

val

135

Arg

val

Arg

Gly

Gly

215

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Pro

Ser

120

Ala

Leu

Leu

Phe

Ala

200

Pro

48

Gly

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Phe

105

Ser

Leu

Tyr

val

Ser

185

Gln

Arg

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Gly

Gly

Tyr

Ile

170

Gly

Ala

Arg

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gln

Ala

155

Tyr

Ser

Glu

Pro

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

‘Ala

Trp

Ser

Thr

140

Ser

Gly

Ser

Asp

Val

220

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

.Val

Gly

Ser

125

val

Trp

Lys

Ser

Glu

205

val

Pro Gly

15
Ser Gly
30

Glu Trp

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

95
Gln Gly
110

Glu Leu

Arg Ile

Tyr Gln

Asn Asn

175

Gly Asn

190

Ala Asp

Phe Gly

Gly

Ser

Val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Thr

Thr

Gln

160

Arg

Thr

Tyr

Gly
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Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly

225

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

14

413

PRT

Artificial

230

Fusion protein L19(long)

14

Glu vVal Gln

1

Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Thr

Pro

145

Ser

Leu

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Lys

val

Gly

130

Gly

Ser

Leu

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Pro

Ser

115

Glu

Glu

Tyr

Ile

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe

100

Ser

Ile

Arg

Leu

Tyr

Leu

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Pro

Gly

Val

Ala

Ala

165

Tyr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Asp

Leu

Thr

150

Trp

Ala

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

Gly

Thr

135

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Ser

120

Gln

Ser

Gln

Ser

49

- huIL-10

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Ser

Cys

Gln

Arg

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Gly

Pro

Arg

Lys

170

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

155

Pro

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Ser

Gly

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Gly

125

Leu

Gln

Gln

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Ala

Leu

val

Pro

175

Asp

Gly

Phe

Val

val

Tyr

80

Cys

val

Ser

Ser

Ser

160

Arg

Arg
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15
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30

Phe

Leu

Ile

225

Ser

Gln

Pro

Phe

Leu

305

Met

Asp

Thr

Asn

Gln

385

Asn

Ser

Glu

210

Pro

Ser

Gly

Asn

Phe

290

Leu

Ile

Pro

Leu

Lys

370

Glu

Tyr

<210>

<211>

<212>

Gly

195

Pro

Pro

Gly

Thr

Met

275

Gln

Glu

Gln

Asp

Arg

355

Ser

Lys

Ile

15

358

PRT

180

Ser

Glu

Thr

Ser

Gln

260

Leu

Met

Asp

Phe

Ile

340

Leu

Lys

Gly

Glu

Gly

Asp

Phe

Ser

245

Ser

Arg

Lys

Phe

Tyr

325

Lys

Arg

Ala

Ile

Ala

405

Ser

Phe

Gly

230

Ser

Glu

Asp

Asp

Lys

310

Leu

Ala

Leu

val

Tyr

390

Tyr

Gly

Ala

215

Gln

Ser

Asn

Leu

Gln

295

Gly

Glu

His

Arg

Glu

375

Lys

Met

Thr

200

val

Gly

Gly

Ser

Arg

280

Leu

Tyr

Glu

val

Arg

360

Gln

Ala

Thr

50

185

Asp

Tyr

Thr

Ser

Cys

265

Asp

Asp

Leu

val

Asn

345

Cys

val

Met

Met

Phe

Tyr

Lys

Ser

250

Thr

Ala

Asn

Gly

Met

330

Ser

His

Lys

Ser

Lys

410

Thr

Cys

val

235

Ser

His

Phe

Leu

Cys

315

Pro

Leu

Arg

Asn

Glu

395

Ile

Leu

Gln

220

Glu

Ser

Phe

Ser

Leu

300

Gln

Gln

Gly

Phe

Ala

380

Phe

Arg

Thr

205

Gln

Ile

Gly

Pro

Arg

285

Leu

Ala

Ala

Glu

Leu

365

Phe

Asp

Asn

190

Ile

Thr

Lys

Ser

Gly

270

val

Lys

Leu

Glu

Asn

350

Pro

Asn

Ile

Ser

Gly

Ser

Pro

255

Asn

Lys

Glu

Ser

Asn

335

Leu

Cys

Lys

Phe

Arg

Arg

Ser

240

Gly

Leu

Thr

Ser

Glu

320

Gln

Lys

Glu

Leu

Ile

400
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<213> Artificial
<220>

<223>

<400> 15

Glu val Gln Leu

. .

Ser Leu Arg Leu
20

Ser Met Ser Trp

35
Ser Ser Ile Ser
50
Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Ala Lys Pro Phe
100

Thr val Ser Ser

115
Pro Gly Thr Leu
130
Arg Ala Ser Gln
145

Lys Pro Gly Gln

Ala Thr Gly Ile

180

Phe Thr Leu Thr
195

Tyr Cys Gln Gln

210

Leu

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Pro

Gly

Ser

Ser

Ala

165

Pro

Ile

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Leu

val

150

Pro

Asp

Ser

Gly

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

Ser

Ser

135

Ser

Arg

Arg

Arg

Arg

215

Fusion protein L19 (short)

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala
Asp
Gly
120
Pro
Ser
Leu
Phe
Leu

200

Ile

51

- hulILl5

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu’

Tyr

105

Gly

Gly

Ser

Leu

Ser

185

Glu

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Glu

Glu

Phe

Ile

170

Gly

Pro

Pro

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ile

Arg

Leu

155

Tyr

Ser

Glu

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

val

Ala

140

Ala

Tyr

Gly

AsSp

Phe

220

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Leu

125

Thr

Trp

Ala

Ser

Phe

205

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Thr
110
Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
190

Ala

Gln

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gln

Ser

Gln

Ser

175

Thr

val

Gly

Gly

Phe

val

val

Tyr

80

Cys

val

Ser

Cys

Gln

160

Arg

Asp

Tyr

Thr
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Lys

225

Ser

Glu

Ser

Leu

Asp

305

Asn

Glu

Met

val

Ser

Asp

Asp

Glu

290

Thr

Gly

Lys

Phe

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu

Ser

Leu

val

275

Leu

val

Asn

Asn

Ile

355

16

358

PRT

Ile

Gly

Ile

260

His

Gln

Glu

val

Ile

340

Asn

Lys

Asn
245

Gln

Pro

val

Asn

Thr

325

Lys

Thr

Artificial

Ser

230

Trp

Ser

Ser

Ile

Leu

310

Glu

Glu

Ser

Ser

val

Met

Cys

Ser

295

Ile

Ser

Phe

Ser

Asn

His

Lys

280

Leu

Ile

Gly

Leu

52

Ser

val

Ile

265

val

Glu

Leu

Cys

Gln

345

Gly

Ile

250

Asp

Thr

Ser

Ala

Lys

330

Ser

Ser

235

Ser

Ala

Ala

Gly

Asn

315

Glu

Phe

Fusion protein huIL15 - L19(short)

16

Asn Trp Val

1

Gln Ser Met

Pro Ser Cys

35

val Ile Ser

Asn

His

20

Lys

Leu

val Ile Ser

5

Ile Asp Ala

val Thr Ala

Glu Ser Gly

Asp

Thr

Met

40

ASp

Leu

Leu

25

Lys

Ala

Lys

10

Tyr

Cys

Ser

Lys

Thr

Phe

Ile

Ser

Asp

Thr

Met

Asp

300

Asn

Cys

Val

Ile

Glu

Leu

His

Ser Ser Gly

Leu Lys Lys
255
Leu Tyr Thr
270
Lys Cys Phe
285

Ala Ser Ile

Ser Leu Ser

Glu Glu Leu

335

_His Ile Val

350

Glu Asp Leu
15
Ser Asp Val
30
Leu Glu Leu
45

Asp Thr val

Ser

240

Ile

Glu

Leu

His

Ser

320

Glu

Gln

Ile

His

Gln

Glu
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Asn

65

Thr

Lys

Thr

Gly

Gly

145

Phe

Vval

val

Tyr

Cys

225

vVal

Ser

Cys

Gln

Arg

50

Leu

Glu

Glu

Ser

Glu

130

Ser

Ser

Ser

Lys

Leu

210

Ala

Thr

Pro

Arg

Lys

290

Ala

Ile

Ser

Phe

Ser

115

val

Leu

Met

Ser

Gly

195

Gln

Lys

val

Gly

Ala

275

Pro

Thr

Ile

Gly

Leu

100

Ser

Gln

Arg

Ser

Ile

180

Arg

Met

Pro

Ser

Thr

260

Ser

Gly

Gly

Leu

Cys

85

Gln

Ser

Leu

Leu

Trp

165

Ser

Phe

Asn

Phe

Ser

245

Leu

Gln

Gln

Ile

Ala

70

Lys

Ser

Ser

Leu

Ser

150

val

Gly

Thr

Ser

Pro

230

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

55

Asn

Glu

Phe

Gly

Glu

135

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

215

Tyr

Ser

Leu

val

Pro

295

Asp

Asn
Cys
val
Ser
120
Ser
Ala
Gln
Ser
Ser
200
Arg
Phe
Ser
Ser
Ser
280

Arg

Arg

53

Ser

Glu

His

105

Ser

Gly

Ala

Ala

Leu

Glu

90

Ile

Ser

Gly

Ser

Pro

~170

Gly

185

Arg

Ala

Asp

Gly

Pro

265

Ser

Leu

Phe

Thr

Asp

Glu

Tyr

Gly

250

Gly

Ser

Leu

Ser

Ser

75

Leu

val

Ser

Gly

Gly

155

Gly

Thr

Asn

Asp

Trp

235

Glu

Glu

Phe

Ile

Gly

60

Ser

Glu

Gln

Gly

Leu

140

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

220

Gly

Ile

Arg

Leu

Tyr

300

Ser

Asn

Glu

Met

Ser

125

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

205

Ala

Gln

val

Ala

Ala

285

Tyxr

Gly

Gly

Lys

Phe

110

Ser

Gln

Phe

Leu

Ala

190

Asn

val

Gly

Leu

Thr

270

Trp

Ala

Ser

Asn

Asn

95

Ile

Ser

Pro

Ser

Glu

175

Asp

Thr

Tyr

Thr

Thr

255

Leu

Tyr

Ser

Gly

val

80

Ile

Asn

Ser

Gly

Ser

160

Trp

Ser

Leu

Tyr

Leu

240

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr
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305

310

54

315

320

Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val

325

330

335

Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Gly Arg Ile Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly

340

Thr Lys Val Glu Ile Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

355

17

402

PRT

Artificial

345

Fusion protein huIL24 - L19(short)

17

Ala Gln Gly

1

val

Gln

Leu

Leu

65

val

vVal

Ser

Phe

Pro

Ala

Gln

50

Glu

Glu

Leu

Ile

Lys

130

Gln

Gln

35

Asn

Phe

val

Ile

Arg

115

Gln

Gln

Lys

20

Asp

val

Tyr

Arg

val

100

Asp

Leu

Glu

Leu

Asn

Ser

Leu

Thr

85

Ser

Ser

AsSp

Phe

Trp

Ile

Asp

Lys

70

Leu

Gln

Ala

val

His

Glu

Thr

Ala

55

Thr

Lys

Leu

His

Glu

135

Phe

Ala

Ser

40

Glu

val

Ser

Gln

Arg

120

Ala

Gly

Phe

25

Ala

Ser

Phe

Phe

Pro

105

Arg

Ala

Pro

10

Trp

Arg

Cys

Lys

Ser

90

Ser

Phe

Leu

Cys

Ala

Leu

Tyr

Asn

75

Thr

Gln

Leu

Thr

‘Gln

val

Leu

Leu

60

Tyr

Leu

Glu

Leu

Lys

140

Val

Lys

Gln

45

val

His

Ala

Asn

Phe

125

Ala

350

Lys

Asp

30

Gln

His

Asn

Asn

Glu

110

Arg

Leu

Gly

15

Thr

Glu

Thr

Arg

Asn

95

Met

Arg

Gly

val

Met

val

Leu

Thr

80

Phe

Phe

Ala

Glu
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val

145

Ser

Leu

Leu

Trp

Ser

225

Phe

Asn

Phe

Ser

Leu

305

Gln

Gln

Ile

Thr

Gln

385

Asp

Ser

Leu

Ser

val

210

Gly

Thr

Ser

Pro

Gly

290

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

370

Thr

Ile

Gly

Glu

Cys

195

Arg

Ser

Ile

Leu

Tyx

275

Ser

Leu

val

Pro

Asp

355

Ser

Gly

Leu

Ser

Ser

180

Ala

Gln

Ser

Ser

Arg

260

Phe

Ser

Ser

Ser

Arg

340

Arg

Arg

Arg

Leu

Ser

165

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

245

Ala

Asp

Gly

Pro

Ser

325

Leu

Phe

Leu

Ile

Thr

150

Ser

Gly

Ser

Pro

Thr

230

Asp

Glu

Tyr

Gly

Gly

310

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

390

Trp

Ser

Gly

Gly

Gly

215

Thr

Asn

Asp

Trp

Glu

295

Glu

Phe

Ile

Gly

Pro

375

Pro

Met

Gly

Leu

Phe

200

Lys

Tyr

Ser

Thr

Gly

280

Ile

Arg

Leu

Tyr

Ser

360

Glu

Thr

55

Gln

Ser

val

185

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala’

265

Gln

val

Ala

Ala

Tyr

345

Gly

Asp

Phe

Lys

Ser

170

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

250

val

Gly

Leu

Thr

Trp

330

Ala

Ser

Phe

Gly

Phe

155

Ser

Pro

Ser

Glu

Asp

235

Thr

Tyr

Thr

Thr

Leu

315

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

395

Tyr

Ser

Gly

Ser

Trp

220

Ser

Leu

Tyr

Leu

Gln

300

Ser

Gln

Ser

Thr

val

380

Gly

Lys

Gly

Gly

Phe

205

val

val

Tyr

Cys

val

285

Ser

Cys

Gln

Arg

Asp

365

Tyr

Thr

Leu
Glu
Ser
190
Ser
Ser
Lys
Leu
Ala
270
Thr
Pro
Arg
Lys
Ala
350
Phe

Tyr

Lys

Ser

val

175

Leu

Met

Ser

Gly

Gln

255

Lys

val

Gly

Ala

Pro

335

Thr

Thr

Cys

val

Ser

160

Gln

Arg

Ser

ile

Arg

240

Met

Pro

Ser

Thr

Ser

320

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

400
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56

Ile Lys

<210> 18
<211> 371
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Fusion Protein L19(short) - huGM-CSF
<400> 18

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

Ser Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro

35 40
Ser Ser Ile Ser Gly Ser Ser Gly Thr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu

85

Ala Lys Pro Phe Pro Tyr Phe Asp Tyr
100 105

Thr Val Ser Ser Gly Ser Ser Gly Gly

115 120
Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
130 135

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser

145 150

Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

165
Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

180 185

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Glu

Glu

Phe

Ile

170

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ile

Arg

Leu

155

Tyr

Ser

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

val

Ala

140

Ala

Tyr

Gly

Gln

Phe

Leu

45

AAla

Asn

val

Gly

Leu

125

Thr

Trp

Ala

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

TYyr

Thr

110

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

190

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gln

Ser

Gln

Ser

175

Thr

Gly

Phe

val

val

Tyr

80

Cys

val

Ser

Cys

Gln

160

Arg

Asp
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Phe Thr

Tyr Cys

210
Lys Val
225

Ser Ser

Trp Glu

Leu

195

Gln

Glu

Ser

His

Ser Arg Asp

Glu Met

290
Leu Tyr
305

Leu Thr

Glu Thr

Asn Leu

val Gln
370
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

275

Phe

Lys

Met

Ser

Lys

355

Glu

19

368

PRT

Thr

Gln

Ile

Gly

val

260

Thr

Asp

Gln

Met

Cys

340

Asp

Ile

Thr

Lys

Ala

245

Asn

Ala

Leu

Gly

Ala

325

Ala

Phe

Artificial

Ser

Gly

Ser

230

Pro

Ala

Ala

Gln

Leu

310

Ser

Thr

Leu

Arg

Arg

215

Ser

Ala

Ile

Glu

Glu

295

Arg

His

Gln

Leu

Leu

200

Ile

Ser

Arg

Gln

Met

280

Pro

Gly

Tyxr

Ile

val

360

57

Glu

Pro

Ser

Ser

Glu

265

Asn

Thr

Ser

Lys

Ile

345

Ile

Pro

Pro

Gly

Pro

250

Ala

Glu

Cys

Leu

Gln

330

Thr

Pro

Glu

Thr

Ser

235

Ser

Arg

Thr

Leu

Thr

315

His

Phe

Phe

Asp

Phe

220

Ser

Pro

Arg

val

Gln

300

Lys

Cys

Glu

Asp

Phe

205

Gly

Ser

Ser

Leu

Glu

285

Thr

Leu

Pro

Ser

Cys

365

Fusion protein L19(short) - murine GM-CSF

19

Ala

Gln

Ser

Thr

Leu

270

val

Arg

Lys

Pro

Phe

350

Trp

val

Gly

Gly

Gln

255

Asn

Ile

Leu

Gly

Thr

335

Lys

Glu

Tyr

Thr

Ser

240

Pro

Leu

Ser

Glu

Pro

320

Pro

Glu

Pro

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
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Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Arg

145

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lys

225

Ser

Trp

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Lys

val

Gly

130

Ala

Pro

Thr

Thr

Cys

210

val

Ser

Lys

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Pro

Ser

115

Thr

Ser

Gly

Gly

Leu

195

Gln

Glu

Ser

His

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe

100

Ser

Leu

Gln

Gln

Ile

180

Thr

Gln

Ile

Gly

val

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Pro

Gly

Ser

Ser

Ala

165

Pro

Ile

Thr

Lys

Ala

245

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Leu

val

150

Pro

Asp

Ser

Gly

Ser

230

Pro

Ala

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

Ser

Ser

135

Ser

Arg

Arg

Arg

Arg

215

Ser

Thr

Ile

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Gly

120

Pro

Ser

Leu

Phe

Leu

200

Ile

Ser

Arg

Lys

58

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

Ser

Leu

Ser

185

Glu

Pro

Ser

Ser

Glu

10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Trp
Glu
Glu
Phe
Ile
170
Gly
Pro
Pro
Gly
Pro

250

Ala

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ile

Arg

Leu

155

Tyr

Ser

Glu

Thr

Ser

235

Ile

Leu

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

val

Ala

140

Ala

Tyr

Gly

Asp

Phe

220

Ser

Thr

Asn

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Leu

125

Thr

Trp

Ala

Ser

Phe

205

Gly

Ser

val

Leu

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

190

Ala

Gln

Ser

Thr

Leu

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gln

Ser

Gln

Ser

175

Thr

vVal

Gly

Gly

Arg

255

Asp

Phe

val

val

Tyr

80

Cys

val

Ser

Cys

Gln

160

Arg

Asp

Tyr

Thr

Ser

240

Pro

Asp
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Met

Ser

Gln

305

Thr

Cys

Thr

Pro

Phe

290

Gly

Ala

Glu

Phe

val

275

Lys

Leu

Ser

Thr

Leu

355

260

Thr

Lys

Arg

Tyr

Gln

340

Thr

Leu

Leu

Gly

Tyr

325

val

Asp

Asn

Thr

Asn

310

Gln

Thr

Ile

Glu

Cys

295

Phe

Thr

Thr

Pro

Glu

280

val

Thr

Tyr

Tyr

Phe

360

59

265

val

Gln

Lys

Cys

Ala

345

Glu

Glu

Thr

Leu

Pro

330

Asp

Cys

val

Arg

Lys

315

Pro

Phe

Lys

val

Leu

300

Gly

Thr

Ile

Lys

Ser

285

Lys

Ala

Pro

Asp

Pro

365

270

Asn

Ile

Leu

Glu

Ser

350

val

Glu

Phe

Asn

Thr

335

Leu

Gln

Phe

Glu

Met

320

Asp

Lys

Lys
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REIVINDICAGCOES

1. Proteina de fusdo compreendendo:

(i) um anticorpo, seu fragmento funcional ou derivado funcional tendo afi-
nidade de ligacdo especifica ao dominio extracelular da fibronectina
oncofetal (ED-B) ou a pelo menos um dos dominios extracelulares da
tenascina oncofetal, fundido a

(i) uma citocina selecionada a partir do grupo que consiste em (a) IL-10,
(b) IL15, (c) IL-24 e (d) GM-CSF, fragmentos funcionais e derivados
funcionais dos mesmos.

2. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagao 1, em que o
anticorpo, o fragmento ou o derivado funcional do mesmo € selecionado a
partir do grupo consistindo em anticorpos policlonais, anticorpos monoclo-
nais, anticorpos quiméricos, anticorpos humanizados, anticorpos com CDR
enxertada, fragmentos Fv, fragmentos Fab, fragmentos Fab; e proteinas de
ligagdo similares aos anticorpos. .

3. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagéo 1 ou 2, em
que o derivado funcional do anticorpo é o fragmento de anticorpo biespecifi-
co (“diacorpo”) L19 (longo) tendo a sequéncia de aminodacidos descrita em
SEQ ID NO: 6.

4. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, em
que o derivado funcional do anticorpo é o fragmento de anticorpo biespecifi-
co ("diacorpo") L19 (curto) tendo a seqiiéncia de amino descrita em SEQID
NO: 7.

5. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, em
que o anticorpo, o fragmento funcional ou o derivado funcional do mesmo
tendo afinidade de ligacdo especifica a pelo menos um dos dominios extra-
celulares da tenascina oncofetal é selecionado a partir do grupo que consiste
em F16 (longo), F16 (curto), F16 (A34M) (longo), F16 (A34M) (curto), G11
(longo) e G11 (curto) tendo as sequéncias de amino descritas em SEQ ID
NO: 8 até 13, respectivamente.

6. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das reivindi-

cagbes 1 a 5, em que um membro do grupo que consiste em L19 (longo),
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L19 (curto), F16 (longo), F16 (curto), F16 (A34M) (longo), F16 (A34M) (curto),
G11 (longo) e G11 (curto) esta fundido a uma citocina selecionada a partir
do grupo que consiste em GM-CSF, IL-10, IL15 e IL-24, seus fragmentos
funcionais e derivados funcionais dos mesmos.

7. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 1 a 6, em que a citocina é uma citocina de murino ou humana, prefe-
rivelmente uma humana, fragmento funcional ou derivado funcional do mes-
mo.

8. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 1 a 7, em que a citocina, o fragmento funcional ou 0 derivado funcio-
nal do mesmo esta fundido de modo N-terminal ou C-terminal, preferivel-
mente de modo N-terminal, ao anticorpo, ao fragmento funcional ou ao deri-
vado funcional do mesmo.

9. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 1 a 8, em que o fragmento de anticorpo ou 0 seu derivado funcional
é selecionado a partir do grupo que consiste em L 19 (curto), F16 (curto),
F16 (A34M) (curto) e G11 (curto), preferivelmente F16 (A34M) (curto).

10. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 1 a 9, selecionada a partir do grupo que consiste em L19-IL-10, IL15-
L19, IL-24-L19, L19-GM-CSF, L19-IL15, IL24-L19.

11. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 1 a 10 selecionada a partir do grupo que consiste naquelas tendo a
sequéncia de aminoacidos descrita em SEQ ID NO: 14-19.

12. Uso de uma proteina de fusdo como definida em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 11 para a fabricagdo de um medicamento.

13. Uso de acordo com a reivindicag@o 12 para o tratamento de
cancer em um mamifero, preferivelmente em um ser humano.

14. Uso de acordo com a reivindicagdo 12 para o tratamento de
doengas inflamatérias, preferivelmente das doengas inflamatérias crénicas,
em um mamifero, preferivelmente em um ser humano.

15. Uso de acordo com a reivindicagdo 14, em que a doenca

inflamatéria é selecionada a partir do grupo que consiste em psoriase, ate-



rosclerose, artrite, preferiveimente artrite reumatoide.

16. Composicao farmacéutica compreendendo pelo menos uma
proteina de fusdo como definida em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 11
e opcionalmente um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

17. Método de tratamento, em que uma quantidade efetiva de
uma composicéo farmacéutica como definida na reivindicagao 16 é adminis-
trada a um paciente que necessita do mesmo, preferivelmente um paciente

sofrendo de cancer e/ou doengas inflamatorias.
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Fig. 1
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 6
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RESUMO
Patente de Invengdo: "CITOCINAS COM ANTICORPOS ALVEJADOS PA-
RA TERAPIA".

A presente invengéo refere-se as proteinas de fuséo que com-
preendem um anticorpo, seu fragmento funcional ou derivado funcional ten-
do afinidade de ligagdo especifica ao dominio extracelular da fibronectina
oncofetal (ED-B) ou a pelo menos um dos dominios extracelulares da tenas-
cina oncofetal, fundido a uma citocina selecionada a partir do grupo que
consiste em IL-10, IL15, IL-24 e GM-CSF, fragmentos funcionais e derivados
funcionais do mesmos. A invengdo também é dirigida ao uso de pelo menos
uma das ditas proteinas de fuséo para a fabricagao de um medicamento. Em
particular, a invengao diz respeito ao uso do dito medicamento para o trata-
mento de tumores ou doengas inflamatérias cronicas, tais como a ateroscle-

rose, a artrite e a psoriase.
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