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(57) Resumo: AGONISTAS DE IL2. A invencao se refere a variantes de interleucina-2 (IL2). Em uma concretizago, as variantes
de IL2 ativam células T efetoras sobre células T regulatérias. Em particular, a invengédo se refere a um polipeptideo
compreendendo uma muteina de IL2 humana ou de uma variante funcional de IL2 humana, em que a IL2 humana ou sua
variante funcional é substituida em pelo menos uma posi¢éo tendo um residuo de aminoacido acido ou basico no tipo selvagem
IL2 humana que contata a subunidade alfa do complexo receptor al IL2 (IL2RaR). A invengdo também se refere a
polinucleotideos que codificam para os polipeptideos da invengéo, células hospedeiras compreendendo os polinucleotideos,
composicdes farmacéuticas compreendendo os polipeptideos, polinucleotideos ou células hospedeiras, métodos terapéuticos ou
profilaticos de tratamento usando os polipeptideos, polinucleotideos, células hospedeiras ou composicdes farmacéuticas e
médicas preparacdes compreendendo os polipeptideos, polinucleotideos, células hospedeiras ou composicdes farmacéuticas.
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AGONISTAS DE IL2

Campo técnico

[001] A invencgao se refere a variantes de
interleucina-2 (IL2). Em particular, a invencao se refere a
um polipeptideo compreendendo uma muteina de IL2 humana ou
de uma variante funcional de IL2 humana, em que a IL2 humana
ou sua variante funcional é substituida em pelo menos uma
posicdo tendo um residuo de aminocdcido &dcido ou bédsico na
IL2 humana tipo selvagem que contata a subunidade alfa do
complexo de receptor de IL2 ofy ((IL2ZRaBy) . Em uma
concretizacao, a substituicao reduz a afinidade para
IL2RaPy, de preferéncia, em maior extensao do que para O
complexo de receptor de IL2 Ry (ILZRPY) . Em uma
concretizacao, o polipeptideo ativa as células T efetoras
sobre as células T reguladoras. A invencao também se refere
a polinucleotideos que codificam para os polipeptideos da
invencao, células hospedeiras compreendendo oS
polinucleotideos, composicgdes farmacéuticas compreendendo os
polipeptideos, polinucleotideos ou células hospedeiras,
métodos terapéuticos ou profilaticos de tratamento usando os
polipeptideos, polinucleotideos, células hospedeiras ou
composicdes farmacéuticas e médicas preparacdes
compreendendo os polipeptideos, polinucleotideos, células
hospedeiras ou composigdes farmacéuticas.
ANTECEDENTES DA INVENQAO

[002] O sistema imunoldgico desempenha um papel
importante no céncer, autoimunidade, alergia, bem como em
doencas associadas a patdgenos. As células T e as células NK

sao mediadoras importantes das respostas imunes
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antitumorais. As células T CD8+ e as células NK podem lisar
diretamente as células tumorais. As células T CD4+, por outro
lado, podem mediar o 1influxo de diferentes subconjuntos
imunoldégicos, incluindo células T CD8+ e células NK no
tumor. As células T CD4+ sao capazes de licenciar células
dendriticas (DCs) para a iniciacao de respostas de células
T CD8+ antitumorais e podem atuar diretamente nas células
tumorais por meio da suprarregulacao de MHC mediada por IFNY
e inibig¢do do crescimento. As respostas de células T CD8+
especificas de tumor, bem como CD4+, podem ser induzidas por
meio de vacinacgao ou por transferéncia adotiva de células
T. No contexto de uma plataforma de vacina baseada em mRNA,
mRNA pode ser entregue via formulacao lipossomal (RNA-
lipoplexos, RNA-LPX) em células apresentadoras de antigeno
localizadas em 6rgdos linfoides secunddrios, sem necessidade
de qualgquer adjuvante adicional para estimulacao imunoldgica
(Kreiter, S. et al. Nature 520, 692-696 (2015); Kranz, LM et
al. Nature 534, 396-401 (2016).

[003] As citocinas desempenham um papel importante
na 1imunidade. Por exemplo, a interleucina-2 (IL2) €& um
potente estimulador imunoldgico, ativando diversas células
do sistema imunoldgico, incluindo células T, células B,
mondécitos e células natural killer (NK). IL2 é conhecida por
apoiar a diferenciacgao, ©proliferacao, sobrevivéncia e
fungdes efetoras de células T e células NK (Blattman, JN et
al. Nat. Med. 9, 540-7 (2003)) e tem sido usada por décadas
no tratamento de melanoma maligno de estagio tardio (Maas,
RA, Dullens, HF & Den Otter, W. Cancer Immunol. Immunother.

36, 141-8 (1993)). Assim, imunoterapias, tais como vacinas
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de células T ou transferéncia adotiva de células T ou células
T ou células NK (nativa ou receptor de células T transgénicas
ou receptor de antigeno qguimérico transgénico) podem se
beneficiar da administracdo simultédnea de citocinas como
IL2. Uma desvantagem da IL2 recombinante, no entanto, é sua
meia-vida plasmatica curta (Lotze, MT et al. JAMA 1986, 2506,
3117-24 .; West, WH et al. N. Engl. J. Med. 316, 898- 905
(1987)). Isso cria a necessidade de injetar frequentemente
grandes guantidades de 1IL2 levando a efeitos colaterais
graves, como a sindrome de vazamento vascular (VLS)
(Rosenberg, S. A. et al. N. Engl. J. Med. 316, 889-97
(1987)). A VLS leva ao acumulo de fluido intravascular nos
pulmdes e no figado, resultando em edema pulmonar e lesao
hepatica. Até recentemente, acreditava-se que a VLS era
causada pela liberacado de citocinas pré-inflamatdrias de
células NK ativadas por IL2. No entanto, um relatdério recente
aponta para a ligacdo direta de IL2 as células endoteliais
do pulmao, como uma suposta causa de VLS (Krieg et al, PNAS
USA 107 (26) 11906-11911 (2010)). Uma segunda desvantagem da
IL2 ¢é sua capacidade inerente de estimular células T
reguladoras (Tregs). Tregs estdao correlacionados com a
redugcdo da sobrevida de pacientes com cancer, pois podem
suprimir a funcadao das células T efetoras antitumorais e
células NK (Nishikawa, H. & Sakaguchi. Curr. Opin. Immunol.
27, 1-7 (2014)). A IL2 sinaliza através do receptor IL2, gue
existe como uma versdo de afinidade alta e intermedidria. O
receptor de alta afinidade IL2 (IL2RoPy) consiste em CD25
(IL2Ra), CD122 (IL2RPB) e CD132 (IL2Ry) e é expresso em Tregs,

bem como em células T CD4 + e CD8 + ativadas. A ativacao de
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Treg pode exacerbar a supressaoc imunoldgica, comprometendo
potencialmente a resposta terapéutica pretendida. O receptor
de afinidade intermedidria (IL2RPy) carece de CD25 e ¢é
prevalente em células T virgens e de memdéria, bem como em
células NK. Como resultado, IL2 estimula preferencialmente
CD25 gue expressa Tregs (Todd, J. A. et al. PLoS Med. 13,
el1002139 (2016)), bem como células T CD4 + e CD8 + ativadas.
Além disso, altas doses de IL2 sdo necessarias para ativar
as células T e NK naive e de memdria. As tentativas de
alterar IL2 de forma que ela perca a preferéncia por células
que expressam CD25, aumentando, assim, relativamente o
potencial estimulador de células T naive e de memdria, bem
como células NK, mostraram melhorar seu potencial
antitumoral (Arenas—-Ramirez, N. et al. Sci. Transl. Med. 8,
1-13 (2016).

[004] H& uma necessidade de novas estratégias para
aumentar a eficdcia das vacinas, em particular, vacinas
contra o céncer e outras imunoterapias, em particular,
imunoterapias contra o cancer, talis como transferéncia
adotiva de células T e NK (naive ou receptor de células T
transgénicas ou receptor de antigeno quimérico transgénico).

[005] Descobrimos variantes de IL2 humana que
ativam preferencialmente células qgque expressam O receptor
IL2RRy de afinidade intermedidria em relacdo a células que
expressam o receptor IL2 de alta afinidade IL2RaPy.

[006] A interrupcao das interacdes de IL2 com IL2Ra
por meio de modificacao apropriada de residuos de ligacao
especificos na superficie de ligacao de IL2 foi hipotetizada

para evitar a ligacgao eficaz (e, portanto, ativacao) a
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células que expressam IL2Rafy. No entanto, em células que
expressam IL2RBy, a ligacdo a célula ainda ocorrerda. Espera-
se que uma variante de ILZ2 capaz de ativar seletivamente os
receptores de IL2 de afinidade intermedidria em certas
células T, como células T de memdéria, células T naive e
células T efetoras, bem como células NK, em preferéncia, aos
receptores de IL2 de alta afinidade em células T
regulatdérias. um indice terapéutico melhorado sobre a IL2 do
tipo selvagem e um perfil de toxicidade reduzido. Uma
variante de IL2 com um indice terapéutico melhorado teria
uma gama significativamente expandida de uso no tratamento
de disturbios que requerem estimulacao do sistema
imunoldégico, por exemplo, no tratamento do cdncer (como uma
terapia direta e / ou adjuvante). Em particular, a
administracao de RNA variante de 1IL2 é uma abordagem
promissora para aumentar a eficdcia terapéutica de multiplas
imunoterapias baseadas em células T e NK (cancer).

[007] A presente divulgacao fornece novas variantes
de IL2. Especificamente, sao descritas variantes de IL2 que
contém mutacdes que afetam a ligacao de CD25 ("mutCD25") e,
opcionalmente, ainda contém mutacdes que aumentam a ligacao
de IL2RBYy ("mutPy "), reduzindo, assim, a expansao de Treg
e aumentando a célula T efetora e a estimulacao de células
NK. In vitro, variantes de IL2 mutCD25 mRNA-codificadas
induziram proliferagcdao mais fraca de células T positivas
IL2Rafy do que IL2 de tipo selvagem e demonstraram ligacao
reduzida a CD25. As variantes Mutfy sem mutacgdes mutCD25
aumentaram fortemente a poténcia para expandir todas as

células T, mas também aumentaram a expansao preferencial de
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Tregs em comparagao com IL2 de tipo selvagem.
Importante, combinacdao de mutCD25 e mutagdes mutfy resultou
em uma forte redugcao da expansao de Treg mediada por ILZ,
mantendo a eficdcia para expandir células T CD8+, bem como
células T FoxP3- CD4+. In vivo, o mRNA formulado com
nanoparticulas que codifica as variantes mutCD25 de 1IL2
direcionadas ao figado de camundongos para disponibilidade
sistémica, preferencialmente ou apenas reforgou as respostas
de células T efetoras induzidas pela vacinagao de RNA-LPX em
comparacao com Tregs. A combinacdao de mutagdes mutCD25 e
mutBy aumentou ainda mais a poténcia das variantes mutCD25
IL2 e levou a expansao preferencial de células T especificas
do antigeno com expansao de Treg significativamente mais
baixa e taxas de CD8 para Treg aumentadas em comparagao com
IL2 de tipo selvagem.
SUMARIO DA INVENCAO

[008] Em uma concretizacao, as variantes de IL2 sao
descritas neste relatdério descritivo tendo substituicgdes de
aminodcidos na regido de IL2 que contata a subunidade alfa
(a) do complexo heterotrimérico do receptor de IL2, IL2Rapy,
reduzindo sua capacidade de ligar e ativar o heterotrimero
(também denominado agui e mutacdes "mutCD25"). O complexo
IL2RaPy & expresso constitutivamente em células T
reguladoras (Tregs). Portanto, as substituig¢des de IL2 aqgqui
descritas reduzem a afinidade para IL2Rafy em maior extensao
do que para IL2RPy, o complexo de receptor predominante em
células T naive e de memdéria, bem como em células NK. O
tratamento usando as variantes de IL2 aqui descritas in vivo

favorece a ativacao de células T, como células T CD8, em vez
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de Tregs no microambiente tumoral para fornecer eficdcia
antitumoral.

[009] Em um aspecto, a invencao se refere a um
polipeptideo compreendendo uma muteina de Interleucina-2
humana (IL2) ou de uma variante funcional de IL2 humana, em
que a IL2 humana ou sua variante funcional ¢ substituida em
pelo menos uma posicdo tendo um acido ou bdsico residuo de
aminodcido na IL2 humana de tipo selvagem que contata a
subunidade alfa do complexo receptor oaffy de ILZ2 (IL2Rafy),
em que se o residuo de aminocdcido for um residuo de
aminodcido 4dcido (&cido glutdmico (Glu / E) ou acido
aspartico (Asp / D ), em particular, &cido glutdmico) em IL2
humana de tipo selvagem a substituicdao é por um residuo de
aminodcido basico (lisina (Lys / K) ou arginina (Arg / R),
em particular lisina) e se o residuo de aminodcido for um
aminodcido basico residuo de 4&cido (lisina (Lys / K) ou
arginina (Arg / R), em particular lisina) na IL2 humana de
tipo selvagem, a substituicdo é por um residuo de aminodcido
acido (acido glutédmico (Glu / E) ou &acido aspartico (Asp /
D ), em particular 4dcido glutémico). Em diferentes
concretizacgdes, a IL2 humana ou variante funcional da mesma
¢ substituida em um ou mais, tal como dois ou mais ou trés
ou mais, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 tais posigdes tendo
um acido ou basico residuo de aminodcido na IL2 humana de
tipo selvagem que contata a subunidade alfa do complexo de
receptor de IL2 ofy (ILZ2Rafy).

[0010] Em uma concretizacao, a IL2 humana de tipo
selvagem tem a sequéncia de aminodcidos de acordo com SEQ ID

NO: 17.
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[0011] Em uma concretizacdo, o residuo de aminodacido
dcido em IL2 humana de tipo selvagem contata um residuo de
aminodcido béasico na subunidade alfa de IL2Rafy. Em uma
concretizacdo, o residuo de aminodcido basico em IL2 humana
de tipo selvagem contata um residuo de aminocdcido dcido em
subunidade alfa de IL2Rafy.

[0012] Em uma concretizacao, a substituicao reduz a
afinidade para IL2Rafy. Em uma concretizacgao, a substituicao
reduz a afinidade para IL2Rafy em maior extensao do que para
o complexo de receptor de By IL2 (IL2RP).

[0013] Em uma concretizacao, o polipeptideo ativa
preferencialmente células T efetoras (por exemplo, células
T CD8 + e / ou células T CD4 +, como células T CD4 + sendo
CD25- e / ou FoxP3-) sobre células T reguladoras (por
exemplo, CD4 + CD25 + FoxP3 + Células T).

[0014] Em uma concretizacao, a IL2 humana ou sua
variante funcional é substituida em pelo menos uma das
posicgdes 35 (lisina), 43 (lisina), 61 (4dcido glutédmico) e 62
(Acido glutémico) em relacdao a IL2 humana de tipo selvagem
e numerada de acordo com ILZ humana de tipo selvagem.

[0015] Em diferentes concretizacgdes, a IL2 humana ou
variante funcional da mesma é substituida em pelo menos as
seguintes posigdes:

- posicao 35,

- posicao 43,

- posicao 61,

- posicao 62,

- posicao 35 e posicgao 43,

- posicao 35 e posigao 61,
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- posicao 35 e posigao 62,

- posicao 43 e posigao 61,

- posicao 43 e posigao 62,

- posicao 61 e posigao 62,

- posicao 35, posicao 43 e posicgao 61,

- posicao 35, posicao 43 e posigao 62,

- posicao 35, posicao 61 e posicgao 62,

- posicao 43, posicao 61 e posigao 62, ou

- posicao 35, posicao 43, posicao 61 e posicgao 62.

[0016] Em uma concretizacao, a posicao 35 é
substituida por 4&cido glutdmico. Em uma concretizacdo, a
posicdo 43 ¢é substituida por Adcido glutdmico. Em uma
concretizacao, a posicao 61 é substituida por lisina. Em uma
concretizacao, a posicao 62 é substituida por lisina.

[0017] Em uma concretizacao, a posicao 35 é
substituida. Em uma concretizacao, a posicao 35 é
substituida por acido glutéamico.

[0018] Em uma concretizacao, a posicao 43 é
substituida. Em uma concretizacao, a posicao 43 é
substituida por acido glutéamico.

[0019] Em uma concretizacao, a posicao 6l é
substituida. Em  uma concretizacao, a posicao 61 é
substituida por lisina.

[0020] Em uma concretizacao, a posicgao 62 é
substituida. Em  uma concretizacao, a posicao 62 é
substituida por lisina.

[0021] Em uma concretizacao, as posigdes 43 e 61 sao
substituidas. Em uma concretizacao, a posicao 43 é

substituida por adcido glutédmico e a posicdo 61 é substituida
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por lisina.

[0022] Em uma concretizacao, as posicdes 35, 43 e 61
sao substituidas. Em uma concretizacdao, a posicao 35 é
substituida por acido glutdmico, a posicao 43 é substituida
por adcido glutdmico e a posicdo 61 é substituida por lisina.

[0023] Em uma concretizacao, as posigdes 61 e 62 sao
substituidas. Em uma concretizacao, a posicao 6l é
substituida por 1lisina e a posicao 62 é substituida por
lisina.

[0024] Em um aspecto, a invencao se refere a um
polipeptideo compreendendo uma muteina da Interleucina-2
humana (IL2) ou de uma variante funcional da IL2 humana, em
que a IL2 humana ou sua variante funcional é substituida em
pelo menos uma das posicdes 35 (lisina), 43 (lisina), 61
(dcido glutédmico) e 62 (dcido glutdmico) em relacdo a IL2
humana de tipo selvagem e numerados de acordo com a IL2
humana de tipo selvagem. Em uma concretizacao, se o residuo
de aminodcido é um residuo de aminodcido &cido em IL2 humana
de tipo selvagem, a substituicdao é por um residuo de
aminodcido bdsico e se o residuo de aminodcido é um residuo
de aminodcido basico em IL2 humana de tipo selvagem a
substituicdo é por um residuo de aminodcido &acido.

[0025] Em diferentes concretizacgdes, a IL2 humana ou
variante funcional da mesma é substituida em pelo menos as
seguintes posicgdes:

- posicao 35,

- posicao 43,

- posicao 61,

- posicao 62,
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— posicao 35 e posicgao 43,

- posicao 35 e posigao 61,

- posicao 35 e posigao 62,

- posicao 43 e posigao 61,

- posicao 43 e posigao 62,

- posicao 61 e posigao 62,

- posicao 35, posicao 43 e posicgao 61,

- posicao 35, posicao 43 e posicgao 62,

- posicao 35, posicao 61 e posigao 62,

- posicao 43, posicao 61 e posigao 62, ou

- posicao 35, posicao 43, posicao 61 e posicgao 62.

[0026] Em uma concretizacao, a posicao 35 é
substituida por 4&cido glutdmico. Em uma concretizacdo, a
posicdo 43 ¢é substituida por Adcido glutdmico. Em uma
concretizacao, a posicao 61 é substituida por lisina. Em uma
concretizacao, a posicao 62 é substituida por lisina.

[0027] Em uma concretizacao, a posicao 35 é
substituida. Em uma concretizacao, a posicao 35 é

substituida por acido glutéamico.

[ON

[0028] Em uma concretizacao, a posicgao 43
substituida. Em uma concretizacao, a posicao 43 é
substituida por acido glutéamico.

[0029] Em uma concretizacao, a posicao 6l é
substituida. Em uma concretizacao, a posicao 6l é
substituida por lisina.

[0030] Em uma concretizacao, a posicao 62 é
substituida. Em  uma concretizacao, a posicao 62 é
substituida por lisina.

[0031] Em uma concretizacao, as posicdes 43 e 61 sao
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substituidas. Em uma concretizacao, a posicao 43 é
substituida por acido glutédmico e a posicdo 61 é substituida
por lisina.

[0032] Em uma concretizacao, as posicgdes 35, 43 e 61
sao substituidas. Em uma concretizacgcao, a posicao 35 é
substituida por acido glutdmico, a posicao 43 é substituida
por acido glutdmico e a posicdo 61 é substituida por lisina.

[0033] Em uma concretizacao, as posicdes 61 e 62 sao
substituidas. Em uma concretizacgao, a posicao 61 ¢é
substituida por 1lisina e a posicao 62 é substituida por
lisina.

[0034] Em uma concretizacao, a IL2 humana de tipo
selvagem tem a sequéncia de aminodcidos de acordo com SEQ ID
NO: 17.

[0035] Em uma concretizacao, a substituicdao reduz a
afinidade para IL2Rafy. Em uma concretizacgao, a substituicao
reduz a afinidade para IL2Rafy em maior extensao do que para
o complexo de receptor de By IL2 (IL2RPBy) .

[0036] Em uma concretizacao, o polipeptideo ativa
preferencialmente células T efetoras (por exemplo, células
T CD8+ e / ou células T CD4+, como células T CD4+ sendo CD25-
e / ou FoxP3-) sobre células T reguladoras (por exemplo,
Células T CD4+ CD25+ FoxP3+).

[0037] Em uma concretizacao, a IL2 substituida ou
sua variante funcional (muteina de IL2) descrita acima tem
uma sequéncia de aminodcidos idéntica a IL2 de tipo selvagem
nos outros residuos nao substituidos. Em uma concretizacao,
a muteina de IL2 descrita acima tem modificacgdes de

aminodcidos, tais como substituigdes de aminodcidos em um ou
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mais locais ou em outros residuos de IL2 humana de tipo
selvagem. Em uma concretizacao, tais substituicdes de
aminodcidos resultam em afinidade relativamente aumentada
para IL2RBy em comparacgcao com IL2 de tipo selvagem (também
denominadas mutacdes " mutBy" neste relatério
descritivo) . Esses mutantes sao agonistas de sinalizacao de
IL2 potentes. Em uma concretizacao, tais substituigdes de
aminodcidos sdo em residuos de aminodcidos que contatam IL2RP
e/ou IL2Ry.

[0038] Em uma concretizacao, a IL2 humana ou variante
funcional desta é substituida em pelo menos uma das posicdes
24, o5, 74, 80, 81, 85, 86, 89, 92 e 93 em relacdo a IL2
humana de tipo selvagem e numerada de acordo com IL2 humano
de tipo selvagem. O (s) residuo (s) de amincacido substituido
(s) podem ser, mas nao sao necessariamente, substituicdes
conservativas. Por exemplo, a mutacgao pode ser: 124V, P65H,
Q74R, Q74H, Q74N, Q74S, L80OF, L80V, R81I, R81T, R81D, L85V,
I86V, 189V, I92F, V93I.

[0039] Em uma concretizacao, a muteina IL2
compreende o seguinte conjunto de substituicdes de
aminodcidos: 80F/81D/85V/86V/92F. A muteina IL2 pode ainda
compreender a substituicdao de aminodcido 42A. A muteina IL2
pode compreender ainda uma ou mais das seguintes
substituicdes de aminodcidos: 24V, 65H, 74R, 74H, 74N, 74S,
89v, 93I.

[0040] Em algumas concretizagdes, a muteina IL2
compreende um conjunto de substituigdes de aminodacidos
selecionadas do grupo gque consiste em:

(1) 74N, 80F, 81D, 85V, 86V, 89V, 92F;
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(i) 74H, 80F, 81D, 85V, 86V, 92F;
(1id) 74s, 80F, 81D, 85V, 86V, 92F;
(iv) 74N, 80F, 81D, 85V, 86V, 92F;
(v) 80F, 81 D, 85V, 86V, 92F;
(vi) 80F, 81 D, 85V, 86V, 89V, 92F,
(vii) 18R, 22E, 80r, 81 D, 85 V, 86 V,
931, 126T;
(viii) 18R, 22E, 74S, 80F, 81T, 85V,
931, 126T.
[0041] Em um aspecto, a invencao se refere a um

polipeptideo compreendendo uma muteina da interleucina-2

humana (IL2) ou de uma variante funcional da IL2 humana, em

que a IL2 humana ou sua variante funcional compreende pelo

menos (i) uma ou mais substituic¢des de aminodcidos que

reduzem a afinidade para a subunidade alfa de IL2Rafy (também

denominadas mutacdes "mutCD25" neste relatdério descritivo)

e (1) uma ou mais substituicdes de aminodcidos gque aumentam
a afinidade para IL2RPy (também denominadas mutacgdes “mutfy"
neste relatdério descritivo).

[0042]

Em uma concretizacao, o polipeptideo ativa

preferencialmente células T efetoras (por exemplo, células

T CD8+ e / ou células T CD4+, como células T CD4 + sendo

CD25- e / ou FoxP3-) sobre células T reguladoras (por
exemplo, Células CD4+ CD25+ FoxP3+).
[0043] Em uma concretizacao, uma ou mais

substitui¢des de aminodcidos que reduzem a afinidade para a
subunidade alfa de IL2Rafy estdao em residuos de aminodacidos
de IL2 ou uma variante funcional desta que contata IL2Ra. Em

uma concretizacdo, uma ou mails substituic¢des de aminodcidos
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que reduzem a afinidade para a subunidade alfa de IL2RoPy
reduzem a afinidade para IL2RaPy em maior extensao do que
para IL2RPy.

[0044] Em uma concretizacao, uma ou mais
substitui¢des de aminodcidos que reduzem a afinidade para a
subunidade alfa de IL2Rafy compreendem substituicdes em uma
ou mais posigdes de IL2 ou uma variante funcional desta
selecionada a partir do grupo gque consiste em K35, T37, R38,
T41, F42, K43, F44, Y45, E61l, E62, K64, P65, E68, L72 e Y107.

[0045] Em uma concretizacao, uma ou mais
substituicdes de aminodcidos que reduzem a afinidade para a
subunidade alfa de IL2Rafy estdao em uma ou mais posicdes de
IL2 ou uma variante funcional da mesma tendo um residuo de
aminodcido &cido ou béasico em IL2 humana de tipo selvagem
que contata a subunidade alfa de IL2Rafy, em que se o residuo
de aminodcido é um residuo de aminodcido 4dcido (acido
glutdmico (Glu / E) ou acido aspartico (Asp / D), em
particular acido glutdmico) na IL2 humana de tipo selvagem,
a substituicao é por um residuo de aminodcido bdasico (lisina
(Lys / K) ou arginina (Arg / R), em particular, lisina) e se
o residuo de aminodcido for um residuo de aminodcido béasico
(lisina (Lys / K) ou arginina (Arg / R ), em particular,
lisina) na IL2 humana de tipo selvagem a substituigcao é por
um residuo de aminodcido acido (adcido glutdmico (Glu / E) ou
acido aspartico (Asp / D), em particular &dcido glutamico) .Em
diferentes concretizacdes, a IL2 humana ou variante
funcional da mesma ¢é substituida em um ou mais, tal como
dois ou mais ou trés ou mais, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou

8 tails posigdes tendo um 4dcido ou Dbasico residuo de
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aminodacido na IL2 humana de tipo selvagem gue contata a
subunidade alfa de IL2Rafy.

[0046] Em uma concretizacdo, o residuo de aminodacido
acido em IL2 humana de tipo selvagem contata um residuo de
aminodcido bédsico na subunidade alfa de IL2Rafy. Em uma
concretizacdo, o residuo de aminodcido basico em IL2 humana
de tipo selvagem contata um residuo de aminocdcido dcido em
subunidade alfa de IL2Rafy.

[0047] Em uma concretizacao, a IL2 humana de tipo
selvagem tem a sequéncia de aminodcidos de acordo com SEQ ID
NO: 17.

[0048] Em uma concretizacao, uma ou mais
substitui¢des de aminodcidos que reduzem a afinidade para a
subunidade alfa de IL2Rafy compreendem uma substituicao em
pelo menos uma das posigdes 35 (lisina), 43 (lisina), 61
(dcido glutémico) e 62 (dcido glutdmico acido) em relacdo a
IL2 humana de tipo selvagem e numerada de acordo com a IL2
humana de tipo selvagem.

[0049] Em diferentes concretizacgdes, uma ou mais
substituicdes de aminodcidos que reduzem a afinidade para a
subunidade alfa de IL2RaPy estdao em uma ou mais posigdes de
IL2 ou uma variante funcional desta selecionada a partir do
grupo gue consiste em:

- posicao 35,

- posicao 43,

- posicao 61,

- posicao 62,

- posicao 35 e posicgao 43,

- posicao 35 e posigao 61,
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- posicao 35 e posigao 62,

- posicao 43 e posigao 61,

- posicao 43 e posigao 62,

- posicao 61 e posigao 62,

- posicao 35, posicao 43 e posicgao 61,

- posicao 35, posicao 43 e posigao 62,

- posicao 35, posicao 61 e posicgao 62,

- posicao 43, posicao 61 e posigao 62, ou

- posicao 35, posicao 43, posicao 61 e posicgao 62.

[0050] Em uma concretizacao, a posicao 35 é
substituida por 4&cido glutdmico. Em uma concretizacdo, a
posicdo 43 ¢é substituida por Adcido glutdmico. Em uma
concretizacao, a posicao 61 é substituida por lisina. Em uma
concretizacao, a posicao 62 é substituida por lisina.

[0051] Em uma concretizacao, a posicao 35 é
substituida. Em uma concretizacao, a posicao 35 é
substituida por acido glutéamico.

[0052] Em uma concretizacao, a posicao 43 é
substituida. Em uma concretizacao, a posicao 43 é
substituida por acido glutéamico.

[0053] Em uma concretizacao, a posicao 6l é
substituida. Em  uma concretizacao, a posicao 61 é
substituida por lisina.

[0054] Em uma concretizacao, a posicgao 62 é
substituida. Em  uma concretizacao, a posicao 62 é
substituida por lisina.

[0055] Em uma concretizacao, as posigdes 43 e 61 sao
substituidas. Em uma concretizacao, a posicao 43 é

substituida por adcido glutédmico e a posicdo 61 é substituida

Peticao 870210005445, de 15/01/2021, pag. 212/376



18/151

por lisina.

[0056] Em uma concretizacao, as posicdes 35, 43 e 61
sao substituidas. Em uma concretizacdao, a posicao 35 é
substituida por acido glutdmico, a posicao 43 é substituida
por adcido glutdmico e a posicdo 61 é substituida por lisina.

[0057] Em uma concretizacao, as posigdes 61 e 62 sao
substituidas. Em uma concretizacao, a posicao 6l é
substituida por 1lisina e a posicao 62 é substituida por
lisina.

[0058] Em uma concretizacao, uma ou mais
substituicdes de aminoacidos que aumentam a afinidade para
IL2RRy estdo em residuos de aminocdcidos de IL2 gque contatam
IL2RB e/ou IL2Ry.

[0059] Em uma concretizacao, uma ou mais
substitui¢des de aminodcidos que aumentam a afinidade para
IL2R y compreendem substituic¢des em uma ou mais posigdes de
IL2 selecionadas do grupo que consiste em K9, L12, Q13, E15,
Hl6, D20, Q74, L80, R81, D84, L85, 186, N88, 192, L94 e E95.

[0060] Em uma concretizacao, uma ou mais
substituicdes de aminodacidos que aumentam a afinidade para
IL2RBY compreendem uma substituicdao em pelo menos uma das
posicdes 24, 65, 74, 80, 81, 85, 86, 89, 92 e 93 em relacao
ao selvagem tipo IL2 humano e numerado de acordo com IL2
humano tipo selvagem. O (s) residuo (s) de aminodacido
substituido (s) podem ser, mas nao sao necessariamente,
substitui¢des conservativas. Por exemplo, a mutacao pode
ser: 124V, P65H, Q74R, Q74H, Q74N, Q745, L80F, L80V, R81 I,
R81T, R81D, L85V, I86V, I89vV, I92F, VI93I.

[0061] Em uma concretizacao, a muteina IL2
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compreende o seguinte conjunto de substituicdes de
aminodcidos: 80F / 81D / 85V / 86V / 92F. A muteina IL2 pode
ainda compreender a substituicdo de aminodcido 42A. A
muteina IL2 pode compreender ainda uma ou mais das seguintes
substituicdes de aminodcidos: 24V, 65H, 74R, 74H, 74N. 74S,
89v, 93I.

[0062] Em algumas concretizagdes, a muteina IL2
compreende um conjunto de substituigdes de aminoédcidos

selecionadas do grupo gque consiste em:

(1) 74N, 80F, 81D, 85V, 86V, 89V, 92F;

(i) 74H, 80F, 81D, 85V, 86V, 92F;

(11i) 7435, 80F, 81D, 85V, 86V, 92F;

(iv) 74N, 80F, 81D, 85V, 86V, 92F;

(v) 80F, 81 D, 85V, 86V, 92F;

(vi) 80r, 81 D, 85V, 86V, 89V, 92F, 93I;

(vii) 18R, 22E, 80F, 81D, 85V, 86V, 89V, 92F, 931,
126T;

(viii) 18R, 22E, 74S, 80F, 81T, 85V, 86V, 89V, 92F,
931, 126T.

[0063] A muteina IL2 aqui descrita pode ser ligada a

um grupo modificador farmacocinético e, assim, pode ser uma
"IL2 farmacocinética estendida (PK)".

[0064] Em um aspecto, a invencao se refere a um
polipeptideo como aqui descrito, que é uma IL2
farmacocinética estendida (PK) compreendendo ainda uma
sequéncia de aminodcidos que é heterdloga a IL2 ou variante
funcional desta fundida a muteina IL2.

[0065] Em uma concretizacao, a sequéncia de

aminodcidos que é heterdloga para a IL2 ou variante funcional
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desta é selecionada do grupo gue consiste em albumina sérica,
um fragmento de imunoglobulina, transferrina e Fn3, ou
variantes dos mesmos. Em uma concretizacgao, a albumina
sérica compreende albumina sérica de camundongo ou albumina
sérica humana. Em uma concretizacao, o fragmento de
imunoglobulina compreende um dominio Fc de imunoglobulina.

[0066] Em um aspecto, a invencao se refere a um
polipeptideo compreendendo uma sequéncia de aminodcidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 2
a 16, tal como SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15 ou 16 da listagem de sequéncia.

[0067] Os polipeptideos descritos acima também séao
denominados "polipeptideo variante de IL2" ou simplesmente
"variante de IL2" neste relatdrio descritivo.

[0068] Em um aspecto, a invencao se refere a um
polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito. Em uma concretizacdao, o polinucleotideo é
RNA.

[0069] Em um aspecto, a invencao se refere a uma
célula hospedeira compreendendo o ©polinucleotideo que
codifica o polipeptideo variante de IL2 aqui descrito.

[0070] Em um aspecto, a invencao se refere a uma
composicao farmacéutica que compreende o polipeptideo
variante de IL2 aqui descrito, o polinucleotideo que codifica
o polipeptideo variante de IL2 aqui descrito ou a célula
hospedeira que compreende o polinucleotideo que codifica o
polipeptideo variante de IL2 aqui descrito.

[0071] Em um aspecto, a invencgao se refere a um

método de tratamento de um sujeito compreendendo a
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administracdao ao sujeito do polipeptideo wvariante de IL2
aqui descrito, o polinucleotideo que codifica o polipeptideo
variante de IL2 aqui descrito, a célula hospedeira
compreendendo o polinucleotideo que codifica o polipeptideo
variante de IL2 aqui descrito, ou a composicao farmacéutica
aqui descrita. Em uma concretizacao, o sujeito tem céancer.

[0072] Em uma concretizacgcao, o sujeito é tratado
adicionalmente usando uma ou mais 1munoterapias, por
exemplo, usando vacinacao ou transferéncia adotiva de
células T, tais como vacinas de células T ou transferéncia
adotiva de células T (naive ou receptor de células T
transgénicas ou receptor de antigeno gquimérico transgénico)
células T ou células NK.

[0073] A eficédcia das vacinas, em que o antigeno é
entregue per se ou como um polinucleotideo, em particular,
como RNA que codifica o antigeno (por exemplo, RNA que
codifica um peptideo ou proteina usada para vacinacao também
referido como "peptideo ou proteina compreendendo um epitopo
para induzir um a resposta imune contra um antigeno "aqui)
pode ser aumentada pela coadministracao de polipeptideos
variantes de IL2 aqui descritos, em gque o polipeptideo
variante de IL2 é entregue per se ou como um polinucleotideo,
em particular RNA que codifica o polipeptideo variante de
IL2. A wvacina ¢é, particularmente, eficaz se o RNA que
codifica o polipeptideo variante de IL2 for direcionado ao
figado para disponibilidade sistémica. As células do figado
podem ser transfectadas com eficiéncia e sao capazes de
produzir grandes quantidades de proteinas. O mRNA que

codifica o antigeno é, preferencialmente, direcionado para
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6rgédos linfoides secunddrios. Além disso, a vacina §&,
particularmente, eficaz se um inibidor do ponto de controle
imunoldgico, como um anticorpo anti-PD-1L1, for
posteriormente administrado.

[0074] Em um aspecto, a invencao se refere a um
método para induzir uma resposta 1mune em um sujeito,
compreendendo a administracao ao sujeito:

a. o polipeptideo wvariante de IL2 aqui descrito, o
polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito, a célula hospedeira compreendendo O
polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito, ou a composicao farmacéutica aqui descrita; e

b. um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo
para induzir uma resposta imune contra um antigeno no sujeito
ou um polinucleotideo que codifica o peptideo ou proteina.

[0075] Em uma concretizacao, o polinucleotideo que
codifica o peptideo ou proteina é RNA.

[0076] Em uma concretizagao, o método para induzir
uma resposta imune em um sujeito compreende a administracao
ao sujeito:

a. RNA que codifica o polipeptideo variante de IL2 aqui
descrito; e

b. RNA que codifica um peptideo ou proteina
compreendendo um epitopo para induzir uma resposta imune
contra um antigeno no sujeito.

[0077] Em uma concretizacao, o polipeptideo ativa
preferencialmente células T efetoras (por exemplo, células
T CD8+ e / ou células T CD4+, como células T CD4+ sendo CD25-

e / ou FoxP3-) sobre células T reguladoras (por exemplo,
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Células T CD4+ CD25+ FoxP3+).

[0078] Em uma concretizacao, o método é um método
para tratar ou prevenir céncer em um sujeito, em gque O
antigeno é um antigeno associado a tumor.

[0079] Em um aspecto, a invencao se refere a um
método para tratar ou prevenir o céncer em um sujeito,
compreendendo a administracao ao sujeito:

a. o polipeptideo wvariante de IL2 aqui descrito, o
polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito, a célula hospedeira compreendendo O
polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito, ou a composicao farmacéutica aqui descrita; e

b. um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo
para induzir uma resposta imune contra um antigeno associado
a tumor no sujeito ou um polinucleotideo que codifica o
peptideo ou proteina.

[0080] Em uma concretizacao, o polinucleotideo que
codifica o peptideo ou proteina é RNA.

[0081] Em uma concretizacado, o método para tratar ou
prevenir o cancer em um sujeito compreende a administracao
ao sujeito:

a. RNA gue codifica o polipeptideo variante de IL2 aqgui
descrito; e

b. RNA que codifica um peptideo ou proteina
compreendendo um epitopo para induzir uma resposta imune
contra um antigeno associado a tumor no sujeito.

[0082] Em uma concretizacdao, o cancer ¢ selecionado
a partir do grupo gue consiste em melanoma, leucemia,

linfoma, cédncer de pulmdo, cédncer de mama, cancer de
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préstata, cancer de ovario, céncer de cdélon, mesotelioma,
carcinoma de células renais e céncer cerebral.

[0083] Em uma concretizacao, os métodos descritos
neste relatdério descritivo compreendem ainda a administracao
ao sujeito de um inibidor do ponto de controle
imunoldégico. Em uma concretizacao, o inibidor do ponto de
verificacdao imunoldégico tem como alvo a interacao entre (1)
PD-1 e PD-L1, ou (ii) CTLA-4 e CCD80 ou CD86. Em uma
concretizacao, o) inibidor do ponto de verificacao
imunoldégico € um anticorpo ou fragmento de anticorpo. Em uma
concretizacao, o anticorpo ou fragmento de anticorpo tem
como alvo PD-1, PD-L1 ou CTLA-4.

[0084] Em uma concretizacdo, o RNA que codifica o
polipeptideo wvariante de IL2 aqui descrito, o RNA dque
codifica um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo
para induzir uma resposta imune contra um antigeno no sujeito
e, opcionalmente, o inibidor do ponto de controle imunoldgico
sao administrados simultaneamente ou sequencialmente.

[0085] Em um aspecto, a invencao se refere a uma
preparacao médica que compreende:

a. o polipeptideo wvariante de IL2 aqui descrito, o
polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito, a célula hospedeira compreendendo O
polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito, ou a composicao farmacéutica aqui descrita.

[0086] Em wuma concretizacao, a preparacao médica
compreende ainda:

b. um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo

para induzir uma resposta imune contra um antigeno em um
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sujeito ou um polinucleotideo que codifica o peptideo ou
proteina.

[0087] Em uma concretizacao, o polinucleotideo que
codifica o peptideo ou proteina é RNA.

[0088] Em wuma concretizacao, a preparacao médica
compreende:

a. RNA que codifica o polipeptideo variante de IL2 aqui
descrito; e

b. RNA que codifica um peptideo ou proteina
compreendendo um epitopo para induzir uma resposta imune
contra um antigeno em um sujeito.

[0089] Em uma concretizacao da preparacao médica, o
RNA estd presente em uma forma selecionada de uma forma
liqguida, uma forma sdélida ou uma combinag¢ao das mesmas. Em
uma concretizacao, a forma sdélida é uma forma congelada ou
uma forma desidratada. Em uma concretizacao, a forma
desidratada é uma forma liofilizada ou seca por pulverizacéao.

[0090] Em uma concretizacao, a preparacao médica
compreende ainda um inibidor de ponto de controle
imunoldégico. Em uma concretizacao, o inibidor do ponto de
verificacdao imunoldégico tem como alvo a interacao entre (1)
PD-1 e PD-L1, ou (ii) CTLA-4 e CCD80 ou CD86. Em uma
concretizacao, o) inibidor do ponto de verificacao
imunoldégico € um anticorpo ou fragmento de anticorpo. Em uma
concretizacao, o anticorpo ou fragmento de anticorpo tem
como alvo PD-1, PD-L1 ou CTLA-4.

[0091] Em uma concretizacao, a preparacao médica é
um kit. Em uma concretizacao, a preparacao médica é uma

composicao farmacéutica.
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[0092] Em uma concretizacadao, a preparacao médica
compreende cada componente a. e B. em um recipiente
separado.

[0093] Em uma concretizacgao, a preparacao médica é
uma composicgao farmacéutica. Em uma concretizacao, a
composicao farmacéutica compreende ainda um ou mais
veiculos, diluentes e / ou excipientes farmaceuticamente
aceitaveis.

[0094] Em uma concretizacadao, a preparacao médica
compreende ainda instrucdes para o uso da preparacao médica
para o tratamento ou prevencdo do cancer, em que o antigeno
¢ um antigeno associado ao tumor.

[0095] Em um aspecto, a 1invencdo se refere a
preparacao médica aqui descrita para uso farmacéutico.

[0096] Em uma concretizacao, o uso farmacéutico
compreende um tratamento terapéutico ou profildtico de uma
doenca ou disturbio.

[0097] Em um aspecto, a 1invencdo se refere a
preparacao médica aqui descrita para uso em um método para
tratar ou prevenir cdncer em um sujeito, em que o antigeno
¢ um antigeno associado a tumor.

[0098] Em uma concretizacdao, o cancer ¢ selecionado
a partir do grupo gue consiste em melanoma, leucemia,
linfoma, cédncer de pulmdo, cédncer de mama, cancer de
préstata, cancer de ovario, céncer de cdélon, mesotelioma,
carcinoma de células renais e cancer cerebral.

[0099] Em um outro aspecto, a invencao se refere ao
polipeptideo variante de IL2 aqui descrito, o

polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
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aqui descrito, a célula hospedeira compreendendo o)
polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito, ou a composicao farmacéutica aqui descrita
para uso em um método de tratamento de um sujeito,
compreendendo a administracao ao sujeito do polipeptideo, o

polinucleotideo, a célula hospedeira ou a composicao

farmacéutica.
[00100] Em uma concretizacdo, o sujeito tem cancer.
[00101] Em um aspecto adicional, a invencao se refere
ao polipeptideo variante de IL2 aqui descrito, o)

polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito, a célula hospedeira compreendendo o)
polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito, ou o produto farmacéutico

[00102] composicao aqui descrita para uso em um método
para induzir uma resposta imune em um sujeito, compreendendo
a administracao ao sujeito:

a. o polipeptideo, o polinucleotideo, a célula
hospedeira ou a composicao farmacéutica; e

b. um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo
para induzir uma resposta imune contra um antigeno no sujeito
ou um polinucleotideo que codifica o peptideo ou proteina.

[00103] Em uma concretizacao, o polinucleotideo que
codifica o peptideo ou proteina é RNA.

[00104] Em uma concretizacao, o método para induzir
uma resposta imune em um sujeito compreende a administracao
ao sujeito:

a. RNA gue codifica o polipeptideo variante de IL2 aqgui

descrito; e
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b. RNA que codifica um peptideo ou proteina
compreendendo um epitopo para induzir uma resposta imune
contra um antigeno no sujeito.

[00105] Em uma concretizacao, o polipeptideo ativa
preferencialmente células T efetoras (por exemplo, células
T CD8 + e / ou células T CD4 +, como células T CD4 + sendo
CD25- e / ou FoxP3-) sobre células T reguladoras (por
exemplo, CD4 + CD25 + FoxP3 + Células T).

[00106] Em uma concretizacdao, o método é um método
para tratar ou prevenir céncer em um sujeito, em que o©
antigeno é um antigeno associado a tumor.

[00107] Em um outro aspecto, a invencao se refere ao
polipeptideo variante de IL2 aqui descrito, o
polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito, a célula hospedeira compreendendo O
polinucleotideo que codifica o polipeptideo variante de IL2
aqui descrito, ou a composicao farmacéutica aqui descrita
para uso em um método para tratar ou prevenir céncer em um
sujeito, compreendendo a administracao ao sujeito:

a. o polipeptideo, o) polinucleotideo, a célula
hospedeira ou a composicao farmacéutica; e

b. um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo
para induzir uma resposta imune contra um antigeno associado
a tumor no sujeito ou um polinucleotideo que codifica o
peptideo ou proteina.

[00108] Em uma concretizacao, o polinucleotideo que
codifica o peptideo ou proteina é RNA.

[00109] Em uma concretizacado, o método para tratar ou

prevenir o céncer em um sujeito compreende a administracéo
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ao sujeito:

a. RNA que codifica o polipeptideo variante de IL2 aqui
descrito; e

b. RNA que codifica um peptideo ou proteina
compreendendo um epitopo para induzir uma resposta imune
contra um antigeno associado a tumor no sujeito.

[00110] Em uma concretizacdo, o cancer é selecionado
a partir do grupo gue consiste em melanoma, leucemia,
linfoma, céncer de pulmdo, cancer de mama, céncer de
préstata, céncer de ovario, cancer de cbdlon, mesotelioma,
carcinoma de células renais e céncer cerebral.

[00111] Em uma concretizacao, os métodos descritos
neste relatdério descritivo compreendem ainda a administracao
ao sujeito de um inibidor do ponto de controle
imunoldégico. Em uma concretizacao, o inibidor do ponto de
verificacdao imunoldégico tem como alvo a interacao entre (1)
PD-1 e PD-L1, ou (ii) CTLA-4 e CCD80 ou CD86. Em uma
concretizacao, o) inibidor do ponto de verificacao
imunoldégico é um anticorpo ou fragmento de anticorpo. Em uma
concretizacao, o anticorpo ou fragmento de anticorpo tem
como alvo PD-1, PD-L1 ou CTLA-4.

[00112] Em uma concretizacao, o RNA que codifica o
polipeptideo wvariante de IL2 aqui descrito, o RNA que
codifica um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo
para induzir uma resposta imune contra um antigeno no sujeito
e, opcionalmente, o inibidor do ponto de controle imunoldgico
sao administrados simultaneamente ou sequencialmente.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[00113] A Figura 1 mostra a expressao 1in vitro e

Peticao 870210005445, de 15/01/2021, pag. 224/376



30/151

ligagao IL2RPBy de wvariantes de IL2 <codificadas por
RNA. 1,2 ¥ 10° células HEK293T / 17 foram semeadas em placas
de 6 pocos e depois de atingir aprox. 80% de confluéncia
lipofected com 3 pg de mRNA (400 pg de mRNA complexado por
pL de Lipofectamine MessengerMAX) em um volume total de 3,25
mL DMEM + 10% FBS. Apds 20 h de incubacao a 37° C, 5% de COqy,
0s sobrenadantes foram coletados e suas diluicgdes em série
incubadas com o receptor IL2 de afinidade intermedidria
(IL2RBY) gque expressa a linhagem celular humana TF-
1_TL2RPYy. As respostas de proliferacao foram medidas apds
trés dias quantificando as células vidveis através da

quantidade de ATP usando o ensaio CellTiter-Glo® 2.0. Os

dados mostrados sao média * desvio padrao (SD) de n = 2
repeticdes técnicas. RLU = unidades de luminescéncia
relativa.

[00114] A Figura 2 mostra a ligacao de CD25 de
variantes de IL2 mutCD25. 100 ng de CD25 (A) humano
recombinante ligado a placa ou CD25 (B) de camundongo foram
incubados com sobrenadantes contendo variante de IL2 diluida
1:2 da lipofeccdo de HEK293T / 17 e a proteina ligada foi
detectada por meio de uma albumina de soro anti-humana
conjugada com HRP anticorpo. Os sobrenadantes de células
HEK293T / 17 lipofetadas com mRNA que codifica para hAlb
apenas foram wusados como controle negativo. Os dados
apresentados sao a média = DP de n = 2 réplicas técnicas.

[00115] A Figura 3 mostra a bioatividade de variantes
de IL2 mutCD25 em cultura de células dependentes do receptor
de IL2 de alta afinidade (IL2RaPy) . As respostas de

proliferacao da linhagem de células T CTLL-2 de camundongo
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CD25high sdao mostradas. As células foram incubadas durante
trés dias com uma diluicao em série de sobrenadantes contendo
a variante de IL2 e a proliferacao foi medida quantificando
as células viaveis através da quantidade de ATP usando o
Ensaio CellTiter-Glo® 2.0. Os dados mostrados sao a média +
DP de n = 2-3 réplicas técnicas equipadas com um ajuste
logaritmico de quatro parédmetros para calcular os valores de
EC50. RLU = unidades de luminescéncia relativa.

[00116] A Figura 4 mostra a bioatividade de variantes
de IL2 em diferentes subconjuntos de células T em PBMCs
humanos medidos pelo aumento da proliferacdo inespecifica de
antigeno mediado por IL2. PBMCs marcados com CFSE foram
incubados com uma concentracdo sub-6étima de anticorpo anti-
CD3 (clone UCHT1l) e diluigcdes em série de sobrenadantes
contendo variantes de IL2 por quatro dias. A proliferacao de
células T CD4 + (A e D), células T CD8 + (B e E) e células
NK CD56 + (C e F) fol medida por citometria de fluxo. Os
dados sao mostrados de um doador representativo como valores
médios do indice de expansao, conforme calculado usando o
software FlowJo v10.4 e ajustado com um ajuste logaritmico
de quatro parédmetros. Barras de erro (SD) indicam a variacéao
dentro do experimento (trés repeticgdes, usando células de um
doador) .

[00117] A Figura 5 mostra a bioatividade relativa de
diferentes variantes de IL2 em cultura de células dependentes
de receptor de IL2 de afinidade intermedidria (IL2RBy) versus
receptor de IL2 de alta afinidade (IL2RaPy). As respostas de
proliferacao de (AB) o receptor IL2 de afinidade

intermedidria (IL2RBYy) gque expressa a linhagem celular TF-
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1_TL2RPBYy e (C-D) o receptor IL2 de alta afinidade (IL2RaPy)
que expressa a linhagem de células T de camundongo CTLL-2
sao mostrando. As culturas de células foram incubadas
durante trés dias com uma diluicdao em série do sobrenadante
contendo a variante de IL2 e a proliferacao foi medida
quantificando as células viadvels através da quantidade de
ATP usando o ensaio CellTiter-Glo® 2.0. Os dados mostrados
sao a média * DP de n = 2-3 réplicas técnicas equipadas com
um ajuste logaritmico de quatro parametros para calcular os
valores de ECsg. RLU = unidades de luminescéncia relativa

[00118] A Figura 6 mostra as propriedades funcionais
de variantes de IL2 em diferentes subconjuntos de células T
em PBMCs humanos medidos por fosforilacgcdao mediada por IL2 de
STATS5. Curvas de dose-resposta de fosforilacao de STATS
(pSTATS5) em células T regulatdrias CD4 + CD25 + FoxP3 + (A),
células T efetoras CD4 + CD25- e de memdéria (B), bem como
células T citotdxicas CD8 + (C). PBMCs foram incubados com
diluicdes em série do sobrenadante contendo a variante de
IL2 e a fosforilagao de STATS foili subsequentemente analisada
em diferentes subconjuntos de células T por meio de
citometria de fluxo. Os dados apresentados sao a média + DP
de n = 2 réplicas técnicas equipadas com um ajuste
logaritmico de quatro parédmetros para calcular os valores de
EC50.

[00119] A Figura 7 mostra os efeitos de variantes IL2
mutCD25 na vacinacgao de células T in vivo — A, camundongos
BALB / ¢ (n = 5 por grupo) foram vacinados por via intravenosa
(iv) com 20 g de RNA-LPX que codifica o CD8 *Antigeno de

célula T gp70. Trés dias apds a vacinacao, hAlb (controle
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negativo) ou doses crescentes de hAlb-hlL2, hAlb-hlL2_A4,
hAlb-hlL2_A6 RNA formulado como nanoparticulas lipidicas
(LNPs) foram administradas iv. Peso do figado (B); Atividade
de Aspartat-Aminotransferase (ASAT) em soros (C); células
CD8 positivas (D), CD8 positivas (E), CD45 positivas (F) ou
CDh4 FoxP3 CD25 positivas (G) especificas por ml de
sangue; bem como a razao de células T CD8 para Treg (H) é
mostrada. Os pontos representam ratos individuais, as linhas
representam a média do grupo. I, a mudanca de dobra de
células T positivas para CD8 especificas para gp70 ou nao
especificas sobre os respectivos valores médios de controle
de hAlb de camundongos tratados (média + erro padrao da média
(SEM)). A significancia estatistica foi determinada usando
ANOVA e Dunnett 'de uma via s teste de comparacdes multiplas
(BH) ou uma ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de
comparacdo multipla de Sidak (I). Todas as analises foram
bicaudais e realizadas usando GraphPad Prism 6. ns: P> 0,05,
* P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001.

[00120] A Figura 8 mostra a eficdcia melhorada de
variantes IL2 mutCD25 por adigcao de mutacgcdes mutfy.
Camundongos BALB / ¢ (n = 5 por grupo) foram vacinados por
via intravenosa (iv) com 20 g de RNA-LPX que codifica o
CD8 *Antigeno de célula T gp70. Trés dias apds a vacinacgao,
hAlb (controle negativo) ou diferentes doses de hAlb-
hlL2_A4, hAlb-hlL2_Ads, hlL2_A6-hAlb e hAlb-hlL2_A6s RNA
formulado como LNPs foram administrados iv. E mostrada a
frequéncia de células NK positivas para CD8 (A), CD4 FoxP3
CD25 positivas (B) e CD4 CD8 negativas para CD49b (D). Os

pontos representam ratos individuais, as linhas representam
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a média do grupo. C, A variacao de vezes de células T
positivas para CD8 especificas ou nao especificas para gp70
sobre os respectivos valores médios de controle de hAlb de
camundongos tratados é representada (média + DP). A
significédncia estatistica foi determinada usando ANOVA de
uma via e teste de comparacdes multiplas de Dunnett (A, B,
D) ou uma ANOVA de duas vias seguida pelo teste de comparacao
miultipla de Sidak (C). Todas as andlises foram bicaudais e
realizadas usando GraphPad Prism 6. ns: P> 0,05, * P <0 05,
** P <0.

[00121] A Figura 9 mostra as variantes de IL2 com
mutacdes mutCD25 e mutPy combinadas sao superiores a IL2 de
tipo selvagem e a variante de IL2 mutPfy. Camundongos BALB /
¢ (n = 5 por grupo) foram vacinados iv com 20 pgde gp70 RNA-
LPX nos dias 0 e 7, bem como RNA-LNPs de citocina (dose
indicada na figura) nos dias 3 e 10. Andlise de linfécitos
sanguineos via citometria de fluxo (ver Exemplo 8) foi
realizada no dia 7 e 14 (A). B, numeros de células T
positivas para CD8 especificas do antigeno gp70 por mI de
sangue (média + SEM). C, Tregs CD4 CD25 FoxP3 positivas por
mI de sangue (meaniSEM). D, numeros de células T positivas
para CD8 por mI de sangue (média = DP). A razao de células
T especificas do antigeno (E) ou células T CD8 + (F) para
Tregs é representada (média = SEM). G, a mudanca de dobra de
células T positivas para CD8 especificas ou nao especificas
de gp70 em relacgao aos respectivos valores médios de controle
de hAlb de camundongos tratados (média + SEM). H, é mostrada
a fracadao média (+ SEM) de células T CD8 positivas para o

Tetrédmero KLRG1 CD127 negativas. EU, Numero de células NK
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positivas para CD49 CD4 CD8 negativas por mI de sangue (média
+ DP). H, é mostrada a fracao de células NK positivas para
KLRG1 por camundongo (a linha representa a média do grupo). A
significéncia estatistica foi determinada usando ANOVA de
duas vias e teste de comparacdes multiplas de Dunnett (BF,
H, 1) ou teste de Sidak (G) ou uma ANOVA de uma via seguida
pelo teste de comparacao multipla de Tukey (J). Todas as
andlises foram bicaudais e realizadas usando GraphPad Prism
6. ns: P> 0,05, * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001.

[00122] A Figura 10 mostra a administracao de
variantes de IL2 com mutagdes mutCD25 e mutPy combinadas
aumenta as respostas de células T CD4+. Camundongos C57BL /
6 (n = 7 por grupo) foram tratados iv com 20 pg de B16_M30
(Kreiter, S. et al. Nature 520, 692-696 (2015)) RNA-LPX e 3
mg de hAlb, hAlb-hlL2 ou hAlb- RNA-LNPs de hlL2_A4s nos dias
0, 7 e 14. Os 1linfdécitos sanguineos foram analisados por
meio de citometria de fluxo no dia 19 (A). B16_M30 é um
neoepitopo restrito ao MHC de classe II da linha de células
tumorais B16F10 reconhecida por células T CD4 + (Kreiter, S.
et al. Nature 520 692-696 (2015)). Apenas a co—-administracao
de hAlb-hlL2 A4ds, mas nao de hAlb-hlL2, aumentou o numero de
células T efetoras CD4 + / ndo Tregs (CD25- FoxP3- CD4 +) e
células T especificas de tetramero + CD4 + Bl6_M30,
respectivamente (B, C).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[00123] Embora a presente divulgacao seja descrita em
detalhes abaixo, deve ser entendido que esta divulgacao nao
estd limitada as metodologias, protocolos e reagentes

especificos descritos neste relatdério descritivo, pois estes
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podem variar. Também deve ser entendido que a terminologia
usada neste relatdério descritivo tem a finalidade de
descrever concretizacdes particulares apenas e nao se
destina a limitar o escopo da presente divulgacao, que sera
limitado apenas pelas reivindicacdes anexas. A menos gue
definido de outra forma, todos os termos técnicos e
cientificos usados neste relatdério descritivo tém os mesmos
significados como comumente entendidos por um técnico
versado no assunto.

[00124] De preferéncia, 0s termos usados neste
relatdério descritivo sao definidos conforme descrito em "Um
glossario multilingue de termos biotecnoldégicos:
(Recomendacdes IUPAC)", HGW Leuenberger, B. Nagel e H. Kolbl,
Eds., Helvetica Chimica Acta, CH-4010 Basel, Suica, (1995).

[00125] A pratica da presente divulgacdo empregara,
salvo indicacgdo em contrario, métodos convencionais de
quimica, bioguimica, biologia celular, imunologia e técnicas
de DNA recombinante que sao explicadas na literatura na area
(cf., por exemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
238 FEdicao, J. Sambrook et al eds., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor 1989).

[00126] A seguir, os elementos da presente divulgacgao
serao descritos. Esses elementos sao listados com
concretizacdes especificas, no entanto, deve ser entendido
que eles podem ser combinados de qualquer maneira e em
qualgquer numero para criar concretizacgdes adicionais. Os
exemplos e concretizacdes descritos de varias maneiras nao
devem ser interpretados para limitar a presente divulgacao

apenas as concretizacgdes explicitamente descritas. Esta

Peticao 870210005445, de 15/01/2021, pag. 231/376



37/151

descrigao deve ser entendida para divulgar e abranger
concretizacdes que combinam as concretizagdes explicitamente
descritas com qualgquer numero dos elementos divulgados. Além
disso, Qquaisquer permutacdes e combinacdes de todos os
elementos descritos devem ser consideradas divulgadas por
esta descricdo, a menos que o contexto indique o contrario.

[00127] O termo "cerca de" significa aproximadamente
ou quase, e no contexto de um valor numérico ou intervalo
estabelecido neste relatdério descritivo em uma concretizacao
significa + 20%, = 10%, + 5% ou = 3% do valor numérico ou
intervalo recitado ou reivindicado.

[00128] Os termos "um" e "uma" e "o / a" e referéncias
semelhantes usadas no contexto da descricdao da divulgacao
(especialmente no contexto das reivindicacgdes) devem ser
interpretados para abranger tanto o singular quanto o plural,
a menos que indicado de outra forma neste relatdrio
descritivo ou claramente <contradito pelo contexto. A
recitacao de intervalos de wvalores neste relatério
descritivo se destina meramente a servir como um método
abreviado de se referir individualmente a cada valor separado
dentro do intervalo. A menos qgque indicado de outra forma
neste relatério descritivo, cada valor individual é
incorporado no relatério descritivo como se fosse
individualmente citado neste relatdério descritivo. Todos os
métodos descritos neste relatdério descritivo podem ser
realizados em qualquer ordem adequada, a menos que indicado
de outra forma aqui ou claramente contradito pelo contexto. O
uso de todo e qgqualquer exemplo ou linguagem exemplar (por

exemplo, "como"), fornecido neste relatdério descritivo se
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destina apenas a 1ilustrar melhor a divulgagao e nao
representa uma limitacao no escopo das
reivindicag¢gdes. Nenhuma linguagem na especificacao deve ser
interpretada como indicando qualquer elemento nao
reivindicado essencial para a pratica da divulgacéo.

[00129] A menos que expressamente especificado de
outra forma, o termo "compreendendo" € usado no contexto do
presente documento para indicar gque outros membros podem
opcionalmente estar presentes além dos membros da lista
introduzida por "compreendendo". E, no entanto, contemplado
como uma concretizacdo especifica da presente divulgacao que
o termo "compreendendo" abrange a possibilidade de nenhum
outro membro estar presente, ou seja, para o propdsito desta
concretizacgao "compreendendo" deve ser entendido como tendo
o0 significado de "consiste em".

[00130] Varios documentos sdao citados ao longo do
texto deste relatdério descritivo. Cada um dos documentos
citados neste relatdério descritivo (incluindo todas as
patentes, pedidos de patentes, publicacdes cientificas,
especificacdes do fabricante, instrucgdes, etc.), sejam supra
ou 1infra, sao aqui incorporados por referéncia em sua
totalidade. Nada neste relatdério descritivo deve ser
interpretado como uma admissao de que a presente divulgacgao
nao tinha o direito de anteceder tal divulgacao.

[00131] A seguir, serao fornecidas definicdes que se
aplicam a todos os aspectos da presente divulgacgao. Os termos
a seguir tém os sequintes significados, a menos que indicado
de outra forma. Quaisquer termos indefinidos tém seus

significados reconhecidos no estado da técnica.
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Definicdes

[00132] "Reduzir", "diminuir" ou "inibir", como aqui
utilizado, significa uma diminuicao geral ou a capacidade de
causar uma diminuicdo geral, de preferéncia de 5% ou mais,
10% ou mais, 20% ou mais, mais preferencialmente de 50% ou
superior, e, mais preferencialmente, de 75% ou superior, no
nivel, por exemplo, no nivel de ligacao.

[00133] Termos como "aumentar" ou "melhorar",
preferencialmente, se referem a um aumento ou melhoria de
cerca de pelo menos 10%, de preferéncia, pelo menos 20%, de
preferéncia pelo menos 30%, mais preferencialmente, pelo
menos 40%, mais preferencialmente, pelo menos 50%, ainda
mais preferencialmente pelo menos 80%, e, mais
preferencialmente, pelo menos 100%, pelo menos 200%, pelo
menos 500% ou ainda mais.

[00134] De acordo com a divulgacao, o termo "peptideo"
compreende oligo- e polipeptideos e se refere a substancias
que compreendem cerca de dois ou mais, cerca de 3 ou mais,
cerca de 4 ou mais, cerca de 6 ou mais, cerca de 8 ou mais,
cerca de 10 ou mais, cerca de 13 ou mais, cerca de 16 ou
mais, cerca de 20 ou mais e até cerca de 50, cerca de 100 ou
cerca de 150 aminocacidos consecutivos ligados uns aos outros
por meio de ligacgdes peptidicas. O termo “proteina” ou
“polipeptideo” se refere a peptideos grandes, em particular,
peptideos possuindo pelo menos cerca de 50 aminodcidos, mas
0s termos “peptideo”, “proteina” e “polipeptideo” sao aqui
usados normalmente como sindnimos.

[00135] Uma "proteina terapéutica" tem um efeito

positivo ou vantajoso sobre uma condigdao ou estado de doenca
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de um sujeito quando fornecida ao sujeito em uma quantidade
terapeuticamente eficaz. Em uma concretizacao, uma proteina
terapéutica tem propriedades curativas ou paliativas e pode
ser administrada para melhorar, aliviar, aliviar, reverter,
atrasar o inicio ou diminuir a gravidade de um ou mais
sintomas de uma doencga ou distuirbio. Uma proteina
terapéutica pode ter propriedades profilaticas e pode ser
usada para atrasar o inicio de uma doenca ou para diminuir
a gravidade de tal doenca ou condicao patoldgica. O termo
"proteina terapéutica" inclui proteinas ou peptideos
inteiros e também pode se referir a fragmentos
terapeuticamente ativos dos mesmos. Também pode incluir
variantes terapeuticamente ativas de uma proteina. Exemplos
de proteinas terapeuticamente ativas incluem,

[00136] "Fragmento", com referéncia a uma sequéncia
de aminodcidos (peptideo ou proteina), se refere a uma parte
de uma sequéncia de aminodcidos, isto é, uma sequéncia que
representa a sequéncia de aminodcidos encurtada no terminal
N e / ou terminal C. Um fragmento encurtado no terminal C
(fragmento N-terminal) pode ser obtido, por exemplo, por
traducao de um quadro de leitura aberto truncado gque nao
possul a extremidade 3' do quadro de leitura aberto. Um
fragmento encurtado no terminal N (fragmento C-terminal)
pode ser obtido, por exemplo, por tradugao de um gquadro de
leitura aberto truncado gque nao tem a extremidade 5' do
quadro de leitura aberto, desde que o quadro de leitura
aberto truncado compreenda um cdédon inicial que serve para
iniciar a traducdo. Um fragmento de uma sequéncia de

aminodcidos compreende, por exemplo, pelo menos 50%, pelo
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menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90%
dos residuos de aminoéacidos de uma sequéncia de
aminodcidos. Um fragmento de uma sequéncia de aminoacidos
preferencialmente compreende pelo menos 6, em particular
pelo menos 8, pelo menos 12, pelo menos 15, pelo menos 20,
pelo menos 30, pelo menos 50, ou pelo menos 100 aminodacidos
consecutivos de uma sequéncia de aminoacidos.

[00137] Por "variante" ou "proteina wvariante" ou
"polipeptideo variante" aqui entende-se uma proteina que
difere de uma proteina de tipo selvagem em virtude de pelo
menos uma modificacdo de aminodcido. O polipeptideo parental
pode ser um polipeptideo de ocorréncia natural ou de tipo
selvagem (WT), ou pode ser uma versao modificada de um
polipeptideo de tipo selvagem. De preferéncia, o
polipeptideo variante tem pelo menos uma modificacao de
aminodcido em comparacdo com o polipeptideo parental, por
exemplo, de 1 a cerca de 20 modificagdes de aminodcidos e,
de preferéncia, de 1 a cerca de 10 ou de 1 a cerca de 5
modificacdes de aminodcidos em comparacdo com o parental.

[00138] Por "polipeptideo parental", "proteina
parental", "polipeptideo precursor" ou "proteina precursora"
como aqui utilizado, entende-se um polipeptideo nao
modificado que é subsequentemente modificado para gerar uma
variante. Um polipeptideo parental pode ser um polipeptideo
de tipo selvagem, ou uma variante ou versao projetada de um
polipeptideo de tipo selvagem.

[00139] Por "tipo selvagem" ou "WT" ou "nativo" aqui
entende—-se uma sequéncia de aminocdacidos que € encontrada na

natureza, incluindo variacdes alélicas. Uma proteina ou
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polipeptideo de tipo selvagem possui uma sequéncia de
aminodcidos que ndo foi intencionalmente modificada.

[00140] Para 0s fins da presente divulgacao,
"variantes" de uma sequéncia de aminodcidos (peptideo,
proteina ou polipeptideo) compreendem variantes de insercao
de aminodcidos, variantes de adicdo de aminoacidos,
variantes de delecdo de aminodcidos e / ou variantes de
substituicdo de aminodcidos. O termo "variante" inclui todas
as variantes de processamento, variantes modificadas pds-—
traducao, conformacdes, isoformas e homdélogos de espécies,
em particular aqueles gque sao naturalmente expressos por
células.

[00141] Variantes de insercao de aminodcidos
compreendem inser¢des de um ou dois ou mais aminoadcidos em
uma sequéncia de aminodcidos particular. No caso de
variantes de sequéncia de aminodcidos tendo uma insercdo, um
ou mais residuos de aminodcidos s&o inseridos em um local
particular em uma sequéncia de aminodcidos, embora a insercéo
aleatdéria com rastreio apropriado do produto resultante
também seja possivel. As variantes de adicdo de aminodcidos
compreendem fusdes de terminal amino e / ou carboxi de um ou
mais aminodcidos, como 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 ou mais
aminodcidos. Variantes de delecdo de aminodcidos sao
caracterizadas pela remocdo de um ou mais aminodcidos da
sequéncia, como por remocao de 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 ou
mais aminodcidos. As delegdbes podem estar em qualquer
posicdo da proteina. Variantes de delecdo de aminodcidos que
compreendem a delecdo na extremidade N-terminal e / ou C-

terminal da proteina sao também chamadas de variantes de
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truncamento N-terminal e / ou C-terminal. As variantes de
substituicdo de aminodcidos sdo caracterizadas por pelo
menos um residuo na sequéncia ser removido e outro residuo
inserido em seu lugar. E dada preferéncia as modificacdes em
posicgdes na sequéncia de aminodcidos que ndo sdo conservadas
entre proteinas ou peptideos homdélogos e / ou para substituir
0os aminodcidos por outros com propriedades semelhantes. De
preferéncia, as alteracgdes de aminocdcidos em variantes de
peptideos e proteinas sao alteracdes conservativas de
aminodcidos, isto é, substituig¢des de aminodcidos com carga
semelhante ou sem carga. Uma mudanca conservadora de
aminodcidos envolve a substituicdo de um de uma familia de
aminoéacidos que estao relacionados em suas cadeias
laterais. Os aminoacidos de ocorréncia natural sao
geralmente divididos em quatro familias: dcidos (aspartato,
glutamato), Dbasicos (lisina, arginina, histidina), nao
polares (alanina, wvalina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofano) e sem carga aminodcidos
polares (glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina,
treonina, tirosina). Fenilalanina, triptofano e tirosina sao
as vezes classificados em conjunto como aminodcidos
aromaticos. Em uma concretizacao, as substituicdes
conservadoras de aminodcidos incluem substituigdes dentro
dos seguintes grupos: Fenilalanina, triptofano e tirosina
sdao as vezes classificados em conjunto como aminodacidos
aromaticos. Em uma concretizacao, as substituicgdes
conservadoras de aminodcidos incluem substituig¢des dentro
dos seguintes grupos: Fenilalanina, triptofano e tirosina

sdo as vezes classificados em conjunto como aminodcidos
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aromaticos. Em uma concretizacao, as substituicdes
conservadoras de aminodcidos incluem substituigdes dentro
dos seguintes grupos:

glicina, alanina;

valina, isoleucina, leucina;

dacido aspartico, acido glutéamico;

asparagina, glutamina;

serina, treonina;

lisina, arginina; e

fenilalanina, tirosina.

[00142] De preferéncia, o grau de similaridade, de
preferéncia a identidade entre uma determinada sequéncia de
aminodcidos e uma sequéncia de aminocdcidos que é uma variante
da referida sequéncia de aminodcidos serd de pelo menos cerca
de 60%, 65%, 70%, 80%, 81%, 82 %, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou
99%. O grau de semelhanca ou identidade é dado
preferencialmente para uma regido de aminocdcido que é pelo
menos cerca de 10%, pelo menos cerca de 20%, pelo menos cerca
de 30%, pelo menos cerca de 40%, pelo menos cerca de 50%,
pelo menos cerca de 60 %, pelo menos cerca de 70%, pelo menos
cerca de 80%, pelo menos cerca de 90% ou cerca de 100% de
todo o comprimento da sequéncia de aminodcidos de
referéncia. Por exemplo, se a sequéncia de aminodcidos de
referéncia consiste em 200 aminodcidos, o grau de semelhanca
ou identidade é dado preferencialmente por pelo menos cerca
de 20, pelo menos cerca de 40, pelo menos cerca de 60, pelo
menos cerca de 80, pelo menos cerca de 100, pelo menos cerca

de 120, pelo menos cerca de 140, pelo menos cerca de 160,
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pelo menos cerca de 180 ou cerca de 200 aminodcidos, de
preferéncia aminoéacidos continuos. Em concretizacgdes
preferidas, o grau de similaridade ou identidade é dado para
todo o comprimento da sequéncia de aminoacidos de
referéncia. O alinhamento para determinar a similaridade de
sequéncia, de preferéncia a identidade de sequéncia, pode
ser feito com ferramentas conhecidas no estado da técnica,
de preferéncia, usando o melhor alinhamento de sequéncia,
por exemplo, usando Align, usando configuracdes padrao, de
preferéncia EMBOSS:: agulha, Matrix: Blosum62, Gap Open
10.0, Gap Estenda O0,5.

[00143] "Similaridade de sequéncia" indica a
porcentagem de aminodcidos que sao 1dénticos ou que
representam substituicgdes conservativas de
aminodcidos. "Identidade de sequéncia" entre duas sequéncias
de aminodcidos indica a porcentagem de aminodcidos que séao
idénticos entre as sequéncias.

[00144] O termo "porcentagem de identidade" destina-
se a denotar uma porcentagem de residuos de aminodcidos que
sdao i1dénticos entre as duas sequéncias a serem comparadas,
obtida apds o melhor alinhamento, esta porcentagem sendo
puramente estatistica e as diferengcas entre as duas
sequéncias sendo distribuidas aleatoriamente e ao longo todo
0 seu comprimento. As comparag¢des de sequéncias entre duas
sequéncias de aminodcidos sao convencionalmente realizadas
comparando estas sequéncias depois de as terem alinhado de
forma o6tima, sendo a referida comparacao efetuada por
segmento ou por "janela de comparacao" de modo a identificar

e comparar regides locais de semelhanca de sequéncia. O
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alinhamento ¢étimo das sequéncias para comparacao pode ser
produzido, além de manualmente, por meio do algoritmo de
homologia local de Smith e Waterman, 1981, Ads
App. Matematica. 2, 482, por meio do algoritmo de homologia
local de Neddleman e Wunsch, 1970, J. Mol Biol. 48, 443, por
meio do método de pesquisa de similaridade de Pearson e
Lipman, 1988, Proc. Natl Acad. Sci. USA 85, 2444, ou por
meio de programas de computador que usam esses algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST N e TFASTA em Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575
Science Drive, Madison, Wis.).

[00145] A percentagem de identidade ¢é calculada
determinando o numero de posicgdes idénticas entre as duas
sequéncias comparadas, dividindo este numero pelo numero de
posicdes comparadas e multiplicando o resultado obtido por
100 de modo a obter a percentagem de identidade entre estas
duas sequéncias.

[00146] As sequéncias de aminodcidos homdélogas exibem
de acordo com a divulgacao pelo menos 40%, em particular
pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos
80%, pelo menos 90% e de preferéncia pelo menos 95%, pelo

menos 98 ou pelo menos 99% de identidade dos residuos de

aminoacidos.

[00147] As variantes da sequéncia de aminodcidos aqui
descritas podem ser prontamente preparadas pelo
especialista, por exemplo, por manipulacgao de DNA

recombinante. A manipulacao de sequéncias de DNA para
preparar peptideos ou proteinas com substituigdes, adigdes,

insercdes ou delecdes, é descrito em detalhe em Sambrook et
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al. (1989), por exemplo. Além disso, os peptideos e
variantes de aminodcidos aqui descritos podem ser facilmente
preparados com o auxilio de técnicas de sintese de peptideos
conhecidas, tais como, por exemplo, por sintese em fase
s6lida e métodos semelhantes.

[00148] Em uma concretizacao, um  fragmento ou
variante de uma sequéncia de aminodcidos (peptideo ou
proteina) ¢é de preferéncia um "fragmento funcional" ou
"variante funcional". O termo "fragmento funcional" ou
"variante funcional" de wuma sequéncia de aminoadcidos se
refere a qualquer fragmento ou variante exibindo uma ou mais
propriedades funcionais idénticas ou semelhantes aquelas da
sequéncia de aminodcidos da qual ¢ derivado, ou seja, ¢é
funcionalmente equivalente. No que diz respeito as
citocinas, uma funcado particular é uma ou mais atividades
imunomoduladoras exibidas pela sequéncia de aminodcidos a
partir da qual o fragmento ou variante é derivado e / ou
ligando ao (s) receptor (es) a sequéncia de aminodcidos a
partir da qual o fragmento ou variante é derivado liga-se a.

[00149] Uma sequéncia de aminoacidos (peptideo,
proteina ou polipeptideo) "derivada de" uma sequéncia de
aminodcidos designada (peptideo, proteina ou polipeptideo)
se refere a origem da primeira sequéncia de aminodcidos. De
preferéncia, a sequéncia de aminodcidos que é derivada de
uma sequéncia de aminodacidos particular tem uma sequéncia de
aminodcidos que ¢é idéntica, essencialmente idéntica ou
homéloga a essa sequéncia particular ou a um fragmento
desta. As sequéncias de aminodcidos derivadas de uma

sequéncia de aminodcidos particular podem ser variantes
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dessa sequéncia particular ou um fragmento desta.

[00150] O termo "polinucleotideo" ¢é aqui utilizado
para ser interpretado de forma ampla e inclui DNA e RNA,
incluindo DNA e RNA modificados.

[00151] Na presente divulgacgao, o termo "RNA" refere-
se a uma molécula de &dcido nucleico que inclui residuos de
ribonucleotideo. Em modalidades preferidas, o RNA contém
todos ou a maioria dos residuos de ribonucleotideo. Como
usado aqui, "ribonucleotideo" refere-se a um nucleotideo com
um grupo hidroxila na posigcao 2' de um grupo [(-D-
ribofuranosil. O RNA abrange, sem limitacao, RNA de fita
dupla, RNA de fita simples, RNA isolado, como RNA
parcialmente purificado, RNA essencialmente puro, RNA
sintético, RNA produzido de forma recombinante, bem como RNA
modificado que difere do RNA de ocorréncia natural pela
adicao, delecdo, substituicdo e / ou alteracdo de um ou mais
nucleotideos. Tais alteracdes podem referir-se a adicao de
material ndo nucleotidico a nucleotideos de RNA internos ou
a (s) extremidade (s) do RNA. Também estd contemplado aqui
que os nucleotideos no RNA podem ser nucleotideos nao padrao,
tais como nucleotideos sintetizados guimicamente ou
desoxinucleotideos. Para a presente divulgacao, esses RNAs
alterados sao considerados andlogos de RNA de ocorréncia
natural.

[00152] Em certas concretizagdes da presente
divulgacgao, o RNA é RNA mensageiro (mRNA) que se refere a um
transcrito de RNA que codifica um peptideo ou
proteina. Conforme estabelecido na técnica, o) mMRNA

geralmente contém uma regiao 5' nao traduzida (5'-UTR), uma
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regidao de codificacdao de peptideo e uma regido 3' nao
traduzida (3'-UTR). Em algumas concretizagcdes, o RNA &
produzido por transcrig¢dao in vitro ou sintese gquimica. Em
uma concretizacgao, o mRNA ¢é produzido por transcrig¢ao in
vitro usando um molde de DNA, onde DNA se refere a um acido
nucleico que contém desoxirribonucleotideos.

[00153] Em uma concretizacdao, o RNA & RNA transcrito
in vitro (IVT-RNA) e pode ser obtido por transcrigao in vitro
de um molde de DNA apropriado. O promotor para controlar a
transcricao pode ser qualquer promotor para dqualquer RNA
polimerase. Um molde de DNA para a transcricgcao in vitro pode
ser obtido por clonagem de um acido nucleico, em particular
cDNA, e introduzindo-o em um vetor apropriado para a
transcricao in vitro. O cDNA pode ser obtido por transcricao
reversa de RNA.

[00154] Em uma concretizacao, o RNA pode ter
ribonucleotideos modificados. Exemplos de ribonucleotideos
modificados incluem, sem limitacao, 5-metilcitidina,
pseudouridina e / ou 1 -metil-pseudouridina.

[00155] Em algumas concretizacdes, o RNA, de acordo
com a presente divulgacgao, compreende um cap 5'. Em uma
concretizacao, o RNA da presente divulgacao nao tem 5'-
trifosfatos nao tampados. Em uma concretizacgao, o RNA pode
ser modificado por um andlogo 5'-cap. O termo "5'-cap" se
refere a uma estrutura encontrada na extremidade 5' de uma
molécula de mRNA e geralmente consiste em um nucleotideo de
guanosina conectado ao mRNA por meio de uma ligacgao
trifosfato 5' a 5'. Em uma concretizacao, esta guanosina é

metilada na posicao 7. O fornecimento de um RNA com um 5'-
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cap ou analogo 5'—-cap pode ser obtido por transcricao in
vitro, em que o 5'-cap é co-transcricionalmente expresso na
fita de RNA, ou pode ser anexado ao RNA pbds—
transcricionalmente usando enzimas de limitacao.

[00156] Em algumas concretizacdes, o RNA, de acordo
com a presente divulgacao, compreende uma 5'-UTR e / ou uma
3'-UTR. O termo "regiao nao traduzida" ou "UTR" se refere a
uma regiao em uma molécula de DNA que é transcrita, mas nao
¢ traduzida em uma sequéncia de aminoacidos, ou a regiao
correspondente em uma molécula de RNA, tal como uma molécula
de mRNA. Uma regiao nao traduzida (UTR) pode estar presente
5 '(a montante) de um quadro de leitura aberto (5 -UTR) e /
ou 3' (a jusante) de um quadro de leitura aberto (3 -UTR). Um
5 -UTR, se presente, é localizado na extremidade 5', a
montante do cdéddon de inicio de uma regido de codificacao de
proteina. Uma 5-UTR estd a jusante da tampa 5'(se houver),
por exemplo, diretamente adjacente a tampa 5'. Uma 3'-UTR,
se presente, estd localizada na extremidade 3', a jusante do
céddon de terminacao de uma regido de codificacao de proteina,
mas o termo "3'-UTR" preferencialmente nao inclui a cauda
poli (A). Assim, a 3'-UTR estd a montante da sequéncia poli
(A) (se presente), por exemplo, diretamente adjacente a
sequéncia poli (A).

[00157] Em algumas concretizacdes, o RNA, de acordo
com a presente divulgacao, compreende uma sequéncia 3'-poli
(A). O termo "sequéncia poli (A)" se refere a uma sequéncia
de residuos adenil (A) que estd tipicamente localizada na
extremidade 3 'de uma molécula de RNA. De acordo com a

divulgagao, em uma concretizacao, uma sequéncia de poli (A)
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compreende pelo menos cerca de 20, pelo menos cerca de 40,
pelo menos cerca de 80, ou pelo menos cerca de 100, e até
cerca de 500, até cerca de 400, até cerca de 300, até cerca
de 200 ou até cerca de 150 nucleotideos A. e, em particular,
cerca de 120 nucleotideos A.

[00158] No contexto da presente divulgacao, o termo
"transcricao" se refere a um processo, em que o cddigo
genético em uma sequéncia de DNA é transcrito em
RNA. Posteriormente, o RNA pode ser traduzido em peptideo ou
proteina.

[00159] Com relacao ao RNA, o termo "expressao" ou
"traducao" se refere ao processo nos ribossomos de uma célula
pelo qual uma fita de mRNA direciona a montagem de uma
sequéncia de aminodcidos para formar um peptideo ou proteina.

[00160] De acordo com a divulgagcao, o termo "RNA
codifica" significa que o RNA, se presente no ambiente
apropriado, tal como dentro de células de um tecido alvo,
pode direcionar a montagem de aminodcidos para produzir o
peptideo ou proteina que codifica durante o processo de
tradugao. Em uma concretizagao, o RNA é capaz de interagir
com a maquinaria de tradugao celular, permitindo a traducgao
do peptideo ou proteina. Uma célula pode produzir o peptideo
ou proteina codificada intracelularmente (por exemplo, no
citoplasma e / ou no nucleo), pode secretar o peptideo ou
proteina codificada, ou pode produzi-lo na superficie.

[00161] Conforme usado neste relatdério descritivo, os
termos "ligado", "fundido" ou "fusao" sao usados
indistintamente. Esses termos se referem a unido de dois ou

mais elementos ou componentes ou dominios.
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[00162] Tal como aqui utilizado, "meia-vida" se
refere ao tempo gasto para a concentragao de soro ou plasma
de um composto, como um peptideo ou proteina, reduzir em
50%, in vivo, por exemplo, devido a degradacdo e / ou
eliminagcdao ou sequestro por mecanismos naturais. Uma
interleucina de PK estendida (IL) adequada para uso aqui é
estabilizada in vivo e sua meia-vida aumentada por, por
exemplo, fusdo com albumina sérica (por exemplo, HSA ou MSA),
que resistem a degradacdo e / ou eliminagdo ou sequestro. A
meia-vida pode ser determinada de qualquer maneira conhecida
per se, como por anadlise farmacocinética. As técnicas
adequadas serdo claras para o especialista na técnica e
podem, por exemplo, geralmente envolver as etapas de
administracdao adequada de uma dose adequada da sequéncia de
aminodcidos ou composto a um sujeito; recolher amostras de
sangue ou outras amostras do referido sujeito em intervalos
regulares; determinar o nivel ou concentracdao da sequéncia
de aminocdcidos ou composto na referida amostra de sangue; e
calcular, a partir de (um grafico dos) dados, assim, obtidos,
o tempo até o nivel ou concentracdo da sequéncia de
aminodcidos ou composto ter sido reduzido em 50% em
comparacgao com o nivel inicial apds a dosagem. Mais detalhes
sao fornecidos em, por exemplo, manuais padrao, tais como
Kenneth, A. et al., Chemical Stability of Pharmaceuticals:
A Handbook for Pharmacists e em Peters et al.,
Pharmacokinetic Analysis: A Practical Approach (1996).
Também é feita referéncia a Gibaldi, M. et al.,
Pharmacokinetics, 2nd Rev. Edition, Marcel Dekker (1982).

[00163] As citocinas sao uma categoria de peqguenas
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proteinas (-5-20 kDa) gque sao importantes na sinalizacao
celular. Sua liberacao afeta o comportamento das células ao
seu redor. As citocinas estao envolvidas na sinalizacao
autdcrina, sinalizacdo paracrina e sinalizacao enddcrina
como agentes imunomoduladores. As citocinas incluem
quimiocinas, interferons, interleucinas, linfocinas e
fatores de necrose tumoral, mas geralmente nao hormbénios ou
fatores de crescimento (apesar de alguma sobreposigcao na
terminologia). As citocinas sao produzidas por uma ampla
gama de células, incluindo células imunes como macrdfagos,
linfdécitos B, linfdécitos T e mastdcitos, bem como células
endoteliais, fibroblastos e varias células do estroma. Uma
determinada citocina pode ser produzida por mais de um tipo
de célula. As citocinas agem por meio de receptores e sao
especialmente importantes no sistema imunoldégico; as
citocinas modulam o equilibrio entre as respostas imunes
humorais e celulares e regulam a maturacao, o crescimento e
a capacidade de resposta de determinadas populacdes de
células. Algumas citocinas aumentam ou inibem a acao de
outras citocinas de maneiras complexas.

[00164] A interleucina-2 (IL2) ¢é uma citocina que
induz a proliferacao de células T ativadas por antigeno e
estimula as células natural killer (NK). A atividade
bioldégica de IL2 é mediada por um complexo de receptor de
IL2 de mualtiplas subunidades (IL2R) de trés subunidades
polipeptidicas que abrangem a membrana celular: p55 (IL2Ra,
a subunidade alfa, também conhecida como CD25 em humanos),
P75 (IL2R, a beta subunidade, também conhecida como CD122 em

humanos) e p64 (IL2Ry, a subunidade gama, também conhecida
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como CD132 em humanos). A resposta das células T a IL2
depende de uma variedade de fatores, incluindo: (1) a
concentracao de IL2; (2) o numero de moléculas IL2R na
superficie celular; e (3) o numero de IL2R ocupado por IL2
(ou seja, a afinidade da interacao de ligacao entre IL2 e
IL2R (Smith, "Cell Growth Signal Transduction is Quantal" In
Receptor Activation by Antigens, Cytokines, Hormones, and
Growth Factors 766: 263-271, 1995)). O complexo IL2: IL2R é
internalizado apdés a ligacao do ligante e os diferentes
componentes sofrem classificacao diferencial. Quando
administrada como um bolus intravenoso (iv), IL2 tem uma
depuracao sistémica rapida (uma fase de depuracao inicial
com meia-vida de 12,9 minutos seguida por uma fase de
depuracao mais lenta com meia-vida de 85 minutos) (Konrad et
al., Cancer Res.50: 2009-2017, 1990).

[00165] Em células eucaridticas, a IL2 humana ¢é
sintetizada como um polipeptideo precursor de 153
aminodcidos, dos quais 20 aminoadcidos sdo removidos para
gerar IL2 madura secretada. A IL2 humana recombinante foi
produzida em E. coli, em células de inseto e em células COS
de mamiferos.

[00166] Os resultados da administracao sistémica de
IL2 em pacientes com cancer estdo longe dos ideais. Enquanto
15 a 20 por cento dos pacientes respondem objetivamente a
altas doses de IL2, a grande maioria nao o faz e muitos
sofrem graves efeitos colaterais com risco de vida, incluindo
ndusea, confusdo, hipotensdo e choque séptico. Tentativas de
reduzir a concentracdo sérica reduzindo a dose e ajustando

o0 regime de dosagem tém sido tentadas e, embora menos
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téxicos, esses tratamentos também foram menos eficazes.

[00167] De acordo <com a divulgacao, em certas
concretizacdes, o0s polipeptideos wvariantes de IL2 aqui
descritos compreendem um grupo modificador
farmacocinético. Em uma concretizacgao, a porcgao variante de
IL2 ou muteina aqui descrita ¢é 1ligada a um grupo de
modificacao farmacocinética. A molécula resultante, dagqui em
diante referida como "IL2 de farmacocinética estendida
(PK)", tem uma meia-vida de circulacao prolongada em relacao
a IL2 livre. A meia-vida de circulacdo prolongada de IL2 de
PK prolongada permite que as concentracdes de IL2 no soro in
vivo sejam mantidas dentro de uma faixa terapéutica,
potencialmente levando a ativagdo intensificada de muitos
tipos de células imunes, incluindo células T. Devido ao seu
perfil farmacocinético favorédvel, a IL2 de PK prolongada
pode ser administrada com menos frequéncia e por periodos
mais longos em comparag¢gao com a I1IL2 nao modificada.

[00168] Tal como aqui utilizado, "IL2 humana" ou "IL2
humana de tipo selvagem" significa IL2, seja nativa ou
recombinante, tendo a sequéncia de 133 aminoacidos de IL2
humana nativa de ocorréncia normal (menos o peptideo sinal,
consistindo de um aminodcido 20 N-terminal adicional
dcidos), cuja sequéncia de aminocdcidos é descrita em Fujita,
et. al, PNAS USA, 80, 7437-7441 (1983), com ou sem uma
metionina N-terminal adicional que é necessariamente
incluida gquando a proteina ¢é expressa como uma fracao
intracelular em E. coli. Em uma concretizacao, IL2 humana
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 17. Em

uma concretizacdao, uma variante funcional de 1IL2 humana
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compreende uma sequéncia de aminodcidos que € pelo menos
80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99 % idéntica a SEQ ID
NO: 17. Em uma concretizacao, uma variante funcional de IL2
humana se liga ao receptor de IL2, em particular a subunidade
alfa do receptor de IL2.

[00169] Em certas concretizacdes aqui descritas, a
porcao variante de IL2 ou muteina é fundida a um polipeptideo
heterdélogo (isto é, um polipeptideo gque nao é IL2 e de
preferéncia nao ¢é uma variante de 1IL2). O polipeptideo
heterdlogo pode aumentar a meia-vida circulante de
IL2. Conforme discutido em mais detalhes infra, o
polipeptideo que aumenta a meia-vida circulante pode ser
albumina sérica, tal como albumina sérica humana ou de
camundongo.

[00170] Tal como aqui utilizado, "muteina de IL2"
significa uma variante de IL2 (incluindo suas variantes
funcionais), em particular um polipéptido em que foram feitas
substituicdes especificas a proteina IL2. Em uma modalidade,
as substituic¢des na proteina IL2 humana foram feitas em pelo
menos uma posigcao gque contata a subunidade alfa do complexo
de receptor afy IL2 (IL2RaBy). Em uma modalidade, tal posicao
tem um residuo de aminoadcido &cido ou basico em IL2 humana
de tipo selvagem, em que se o residuo de aminodcido for um
residuo de aminocdcido dcido em IL2 humana de tipo selvagem
a substituicdo é por um residuo de aminocdcido badsico e se o
aminodcido residuo de acido é um residuo de aminodcido bédsico
na IL2 humana de tipo selvagem, a substituicao é por um

residuo de aminodcido acido. As concretizacdes
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particularmente preferidas incluem o seguinte: residuo de
lisina (Lys) na posicao 35, residuo de 1lisina (Lys) na
posicdo 43, residuo de &cido glutédmico (Glu) na posicao 61
e residuo de dcido glutdmico (Glu) na posicao 62, em relacao
ao humano de tipo selvagem IL2 e numerada de acordo com a
IL2 humana de tipo selvagem ou qualquer combinacao das
mesmas.

[00171] As muteinas de IL2 podem ter uma sequéncia de
aminodcidos 1déntica a IL2 de tipo selvagem nos outros
residuos nao substituidos (ou seja, as muteinas de IL2
compreendem mutacdes "mutCD25", por exemplo, aquelas
mutacdes nas quais as sequéncias de gqualgquer uma das SEQ ID
NOs: 2 a 6 diferem da sequéncia de SEQ ID NO: 17). No entanto,
as muteinas de IL2 também podem ser caracterizadas por
insercdes, delecdes, substituicdes e modificacdes de
aminodcidos em um ou mais locais ou em outros residuos da
cadeia polipeptidica de 1IL2 nativa. De acordo com esta
invencao, quaisquer inserc¢des, delegdes, substituicdes e
modificacgdes podem resultar em uma muteina de IL2 que retém
afinidade para IL2RPBy, embora tenha afinidade reduzida para
IL2RoPy .

[00172] Por exemplo, as muteinas de IL2 também podem
ser caracterizadas por substituig¢des de aminodcidos em um ou
mais locais ou em outros residuos da cadeia polipeptidica de
IL2 nativa, tais substituig¢des de aminodcidos resultando,
por exemplo, em afinidade relativamente aumentada para
IL2RPBY quando comparado a IL2 de tipo selvagem, de modo que
a estimulacao mediada por ILZ2 nao exija mais o envolvimento

de IL2Ra (ou seja, as mutagdes de IL2, além das mutacdes
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mutCD25, também compreendem mutacdes 'mutPy", por exemplo,
aquelas mutacdes em gque a sequéncia de SEQ ID NO: 18 difere
da sequéncia de SEQ ID NO: 17). Tais mutantes sao potentes
agonistas de sinalizacao de IL2. Essas mutacdes podem estar
em residuos de aminodcidos que contatam IL2RB e/ou IL2RYy.

[00173] Em varias concretizacgdes, as muteinas de IL2
aqui descritas podem diferir da IL2 de tipo selvagem por uma
substituigcdao de um ou mais dos residuos nas posigdes 24, 65,
74, 80, 81, 85, 86, 89, 92 e 93 de tipo selvagem IL2. O (s)
residuo (s) de aminodcido substituido (s) podem ser, mas nao
sao necessariamente, substituigdes conservativas.

[00174] Por exemplo, a mutacao pode ser: 124V, PG65H,
Q74R, Q74H, Q74N, Q74S, L80F, L8OV, R81 I, R81 T, R81 D,
1L85v, I86V, I89Vv, I92F, VO3I.

[00175] Em wuma concretizacao, uma muteina IL2 &
fornecida, em que a muteina compreende o seguinte conjunto
de substituigdes de aminoacidos: 80F / 81 D / 85V / 86V /
92F. A muteina pode compreender ainda a substituicao de
aminodcido 42A. A muteina pode compreender ainda uma ou mais
das seguintes substituigdes de aminocacidos: 24V, 65H, 74R,
74H, 74N, 745, 89V, 93I.

[00176] Em algumas concretizac¢des, uma muteina IL2 é
fornecida, em gque a muteina compreende um conjunto de
substitui¢des de aminodcidos selecionadas a partir do grupo

que consiste em:

(1) 74N, 80F, 81D, 85V, 86V, 89V, 92F;
(1i1) 74H, 80F, 81D, 85V, 86V, 92F;
(11i) 745, 80F, 81D, 85V, 86V, 92F;
(iv) 74N, 80F, 81D, 85V, 86V, 92F;

Peticao 870210005445, de 15/01/2021, pag. 253/376



59/151

(v) 80F, 81 D, 85V, 86V, 92F;

(vi) 80F, 81 D, 85V, 86V, 89V, 92F, 93I;

(vii) 18R, 22, 80F, 81 D, 85V, 86 VvV, 89 Vv, 92F,
931, 126T;

(viii) 18R, 22E, 74s, 80F, 81T, 85V, 86V, 89v, 92F,
931, 126T.

[00177] Por "numerado de acordo com IL2 de tipo

selvagem" queremos dizer a identificacdo de um aminoéacido
escolhido com referéncia a posicdo em que esse aminodcido
ocorre normalmente na sequéncia madura de IL2 de tipo
selvagem. Onde insercdes ou delecdes sao feitas na muteina
de IL2, um versado na técnica apreciara que um aminodacido
que ocorre normalmente em uma determinada posicao pode ser
deslocado na posicao na muteina. No entanto, a localizacao
do aminocdcido alterado pode ser facilmente determinada por
inspecdo e correlacdo dos aminodcidos flanqueadores com
aqueles que flanqueiam o aminoacido em IL2 de tipo selvagem.

[00178] Os polipeptideos variantes de IL2 aqui
descritos e os polinucleotideos que os codificam podem ser
produzidos por qualquer método adequado conhecido na
técnica. Tais métodos incluem a introducao de alteracdes de
nucleotideos apropriadas no acido nucleico que codifica IL2
ou por sintese in vitro do polinucleotideo ou proteina de
IL2. Por exemplo, uma sequéncia de DNA que <codifica o
polipeptideo variante de IL2 aqui descrito pode ser
construida e essas sequéncias podem ser expressas em um
hospedeiro adequadamente transformado ou em qualgquer outro
sistema de expressdo adequado. Este método ira produzir os

polipeptideos variantes de IL2 aqui descritos e / ou RNA que
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os codifica. No entanto, os polipeptideos variantes de IL2
aqui descritos e os polinucleotideos que os codificam também
podem ser produzidos, embora menos preferivelmente, por
sintese gquimica.

[00179] Os polipeptideos variantes de IL2 aqui
descritos podem ligar IL2Rafy com uma afinidade que é menor
do que a afinidade com a qual IL2 de tipo selvagem se liga
a IL2Rafy. Em uma concretizacao, os polipeptideos wvariantes
de IL2 descritos neste relatdério descritivo podem se ligar
a IL2RPy com uma afinidade que é maior do que a afinidade
com a qual IL2 de tipo selvagem se liga a IL2RPy.

[00180] A afinidade de polipeptideos variantes de IL2
aqui descritos para IL2Rafy pode ser pelo menos 2 vezes,
pelo menos 5 vezes, pelo menos 10 vezes, pelo menos 20 vezes,
pelo menos 50 vezes ou pelo menos 100 vezes menor do que a
afinidade com a qual IL2 de tipo selvagem se liga a
IL2RoPBy. Além disso, a afinidade de polipeptideos variantes
de IL2 aqui descritos para IL2RBy pode ser pelo menos 2
vezes, pelo menos 5 vezes, pelo menos 10 vezes, pelo menos
20 vezes, pelo menos 50 vezes ou pelo menos 100 vezes maior
do que a afinidade com a qual a IL2 de tipo selvagem se liga
a IL2RBy.

[00181] Os polipeptideos variantes de IL2 aqui
descritos podem ter uma afinidade para IL2RBy que é pelo
menos 2 vezes, pelo menos 5 vezes, pelo menos 10 vezes, pelo
menos 20 vezes, pelo menos 50 vezes ou pelo menos 100 vezes
superior a afinidade para IL2RoPy.

[00182] Os polipeptideos wvariantes de IL2 aqui

descritos podem ter uma capacidade diminuida para estimular
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células T reguladoras do que IL2 de tipo selvagem, em
particular quando comparado com a capacidade de estimular
células T efetoras e / ou células NK.

[00183] Os polipeptideos wvariantes de IL2 aqui
descritos podem ter uma mutacao (por exemplo, uma delecao,
adigcao ou substituicao) de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais residuos de
aminodcidos em relacdo a IL2 de tipo selvagem.

[00184] Os polipeptideos wvariantes de IL2 aqui
descritos podem incluir uma sequéncia de aminodcidos que é
pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de 65%, pelo menos
cerca de 70%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de
85%, pelo menos cerca de 87%, em pelo menos cerca de 90%,
pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 97%, pelo menos
cerca de 98% ou pelo menos cerca de 99% idéntica a IL2 de
tipo selvagem.

[00185] Em  uma concretizacao, 0s polipeptideos
variantes de IL2 aqui descritos tém uma ou mais, de
preferéncia, todas as seguintes propriedades:

1) Acao agonista em IL2RPy. Esta propriedade pode ser
avaliada diretamente em ensaios de proliferacao in vitro com
linhagens celulares dependentes de IL2.

2) Perda de capacidade, em comparacao com IL2 de tipo
selvagem, para estimular populagdes in vitro e / ou in vivo
de células T reguladoras. Esta propriedade pode ser
avaliada, por exemplo, estudando a capacidade das muteinas,
em comparagao com aquelas da IL2 de tipo selvagem, para
induzir a expansao de células T reguladoras.

3) Aumento do efeito terapéutico em relacdo a 1IL2
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nativa em modelos animais. Esta propriedade pode ser
avaliada, por exemplo, comparando o efeito antitumoral ou
anti-metastdtico dos polipeptideos variantes de IL2 aqui
descritos e a IL2 de tipo selvagem como monoterapia em
modelos de tumor transplantdveis (por exemplo, melanoma
B16) . Também pode ser avaliada ©por meio do efeito
potencializador da resposta celular e / ou humoral a uma
vacina de interesse.

[00186] Muitas células imunes aumentam
transitoriamente a IL2RaPfy apds a ativagao para aumentar a
sensibilidade da IL2 ao montar uma resposta imunoldgica,
incluindo a iniciacdo de células T CD8. Uma vez que alguma
ligagdo de IL2Rafy por IL2 pode ser necessaria, a presente
invencdao prevé o uso de uma mistura de polipeptideos
variantes de IL2 seletivos de IL2RPy descritos aqui em
combinacao com IL2 (incluindo suas variantes funcionais) que
nao demonstra afinidade preferencial para IL2RPy, tal como
IL2 de tipo selvagem. Em certas concretizacgdes, a razao molar
de polipeptideos variantes de IL2 seletivos a IL2RBy aqui
descritos para IL2 que nao demonstra afinidade preferencial
para IL2Ry é de 50:1 a 1:1, 20:1 a 2:1, 10:1 a 5:1 ou 5:1 a
3:1.

[00187] Os polipeptideos variantes de IL2 aqui
descritos podem ser preparados como polipeptideos de fusao
ou guiméricos que incluem uma porc¢ao de variante de IL2 e um
polipeptideo heterdlogo (isto é, um polipeptideo que nao é
IL2 ou uma variante deste). As variantes de IL2 podem ser
fundidas a um grupo de PK estendida, o gue aumenta a meia-

vida de circulacao. Exemplos nao limitativos de grupos de PK
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estendida sao descritos infra. Deve ser entendido que outros
grupos PK que aumentam a meia-vida de circulacao de
citocinas, ou variantes das mesmas, também sdo aplicavel a
presente divulgacgao. Em certas concretizacdes, o grupo de PK
estendida ¢é um dominio de albumina sérica (por exemplo,
albumina sérica de camundongo, albumina sérica humana).
[00188] Conforme usado neste relatdério descritivo, o
termo "PK" é um acrdnimo para "farmacocinético" e abrange
propriedades de um composto incluindo, a titulo de exemplo,
absorcao, distribuicao, metabolismo e eliminagao por um
sujeito. Tal como aqui utilizado, um "grupo de PK estendida"
se refere a uma proteina, peptideo ou fracao gque aumenta a
meia-vida de circulacao de uma molécula biologicamente ativa
quando fundida ou administrada em conjunto com a molécula
biologicamente ativa. Exemplos de um grupo de PK estendida
incluem albumina sérica (por exemplo, HSA), fragmentos Fc ou
Fc e suas variantes, transferrina e suas variantes e ligantes
de albumina sérica humana (HSA) (conforme divulgado nas
Publicacgdes US 2005/0287153 e 2007 / 0003549). Outros grupos
de PK estendidos exemplificativos sao divulgados em
Kontermann, Current Opinion in Biotechnology 2011; 22:868-
876 e Kontermann, Expert Opin Biol Ther. 2016; 16:903-15 que
sao aqui incorporados por referéncia na sua totalidade. Tal
como aqui utilizado, um "IL de PK estendida" se refere a uma
porgao de interleucina (IL) (incluindo uma porgao de variante
de IL) em combinacdo com um grupo de PK de extensao. Em uma
concretizacgao, a IL de PK estendida €& uma proteina de fusao
na qual uma fracdo de IL estd ligada ou fundida a um grupo

de PK estendida. Uma proteina de fusao exemplar € uma fusao
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HSA / IL2 na qual uma porgao IL2 é fundida com HSA.

[00189] Em certas concretizacdes, a meia-vida sérica
de uma IL de PK estendida é aumentada em relacgcdo a IL sozinha
(isto é, a IL nado fundida a um grupo de PK estendida). Em
certas concretizacgdes, a meia-vida sérica da IL de PK
prolongada é pelo menos 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 180,
200, 400, 600, 800 ou 1000% mais longa em relagcao ao SOro
meia-vida do IL sozinho. Em certas concretizacdes, a meia-
vida sérica da IL de PK prolongada é de pelo menos 1,5 vezes,
2 vezes, 2,5 vezes, 3 vezes, 3,5 vezes, 4 vezes, 4,5 vezes,
5 vezes, 6 dobrado, 7 vezes, 8 vezes, 10 vezes, 12 vezes, 13
vezes, 15 vezes, 17 vezes, 20 vezes, 22 vezes, 25 vezes, 27
vezes, 30 vezes, 35 vezes, 40 vezes ou 50 vezes maior do que
a meia-vida sérica da IL sozinha. Em certas concretizacdes,
a meia-vida sérica da IL de PK prolongada é de pelo menos 10
horas, 15 horas, 20 horas, 25 horas, 30 horas, 35 horas, 40
horas, 50 horas, 60 horas, 70 horas, 80 horas, 90 horas, 100
horas, 110 horas, 120 horas, 130 horas, 135 horas, 140 horas,
150 horas, 160 horas ou 200 horas.

[00190] Em certas concretizagdes, o grupo de PK
estendida inclui albumina sérica, ou seus fragmentos ou
variantes da albumina sérica ou seus fragmentos (todos os
quais, ©para o propdsito da presente divulgacao, sao
compreendidos pelo termo "albumina"). Os polipeptideos
descritos neste relatdério descritivo podem ser fundidos com
albumina (ou um fragmento ou variante do mesmo) para formar
proteinas de fusao de albumina. Essas proteinas de fusao de
albumina sao descritas na Publicacao do pedido de patente

EUA No. 20070048282.
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[00191] Tal como agui utilizado, "proteina de fusao
de albumina" se refere a uma proteina formada pela fusao de
pelo menos uma molécula de albumina (ou um fragmento ou
variante desta) a pelo menos uma molécula de uma proteina,
como uma proteina terapéutica, em particular, IL2 (ou sua
variante). A proteina de fusdo de albumina pode ser gerada
por traducgdo de um acido nucleico em que um polinucleotideo
que codifica uma proteina terapéutica é unido em quadro com
um polinucleotideo que codifica uma albumina. A proteina
terapéutica e a albumina, uma vez que parte da proteina de
fusao de albumina, podem ser referidas como uma "porcgao",
"regidao" ou "fracao" da proteina de fusdao de albumina (por
exemplo, uma "porcao de proteina terapéutica" ou uma
"albumina porcdao de proteina”). Em uma concretizacao
altamente preferida, uma proteina de fusdao de albumina
compreende pelo menos uma molécula de uma proteina
terapéutica (incluindo, mas nao se limitando a uma forma
madura da proteina terapéutica) e pelo menos uma molécula de
albumina (incluindo, mas nao se limitando a uma forma madura
de albumina). Em uma concretizacao, uma proteina de fusao de
albumina é processada por uma célula hospedeira, tal como
uma célula do oérgado alvo para o RNA administrado, por
exemplo, uma célula do figado, e secretada na circulacao. O
processamento da proteina de fusao de albumina nascente que
ocorre nas vias secretoras da célula hospedeira usada para
a expressao do RNA pode incluir, mas ndo estda limitado a
clivagem do peptideo sinal; formacao de ligacdes
dissulfeto; dobradura adequada; adicao e processamento de

carboidratos (tais como, por exemplo, glicosilacao ligada a
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N e 0); clivagens proteoliticas especificas; e / ou montagem
em proteinas multiméricas. Uma proteina de fusao de albumina
é preferencialmente codificada por RNA em uma forma nao
processada que em particular tem um peptideo sinal em seu
terminal N e apds a secregcdo por uma célula estéa
preferencialmente presente na forma processada em gque, em
particular, o) peptideo sinal foi clivado. Em uma
concretizacao mais preferida, a "forma processada de uma
proteina de fusao de albumina" se refere a um produto de
proteina de fusao de albumina que sofreu clivagem de peptideo
de sinal N-terminal, aqui também referido como uma "proteina
de fusao de albumina madura".

[00192] Em concretizacdes preferidas, proteinas de
fusdao de albumina compreendendo uma proteina terapéutica tém
uma estabilidade plasmatica superior em comparagcdo com a
estabilidade plasmatica da mesma proteina terapéutica quando
nao fundida com albumina. A estabilidade do plasma
normalmente se refere ao periodo de tempo entre o momento em
que a proteina terapéutica ¢é administrada in vivo e
transportada para a corrente sanguinea e gquando a proteina
terapéutica é degradada e eliminada da corrente sanguinea,
em um 6érgao, como o rim ou figado, que finalmente limpa a
proteina terapéutica do corpo. A estabilidade plasmatica é
calculada em termos da meia-vida da proteina terapéutica na
corrente sanguinea. A meia-vida da proteina terapéutica na
corrente sanguinea pode ser facilmente determinada por
ensaios comuns conhecidos no estado da técnica.

[00193] Tal como aqui utilizado, "albumina" se refere

coletivamente a proteina albumina ou sequéncia de
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aminodacidos, ou um fragmento de albumina ou variante, tendo
uma ou mais atividades funcionais (por exemplo, atividades
bioldégicas) de albumina. Em particular, "albumina" se refere
a albumina humana ou fragmentos ou variantes dos mesmos,
especialmente a forma madura de albumina humana, ou albumina
de outros vertebrados ou fragmentos dos mesmos, ou variantes
dessas moléculas. A albumina pode ser derivada de qualquer
vertebrado, especialmente qualquer mamifero, por exemplo,
humano, vaca, ovelha ou porco. Albuminas nao mamiferas
incluem, mas nao estdao limitadas a galinha e salmao. A porgao
de albumina da proteina de fusdao de albumina pode ser de um
animal diferente da porcao de proteina terapéutica.

[00194] Em certas concretizacdes, a albumina ¢&
albumina de soro humano (HSA), ou fragmentos ou variantes
dos mesmos, tais como aqueles divulgados nos documentos US
5,876,969, WO 2011/124718, WO 2013/075066 e WO 2011/0514789.

[00195] Os termos, albumina de soro humano (HSA) e
albumina humana (HA) sao usados aqui indistintamente. Os
termos "albumina e" albumina do soro "sao mais amplos e
abrangem a albumina do soro humano (e fragmentos e variantes
dos mesmos), bem como albumina de outras espécies (e
fragmentos e variantes dos mesmos).

[00196] Tal como aqui utilizado, um fragmento de
albumina suficiente para prolongar a atividade terapéutica
ou estabilidade plasmatica da proteina terapéutica se refere
a um fragmento de albumina suficiente em comprimento ou
estrutura para estabilizar ou prolongar a atividade
terapéutica ou estabilidade plasmatica da proteina de modo

que a estabilidade plasmatica da porgdo de proteina
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terapéutica da proteina de fusao de albumina é prolongada ou
estendida em comparagao com a estabilidade do plasma no
estado de nao-fusao.

[00197] A porcado de albumina das proteinas de fusao
de albumina pode compreender o comprimento total da sequéncia
de albumina, ou pode incluir um ou mais fragmentos desta que
sao capazes de estabilizar ou prolongar a atividade
terapéutica ou estabilidade do plasma. Tais fragmentos podem
ter 10 ou mais aminodcidos de comprimento ou podem incluir
cerca de 15, 20, 25, 30, 50 ou mais aminodcidos contiguos da
sequéncia de albumina ou podem incluir parte ou todos os
dominios especificos de albumina. Por exemplo, um ou mais
fragmentos de HSA abrangendo os dois primeiros dominios
semelhantes a imunoglobulina podem ser usados. Numa
concretizacao preferida, o fragmento de HSA é a forma madura
de HSA.

[00198] De um modo geral, um fragmento de albumina ou
variante terd pelo menos 100 aminocdcidos de comprimento, de
preferéncia pelo menos 150 aminodcidos de comprimento.

[00199] De acordo com a divulgacao, a albumina pode
ser albumina de ocorréncia natural ou um fragmento ou
variante desta. A albumina pode ser albumina humana e pode
ser derivada de qualquer vertebrado, especialmente qualquer
mamifero. Em uma concretizacao, a albumina compreende a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 21 ou uma sequéncia
de aminodcidos que é pelo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88 %, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 90%,
97%, 98% ou 99% idéntica a SEQ ID NO: 21.

[00200] De preferéncia, a proteina de fusao de
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albumina compreende albumina como a porgao N-terminal e uma
proteina terapéutica como a porgao C-
terminal. Alternativamente, uma proteina de fusao de
albumina compreendendo albumina como a porgao C-terminal, e
uma proteina terapéutica como a porgcao N-terminal também
pode ser usada. Em outras concretizacdes, a proteina de fusao
de albumina tem uma proteina terapéutica fundida ao terminal
N e ao terminal C da albumina. Em uma concretizacao
preferida, as proteinas terapéuticas fundidas nos terminais
N e C sao as mesmas proteinas terapéuticas. Em outra
concretizacao preferida, as proteinas terapéuticas fundidas
nos terminais N e C sao proteinas terapéuticas diferentes. Em
uma concretizacao, as diferentes proteinas terapéuticas
podem ser uteis para tratar ou prevenir a mesma ou uma
doenca, disturbio ou condicao relacionada. Em uma
concretizacao, as diferentes proteinas terapéuticas sao
ambas citocinas, em qgue uma das diferentes ©proteinas
terapéuticas é uma variante de IL2 e a outra é de preferéncia
um interferon, como IFNR. Em uma concretizacdo, a proteina
de fusao de albumina tem IFNR fundido ao terminal N e uma
variante de IL2 fundida ao terminal C da albumina.

[00201] Em uma concretizacdo, a (s) proteina (s)
terapéutica (s) é (sdo) unida (s) a albumina por meio de (a)
ligante (s) de peptideo. Um peptideo ligante entre as porcgdes
fundidas pode fornecer maior separacao fisica entre as
porgcdes e, assim, maximizar a acessibilidade da porcgao de
proteina terapéutica, por exemplo, para a ligacao ao seu
receptor cognato. O peptideo 1ligante pode consistir em

aminodcidos de modo que seja flexivel ou mais rigido. A
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sequéncia de ligacao pode ser clivavel por uma protease ou
quimicamente.

[00202] Tal como aqui utilizado, o termo "regiao Fc"
se refere a porcgao de uma imunoglobulina nativa formada pelos
respectivos dominios Fc (ou porgdes Fc) das suas duas cadeias
pesadas. Tal como aqui utilizado, o termo "dominio Fc" se
refere a uma porcao ou fragmento de uma uUnica cadeia pesada
de imunoglobulina (Ig) em que o dominio Fc nao compreende um
dominio Fv. Em certas concretizacdes, um dominio Fc comeca
na regiao de dobradigca logo a montante do local de clivagem
da papaina e termina no terminal C do
anticorpo. Consequentemente, um dominio Fc completo
compreende pelo menos um dominio de dobradica, um dominio
CH2 e um dominio CH3. Em certas concretizacgdes, um dominio
Fc compreende pelo menos um de: um dominio de dobradicga (por
exemplo, regidao de dobradiga superior, média e / ou
inferior), um dominio CH2, um dominio CH3, um dominio CH4 ou
uma variante, porcao ou fragmento do mesmo. Em certas
concretizacgdes, um dominio Fc compreende um dominio Fc
completo (ou seja, um dominio de dobradica, um dominio CH2
e um dominio CH3). Em certas concretizacgdes, um dominio Fc
compreende um dominio de dobradica (ou parte dele) fundido
a um dominio CH3 (ou parte dele). Em certas concretizacdes,
um dominio Fc compreende um dominio CH2 (ou parte dele)
fundido a wum dominio CH3 (ou parte dele). Em certas
concretizacgdes, um dominio Fc consiste em um dominio CH3 ou
parte dele. Em certas concretizacgdes, um dominio Fc consiste
em um dominio de dobradica (ou parte dele) e um dominio CH3

(ou parte dele). Em certas concretizagdes, um dominio Fc
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consiste em um dominio CH2 (ou parte dele) e um dominio
CH3. Em certas concretizacgdes, um dominio Fc consiste em um
dominio de dobradica (ou parte dele) e um dominio CH2 (ou
parte dele). Em certas concretizacdes, um dominio Fc carece
de pelo menos uma porgao de um dominio CH2 (por exemplo,
todo ou parte de um dominio CH2). Um dominio Fc aqui
geralmente se refere a um polipeptideo compreendendo todo ou
parte do dominio Fc de uma cadeia pesada de
imunoglobulina. Isto inclui, mas nado estd limitado a
polipeptideos compreendendo os dominios CH1l, dobradica, CH2
e / ou CH3 inteiros, bem como fragmentos de tailis peptideos
compreendendo apenas, por exemplo, a dobradica, CH2 e dominio
CH3. O dominio Fc pode ser derivado de uma imunoglobulina de
qualquer espécie e / ou qualquer subtipo, incluindo, mas néo
se limitando a, um anticorpo humano IgGl, IgG2, IgG3, IgG4,
IgDh, IgA, IgE ou IgM. O dominio Fc engloba moléculas Fc
nativas e variantes Fc. Conforme estabelecido aqui, sera
entendido por um versado na técnica que qualquer dominio Fc
pode ser modificado de modo gque varie na sequéncia de
aminodcidos do dominio Fc nativo de wuma molécula de
imunoglobulina de ocorréncia natural. Em certas
concretizagdes, o dominio Fc tem funcgao efetora reduzida
(por exemplo, ligacao de FcyR).

[00203] Os dominios Fc de um polipeptideo aqui
descrito podem ser derivados de diferentes moléculas de
imunoglobulina. Por exemplo, um dominio Fc de um
polipeptideo pode compreender um dominio CH2 e / ou CH3
derivado de uma molécula de IgGl e uma regiadao de dobradica

derivada de uma molécula de IgG3. Em outro exemplo, um
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dominio Fc pode compreender uma regido de dobradica quimérica
derivada, em parte, de uma molécula de IgGl e, em parte, de
uma molécula de IgG3. Em outro exemplo, um dominio Fc pode
compreender uma dobradica guimérica derivada, em parte, de
uma molécula de IgGl e, em parte, de uma molécula de IgG4.

[00204] Em certas concretizacdes, um grupo de PK
estendida inclui um dominio Fc ou fragmentos do mesmo ou
variantes do dominio Fc ou fragmentos dos mesmos (todos os
quais, ©para o propdsito da presente divulgacao, sao
compreendidos pelo termo "dominio Fc"). O dominio Fc nao
contém uma regido variavel que se liga ao antigeno. Os
dominios Fc adequados para uso na presente divulgacao podem
ser obtidos de uma série de fontes diferentes. Em certas
concretizacgdes, um  dominio Fc é derivado de uma
imunoglobulina humana. Em certas concretizagdes, o dominio
Fc é de uma regiao constante 1gGl humana. Entende-se, no
entanto, que o dominio Fc pode ser derivado de uma
imunoglobulina de outra espécie de mamifero, incluindo, por
exemplo, um roedor (por exemplo, um camundongo, rato, coelho,
cobaia) ou primata nao humano (por exemplo, chimpanzé,
macaco) espécies.

[00205] Além disso, o dominio Fc (ou um fragmento ou
variante do mesmo) pode ser derivado de qualquer classe de
imunoglobulina, incluindo IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, e
qualguer isdétipo de imunoglobulina, incluindo 1gGl, 1gG2,
1gG3 e 1gG4.

[00206] Uma variedade de sequéncias de genes de
dominio Fc (por exemplo, sequéncias de genes de regiao

constante de camundongos e humanos) estdo disponiveis na
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forma de depdésitos acessiveis ao publico. Dominios de regiao
constante compreendendo uma sequéncia de dominio Fc podem
ser selecionados sem uma funcdo efetora particular e / ou
com uma modificacao particular para reduzir a
imunogenicidade. Muitas sequéncias de anticorpos e genes que
codificam anticorpos foram publicadas e sequéncias de
dominio Fc adequadas (por exemplo, sequéncias de dobradica,
CH2 e / ou CH3, ou seus fragmentos ou variantes) podem ser
derivadas dessas sequéncias usando técnicas reconhecidas na
técnica.

[00207] Em certas concretizacgdes, o grupo PK-
estendido é uma proteina de ligacao a albumina sérica, como
aquelas descritas em US2005 / 0287153, US2007 / 0003549,
Us2007 / 0178082, US2007 / 0269422, US2010 / 0113339, wW02009
/ 083804 e W02009 / 133208, que sdo aqui incorporados por
referéncia na sua totalidade. Em certas concretizacgdes, o
grupo PK estendido é a transferrina, conforme divulgado em
us 7,176,278 e US 8,158,579, que sao incorporados neste
relatério descritivo por referéncia em sua totalidade. Em
certas concretizacdes, o grupo PK estendida é uma proteina
de ligacgao a imunoglobulina sérica, como aquelas divulgadas
em US2007 / 0178082, que € aqui incorporado por referéncia
em sua totalidade. Em certas concretizagdes, o grupo PK
estendido é uma proteina de dominio-esqueleto baseada em
fibronectina (Fn) que se liga a albumina sérica, como aquelas
divulgadas em US2012 / 0094909, que é aqui incorporado por
referéncia em sua totalidade. Métodos de producao de
proteinas de dominio de esqueleto a base de fibronectina

também sdo divulgados no documento US2012 / 0094909.
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[00208] Em certos aspectos, a IL de PK estendida,
adequada para uso de acordo com a divulgacao pode empregar
um ou mais ligantes peptidicos. Tal como aqui utilizado, o
termo "ligante peptidico" se refere a um peptideo ou
sequéncia polipeptidica que conecta dois ou mais dominios
(por exemplo, a porcao PK estendida e uma porcao IL como
IL2) em uma sequéncia de aminodcidos linear de uma cadeia
polipeptidica. Por exemplo, os ligantes peptidicos podem ser
usados para conectar uma porcao IL2 a um dominio HSA.

[00209] Os ligantes adequados para fundir o grupo de
PK estendida a, por exemplo, IL2 sao bem conhecidos na
técnica. Ligantes exemplificativos incluem ligantes
polipeptideo glicina-serina, ligantes polipeptideo glicina-
prolina e ligantes polipeptideo prolina—-alanina. Em certas
concretizagdes, o ligante ¢é um ligante glicina-serina-
polipeptideo, ou seja, um peptideo que consiste em residuos
de glicina e serina.

[00210] Além ou no lugar dos polipeptideos
heterélogos descritos acima, um polipeptideo variante de IL2
descrito neste relatdério descritivo pode conter sequéncias
que codificam um "marcador" ou "repdrter". Exemplos de genes
marcadores ou repdrteres incluem b-lactamase, cloranfenicol
acetiltransferase (CAT), adenosina desaminase (ADA),
aminoglicosideo fosfotransferase, dihidrofolato redutase
(DHFR), higromicina-B-hosfotransferase (HPH) , bimidina
kidase e xantina guanina fosforibosiltransferase (XGPRT).

[00211] Os antigenos de peptideo e proteina adeguados
para uso de acordo com a divulgacao incluem tipicamente um

peptideo ou proteina compreendendo um epitopo para induzir
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uma resposta imune. O peptideo ou proteina ou epitopo pode
ser derivado de um antigeno alvo, isto é, o antigeno contra
o qual uma resposta imune deve ser induzida. Por exemplo, o
peptideo ou antigeno de proteina ou o epitopo contido no
peptideo ou antigeno de proteina pode ser um antigeno alvo
ou um fragmento ou variante de um antigeno alvo.

[00212] Um antigeno de peptideo e proteina
administrado de acordo com a divulgacao (seja per se ou como
RNA que codifica o antigeno de peptideo e proteina), ou seja,
um antigeno de vacina, preferencialmente resulta em
estimulagcdo, iniciacdo e / ou expansdo de células T no
sujeito sendo administrado a antigeno. As referidas células
T estimuladas, iniciadas e / ou expandidas sao
preferencialmente dirigidas contra um antigeno alvo, em
particular um antigeno alvo expresso por células, tecidos e
/ ou 6rgaos doentes, isto é, um antigeno associado a doencgas.
Assim, um antigeno de wvacina pode compreender o antigeno
associado a doenga, ou um fragmento ou variante do mesmo. Em
uma modalidade, tal fragmento ou variante é imunologicamente
equivalente ao antigeno associado a doenca. No contexto da
presente divulgacadao, o termo "fragmento de um antigeno" ou
"variante de um antigeno" significa um agente que resulta em
estimulacgdo, iniciagcdo e / ou expansdo de células T que
estimulou, iniciou e / ou expandiu o alvo de células T o
antigeno, isto ¢, um antigeno associado a uma doenca, em
particular quando apresentado por células, tecidos e / ou
6rgaos doentes. Assim, o antigeno da vacina administrado de
acordo com a divulgacao pode corresponder a ou pode

compreender o antigeno associado a doencga, pode corresponder

Peticao 870210005445, de 15/01/2021, pag. 270/376



76/151

a ou pode compreender um fragmento do antigeno associado a
doenga ou pode corresponder a ou pode compreender um antigeno
que é homdélogo ao antigeno associado a doencga ou um fragmento
do mesmo. Se o antigeno da vacina administrado de acordo com
a divulgacao compreender um fragmento do antigeno associado
a doenca ou uma sequéncia de aminoacidos que € homdéloga a um
fragmento do antigeno associado a doenga, o referido
fragmento ou sequéncia de aminodcidos pode compreender um
epitopo, como uma célula T epitopo do antigeno associado a
doenca ou uma sequéncia que é homdéloga a um epitopo, como um
epitopo de células T do antigeno associado a doenca. Assim,
de acordo com a divulgacdo, um antigeno administrado pode
compreender um fragmento imunogénico de um antigeno
associado a doenca ou uma sequéncia de aminodcidos sendo
homéloga a um fragmento imunogénico de um antigeno associado
a doenca. Um "fragmento imunogénico de um antigeno" de acordo
com a divulgacao preferencialmente se refere a um fragmento
de um antigeno que é capaz de estimular, iniciar e / ou
expandir células T gquando apresentado no contexto de
moléculas de MHC. E preferido que o antigeno da vacina
(semelhante ao antigeno associado a doencga) possa ser
apresentado por uma célula, tal como uma célula apresentadora
de antigeno, de modo a fornecer o epitopo relevante para
ligagdo as células T. O antigeno da vacina administrado de
acordo com a divulgacao pode ser um antigeno recombinante.
[00213] o) termo "imunologicamente equivalente”
significa que a molécula imunologicamente equivalente, tal
como a sequéncia de aminodcidos imunologicamente equivalente

exibe as mesmas ou essencialmente as mesmas propriedades
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imunoldégicas e / ou exerce oS mesmos ou essencialmente os
mesmos efeitos imunoldgicos, por exemplo, em relacgao ao tipo
de o efeito imunoldgico. No contexto da presente divulgacao,
o termo "imunologicamente equivalente" é preferencialmente
usado em relacao aos efeitos imunoldgicos ou propriedades de
antigenos ou variantes de antigenos usados para
imunizacdo. Por exemplo, uma sequéncia de aminodcidos &
imunologicamente equivalente a uma sequéncia de aminoédcidos
de referéncia se a referida sequéncia de aminoacidos quando
exposta ao sistema imunoldgico de um sujeito, como células
T que se ligam a sequéncia de aminodcidos de referéncia ou
células gque expressam a sequéncia de aminoacidos de
referéncia induzem uma reacao imune tendo uma especificidade
de reagir com a sequéncia de aminoacidos de
referéncia. Assim, uma molécula que ¢é imunologicamente
equivalente a um antigeno exibe as mesmas ou essencialmente
as mesmas propriedades e / ou exerce O0s mesmos OU
essencialmente os mesmos efeitos em relacdo a estimulacéo,
iniciacdo e / ou expansao de células T como o antigeno para
o qual as células T sao direcionadas.

[00214] O termo "iniciacao" se refere a um processo,
em que uma célula T tem seu primeiro contato com seu antigeno
especifico e causa a diferenciacao em células T efetoras.

[00215] O termo "expansao clonal" ou "expansao" se
refere a um processo em dque uma entidade especifica é
multiplicada. No contexto da presente divulgagao, o termo é
preferencialmente usado no contexto de uma resposta
imunolégica em que os linfdcitos sao estimulados por um

antigeno, proliferam e o linfécito especifico que reconhece
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o referido antigeno ¢é amplificado. De preferéncia, a
expansdo clonal leva a diferenciacdo dos linfécitos.

[00216] O termo "antigeno" se refere a um agente gue
compreende um epitopo contra o qual uma resposta imune pode
ser gerada. O termo "antigeno" inclui, em particular,
proteinas e peptideos. Em uma concretizacdo, um antigeno é
apresentado por células do sistema imunoldgico, como células
apresentadoras de antigeno, como células dendriticas ou
macréfagos. Um antigeno ou um produto de processamento do
mesmo, como um epitopo de célula T, estd em uma concretizacdo
ligado por um receptor de célula T ou B, ou por uma molécula
de imunoglobulina, como um anticorpo. Consequentemente, um
antigeno ou um produto de processamento do mesmo pode reagir
especificamente com anticorpos ou linfécitos T (células
T). Em uma concretizacao, um antigeno é um antigeno associado
a uma doenca, como um antigeno tumoral, um antigeno viral ou
um antigeno bacteriano e um epitopo é derivado de tal
antigeno.

[00217] O termo "antigeno associado a doenca" é usado
em seu sentido mais amplo para se referir a qualquer antigeno
associado a uma doenca. Um antigeno associado a doenca ¢ uma
molécula que contém epitopos que irdao estimular o sistema
imunolégico de um hospedeiro para produzir uma resposta
imunoldégica especifica ao antigeno celular e / ou uma
resposta de anticorpo humoral contra a doenga. O antigeno
associado a doencga ou um epitopo do mesmo pode, portanto,
ser usado para fins terapéuticos. Os antigenos associados a
doencas podem estar associados a infeccdao por micrébios,

normalmente antigenos microbianos, ou associados a céncer,
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geralmente tumores.

[00218] O termo "antigeno tumoral" se refere a um
constituinte de células cancerosas que pode ser derivado do
citoplasma, da superficie celular e do nlUcleo celular. Em
particular, se refere aos antigenos que sao produzidos
intracelularmente ou como antigenos de superficie em células
tumorais. Um antigeno tumoral é tipicamente expresso
preferencialmente por células cancerosas (por exemplo, é
expresso em niveis mais elevados em células cancerosas do
que em células nao cancerosas) e, em alguns casos, € expresso
apenas por células cancerosas. Exemplos de antigenos
tumorais incluem, sem limitacao, pb53, ART-4, BAGE, beta-
catenina / m, Bcr-abl CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27 / m, CDK4
/ m, CEA, as proteinas da superficie celular da familia
claudina, como CLAUDIN-6, CLAUDIN-18.2 e CLAUDIN-12, c-MYC,
CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250, GAGE, GnT-V, Gap
100, HAGE, HER-2 / neu, HPV-E7, HPV-E6, HAST-2, hTERT (ou
hTRT), LAGE, MUCl, MUM-1, MUM -2, MUM -3, NA88-A, NF1l, NY-
ESO-1, NY-BR-1, pl90 menor BCR-abL, Pml / RARa, PRAME,
proteinase 3, PSA, PSM , RAGE, RUl ou RU2, SAGE, SART-1 ou
SART-3, SCGB3A2, SCP1l, SCP2, SCP3, SSX, SURVIVIN, TEL / AMLI1,
TPI / m, TRP-1, TRP-2, TRP-2 / INT2 , TPTE, WT e WI-1.

[00219] O termo "antigeno viral" se refere a qualqguer
componente viral possuindo propriedades antigénicas, isto &,
sendo capaz de provocar uma resposta imune em um individuo. O
antigeno viral pode ser uma ribonucleoproteina viral ou uma
proteina de envelope.

[00220] O termo "antigeno bacteriano" se refere a

qualquer componente bacteriano possuindo propriedades
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antigénicas, isto é, sendo capaz de provocar uma resposta
imune em um individuo. O antigeno bacteriano pode ser
derivado da parede celular ou membrana do citoplasma da
bactéria.

[00221] O termo "epitopo" se refere a uma parte ou
fragmento de uma molécula, como um antigeno, que ¢é
reconhecido pelo sistema imunoldgico. Por exemplo, o epitopo
pode ser reconhecido por células T, células B ou
anticorpos. Um epitopo de um antigeno pode incluir uma porcao
continua ou descontinua do antigeno e pode estar entre cerca
de 5 e cerca de 100, tal como entre cerca de 5 e cerca de
50, mais preferencialmente entre cerca de 8 e cerca de 30,
mais preferencialmente entre cerca de 10 e cerca de 25
aminodcidos de comprimento, por exemplo, o epitopo pode ser
de preferéncia 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24 ou 25 aminodcidos em comprimento. Em uma
concretizacao, um epitopo tem entre cerca de 10 e cerca de
25 aminodcidos de comprimento. O termo "epitopo" inclui
epitopos de células T.

[00222] O termo "epitopo de célula T" se refere a uma
parte ou fragmento de uma proteina que é reconhecida por uma
célula T gquando apresentada no contexto de moléculas de
MHC. O termo "complexo principal de histocompatibilidade" e
a abreviatura "MHC" incluem moléculas MHC de classe I e MHC
de classe II e referem-se a um complexo de genes que esta
presente em todos os vertebrados. As proteinas ou moléculas
de MHC sao importantes para a sinalizacgdao entre linfdcitos
e células apresentadoras de antigenos ou células doentes em

reacgdes imunes, em que as proteinas ou moléculas de MHC se
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ligam a epitopos peptidicos e os apresentam para
reconhecimento por receptores de células T nas células T. As
proteinas codificadas pelo MHC sao expressas na superficie
das células e exibem antigenos préprios (fragmentos de
peptideos da prépria célula) e antigenos nao prdéprios (por
exemplo, fragmentos de microrganismos invasores) para uma
célula T. No caso de complexos MHC / peptideo de classe I,
os peptideos de ligacao tém tipicamente cerca de 8 a cerca
de 10 aminocdcidos de comprimento, embora peptideos mais
longos ou mais curtos possam ser eficazes. No caso de
complexos MHC / peptideo de classe 1II, os peptideos de
ligacdo tém tipicamente cerca de 10 a cerca de 25 aminoacidos
de comprimento e, em particular, cerca de 13 a cerca de 18
aminodcidos de comprimento, enquanto os peptideos mais
longos e mais curtos podem ser eficazes.

[00223] Os termos "célula T" e "linfdécito T" sao
usados indistintamente aqui e incluem células T auxiliares
(células T CD4+) e células T citotdxicas (CTLs, células T
CD8+) que compreendem células T citoliticas. O termo "célula
T especifica para o antigeno" ou termos semelhantes referem-
se a uma célula T que reconhece o antigeno ao qual a célula
T ¢é direcionada, em particular gquando apresentada na
superficie de células apresentadoras de antigeno ou células
doentes, como células cancerosas, no contexto de moléculas
de MHC e de preferéncia exercem fungdes efetoras de células
T, as células T sao consideradas especificas para o antigeno
se as células matam as células alvo gue expressam um
antigeno. A especificidade das células T pode ser avaliada

usando qualgquer uma de uma variedade de técnicas padrao, por
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exemplo, dentro de um ensaio de liberagao de cromo ou ensaio
de proliferacao. Alternativamente,

[00224] "Células T reguladoras" ou "Tregs" sao uma
subpopulacdo de células T que modulam o sistema imunoldgico,
mantém a tolerdncia aos antigenos préprios e previnem doencgas
autoimunes. Tregs sao imunossupressores e geralmente
suprimem ou regulam negativamente a inducao e a proliferacao
de células T efetoras. Tregs expressam os biomarcadores CD4,
FoxP3 e CD25.

[00225] Tal como aqui utilizado, o termo "célula T
naive" se refere a células T maduras que, ao contrario das
células T ativadas ou de memdédria, nao encontraram o seu
antigeno cognato na periferia. As células T ingénuas sao
comumente caracterizadas pela expressao de superficie de L-
selectina (CD62L), a auséncia dos marcadores de ativacao
CD25, CD44 ou CD69 e a auséncia da isoforma CD45RO de
memdéria.

[00226] Tal como aqui utilizado, o termo "células T
de meméria" se refere a um subgrupo ou subpopulacao de
células T gque encontraram e responderam previamente ao seu
antigeno cognato. Em um segundo encontro com o antigeno, as
células T de memdéria podem se reproduzir para montar uma
resposta imunoldégica mais rapida e mais forte do gue na
primeira vez que o sistema imunoldgico respondeu ao
antigeno. As células T de memdéria podem ser CD4 * ou CD8 * e
geralmente expressam CD45RO.

[00227] Tal como aqui utilizado, o termo "célula NK"
ou "célula natural killer" se refere a um subconjunto de

linfécitos do sangue periférico definido pela expressao de
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CD56 ou CDl6 e a auséncia do receptor de células T
(CD3). Conforme fornecido neste relatdério descritivo, a
célula NK também pode ser diferenciada de uma célula-tronco
ou célula progenitora.

[00228] Em uma concretizacdao, o antigeno alvo €& um
antigeno tumoral e o peptideo ou proteina compreendendo um
epitopo ou um fragmento do mesmo (por exemplo, um epitopo)
¢ derivado do antigeno tumoral. O antigeno tumoral pode ser
um antigeno "padrao", gque é geralmente conhecido por ser
expresso em varios cénceres. O antigeno tumoral também pode
ser um "neoantigeno", que é especifico para o tumor de um
individuo e nao foi previamente reconhecido pelo sistema
imunoldégico. Um neocantigeno ou neoepitopo pode resultar de
uma ou mais mutagdes especificas do céncer no genoma de
células cancerosas, resultando em alteracdes de
aminodcidos. Se o antigeno tumoral é um neoantigeno, o
peptideo ou proteina compreendendo um epitopo
preferencialmente compreende um epitopo ou um fragmento do
referido neoantigeno compreendendo uma ou mais alteracdes de
aminoacidos.

[00229] As mutacdes do cdncer variam com cada
individuo. Assim, as mutacgdes do cancer que codificam novos
epitopos (neo-epitopos) representam alvos atraentes no
desenvolvimento de composigdes de vacinas e imunoterapias.
A eficdcia da imunoterapia tumoral depende da selecdo de
antigenos e epitopos especificos do cancer capazes de induzir
uma resposta imune potente dentro de um hospedeiro. O RNA
pode ser usado para fornecer epitopos tumorais especificos

do paciente a um paciente. As células dendriticas (DCs) que
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residem no baco representam células apresentadoras de
antigeno de interesse particular para a expressao de RNA de
epitopos imunogénicos ou antigenos, como epitopos tumorais.
O uso de multiplos epitopos mostrou promover eficdcia
terapéutica em composigdes de vacinas tumorais. A
sequenciacdo rdapida do mutanoma tumoral pode fornecer
epitopos multiplos para vacinas individualizadas gque podem
ser codificadas pelo RNA aqui descrito, por exemplo, como um
unico polipeptideo em gque os epitopos sado opcionalmente
separados por ligantes. Em certas modalidades da presente
divulgacdo, o RNA codifica pelo menos um epitopo, pelo menos
dois epitopos, pelo menos trés epitopos, pelo menos gquatro
epitopos, pelo menos cinco epitopos, pelo menos seis
epitopos, pelo menos sete epitopos, pelo menos oito epitopos
, pelo menos nove epitopos, ou pelo menos dez epitopos. As
modalidades exemplares incluem RNA que codifica pelo menos
cinco epitopos (denominado um "pentatopo") e RNA que codifica
pelo menos dez epitopos (denominado um "decatopo).

[00230] O antigeno de peptideo e proteina pode ser de
2 a 100 aminodcidos, incluindo, por exemplo, 5 aminodcidos,
10 aminodacidos, 15 aminodcidos, 20 aminodcidos, 25
aminodcidos, 30 aminodcidos, 35 aminodcidos, 40 aminodcidos,
45 aminodcidos, ou 50 aminodcidos de comprimento. Em algumas
concretizacdes, um peptideo pode ter mais de 50
aminodcidos. Em algumas concretizacgdes, o peptideo pode ter
mais de 100 aminoéacidos.

[00231] O peptideo ou antigeno de proteina pode ser
qualguer peptideo ou proteina gque pode induzir ou aumentar

a capacidade do sistema imunolégico de  desenvolver
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anticorpos e respostas de células T ao peptideo ou proteina.

[00232] Em certas concretizacgdes, os inibidores do
ponto de verificacdo imunoldégico sao usados em combinacao
com outros agentes terapéuticos aqui descritos (por exemplo,
RNA que codifica um polipeptideo variante de interleucina
(IL) -2 e, opcionalmente, RNA que codifica um peptideo ou
proteina compreendendo um epitopo).

[00233] Tal como aqui utilizado, "ponto de
verificacao imunoldégico" se refere a sinais co-estimuladores
e 1inibidores que regulam a amplitude e a qualidade do
reconhecimento do receptor de células T de um antigeno. Em
certas concretizacdes, o ponto de verificacdo imunoldgico é
um sinal inibitdério. Em certas concretizacgdes, o sinal
inibitério ¢é a interacao entre PD-1 e PD-L1. Em certas
concretizacgdes, o sinal inibitdério é a interacao entre CTLA-
4 e CD80 ou CD86 para deslocar a ligacgao de CD28. Em certas
concretizagdes, o sinal inibidor ¢é a interacao entre as
moléculas LAG3 e MHC de classe II. Em certas concretizacodes,
o sinal inibitério é a interacao entre TIM3 e galectina 9.

[00234] Tal como aqui utilizado, "inibidor de ponto
de controle imunoldégico" se refere a uma molécula que reduz,
inibe, interfere ou modula uma ou mais proteinas de ponto de
controle total ou parcialmente. Em certas concretizacgdes, o
inibidor do ponto de controle imunoldgico evita sinais
inibitérios associados ao ponto de controle imunoldgico. Em
certas concretizacdes, o inibidor do ponto de controle
imunoldégico ¢é um anticorpo ou fragmento do mesmo que
interrompe a sinalizacdao inibitéria associada ao ponto de

controle imunoldgico. Em certas concretizacdes, o inibidor
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do ponto de controle imunoldgico é uma pequena molécula que
interrompe a sinalizacao inibitdéria. Em certas
concretizacodes, o inibidor de <checkpoint imune é um
anticorpo, fragmento deste ou imitador de anticorpo, que
evita a interacao entre proteinas blogueadoras de
checkpoint, por exemplo, um anticorpo, ou fragmento deste,
que evita a interagcao entre PD-1 e PD-L1. Em certas
concretizacdes, o) inibidor do ponto de verificacao
imunoldégico € um anticorpo, ou fragmento do mesmo, que evita
a interacao entre CTLA-4 e CD80 ou CD86. Em certas
concretizacdes, o inibidor do ponto de controle imunoldgico
é um anticorpo, ou fragmento do mesmo, que evita a interacao
entre LAG3 e seus ligantes, ou TIM-3 e seus ligantes. O
inibidor de checkpoint também pode estar na forma soluvel
das préprias moléculas (ou suas variantes), por exemplo, uma
fusao PD-L1 ou PD-L1 soluvel.

[00235] O receptor de "Morte Programada-1 (PD-1)" se
refere a um receptor imuno-inibitdério pertencente a familia
CD28. PD-1 ¢é expresso predominantemente em células T
previamente ativadas in vivo e se liga a dois ligantes, PD-
L1 e PD-L2. O termo "PD-G, tal como aqui utilizado, inclui
PD-1 humano (hPD-1), variantes, isoformas e homdélogos de
espécies de hPD-1 e andlogos com pelo menos um epitopo comum
com hPD-1 "Programmed Death Ligand-1 (PD-L1)" é um dos dois
ligantes de glicoproteina de superficie celular para PD-1
(sendo o outro PD-L2) que regula negativamente a ativacao de
células T e a secrecao de citocinas apdés a ligagao a PD-1. O
termo "PD-L1", tal como aqui utilizado, inclui PD-L1 humano

(hPD-L1), variantes, isoformas e homélogos de espécies de
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hPD-L1 e andlogos com pelo menos um epitopo comum com hPD-
L1.

[00236] "Antigeno 4 Associado a Linfdécitos T
Citotdxicos (CTLA-4)" é uma molécula de superficie de células
T e é um membro da superfamilia das imunoglobulinas. Esta
proteina desregula o sistema imunoldégico ligando-se a CD8O
e CD86. O termo "CTLA-4", conforme agqui utilizado, inclui
CTLA-4 humana (hCTLA-4), variantes, isoformas e espécies
homélogas de hCTLA-4 e andlogos com pelo menos um epitopo
comum com hCTLA-4.

[00237] "Lymphocyte Activation Gene-3 (LAG3)" ¢é um
receptor inibitério associado a inibigcdao da atividade de
linfécitos por ligacao a moléculas MHC de classe II. Este
receptor aumenta a funcao das células Treg e inibe a funcao
das células T efetoras CD8 +. O termo "LAG3", tal como aqgui
utilizado, inclui LAG3 humana (hLAG3), variantes, isoformas
e espécies homdélogas de hLAG3 e andlogos com pelo menos um
epitopo comum.

[00238] "T Cell Membrane Protein-3 (TIM3)" €& um
receptor inibidor envolvido na inibigao da atividade dos
linfécitos pela inibicdo das respostas das células TH1. Seu
ligante é a galectina 9, que é regulada positivamente em
varios tipos de cédncer. O termo TIM3 ", tal como aqui
utilizado, inclui TIM3 humano (hTIM3), variantes, isoformas
e homdélogos de espécies de hTIM3 e andlogos com pelo menos
um epitopo comum.

[00239] A "familia B7" se refere a ligantes
inibitérios com receptores indefinidos. A familia B7 engloba

B7-H3 e B7-H4, ambos regulados positivamente nas células
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tumorais e nas células infiltrantes do tumor.

[00240] Em certas concretizacgdes, o inibidor de ponto
de verificacao imunoldégico adequado para uso nos métodos
aqui divulgados é um antagonista de sinais inibidores, por
exemplo, um anticorpo que tem como alvo, por exemplo, PD-1,
PD-L1, CTLA-4, LAG3, B7- H3, B7-H4 ou TIM3. Estes ligandos
e receptores sao revistos em Pardoll, D., Nature. 12: 252-
264, 2012.

[00241] Em certas concretizacgdes, o inibidor do ponto
de verificacao imunoldgico é um anticorpo ou uma porgao de
ligacao ao antigeno do mesmo, que interrompe ou inibe a
sinalizagcdao de um imunorregulador inibitério. Em certas
concretizacgdes, o inibidor do ponto de controle imunoldgico
é uma pequena molécula que interrompe ou inibe a sinalizacao
de um imunorregulador inibitério.

[00242] Em certas concretizacdes, o imunorregulador
inibitério é um componente da via de sinalizacdo PD-1 / PD-
L1. Por conseguinte, certas concretizagdes da divulgacao
fornecem a administracao a um sujeito de um anticorpo ou uma
porcao de ligacao ao antigeno do mesmo que interrompe a
interacao entre o receptor PD-1 e seu ligante, PD-L1. Os
anticorpos que se ligam a PD-1 e interrompem a interacao
entre PD-1 e seu ligante, PD-L1, sao conhecidos na
técnica. Em certas concretizacgdes, o anticorpo ou porcgao de
ligacao ao antigeno do mesmo se liga especificamente a PD-
1. Em certas concretizacdes, o anticorpo ou porcao de ligacgao
ao antigeno do mesmo se liga especificamente a PD-L1 e inibe
sua 1nteracao com PD-1, aumentando, assim, a atividade

imunoldgica.
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[00243] Em certas concretizacgdes, o imunorregulador
inibitério é um componente da via de sinalizacgao CTLA4. Por
conseguinte, certas concretizacdes da divulgacgao fornecem a
administracao a um sujeito de um anticorpo ou uma porcao de
ligacao ao antigeno do mesmo que tem como alvo CTLA4 e
interrompe sua interagao com CD80 e CDS86.

[00244] Em certas concretizacdes, o imunorregulador
inibitério é um componente da via de sinalizacgao LAG3 (gene
3 de ativacadao de 1linfécitos). Por conseguinte, certas
concretizagdes da divulgacao fornecem a administracdao a um
sujeito de um anticorpo ou uma porcao de ligacao ao antigeno
do mesmo que tem como alvo LAG3 e interrompe sua interacao
com moléculas de MHC de classe II.

[00245] Em certas concretizagdes, o imunorregulador
inibitério é um componente da via de sinalizacao da familia
B7. Em certas concretizacdes, os membros da familia B7 sao
B7-H3 e B7-H4. Por conseguinte, certas concretizacgdes da
divulgacgao fornecem a administragcdao a um sujeito de um
anticorpo ou uma porcao de ligacao ao antigeno do mesmo que
tem como alvo B7-H3 ou H4. A familia B7 nao tem nenhum
receptor definido, mas esses ligantes sao regulados
positivamente em células tumorais ou células infiltrantes de
tumor. Modelos de camundongos pré-clinicos demonstraram que
o blogqueio desses ligantes pode aumentar a imunidade
antitumoral.

[00246] Em certas concretizacdes, o imunorregulador
inibitério ¢é um componente da via de sinalizacao TIM3
(proteina 3 da membrana da célula T). Por conseguinte, certas

concretizagdes da divulgacgao fornecem a administracdao a um
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sujeito de um anticorpo ou uma porcao de ligacao ao antigeno
do mesmo que tem como alvo TIM3 e interrompe sua interacao
com a galectina 9.

[00247] Serd entendido por um técnico versado no
assunto que outros alvos de ponto de verificacao imune também
podem ser direcionados por antagonistas ou anticorpos, desde
que o direcionamento resulte na estimulacao de uma resposta
imune, tal como uma resposta imune antitumoral refletida em,
por exemplo, um aumento na proliferacdao de células T,
ativacdo intensificada de células T e / ou producdao aumentada
de citocinas (por exemplo, IFN-g, ILZ2).

[00248] De acordo com a divulgacao, o termo
"anticorpo" se refere a uma glicoproteina compreendendo pelo
menos duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias 1leves (L)
interligadas por 1ligacdes dissulfeto. O termo "anticorpo"
inclui anticorpos monoclonais, anticorpos recombinantes,
anticorpos humanos, anticorpos humanizados e anticorpos
quiméricos. Cada cadeia pesada é composta por uma regiao
variavel da cadeia pesada (aqui abreviada como VH) e uma
regidao constante da cadeia pesada. Cada cadeia leve &
composta por uma regido variavel da cadeia leve (aqui
abreviada como VL) e uma regidao constante da cadeia leve. As
regides VH e VL podem ser subdivididas em regides de
hipervariabilidade, denominadas regides determinantes de
complementaridade (CDR), intercaladas com regides que sao
mais conservadas, denominadas regides estruturais (FR). Cada
VH e VL é composto por trés CDRs e quatro FRs, arranjado do
terminal amino para o terminal carboxi na seguinte ordem:

FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. As regides varidveis
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das cadeias pesadas e leves contém um dominio de ligacao que
interage com um antigeno. As regides constantes dos
anticorpos podem mediar a ligagao da imunoglobulina aos
tecidos ou fatores do hospedeiro, incluindo varias células
do sistema imunoldégico (por exemplo, células efetoras) e o
primeiro componente (Clg) do sistema complemento cldssico.

[00249] Os anticorpos podem ser derivados de
diferentes espécies, incluindo, mas nao se limitando a
camundongo, rato, coelho, porquinho da india e humano.

[00250] Os anticorpos aqui descritos incluem IgA,
tais como IgAl ou 1lgA2, 1gGl, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgE, IgM e
anticorpos IgD. Em varias concretizacdes, o anticorpo € um
anticorpo 1gGl, mais particularmente um isotipo 1gGl, kappa
ou 1lgGl, lambda (ou seja, 1gGl, k, 1), um anticorpo 1lgG2a
(por exemplo, 1lgG2a, k, 1), um anticorpo 1gG2b (por exemplo,
1gG2b, k, 1), um anticorpo IgG3 (por exemplo, IgG3, k, 1) ou
um anticorpo IgG4 (por exemplo, IgG4, k, 1).

[00251] Os termos "porcédo de ligacao ao antigeno" de
um anticorpo (ou simplesmente "porcao de ligacao") ou
"fragmento de ligacdo ao antigeno" de um anticorpo (ou
simplesmente "fragmento de ligacao") ou termos semelhantes
referem—-se a um ou mais fragmentos de um anticorpo que retém
a capacidade de se ligar especificamente a um antigeno. Foi
demonstrado que a funcdo de 1ligacdao ao antigeno de um
anticorpo pode ser realizada por fragmentos de um anticorpo
de comprimento total. Exemplos de fragmentos de ligacao
abrangidos pelo termo "porcao de ligacao ao antigeno" de um
anticorpo incluem (1) fragmentos Fab, fragmentos

monovalentes que consistem nos dominios VL, VH, CL e CH;
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(ii) fragmentos F(ab')z:, fragmentos bivalentes compreendendo
dois fragmentos Fab ligados por uma ponte dissulfeto na
regiao de dobradiga; (iii) fragmentos Fd consistindo nos
dominios VH e CH; (iv) fragmentos Fv consistindo nos dominios
VL e VH de um uUnico braco de um anticorpo, (v) fragmentos
dAb (Ward et al., (1989) Nature 341: 544-546), que consistem
num dominio VH; (vi) regides determinantes de
complementaridade isoladas (CDR) e (vii) combinac¢des de duas
ou mais CDRs isoladas que podem ser opcionalmente unidas por
um ligante sintético. Além disso, embora os dois dominios do
fragmento Fv, VL e VH, sejam codificados por genes separados,
eles podem ser unidos, usando métodos recombinantes, por um
ligante sintético que permite que sejam feitos como uma Unica
cadeia de proteina na qual o VL e as regides VH emparelham
para formar moléculas monovalentes (conhecidas como Fv de
cadeia simples (scFv); ver, por exemplo, Bird et al. (1988)
Science 242: 423-426; e Huston et al. (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci . USA 85: 5879-5883). Esses anticorpos de cadeia
simples também se destinam a ser abrangidos pelo termo
"fragmento de ligacdo ao antigeno" de um anticorpo. Um outro
exemplo sao proteinas de fusao de imunoglobulina de dominio
de ligagao compreendendo (i) um polipeptideo de dominio de
ligacao que ¢é fundido a um polipeptideo de regidao de
dobradica de imunoglobulina, (ii) uma regido constante CH2
de cadeia pesada de imunoglobulina fundida a regido de
dobradica, e (iii) uma imunoglobulina regido constante CH3
da cadeia pesada fundida a regido <constante CH2. O
polipeptideo do dominio de 1ligacdo pode ser uma regiao

varidvel da cadeia pesada ou uma regido varidvel da cadeia
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leve. As proteinas de fusao de imunoglobulina de dominio de
ligacgdo sédo ainda divulgadas no documento US 2003/0118592 e
US 2003/0133939. Estes fragmentos de anticorpo sdo obtidos
usando técnicas convencionais conhecidas pelos técnicos
versados no assunto, e os fragmentos sao rastreados quanto
a utilidade da mesma maneira que os anticorpos intactos.

[00252] E particularmente preferido de acordo com a
invencao que os peptideos, proteinas ou polipeptideos aqui
descritos, em particular os polipeptideos variantes de IL2
e / ou antigenos, sejam administrados na forma de RNA que
codifica os peptideos, proteinas ou polipeptideos aqgui
descritos. Em uma concretizacao, diferentes peptideos,
proteinas ou polipeptideos aqui descritos sao codificados
por diferentes moléculas de RNA.

[00253] De acordo com a divulgacao, apds a
administracao do RNA aqui descrito, pelo menos uma porcao do
RNA é entregue a uma célula alvo. Em uma concretizacao, pelo
menos uma porgcao do RNA é entregue ao citosol da célula
alvo. Em uma concretizacao, o RNA ¢é traduzido pela célula
alvo para produzir o peptideo ou proteina codificada.

[00254] Alguns aspectos da divulgacao envolvem a
entrega direcionada do RNA divulgado neste relatdrio
descritivo (RNA que codifica um polipeptideo variante de IL2
e, opcionalmente, RNA que codifica um peptideo ou proteina
compreendendo um epitopo) a certos tecidos.

[00255] Em uma concretizacao, a divulgagao envolve
direcionar o sistema linfatico, em particular, os &6rgaos
linfoides secunddrios, mais especificamente, o baco. Ter

como alvo o sistema linfatico, em particular, os &6rgéos
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linfoides secundarios, mais especificamente, o baco, € em
particular preferido se o RNA administrado for RNA gque
codifica um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo.

[00256] Em uma concretizacao, a célula alvo é uma
célula do baco. Em uma concretizacao, a célula alvo é uma
célula de apresentacdo de antigeno, como uma célula de
apresentacao de antigeno profissional no baco. Em uma
concretizacao, a célula alvo é uma célula dendritica no baco.

[00257] O "sistema linfatico" faz parte do sistema
circulatédrio, e, ¢ uma parte importante do sistema
imunoldégico, compreendendo uma rede de vasos linfaticos que
transportam a linfa. O sistema linfdtico consiste em dérgaos
linfdticos, uma rede condutora de vasos linfdticos e a linfa
circulante. Os o6rgdos linfoides primdrios ou centrais geram
linfécitos a partir de células progenitoras imaturas. O timo
e a medula éssea constituem os érgdos linfoides primdrios. Os
6rgaos linfoides secunddrios ou periféricos, que incluem os
nédulos linfdticos e o bago, mantém os linfdcitos wvirgens
maduros e iniciam uma resposta imune adaptativa.

[00258] O RNA pode ser entregue ao baco pelas chamadas
formulagdes de lipoplex, nas quais o RNA estd ligado a
lipossomas compreendendo um lipidio catidnico e,
opcionalmente, um lipidio adicional ou auxiliar para formar
formulagbes de nanoparticulas i1injetdveis. Os lipossomas
podem ser obtidos por injecdo de uma solucdo dos lipidios em
etanol em &agua ou uma fase aquosa adequada. Particulas de
RNA lipoplex podem ser preparadas misturando os lipossomas
com RNA. Particulas de lipoplex de RNA de direcionamento de

baco sdo descritas no documento WO 2013/143683, aqui
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incorporado por referéncia. Verificou-se que as particulas
de RNA lipoplex com uma carga ligquida negativa podem ser
utilizadas para visar preferencialmente o tecido do baco ou
células do baco, tais como células apresentadoras de
antigeno, em particular, células
dendriticas. Consequentemente, apdés a administracao das
particulas de RNA lipoplex, ocorre a acumulacdo de RNA e /
ou a expressao de RNA no baco. Assim, as particulas de RNA
lipoplex da divulgacao podem ser usadas para expressar RNA
no baco. Em uma concretizacao, apds a administracao das
particulas de RNA lipoplex, ocorre nenhuma ou praticamente
nenhuma acumulacdo de RNA e / ou expressao de RNA no pulméo
e / ou figado. Em uma concretizacdo, apdés a administracao
das particulas de RNA lipoplex, RNA ocorre acumulo e / ou
expressao de RNA em células apresentadoras de antigeno, tais
como células apresentadoras de antigeno profissionais no
baco. Assim, as particulas de RNA lipoplex da divulgacao
podem ser usadas para expressar RNA em tais células de
apresentacao de antigeno. Em uma concretizacao, as células
apresentadoras de antigeno sdo células dendriticas e / ou
macrdéfagos.

[00259] No contexto da presente divulgacao, o termo
"particula de RNA lipoplex" se refere a uma particula que
contém lipidio, em particular, lipidio catidnico e RNA. As
interacdes eletrostaticas entre lipossomas carregados
positivamente e RNA carregado negativamente resultam na
complexacdao e formacdo espontanea de particulas de lipoplexo
de RNA. Lipossomas carregados positivamente podem ser

geralmente sintetizados usando um lipidio catidnico, como
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DOTMA, e lipidios adicionais, como DOPE. Em uma
concretizacao, uma particula de lipoplexo de RNA é uma
nanoparticula.

[00260] Tal como aqui utilizado, um "lipidio
catidénico" se refere a um lipidio com uma carga liquida
positiva. Os 1lipidios catidnicos 1ligam o RNA carregado
negativamente por interacao eletrostdatica a matriz
lipidica. Geralmente, os lipidios catidnicos possuem uma
porcao lipofilica, como um esterol, uma cadeia de acil ou
diacil, e o grupo principal do lipidio normalmente carrega
a carga positiva. Exemplos de lipideos catidnicos incluem,
mas nao estao limitados a 1,2-di-O-octadecenil-3-
trimetilambénio propano (DOTMA), dimetildioctadecilambénio
(DDAB); 1,2-diocleocil-3-trimetilaménio propano (DOTAP); 1,2-
dioleoil-3-dimetilamdénio—-propano (DODAP); 1,2-diaciloxi-3-
dimetilamdénio propanos; Propanos 1,2-dialgquiloxi-3-
dimetilaménio; cloreto de dioctadecildimetil aménio (DODAC),
2,3-di (tetradecoxi) propil- (2-hidroxietil) -dimetilazénio
(DMRIE), 1, 2-dimiristoil-sn—-glicero-3-etilfosfocolina

(DMEPC), 1, 2-dimiristoil-3-trimetilaménio propano (DMTAP),

1,2-dioleiloxipropil-3-dimetil-hidroxietil brometo de
aménio (DORIE) e 2,3 trifluoroacetato de -dioleoiloxi-N- [2
(espermina carboxamida) etil] -N, N-dimetil-l-propanédmio

(DOSPA) . Os preferidos sao DOTMA, DOTAP, DODAC e DOSPA. Em
concretizacgdes especificas, o lipidio catidnico é DOTMA e /
ou DOTAP.

[00261] Um lipidio adicional pode ser incorporado
para ajustar a razao geral de carga positiva para negativa

e a estabilidade fisica das particulas de RNA lipoplexo. Em
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certas concretizacdes, o lipidio adicional ¢é um 1lipidio
neutro. Tal como aqui utilizado, um "lipidio neutro" se
refere a um lipidio com uma carga liquida de zero. Exemplos
de lipideos neutros incluem, mas nao estao limitados a, 1,2-
di- (9Z-octadecenoil) -sn—glicero-3-fosfoetanolamina
(DOPE) , 1,2-dioleoil-sn—-glicero-3-fosfocolina (DOPC),
diacilfosfatidilcolina, diacilfosfatidil etanol amina,
ceramida, esfingoemielina, cefalina, colesterol e
cerebrosideo. Em concretizacdes especificas, o lipidio
adicional é DOPE, colesterol e / ou DOPC.

[00262] Em certas concretizacdes, as particulas de
RNA lipoplex incluem um lipidio catidnico e um lipidio
adicional. Em  uma concretizacao exemplar, o) lipidio
catidénico é DOTMA e o lipidio adicional é DOPE.

[00263] Em algumas concretizacdes, a razao molar do
pelo menos um lipidio catidnico para o pelo menos um lipidio
adicional é de cerca de 10:0 a cerca de 1:9, cerca de 4:1 a
cerca de 1:2, ou cerca de 3:1 a <cerca de 1:1. Em
concretizacdes especificas, a razao molar pode ser cerca de
3:1, cerca de 2,75:1, cerca de 2,5:1, cerca de 2,25:1, cerca
de 2:1, cerca de 1,75:1, cerca de 1,5:1, cerca de 1,25:1, ou
cerca de 1:1. Em uma concretizacao exemplificativa, a razao
molar de pelo menos um lipidio catidnico para o pelo menos
um lipidio adicional é de cerca de 2:1.

[00264] Particulas de RNA lipoplex aqui descritas tém
um didmetro médio que em uma concretizacdo varia de cerca de
200 nm a cerca de 1000 nm, de cerca de 200 nm a cerca de 800
nm, de cerca de 250 a cerca de 700 nm, de cerca de 400 a

cerca de 600 nm, de cerca de 300 nm a cerca de 500 nm, ou de
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cerca de 350 nm a cerca de 400 nm. Em concretizacdes
especificas, as particulas de RNA lipoplex tém um didmetro
médio de cerca de 200 nm, cerca de 225 nm, cerca de 250 nm,
cerca de 275 nm, cerca de 300 nm, cerca de 325 nm, cerca de
350 nm, cerca de 375 nm, cerca de 400 nm, cerca de 425 nm,
cerca de 450 nm, cerca de 475 nm, cerca de 500 nm, cerca de
525 nm, cerca de 550 nm, cerca de 575 nm, cerca de 600 nm,
cerca de 625 nm, cerca de 650 nm, cerca de 700 nm, cerca de
725 nm, cerca de 750 nm , cerca de 775 nm, cerca de 800 nm,
cerca de 825 nm, cerca de 850 nm, cerca de 875 nm, cerca de
900 nm, cerca de 925 nm, cerca de 950 nm, cerca de 975 nm ou
cerca de 1000 nm. Em uma concretizacao, as particulas de RNA
lipoplex tém um didmetro médio que varia de cerca de 250 nm
a cerca de 700 nm. Em outra concretizacdao, as particulas de
RNA lipoplex tém um didmetro médio que varia de cerca de 300
nm a cerca de 500 nm. Em uma concretizacao exemplar, as
particulas de RNA lipoplex tém um didmetro médio de cerca de
400 nm.

[00265] A carga elétrica das particulas de lipoplexo
de RNA da presente divulgacdao é a soma das cargas elétricas
presentes em pelo menos um lipidio catidnico e as cargas
elétricas presentes no RNA. A razao de carga € a razao entre
as cargas positivas presentes no pelo menos um lipidio
catidnico e as cargas negativas presentes no RNA. A razao de
carga das cargas positivas presentes em pelo menos um lipidio

catidénico para as cargas negativas presentes no RNA ¢é

calculado pela seguinte equacao: razao de carga =
[ (concentracao de lipidio catidnico (mol)) * (o nUmero total
de cargas positivas no lipidio catidnico)] / [(concentracéo
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de RNA (mol)) * (o nUmero total de cargas negativas no RNA)].

[00266] O Dbago que alveja as particulas de RNA
lipoplex descritas neste relatdério descritivo em pH
fisioldégico, de preferéncia, tém uma carga negativa liquida,
como uma razao de carga de cargas positivas para cargas
negativas de cerca de 1,9:2 a cerca de 1:2. Em concretizacdes
especificas, a razao de carga de cargas positivas para cargas
negativas nas particulas de RNA lipoplex em pH fisioldgico
é de cerca de 19:2,0, cerca de 18:2,0, cerca de 17:2,0, cerca
de 16: 2,0, cerca de 1,5:2,0, cerca de 1,3:2,0, cerca de
1,3:2,0, cerca de 1,2:2,0, cerca de 1,1:2,0 ou cerca de 1:
2,0.

[00267] Os sistemas de entrega de RNA tém uma
preferéncia inerente ao figado. Isso se refere a particulas
a base de lipidios, nanoparticulas catidnicas e neutras, em
particular nanoparticulas de lipideos, como lipossomas,
nanomicelas e ligantes 1lipofilicos em Dbioconjugados. A
acumulacdo hepatica é causada pela natureza descontinua da
vasculatura hepdtica ou do metabolismo lipidico (lipossomas
e conjugados de lipidio ou colesterol).

[00268] Em uma concretizacao da distribuicao
direcionada de um polipeptideo variante de IL2 aqui descrito,
o 6rgado alvo é o figado e o tecido alvo é o tecido hepdtico. A
entrega a tal tecido alvo é preferida, em particular, se a
presenca do polipeptideo variante de IL2 neste dérgao ou
tecido for desejada e / ou se for desejado expressar grandes
quantidades do polipeptideo variante de IL2 e / ou se a
presenca sistémica do polipeptideo wvariante de IL2, em

particular, em quantidades significativas, ¢é desejado ou
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necessario.

[00269] Em uma concretizacao, o RNA que codifica um
polipeptideo variante de IL2 é administrado em uma formulacgao
para direcionar o figado. Tais formulacdes sao aqui
descritas acima.

[00270] Para a entrega in vivo de RNA ao figado, um
sistema de entrega de drogas pode ser usado para transportar
o RNA para o figado, evitando sua degradacao. Por exemplo,
nanomicelas poliplex gque consistem em uma superficie
revestida com polietilenoglicol (PEG) e um nucleo contendo
mMRNA ¢é um sistema uUtil porgue as nanomicelas fornecem
excelente estabilidade 1in vivo do RNA, sob condicdes
fisioldégicas. Além disso, a propriedade furtiva fornecida
pela superficie da nanomicela poliplex, composta de densas
palicadas de PEG, efetivamente evita as defesas imunoldgicas
do hospedeiro.

[00271] Os peptideos, proteinas, polipeptideos, RNA,
particulas de RNA e outros agentes, por exemplo, inibidores
de checkpoint imunoldégico, aqui descritos podem ser
administrados em composicdes farmacéuticas ou medicamentos
para tratamentos terapéuticos ou profildticos e podem ser
administrados na forma de qualquer composicao farmacéutica
adequada.

[00272] O termo "composicao farmacéutica" se refere a
uma formulacao compreendendo um agente terapeuticamente
eficaz, de preferéncia junto com veiculos, diluentes e / ou
excipientes farmaceuticamente aceitaveis. A referida
composicao farmacéutica € Util para o tratamento, prevencao

ou redugao da gravidade de uma doenca ou disturbio por
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administracao da referida composicao farmacéutica a um
sujeito. Uma composicao farmacéutica também é conhecida na
técnica como uma formulacdo farmacéutica. No contexto da
presente divulgacao, a composicao farmacéutica compreende
peptideos, proteinas, polipeptideos, RNA, particulas de RNA
e / ou outros agentes, conforme descrito neste relatdrio
descritivo.

[00273] As composicdes farmacéuticas da presente
divulgagao podem compreender um ou mais adjuvantes ou podem
ser administradas com um ou mais adjuvantes. O termo
"adjuvante" se refere a um composto que prolonga, aumenta ou
acelera uma resposta imunoldgica. Os adjuvantes compreendem
um grupo heterogéneo de compostos como emulsdes de dleo (por
exemplo, adjuvantes de Freund), compostos minerais (como
altmen), produtos bacterianos (como a toxina de Bordetella
pertussis) ou complexos imunoestimulantes. Exemplos de
adjuvantes incluem, sem limitacao, LPS, GP96,
oligodesoxinucleotideos CpG, fatores de <crescimento e
citocinas, tais como monocinas, linfocinas, interleucinas,
quimiocinas. As qguimiocinas podem ser IL1, IL2, IL3, IL4,
IL5, IL6, IL7, IL8, IL9, IL10, IL12, IFNa, IFNy, GM-CSF, LT-
a. Outros adjuvantes conhecidos sao hidréxido de aluminio,
adjuvantes de Freund ou &éleo como Montanide® ISA51. Outros
adjuvantes adequados para uso na presente divulgacao incluem
lipopeptideos, tais como Pam3Cys.

[00274] As composicgdes farmacéuticas, de acordo com a
presente divulgacao, sao geralmente aplicadas em uma
"quantidade farmaceuticamente eficaz", e, em "uma preparacao

farmaceuticamente aceitdavel".
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[00275] O termo "farmaceuticamente aceitavel" se
refere a4 nao toxicidade de um material que ndo interage com
a acao do componente ativo da composicadao farmacéutica.

[00276] O termo "quantidade farmaceuticamente eficaz"
ou "quantidade terapeuticamente eficaz" se refere a
quantidade que atinge uma reacgao desejada ou um efeito
desejado sozinho ou em conjunto com outras doses. No caso do
tratamento de uma doencga particular, a reacao desejada se
refere preferencialmente a inibicdo do curso da doenca. Isto
consiste em abrandar a progressao da doencga e, em particular,
interromper ou inverter a sua evolucao. A reacao desejada no
tratamento de uma doenca também pode ser o retardo do inicio
ou a prevencao do inicio da referida doenca ou condigao. Uma
quantidade eficaz das composicdes aqui descritas dependera
da condigcao a ser tratada, da gravidade da doencga, dos
pardmetros individuais do paciente, incluindo idade,
condicgao fisioldégica, tamanho e peso, a duracao do
tratamento, o tipo de terapia associada (se presente), a via
de administracao especifica e fatores
semelhantes. Consequentemente, as doses administradas das
composigdes aqui descritas podem depender de varios desses
parémetros. No caso de uma reagdo em um paciente ser
insuficiente com uma dose inicial, podem ser usadas doses
mais altas (ou doses efetivamente mais altas alcancadas por
uma via de administracao diferente e mais localizada).

[00277] As composicdes farmacéuticas da presente
divulgagao podem conter sais, tampdes, conservantes e,
opcionalmente, outros agentes terapéuticos. Em uma

concretizacao, as composigcdes farmacéuticas da presente
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divulgacao compreendem um ou mais veiculos, diluentes e / ou
excipientes farmaceuticamente aceitdveis.

[00278] Conservantes adequados para uso nas
composicdes farmacéuticas da presente divulgacdao incluem,
sem limitacao, cloreto de Dbenzalcdnio, clorobutanol,
parabeno e timerosal.

[00279] O termo "excipiente", conforme usado neste
relatdério descritivo, se refere a uma substdncia que pode
estar presente em uma composicadao farmacéutica da presente
divulgagao, mas nao ¢ um ingrediente ativo. Exemplos de
excipientes incluem, sem limitacao, transportadores,
aglutinantes, diluentes, lubrificantes, espessantes, agentes
tensoativos, conservantes, estabilizantes, emulsificantes,
tampdes, agentes aromatizantes ou corantes.

[00280] O termo "diluente" se refere a um agente
diluente e / ou diluente. Além disso, o termo "diluente"
inclui qualquer um ou mais de um fluido, suspensao liquida
ou sdélida e / ou meios de mistura. Exemplos de diluentes
adequados incluem etanol, glicerol e &agua.

[00281] O termo "transportador"™ se refere a um
componente que pode ser natural, sintético, organico,
inorgédnico no qual o componente ativo é combinado a fim de
facilitar, aumentar ou permitir a administracao da
composicao farmacéutica. Um transportador, tal como aqui
utilizado, pode ser um ou mais enchimentos, diluentes ou
substancias encapsulantes sdélidas ou liquidos compativeis,
que sao adequados para administracao a um sujeito. O
transportador adequado inclui, sem limitacdo, agua estéril,

Ringer, Ringer lactato, solugao de cloreto de sdédio estéril,
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solucao salina isotdénica, polialgquilenoglicdis, naftalenos
hidrogenados e, em particular, polimeros de lactideo
biocompativeis, copolimeros de lactideo / glicolideo ou
copolimeros de polioxietileno / polioxi-propileno. Em uma
concretizacao, a composicao farmacéutica da presente
divulgag¢ao inclui solugao salina isotdnica.

[00282] Os veiculos, excipientes ou diluentes
farmaceuticamente aceitdveis para uso terapéutico sao bem
conhecidos no estada da técnica farmacéutica e sao descritos,
por exemplo, em Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co. (A. R. Gennaro edit. 1985).

[00283] Os veiculos, excipientes ou diluentes
farmacéuticos podem ser selecionados em relacdao a via de
administracdao pretendida e a pratica farmacéutica padréo.

[00284] Em uma concretizacao, as composicdes
farmacéuticas aqui descritas podem ser administradas por via
intravenosa, 1ntra-arterial, subcuténea, intradérmica ou
intramuscular. Em certas concretizacdes, a composicao
farmacéutica ¢é formulada para administracao local ou
administracdao sistémica. A administracdo sistémica pode
incluir a administracao enteral, que envolve a absorcgao
através do trato gastrointestinal, ou administracao
parenteral. Tal como aqui utilizado, "administracao
parentérica" se refere a administracdo de qualgquer maneira
gue nao seja através do trato gastrointestinal, tal como por
injecao intravenosa. Em uma concretizacao preferida, as
composigdes farmacéuticas sao formuladas para administracgao
sistémica. Em outra concretizacao preferida, a administracao

sistémica é por administracgao intravenosa.
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[00285] O termo "coadministracao", tal como aqui
utilizado, significa wum processo pelo qual diferentes
compostos ou composicdes (por exemplo, RNA que codifica um
polipeptideo variante de IL2, RNA que codifica um peptideo
ou proteina compreendendo um epitopo e opcionalmente um
inibidor de ponto de controle imunoldégico) sao administrados
ao mesmo paciente. O RNA que codifica um polipeptideo
variante de IL2 e o RNA que codifica um peptideo ou proteina
compreendendo um epitopo podem ser administrados
simultaneamente, essencialmente ao mesmo tempo, ou
sequencialmente. Se a administracao ocorrer sequencialmente,
o RNA que codifica um polipeptideo variante de IL2 pode ser
administrado antes ou apdés a administragcao do RNA dque
codifica um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo.
Se a administracdo ocorrer simultaneamente, o RNA que
codifica um polipeptideo variante de IL2 e o RNA que codifica
um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo ndo precisam
ser administrados na mesma composicdo. O RNA que codifica um
polipeptideo variante de IL2 e o RNA que codifica um peptideo
ou proteina compreendendo um epitopo podem ser administrados
uma ou mais vezes e o numero de administracdes de cada
componente pode ser o mesmo ou diferente. Além disso, o RNA
que codifica um polipeptideo variante de IL2 e o RNA que
codifica um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo
nao precisam ser administrados no mesmo local.

[00286] Os polipeptideos variantes de IL2, 0s
polinucleotideos qgue codificam polipeptideos variantes de
IL2, as células hospedeiras compreendendo o polinucleotideo

que codifica o polipeptideo variante de IL2, as composicgdes
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farmacéuticas e os métodos de tratamento aqui descritos podem
ser usados no tratamento terapéutico ou profildtico de véarias
doencas, em doencas particulares em que o fornecimento de
IL2, especificamente dos polipeptideos variantes de IL2 aqui
descritos, a um sujeito resulta em um efeito terapéutico ou
profilatico, como céancer, doencas autoimunes, doencas
infecciosas, vacina adjuvante na vacina contra o céncer e
terapia de vacina convencional, para estimulacao imunoldgica
em os idosos ou individuos imunocomprometidos de outra forma,
bem como em pacientes com HIV ou SCID humano, ou outra
aplicacao terapéutica que requeira estimulacdo geral do
sistema imunoldgico em qualquer animal adequado,
preferencialmente um mamifero, mais ©preferencialmente,
humano. IL2 tem muitos efeitos. Alguns deles sao a
estimulacado de células T, em particular células T de memdédria,
células T virgens e / ou células T efetoras e / ou células
NK. Os polipeptideos variantes de IL2 aqui descritos terao
atividades em tipos de células qgque expressam apenas o
receptor de IL2 de afinidade intermedidria, como células T
de meméria, células T virgens e / ou células T efetoras, mas
nao o receptor de IL2 de alta afinidade, como células T
reguladoras. Por conseguinte, ¢é contemplado o uso dos
polipeptideos wvariantes de IL2, os polinucleotideos que
codificam polipeptideos variantes de 1ILZ, as células
hospedeiras compreendendo o polinucleotideo que codifica o
polipeptideo variante de IL2, as composicdes farmacéuticas
e os métodos de tratamento aqui descritos no tratamento das
doencas em que IL2 ¢é esperado para fornecer uma terapia

eficaz devido a sua atividade de células T.
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[00287] Alternativamente, ou além dos métodos de
administracdo direta a pacientes, em algumas concretizacdes,
os polipeptideos variantes de IL2 podem ser usados em métodos
ex vivo. Por exemplo, células (por exemplo, linfécitos de
sangue periférico ou populagdes purificadas de linfdcitos
isoladas de um paciente e colocadas ou mantidas em cultura)
podem ser cultivadas in vitro em meio de cultura e a etapa
de contato pode ser afetada pela adigcao de polipeptideos
variantes de IL2, e / ou polinucleotideos que os codificam
para o meio de cultura. A etapa de cultura pode incluir
outras etapas nas dguais as células sao estimuladas ou
tratadas com outros agentes, por exemplo, para estimular a
proliferacao ou para expandir uma populacao de células que
¢ reativa a um antigeno de interesse (por exemplo, um
antigeno de céncer ou um antigeno viral). As células séao
entdao administradas ao paciente apds terem sido tratadas.

[00288] O termo "doenca" se refere a uma condicgao
anormal que afeta o corpo de um individuo. Uma doenca
geralmente é interpretada como uma condicao médica associada
a sinais e sintomas especificos. Uma doenca pode ser causada
por fatores origindrios de uma fonte externa, como doencgas
infecciosas, ou pode ser causada por disfuncgdes internas,
como doencas autoimunes. Em humanos, "doenca" é
frequentemente usada de forma mais ampla para se referir a
qualguer condicao que causa dor, disfuncao, angustia,
problemas sociais ou morte para o individuo afetado, ou
problemas semelhantes para aqueles em contato com o
individuo. Nesse sentido mais amplo, as vezes inclui lesodes,

deficiéncias, disturbios, sindromes, infecg¢des, sintomas
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isolados, comportamentos desviantes e variacdes atipicas de
estrutura e funcao, enquanto em outros contextos e para
outros fins, essas podem ser consideradas categorias
distinguiveis. As doencas geralmente afetam os individuos
nao apenas fisicamente, mas também emocionalmente, pois
contrair e conviver com muitas doencas pode alterar a
perspectiva de vida e a personalidade.

[00289] No presente contexto, o termo "tratamento",
"tratar" ou "intervencao terapéutica" se refere ao manejo e
cuidado de um sujeito com o propdsito de combater uma
condicao tal como uma doencga ou disturbio. O termo se destina
a 1incluir o espectro completo de tratamentos para uma
determinada condigdo da qual o sujeito estd sofrendo, como
a administracao do composto terapeuticamente eficaz para
aliviar os sintomas ou complicagdes, para atrasar a
progressao da doenca, disturbio ou condicao, para aliviar ou
aliviar os sintomas e complicacgdes e / ou curar ou eliminar
a doencga, disturbio ou condigao, bem como prevenir a
condicao, em gque a prevengao deve ser entendida como o manejo
e cuidado de um individuo com a finalidade de combater a
doenca ,

[00290] O termo "tratamento terapéutico" se refere a
qualquer tratamento que melhora o estado de saude e / ou
prolonga (aumenta) a expectativa de vida de um individuo. O
referido tratamento pode eliminar a doenga em um individuo,
interromper ou retardar o desenvolvimento de uma doenca em
um individuo, inibir ou retardar o desenvolvimento de uma
doenca em um individuo, diminuir a freqguéncia ou gravidade

dos sintomas em um individuo e / ou diminuir a recorréncia
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em um individuo que atualmente tem ou ja teve uma doenca.

[00291] Os termos "tratamento profilatico" ou
"tratamento preventivo" se referem a qualgquer tratamento que
se destina a prevenir a ocorréncia de uma doenga em um
individuo. Os termos "tratamento profildtico" ou "tratamento
preventivo" sao aqui usados indistintamente.

[00292] Os termos "individuo" e "sujeito" sao usados
aqui indistintamente. Eles se referem a um humano ou outro
mamifero (por exemplo, camundongo, rato, coelho, cachorro,
gato, gado, suino, ovelha, cavalo ou primata) qgque pode ser
afetado ou é suscetivel a uma doenga ou disturbio (por
exemplo, cancer), mas pode ou pode ndo ter a doenca ou
disturbio. Em muitas concretizacdes, o individuo é um ser
humano. Salvo indicacdo em contrdario, os termos "individuo"
e "sujeito" nao denotam uma idade especifica e, portanto,
abrangem adultos, idosos, <criangas e recém-nascidos. Em
concretizacdes da presente divulgacao, o "individuo" ou
"sujeito" é um "paciente".

[00293] O termo "paciente" significa um individuo ou
sujeito para tratamento, em particular um individuo ou
sujeito doente.

[00294] Em uma concretizacao da divulgacao, o)
objetivo é fornecer uma resposta imune contra células doentes
que expressam um antigeno, como células cancerosas dJue
expressam um antigeno tumoral, e tratar uma doencga, como uma
doenga cancerosa envolvendo células qgque expressam um
antigeno, como um antigeno tumoral.

[00295] Uma composicao farmacéutica compreendendo RNA

que codifica um peptideo ou proteina compreendendo um epitopo
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pode ser administrada a um sujeito para eliciar uma resposta
imune contra um antigeno compreendendo o referido epitopo no
sujeito que pode ser terapéutico ou parcialmente ou
totalmente protetor. Um versado na técnica saberd que um dos
principios de imunoterapia e vacinacao é baseado no fato de
gue uma reacao imunoprotetora a uma doenca € produzida pela
imunizacdao de um sujeito com um antigeno ou um epitopo, que
¢ 1imunologicamente relevante em relacao a doenca a ser
tratada. Consequentemente, as composicdes farmacéuticas aqui
descritas sdo aplicdveis para induzir ou aumentar uma
resposta imune. As composicgdes farmacéuticas aqui descritas
sao, portanto, uUtelis no tratamento profilatico e / ou
terapéutico de uma doenca envolvendo um antigeno ou epitopo.

[00296] Tal como aqui utilizado, "resposta imune" se
refere a uma resposta corporal integrada a um antigeno ou
uma célula que expressa um antigeno e se refere a uma
resposta imune celular e / ou uma resposta imune humoral. Uma
resposta imune celular inclui, sem limitacao, uma resposta
celular direcionada a células que expressam um antigeno e
sendo caracterizada pela apresentacdo de um antigeno com
molécula de MHC de classe I ou classe II. A resposta celular
esta relacionada aos linfdécitos T, que podem ser
classificados como células T auxiliares (também denominadas
células T CD4 +) que desempenham um papel central regulando
a resposta imune ou células assassinas (também denominadas
células T citotdxicas, células T CD8 + ou CTLs) que induzem
apoptose em células infectadas ou células cancerosas. Em uma
concretizacao, a administracao de uma composicgao

farmacéutica da presente divulgacao envolve a estimulacao de
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uma resposta de células T CD8 + antitumorais contra células
cancerosas Jue expressam um ou mais antigenos tumorais. Em
uma concretizacao especifica, os antigenos tumorais sao
apresentados com molécula de MHC de classe I.

[00297] A presente divulgacao contempla uma resposta
imune que pode ser protetora, preventiva, profildtica e / ou
terapéutica. Tal como aqui utilizado, "induz [ou induzindo]
uma resposta imune" pode indicar que nenhuma resposta imune
contra um antigeno particular estava presente antes da
inducao ou pode indicar que havia um nivel basal de resposta
imune contra um antigeno particular antes da inducao, gue
foi aumentado apds a inducao. Portanto, "induz [ou induz]
uma resposta imune" inclui "aumenta [ou intensifica] uma
resposta imune'l.

[00298] @) termo "imunoterapia" se refere ao
tratamento de uma doenca ou condigao por meio da inducao ou
aumento de uma resposta imune. O termo "imunoterapia" inclui
imunizacao com antigeno ou vacinacao com antigeno.

[00299] Os termos "imunizacao" ou "vacinacao"
descrevem o processo de administracao de um antigeno a um
individuo com o propdsito de induzir uma resposta imune, por
exemplo, por razdes terapéuticas ou profildticas.

[00300] Os peptideos, proteinas, polipeptideos, RNA,
particulas de RNA e outros agentes, por exemplo, inibidores
de checkpoint imunoldégico, agqui descritos podem ser usados
no tratamento terapéutico ou profildtico de doencas em que
o fornecimento de um peptideo ou proteina compreendendo um
epitopo para induzir uma resposta imune contra um antigeno

em um sujeito ao referido sujeito resulta em um efeito
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terapéutico ou profildtico. Por exemplo, o fornecimento de
um antigeno ou epitopo que é derivado de um virus pode ser
util no tratamento de uma doenca viral causada pelo referido
virus. O fornecimento de um antigeno tumoral ou epitopo pode
ser Util no tratamento de uma doenga cancerosa em gue as
células cancerosas expressam o referido antigeno tumoral.
[00301] Em uma concretizacao, a presente divulgacao
prevé concretizacdes, em que as formulagdes de RNA, tais
como particulas de RNA lipoplex, como aqui descritas,
direcionadas ao tecido do baco, sao administradas. O RNA
codifica, por exemplo, um peptideo ou proteina compreendendo
um epitopo conforme descrito, por exemplo, agqui. O RNA é
captado por células apresentadoras de antigeno no bago, como
células dendriticas, para expressar o peptideo ou proteina.
Apds o processamento e apresentacao opcionais pelas células
apresentadoras de antigeno, uma resposta imune pode ser
gerada contra o epitopo, resultando em um tratamento
profildatico e / ou terapéutico de uma doenga envolvendo o
epitopo ou um antigeno compreendendo o epitopo. Em uma
concretizagao, a resposta imune 1induzida pelo RNA aqui
descrito compreende a apresentagcao de um antigeno ou
fragmento do mesmo, como um epitopo, por células
apresentadoras de antigeno, como células dendriticas e / ou
macréfagos, e ativacado de células T citotdéxicas devido a
essa apresentacao. Por exemplo, os peptideos ou proteinas
codificadas pelos RNAs ou seus produtos de processamento
podem ser apresentados por proteinas do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) expressas em células

apresentadoras de antigeno. O complexo de peptideo MHC pode
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entdo ser reconhecido por células imunes, como células T ou
células B, levando a sua ativacédo.

[00302] Consequentemente, a presente divulgacao se
refere a RNA como aqui descrito para uso em um tratamento
profildtico e / ou terapéutico de uma doenca envolvendo um
antigeno, de preferéncia, uma doencga cancerigena.

[00303] O termo "macrdfago" se refere a um subgrupo
de células fagociticas produzidas pela diferenciacao de
mondécitos. Macréfagos que sao ativados por inflamacao,
citocinas imunes ou produtos microbianos inespecificamente
engolfam e matam patdégenos estranhos dentro do macrdéfago por
ataque hidrolitico e oxidativo resultando na degradacao do
patdgeno. Os peptideos de proteinas degradadas sao exibidos
na superficie das células macrdéfagos, onde podem ser
reconhecidos pelas células T e podem interagir diretamente
com os anticorpos na superficie das células B, resultando na
ativacdao das células T e B e estimulacao adicional da
resposta imune. Os macrdéfagos pertencem a classe das células
apresentadoras de antigenos. Em uma concretizacéao, os
macréfagos sao macrdéfagos esplénicos.

[00304] O termo "célula dendritica" (DC) se refere a
outro subtipo de células fagociticas pertencentes a classe
das células apresentadoras de antigeno. Em uma
concretizacao, as células dendriticas sdo derivadas de
células progenitoras da medula éssea hematopoiéticas. Essas
células progenitoras inicialmente se transformam em células
dendriticas imaturas. Essas células imaturas sao
caracterizadas ©por alta atividade fagocitica e Dbaixo

potencial de ativacado de células T. As células dendriticas
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imaturas coletam amostras constantemente do ambiente
circundante em busca de patdgenos, como virus e bactérias.
Depois de entrarem em contato com um antigeno apresentavel,
eles se tornam ativados em células dendriticas maduras e
comecam a migrar para o bago ou para o linfonodo. As células
dendriticas imaturas fagocitam patdgenos e degradam suas
proteinas em pequenos pedacgos e, apds a maturacao, apresentam
esses fragmentos em sua superficie celular usando moléculas
de MHC. Simultaneamente, elas regulam positivamente os
receptores da superficie celular gue atuam como cCoO-
receptores na ativacao das células T, como CD80, CD86 e CD40,
aumentando muito sua capacidade de ativar as células T. Eles
também regulam positivamente o) CCR7, um receptor
quimiotdtico que induz a célula dendritica a viajar através
da corrente sanguinea até o bagco ou através do sistema
linfatico até um ndédulo linfatico. Aqui, elas agem como
células apresentadoras de antigenos e ativam células T
auxiliares e células T assassinas, bem como células B,
apresentando-lhes antigenos, ao lado de sinais
coestimulatdérios nao especificos do antigeno. Assim, as
células dendriticas podem induzir ativamente uma resposta
imune relacionada as células T ou B. Em uma concretizacao,
as células dendriticas sao células dendriticas esplénicas.
[00305] O termo "célula apresentadora de antigeno"
(APC) ¢é uma célula de uma variedade de células capaz de
exibir, adquirir e / ou apresentar pelo menos um antigeno ou
fragmento antigénico em (ou na) sua superficie celular. As
células apresentadoras de antigeno podem ser distinguidas em

células apresentadoras de antigeno profissionais e células
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apresentadoras de antigeno nao profissionais.

[00306] O termo "células de apresentacao de antigeno
profissionais"™ se refere a células de apresentacao de
antigeno que expressam constitutivamente as moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe II (MHC
de classe II) necessdarias para a interacdo com células T
naive. Se uma célula T interage com o complexo de moléculas
MHC de classe II na membrana da célula apresentadora de
antigeno, a célula apresentadora de antigeno produz uma
molécula coestimuladora induzindo a ativacao da célula T. As
células apresentadoras de antigenos profissionais
compreendem células dendriticas e macrdéfagos.

[00307] O termo "células de apresentacao de antigeno
nao profissionais" se refere a células de apresentacao de
antigeno que nao expressam constitutivamente moléculas de
MHC de classe II, mas apds estimulacao por certas citocinas,
tais como interferon-gama. Células apresentadoras de
antigeno ndo profissionais exemplares incluem fibroblastos,
células epiteliais do timo, células epiteliais da tireoide,
células da glia, células beta pancreaticas ou células
endoteliais vasculares.

[00308] "Processamento de antigeno" se refere a
degradacao de um antigeno em produtos de procissao, que sao
fragmentos do referido antigeno (por exemplo, a degradacgao
de uma proteina em peptideos) e a associacdao de um ou mais
desses fragmentos (por exemplo, via ligacao) com MHC
moléculas para apresentacao por células, como células
apresentadoras de antigeno para células T especificas.

[00309] O termo "doengca envolvendo um antigeno" ou
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"doenca envolvendo um epitopo" se refere a qualgquer doenca
que impligque um antigeno ou epitopo, por exemplo, uma doenca
que ¢é caracterizada ©pela presenca de um antigeno ou
epitopo. A doenca envolvendo um antigeno ou epitopo pode ser
uma doenca infecciosa ou uma doenga cancerosa ou simplesmente
cancer. Como mencionado acima, o antigeno pode ser um
antigeno associado a uma doenca, tal como um antigeno
associado a tumor, um antigeno viral ou um antigeno
bacteriano e o epitopo pode ser derivado de tal antigeno.

[00310] O termo "doenca infecciosa" se refere a
qualguer doenca que pode ser transmitida de individuo para
individuo ou de organismo para organismo, e €& causada por um
agente microbiano (por exemplo, resfriado comum). As doencas
infecciosas sao conhecidas na técnica e incluem, por exemplo,
uma doenca viral, uma doenca bacteriana ou uma doenca
parasitaria, cujas doengas sado causadas por um virus, uma
bactéria e um parasita, respectivamente. A este respeito, a
doenca infecciosa pode ser, por exemplo, hepatite, doencas
sexualmente transmissiveis (por exemplo, clamidia ou
gonorreia), tuberculose, HIV / sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), difteria, hepatite B, hepatite C, cdlera,
respiratdério agudo grave sindrome (SARS), a gripe aviaria e
influenza.

[00311] Os termos "doenca de céncer" ou "céncer" se
referem a ou descrevem a condicdo fisioldégica em um individuo
que ¢é tipicamente caracterizada por crescimento celular
desregulado. Exemplos de canceres i1incluem, mas nao estéao
limitados a carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma e

leucemia. Mais particularmente, exemplos de tais cénceres
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incluem céncer &sseo, cancer de sangue, cancer de pulméao,
cancer de figado, cadncer de pancreas, cancer de pele, céancer
de cabeca ou pescogo, melanoma cutdneo ou intraocular, cancer
uterino, céncer de ovario, cancer retal, cdncer de anal
regido, céncer de estdmago, céncer de cbdlon, céncer de mama,
cdncer de préstata, cancer uterino, carcinoma dos &rgaos
sexuals e reprodutivos, Doenca de Hodgkin, cidncer de esdfago,
cancer de intestino delgado, céncer de sistema enddbcrino,
cancer de glandula tireoide, céncer da glandula
paratireoide, cancer da glédndula adrenal, sarcoma dos
tecidos moles, céncer da bexiga, céncer do rim, carcinoma de
células renais, carcinoma da pelve renal, neoplasias do
sistema nervoso central (SNC), cdncer neuroectodérmico,
tumores do eixo espinhal, glioma, meningioma e adenoma
hipofisdrio. O termo "cancer", de acordo com a divulgacao,
também compreende metdstases de céncer.

[00312] As estratégias de combinacdo no tratamento do
cdncer podem ser desejaveis devido a um efeito sinérgico
resultante, que pode ser consideravelmente mais forte do que
o impacto de uma abordagem monoterapéutica. Em uma
concretizacao, a composicao farmacéutica ¢ administrada com
um agente imunoterapéutico. Tal como aqui utilizado, "agente
imunoterapéutico" se refere a qualquer agente que pode estar
envolvido na ativacdo de uma resposta imune especifica e /
ou funcao (6es) efetoras 1imunes. A presente divulgacgao
contempla o} uso de um anticorpo como agente
imunoterapéutico. Sem desejar ser limitado pela teoria, os
anticorpos sao capazes de alcancar um efeito terapéutico

contra células cancerosas por meio de varios mecanismos,
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incluindo inducao de apoptose, bloqueio de componentes de
vias de transducao de sinal ou inibicdo da proliferacao de
células tumorais. Em certas concretizacdes, o anticorpo é um
anticorpo monoclonal. Um anticorpo monoclonal pode induzir
a morte celular por meio de citotoxicidade mediada por
células dependentes de anticorpos (ADCC), ou ligar proteinas
do complemento, levando a toxicidade celular direta,
conhecida como citotoxicidade dependente do complemento
(CDC) . Exemplos nao limitativos de anticorpos anticéncer e
potenciais alvos de anticorpos (entre colchetes) que podem
ser usados em combinagado com a presente divulgagao incluem:
Abagovomabe (CA-125), Abciximabe (CD41), Adecatumumabe
(EpCAM), Afutuzumabe (CD20), Alacizumabe pegol (VEGFR2),
Pentetato de Altumomabe (CEA), Amatuximabe (MORADbL-009),
Anatumomabe mafenizumab (T) 72 (HLA-DR), Arcitumomabe (CEA),
Atezolizumabe (PD-L1), Bavituximabe (fosfatidilserina),
Bectumomabe (CD22), Belimumabe (BAFF), Bevacizumabe (VEGEF-
A), Bivatuzinumabe mertansina (CD44 v6) 19), Brentuximabe
vedotina (CD30 TNFRSF8), Cantuzumabe mertansina (mucina
CanAg), Cantuzumabe ravtansina (MUCl), capromabe pendetide
(células de carcinoma da préstata), Carlumabe (CNT0888),
Catumaxomabe (EpCoxuma, CD3), Citatuzetuximab (ETCAM, CD3),
Cita—-Romab (EpCAM) , Cixutumumabe (receptor IGF-1),
Claudiximabe (Claudin), Clivatuzumabe tetraxetano (MUC1l),
Conatumumabe (TRAIL-R2), Dacetuzumabe (CD40), Dalotuzumabe
(receptor do fator de crescimento semelhante a insulina I),
Denosumabe (RANKL) , Detumomabe (célula de 1linfoma B),
Drozitumabe (DR5), Ecromeximabe (gangliosideo GD3),

Edrecolomabe (EpCAM), Elotuzumabe (SLAMF7), Enavatuzumabe
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(PDL192), Ensituximabe (NPC-1C), Epratuzumabe (CD22),
Ertumaxomabe (HER2 / neu, CD3), Etaracizumabe (integrina
avp3), Farletuzumabe (receptor de folato 1), FBTA0S (CD20),

Ficlatuzumabe (SCH 900105), Receptor Figitumumabe (IGF-1 ),

Flanvotumabe (glicoproteina 75), Fresolimumabe (TGF-B),
Galiximabe (CD80), Ganitumabe (IGF-1I), Gemtuzumabe
ozogamicina (CD33), Gevokizumabe (ILIB), Girentuximabe
(anidrase carbdénica 9 (CA-IX)) Glembatumumabe vedotina

(GPNMB), Ibritumomabe tiuxetano (CD20), Icrucumabe (VEGFR-
1), Igovoma (CA-125), Indatuximabe ravtansina (SDC1),
Intetumumabe (CD51), Inotuzumabe ozogumabe (CD22at) 152,
Ipilimumab (CD22at), Ipilimuma (CD30), Labetuzumabe (CEA),
Lexatumumabe (TRAIL-R2), Libivirumabe (antigeno de
superficie da hepatite B), Lintuzumabe (CD33), Lorvotuzumabe
mertansina (CD56), Lucatumumabe (CD40), Lumiliximabe (CD23),
Mapatumumabe (TRAIL-Rumabe), Matuzumabe (EGFR), Mepolizumabe
(IL5), Milatuzumabe (CD74), Mitumomabe (gangliosideo GD3),
Mogamulizumabe (CCR4), Moxetumomabe pasudotox (CD22),
Nacolomabe tafenatox (antigeno C242 (antigeno C242) esta,
Natomafenato 5T4), Namatumabe (RON), Necitumumabe (EGFR),
Nimotuzumabe (EGFR), Nivolumabe (IgG4), Ofatumumabe (CD20),
Olaratumabe (PDGF-R a), Onartuzumabe (receptor de fator de
dispersao humano guinase guinase), OportuzumaC monatoxAM,
Oregovomabe (CA-125), Oxelumab (0X-40), Panitumumab (EGFR),
Patritumab (HER3), Pemtumoma (MUCl), Pertuzuma (HER2/neu),
Pintumomab (adenocarcinoma antigen), Pritumumab (vimentin),
Racotumomab (dcido N-glicolilneuraminico), Radretumab
(Dominio B extra de fibronectina), Rafivirumab

(glicoproteina do virus da raiva), Ramucirumab (VEGFR2),
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Rilotumumab (HGF), Rituximab (CD20), Robatumumab (IGF-1
receptor), Samalizumab (CD200), Sibrotuzumab (FAP),
Siltuximab (IL6), Tabalumab (BAFF), Tacatuzumab tetraxetan
(alfa-fetoproteina), Taplitumomab paptox (CD 19),
Tenatumomab (tenascin C), Teprotumumab (CD221), Ticilimumab
(CTLA-4), Tigatuzumab (TRAIL-R2), TNX-650 (IL13),
Tositumomab (CD20), Trastuzumab (HER2/neu), TRBS07 (GD2),
Tremelimumab (CTLA-4), Tucotuzumab celmoleukin (EpCAM) ,
Ublituximab (MS4A1), Urelumab (4-1 BB), Volociximab
(integrin ob5B1), Votumumab (tumor antigen CTAA 16.88),
Zalutumumab (EGFR), and Zanolimumab (CD4).

[00313] A citacao de documentos e estudos aqui
referenciados nao pretende ser uma admissao de que qualquer
um dos itens anteriores é a técnica anterior
pertinente. Todas as declaracgdes quanto ao conteudo destes
documentos baseiam-se nas informagdes a disposicao dos
candidatos e nao constituem qualquer admissdo quanto a
correccao do contetdo dos mesmos.

[00314] A seguinte descricao € apresentada para
permitir que um técnico versado no assunto fagca e use as
varias concretizacdes. Descrigdes de dispositivos, técnicas
e aplicacdes especificas sao fornecidas apenas como
exemplos. Vadrias modificag¢des nos exemplos descritos neste
relatédrio descritivo serdao prontamente aparentes para os
técnicos versados no assunto, e o0s principios gerais
definidos neste relatdério descritivo podem ser aplicados a
outros exemplos e aplicacdes sem se afastar do espirito e
escopo das varias concretizacdes. Assim, as varias

concretizagcdes nao se destinam a ser limitadas aos exemplos
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aqui descritos e mostrados, mas devem ter o escopo
consistente com as reivindicacdes.
EXEMPLOS
Exemplo 1: Projeto de construgdo e produgdao de mRNA

[00315] A transcricdao in vitro de mRNAs que codificam
citocinas foi baseada na estrutura do plasmideo pST1-T7-AGA-
dEarl-hAg-MCS-FI-A30LA70 e nas construgdes de DNA
derivadas. Estas construgdes de plasmideo contém um 5' UTR
(regido nao traduzida, um derivado de 5' -UTR da subunidade
alfa 1 da hemoglobina homo sapiens (hAg)), um elemento 3'FI
(onde F é um 136 nucleotideo de comprimento 3'0O fragmento -
UTR do intensificador do terminal amino de divisao, mRNA e
I é um fragmento de 142 nucleotideos de RNA 12S codificado
mitocondrialmente, ambos identificados no Homo sapiens; WO
2017/060314) e uma cauda poli (A) de 100 nucleotideos, com
um ligante apds 70 nucleotideos. As sequéncias de
codificagcao de citocina e albumina sérica (hAlb) originam-
se do Homo sapiens e nenhuma alteracao nas sequéncias de
aminodcidos resultantes foi introduzida, exceto para as
mutacdes pretendidas nas variantes mutlL2 descritas abaixo
(hIL2: NP_000577.2; NCBI protein resource;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/). O hAlb foi

adicionado no terminal N ou C da variante de IL2 com ambas
as orientacgdes sendo igualmente eficazes in vitro e in vivo
(dados nao mostrados) . As proteinas codificadas sao
equipadas com um peptideo sinal N-terminal (SP) que é o PS
nativo da respectiva proteina. No caso de proteinas de
fusao, apenas o SP da porcao N-terminal foi mantido, para

outras porg¢des apenas a porgao madura (proteina sem SP) foi
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codificada. Um cdédon de parada foi introduzido apenas para
a porcao mais C-terminal. Diferentes porcdes de proteina nas
construgdes de fusdo de citocina e hAlb foram separadas por
uma sequéncia de ligacao de 30 nucleotideos que codifica
para residuos de glicina e serina. As mutagdes na sequéncia
hlL2 foram introduzidas para alterar a ligacao de CD25
(chamadas de mutacdes "mutCD25", os respectivos construtos
sao chamados de hlL2 Ax, com x sendo definido abaixo) e a
ligacao ao IL2R vy (chamadas de mutacdes "mutpy", os
respectivos construtos sao marcados com um "s" adicional,
por exemplo, hlL2s ou hlL2_A4ds). No caso de hlL2_Al guatro
substituicdes de residuos de aminodcidos no dominio maduro
foram introduzidas, a arginina na posigcao 38 foi alterada
para alanina (R38A), a fenilalanina na posigcao 42 foi
alterada para alanina (F42A), a tirosina na posicao 45 foi
alterada para alanina (Y45A) e o acido glutdmico na posicao
62 foi alterado para alanina (E62A) (Carmenate, T. et al. J.
Immunol. 190, 6230-6238 (2013).). Para hlL2_A2, as
substituicdes de residuos de aminodcidos do dominio maduro
sao K35A, K43A e E61A. Para hlL2_A3 as substituigdes K35E,
K43E e E61K foram introduzidas, para hlL2_A4 K43E e E61K,
para hlL2_A5 E61 K e para hlL2_A6 uma mutacao E62K foi
introduzida. Para a geracao das variantes de hlL2 mut y, os
residuos de aminodcidos do dominio maduro da respectiva
variante de hlL2 foram substituidos da maneira L80F, R81D,
L85V, I86V e I92F (Levin, AM et al. Nature 484, 529-533 (2012
)). O mRNA foi gerado por transcricao 1in vitro conforme
descrito por Kreiter et al. (Kreiter, S. et al. Cancer

Immunol. Immunother. 56, 1577-87 (2007)) com substituicao da
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uridina de nucleosideo normal por l-metil-pseudouridina. Os
mRNAs resultantes foram equipados com uma estrutura Capl e
as moléculas de fita dupla (dsRNA) foram esgotadas. O mRNA

° C até uso

purificado foi eluido em Hs 0 e armazenado a —-80
posterior. A transcricao in vitro de todas as construgdes de
mRNA descritas foi realizada na BioNTech RNA Pharmaceuticals
GmbH. Uma lista de todos as construcdes usadas em
experimentos subsequentes é mostrada na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncias de aminodcidos de proteinas codificadas

e expressas de mRNA.

hAlb MKWVTEFISLLEFLESSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENEFKAL
VLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFE
GERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM
PADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVV
LLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEDEFKPLVEEPQONLIKQ
NCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLV
NRRPCEFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTA
LVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKK
LVAASQAALGL

hAlb-hIL2 | MKWVTFISLLFLFSSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKAL
VLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFE
GERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM
PADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVV
LLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPLVEEPQONLIKOQ
NCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLV
NRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETEFTFHADICTLSEKERQIKKQTA
LVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKK
LVAASQAALGLGGSGGGGSGGAPTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMIL
NGINNYKNPKLTRMLTFKEYMPKKATELKHLOCLEEELKPLEEVLN
LAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEF
LNRWITFCQSIISTLT

Peticao 870210005445, de 15/01/2021, pag. 318/376



124/151

hAlb-
hIL2_Al

MKWVTFISLLFLESSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKAL
VLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKE
GERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM
PADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVV
LLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPLVEEPQONLIKQ
NCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLV
NRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTA
LVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKK
LVAASQAALGLGGSGGGGSGGAPTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMIL
NGINNYKNPKLTAMLTAKFAMPKKATELKHLOQCLEEALKPLEEVLN
LAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEF
LNRWITFCQSIISTLT

hAlb-
hIL2_AZ2

MKWVTFISLLFLESSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKAL
VLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKE
GERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM
PADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVV
LLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPLVEEPQONLIKQ
NCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLV
NRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTA
LVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKK
LVAASQAALGLGGSGGGGSGGAPTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMIL
NGINNYKNPALTRMLTFAFYMPKKATELKHLOQCLEAELKPLEEVLN
LAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEF
LNRWITFCQSIISTLT

hAlb-
hIL2_A3

MKWVTFISLLFLESSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKAL
VLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKE
GERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM
PADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVV
LLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPLVEEPQONLIKQ
NCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVN
RRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTAL
VELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKL
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VAASQAALGLGGSGGGGSGGAPTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILN
GINNYKNPELTRMLTFEFYMPKKATELKHLOCLEKELKPLEEVLNL
AQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTEFMCEYADETATIVEFL
NRWITFCQSIISTLT

hAlb-
hIL2_A4

MKWVTEFISLLEFLESSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENEFKAL
VLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKE
GERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQODSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM
PADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVV
LLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPLVEEPQONLIKQ
NCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLV
NRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTA
LVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKK
LVAASQAALGLGGSGGGGSGGAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMIL
NGINNYKNPKLTRMLTFEFYMPKKATELKHLOCLEKELKPLEEVLN
LAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEF
LNRWITFCQSIISTLT

hAlb-
hIL2_A5

MKWVTEFISLLEFLESSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENEFKAL
VLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKE
GERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQODSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM
PADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARHPDYSVVL
LLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKQON
CELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKC
CKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVN
RRPCFSALEVDETYVPKEFNAETEFTFHADICTLSEKERQIKKQTAL
VELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKL
VAASQAALGLGGSGGGGSGGAPTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMILN
GINNYKNPKLTRMLTFKEYMPKKATELKHLOCLEKELKPLEEVLNL
AQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTEFMCEYADETATIVEFL
NRWITFCQSIISTLT

hAlb-
hIL2_A6

MKWVTEFISLLEFLESSAYSRGVEFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENEFKAL
VLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLEFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFE
GERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQODSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM
PADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVV
LLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPLVEEPQONLIKQ
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NCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLV
NRRPCEFSALEVDETYVPKEFNAETEFTFHADICTLSEKERQIKKQTA
LVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKK
LVAASQAALGLGGSGGGGSGGAPTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMIL
NGINNYKNPKLTRMLTFKEYMPKKATELKHLOCLEEKLKPLEEVLN
LAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEF
LNRWITFCQSIISTLT

hAlb-
hIL2s

MKWVTEFISLLEFLESSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENEFKAL
VLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFE
GERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM
PADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVV
LLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPLVEEPQONLIKQ
NCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLV
NRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTA
LVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKK
LVAASQAALGLGGSGGGGSGGAPTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMIL
NGINNYKNPKLTRMLTFKEYMPKKATELKHLOCLEEELKPLEEVLN
LAQSKNFHFDPRDVVSNINVEVLELKGSETTFMCEYADETATIVEF
LNRWITFCQSIISTLT

hAlb-
hIL2_A4s

MKWVTEFISLLEFLESSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENEFKAL
VLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFE
GERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM
PADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVEFLGMFLYEYARRHPDYSVV
LLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEDEFKPLVEEPQONLIKOQ
NCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLV
NRRPCEFSALEVDETYVPKEFNAETEFTFHADICTLSEKERQIKKQTA
LVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKK
LVAASQAALGLGGSGGGGSGGAPTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMIL
NGINNYKNPKLTRMLTFEFYMPKKATELKHLOQCLEKELKPLEEVLN
LAQSKNFHFDPRDVVSNINVEVLELKGSETTFMCEYADETATIVEF
LNRWITFCQSIISTLT

hAlb-
hIL2_A6s

MKWVTFISLLFLESSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKAL
VLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LEFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPR
LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFE
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GERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLE
CADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEM
PADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVV
LLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPLVEEPQONLIKQ
NCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLV
NRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTA
LVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKK
LVAASQAALGLGGSGGGGSGGAPTSSSTKKTQLOLEHLLLDLOMTIL
NGINNYKNPKLTRMLTFKEFYMPKKATELKHLQCLEEKLKPLEEVLN
LAQSKNFHFDPRDVVSNINVEVLELKGSETTFMCEYADETATIVEF
LNRWITFCQSIISTLT

Exemplo 2: Expressao in vitro e ligagao de L2RPy de variantes

de IL2 codificadas por RNA

[00316] A expressao in vitro dos mRNAs gerados foi
analisada por lipofeccdo do mRNA em células HEK293T / 17 e
subsequente andlise da ativagdo independente de CD25 de
células repdédrter gque expressam IL2R y pelas variantes de IL2
mutCD25 (Figura 1). Um dia antes da lipofeccao, 1,2 X
10% células HEK293T/17 foram semeadas em 3 ml de DMEM (Life
Technologies GmbH, cat. N. 31966-021} + 10% de soro fetal de
bovino (FBS, Biochrom GmbH, Cat. NO. S0115) em placas de 6
pocos. Para lipofeccao, 3 g de mRNA foi formulado sob
condigdes estéreis e livres de RNase usando 400 ng de mRNA
por pL  de Lipofectamine MessengerMax (Thermo Fisher
Scientific, cat. No. LMRNAO1l5) e aplicado por 10 cm? placa
de cultura para as células HEK293T/17 em confluéncia de
aproximadamente 80%. Apds 20 h de expressao, 0s
sobrenadantes foram coletados em condigcdes estéreis e
armazenados a —-20° C até o uso posterior. A Dbiocatividade
dependente de IL2RPy das variantes ILZ2 mutCD25 foi avaliada
medindo as respostas de proliferacao especificas do receptor
IL2 de afinidade intermedidria (IL2RPY) que expressa células

TF-1_TIL2RBy. Esta linhagem celular foi gerada a partir da
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linhagem celular TF-1 (ATCC CRL-2003), uma linhagem celular
eritroleucémica humana que expressa naturalmente a cadeia y-
comum de IL2R, por transducao com vetor retroviral qgue
codifica a sequéncia da cadeia IL2RP humana (Gene ID: 3560)
anadlogo a Farner, NL et al. Blood 86, 4568-4578
(1995). Resumindo, as células TF-1_IL2RBy foram lavadas duas
vezes com D-PBS e ressuspensas em RPMI 1640 (Life
Technologies GmbH, cat. No. 61870010) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FBS; Biochrom GmbH, cat. No. S01 15)
e 1 m de piruvato de sédio (Life Technologies GmbH, cat. No.
11360070). Um total de 5.000 células / pogo fol semeado em
placas brancas de fundo plano de 96 pocgos (Fisher Scientific
GmbH, cat. N° 10072151) e foram incubados com diluicdes em
série de quatro vezes de sobrenadantes contendo a variante
IL2. Apdbs trés dias de cultura, a proliferacao foi medida
quantificando as células viadveis através da quantidade de
ATP usando o Ensaio CellTiter-Glo® 2.0 (Promega, cat. No.
G9242). A luminescéncia foi registrada em um leitor Tecan
Infinite® F200 PRO (Tecan Deutschland GmbH) e as curvas de
dose-resposta foram plotadas no GraphPad Prism versao 6.04
(GraphPad Software, Inc.).

Exemplo 3: Ligagdo de variantes de mutCD25 codificadas por
RNA de IL2 a CD25 recombinante (IL2Ra)

[00317] A ligacao de variantes de mutCD25 de 1IL2
codificadas por mRNA a CD25 recombinante foi analisada por
ELISA (Figura 2). Aqui, 1 upg/mL de CD25 humano ou de
camundongo recombinante (C-Fc¢, Novoproteina cat no. CJ78,
CK32) foi revestido em 100 ml de DPBS para placas de 96 pogos

de alta ligacao a proteinas (Nunc MaxiSorp™, Thermo Fisher
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Scientific, cat. n° 439454). Os sobrenadantes contendo a
variante de IL2 gerados por lipofecgcao de HEK-293-T-17 (como
descrito no Exemplo 2) foram aplicados ao CD25 revestido e
a proteina ligada foi detectada através de um anticorpo de
albumina de soro anti-humano conjugado com HRP (Abeam, cat.
No. ab8941). Os reagentes e procedimentos gerais de ELISA
foram aplicados de acordo com o protocolo do DuoSet ELISA
Ancillary Reagent Kit 2 (R&D Systems, cat. No. DY008).

[00318] O hAlb-hlL2 de tipo selvagem se 1ligou
fortemente ao CD25 humano e de camundongo, conforme
representado na Figura 2. Em termos de CD25 humano, a ligacao
foli completamente perdida para as variantes Al, A3, A4 e A6
de mutCD25, enquanto as variantes A2 e AL mostraram alguma
ligagao residual para CD25 humano (Figura 2A). Em contraste,
todas as variantes mutCD25 perderam a capacidade de se ligar
ao CD25 de camundongo (Figura 2B).
Exemplo 4: Bioatividade de variantes de mutCD25 de IL2
codificadas por RNA na proliferagao de CTLL-2 dependente de
CD25.

[00319] A atividade bioldégica de variantes mutCD25 de
IL2 foi avaliada por meio da andlise da proliferacéo
dependente de citocina de células CTLL-2 murinas (linhagem
de células T de camundongo C57BL/6, ATCC TIB-214) que
expressam CD25 altamente (Figura 3). Em suma, as células
CTLL-2 foram colhidas, lavadas duas vezes com DPBS para
remover qualquer IL2 residual e ressuspensas em RPMI 1640
(Life Technologies GmbH, cat. No. 61870010) suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS; Biochrom GmbH, cat. no. S01

15) e piruvato de sdédio 1 mM (Life Technologies GmbH, cat.
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no. 11360070). Um total de 5.000 células / pogo foram
semeadas em placas brancas de 96 pocos de fundo plano (Fisher
Scientific GmbH, cat. N©° 10072151) e 1incubadas com
sobrenadantes contendo variante de IL2 diluida em série
quatro vezes (como descrito no Exemplo 2). Apds trés dias de
cultura, a proliferacdo foi medida quantificando as células
vidveis através da quantidade de ATP wusando o Ensaio
CellTiter—-Glo® 2.0 (Promega, cat. No. G9242). A
luminescéncia foi registrada em um leitor Tecan Infinite®
F200 PRO (Tecan Deutschland GmbH) e as curvas de dose-
resposta foram plotadas no GraphPad Prism versao 6.04
(GraphPad Software, Inc.).

[00320] O hALb-hlL2 de tipo selvagem induziu a
proliferacao de células CTLL-2 de um modo dependente da dose
com uma concentracdo eficaz metade maxima (EC50) de 0,2144%
do sobrenadante (Figura 3). As variantes A2 e A5 de mutCD25
tiveram desempenho semelhante ao hAlb-hlL2 de tipo selvagem,
também refletido pelos valores de EC50 variando entre 0,1933%
do sobrenadante e 0,2127% do sobrenadante,
respectivamente. Em contraste, as variantes Al de IL2
mostraram uma variacao de aprox. Diminuicao de 1000 vezes no
valor de EC50, resultando em ser quase desprovido de qualquer
atividade bioldégica nas células CTLL-2. As variantes A3, A4
e A6, no entanto, induziram a proliferacao de células CTLL-
2 com valores de EC50 variando entre 15,10% de sobrenadante
para A3, 1 1,43% de sobrenadante para A4 e 7,785% de
sobrenadante para A6, apresentando, assim, atividade
bioldégica intermedidria que € aproximadamente 50 wvezes

menor em comparac¢cao com hAlb-hlL2 de tipo selvagem (Figura
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3).
Exemplo 5: Bioatividade de variantes de IL2 codificadas por
RNA na proliferagao de PBMC humano.

[00321] A fim de medir a proliferacadao de células
mononucleares de sangue periférico (PBMC), as PBMCs foram
incubadas com uma concentracadao sub-étima de anticorpo anti-
CD3 (clone UCHT1l) e sobrenadantes derivados de lipofecgdes
de HEK293T / 17 com mRNA que codifica variantes de IL2 ou
sobrenadantes de controle. Resumindo, os PBMCs foram obtidos
de camadas leucocitdrias de doadores saudaveis por separacao
por gradiente de densidade Ficoll-Paque (VWR internacional,
cat. No. 17-1440-03). PBMCs foram marcados usando éster
succinimidilico de carboxifluoresceina 1,6 mM (CFSE; Thermo
Fisher, cat. No. (C34564). 75.000 PBMCs marcados com CFSE
foram semeados por pog¢o em uma placa de fundo redondo de 96
pocos (Costar, cat. No. 734-1797) em Iscove's Modified
Dulbecco's Medium (IMDM; Life Technologies GmbH, cat. No.
12440-053) suplementado com 5% de soro humano derivado de
plasma (PHS; One Lambda Inc., cat. no. A25761) e incubado
com uma concentracado sub-étima de anticorpo anti-CD3 (clone
UCHT1; R&D Systems, n°® cat. MAB100; concentracao final de
0,03-0,09 g/mL) que foil pré-determinada para cada doador. Em
paralelo, diluicdes em série de quatro vezes de sobrenadantes
contendo variantes de IL2 (ver Exemplo 2) foram geradas em
IMDM suplementado com 5% de PHS. As células semeadas foram
misturadas 1:1 (referindo-se ao volume do meio de cultura
das células semeadas) com sobrenadantes da variante de IL2
e estimuladas por quatro dias a 37 °© C, 5% de CO2. PBMCs

foram colhidas e analisadas por citometria de fluxo. As
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células foram coradas com o0s seguintes reagentes, todos
diluidos 1:100 em tampao FACS (D-PBS contendo 5% de FBS e 5
mM de EDTA): anti-CD4-PE humano (TONBO Bioscience, cat. 50-
0049), anti-humano CD8- PE (TONBO Bioscience, cat. 50-0088),
anti-humano CD56-APC (eBioscience, cat. No. 17-0567-42) e 7-
AAD (Beckman Coulter, cat. No. A07704). A andlise de
citometria de fluxo foi realizada em um citdmetro de fluxo
BD FACSCanto™ II (Becton Dickinson) com diluicao CFEFSE como
leitura de proliferacao. Os dados de proliferacao adquiridos
foram analisados usando o software FlowJo 10.4 e os valores
do indice de expansao exportados foram usados para tracar as
curvas de dose-resposta no GraphPad Prism versao 6.04
(GraphPad Software, Inc.).

[00322] Além das variantes hAlb-hlL2_A2 e hAlb-
hlL2_A5, que tiveram desempenho idéntico a IL2 de tipo
selvagem em ensaios de proliferacao de CTLL-2 dependentes de
IL2Rafy de alta afinidade, todos os outros mutantes foram
analisados em um ensaio de proliferacao inespecifico de
antigeno com PBMCs humanos em massa. O hAlb-hlL2 de tipo
selvagem mostrou atividade bioldgica superior em comparacao
com todas as outras variantes de IL2 por aumentar fortemente
a proliferacao induzida por CD3 de células T CD4+ (Figura
47A), células T CD8+ (Figura 4B), bem como células NK CD56+
(Figura 4C). Todas as variantes testadas com capacidade de
ligagao de CD25 diminuida exibiram um fendtipo
intermedidrio. As variantes hAlb-hllL2 A4 e hAlb-hlL2 A6
tiveram desempenho compardvel com aprox. Reducdo de 50 vezes
na poténcia em comparagao com hAlb-hlL2 de tipo

selvagem, enquanto hAlb-hlL2_Al e hAlb-hlL2_A3 mostraram
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curvas de dose-resposta sobrepostas com uma mudanga ainda
mais forte em direcdo a atividade bioldgica diminuida, ou
seja, aprox. Biocatividade 75 vezes menor do que hAlb-
hlL2. As diferencgas observadas para as variantes descritas
foram compardveis entre todos os trés subconjuntos de
linfécitos avaliados, mas a proliferacdao de células NK foi
em geral menos pronunciada do que a proliferacao de células
T.

[00323] hAlb-hlL2_A4 e hAlb-hlL2_A6 com fendtipo
intermedidrio foram ainda comparados com variantes contendo
adicionalmente as mutacgdes mutfy que foram descritas para
aumentar a ligag¢ao ao complexo IL2RPBy (ver também Exemplo
1). Em ambas as células T CD4+ e CD8+, o hAlb-hlL2 exibiu
atividade bioldégica superior que nao foi reforcada pela
adicao das mutacdes mutfy, também refletido nos valores de
EC50 calculados (Tabela 2). A variante mutCD25 hAlb-hlL2 A4
mostrou uma diminuicdo na atividade biocldégica de aprox. 50
vezes nas células T CD4+ e 100 vezes nas células T CD8+ em
comparacao com hAlb-hlL2. A poténcia da outra variante
mutCD25 hAlb-hlL2_A6 foi, em comparacao com hAlb-hlL2_A4,
ainda mais 2 vezes reduzida em ambos os subconjuntos de
células T. A adicado das mutacdes mutfy, no entanto, aumentou
a atividade Dbioldgica de ambas as variantes mutCD25 (ou
seja, hAlb-hlL2_A4 e hAlb-hlL2_A6) em células T CD4+ e CD8+,
como consequéncia, resultando em uma biocatividade diminuida
de apenas 4 a 7 vezes de hAlb-hlL2_A4d4s e uma bioatividade
diminuida de 9 a 16 vezes de hAlb-hlL2_A6s em comparacgao com
hAlb-hlL2 e hAlb-hlL2s (Figura 4D e E, Tabela 2). Em células

NK CD56+, a variante mutPy hAlb-hlL2s exibiu bioatividade
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mais elevada, excedendo ligeiramente a atividade bioldégica
de hAlb-hlL2 de tipo selvagem (valores de EC50 de 0,6084 e
1,662% do sobrenadante, respectivamente, ver Tabela 2). Em
contraste com as células T CD4+ e CD8+, em células NK CD56+
a poténcia das variantes mutCD25 hAlb-hlL2_A4 e hAlb-hlL2_A6
foi apenas 3-8 vezes reduzida em comparacgao com hAlb-hlL2. A
adicdao das mutagdes mutfy a hAlb-hlL2_A4 e hAlb-hlL2_A6
restaurou a atividade bioldgica das variantes hAlb-hlL2_A4ds
e hAlb-hlL2_A6s ao nivel de hAlb-hlL2 de tipo selvagem
(Figura 4 F).

Tabela 2: Valores de EC50 [% de sobrenadante] das variantes
de hAlb-hlL2 em subconjuntos de linfdécitos de PBMC inteiros

derivados de respostas de dose de proliferacao de PBMC

humano.
Variante IL2 Células T | Células T | Células NK
CD4+ CD8+ CD56+
hAlb-hIL2 0,5455 0,1524 1,662
hAlb-hIL2s 0,5414 0,4578 0,6084
hAlb-hIL2_AA4 n.d. 14,06 5,472
hAlb-hIL2_A4s 3,801 1,701 0,5326
hAlb-hIL2_A6 n.d. n.d. 13,64
hAlb-hIL2_A6s 8,883 4,317 1,617

Exemplo 6: Comparagao da bioatividade relativa de diferentes
variantes de IL2 no receptor de IL2 de afinidade
intermedidria (IL2RPy) versus o receptor de IL2 de alta
afinidade (IL2RaPy) que expressa linhagens de células
repérter dependentes de IL2.

[00324] Para dissecar o papel da cadeia IL2Ra (CD25)

como um determinante para a atividade Dbioldégica das
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diferentes variantes de ILZ2, as respostas de proliferacao
especificas da linhagem de células T de camundongo dgue
expressa o receptor de IL2 de alta afinidade (IL2Rafy) CTLL-
2 foram comparadas para o receptor IL2 de afinidade
intermedidria (IL2RPy) que expressa células TF-1_IL2RPy, uma
linhagem celular eritroleucémica humana dque expressa
naturalmente a cadeia y comum de IL2R sendo transduzida para
também expressar a cadeia IL2RP (ver exemplo 2). Em suma, as
células CTLL-2 e TF-1_IL2RPRy foram lavadas duas vezes com D-
PBS e ressuspensas em RPM1 1640 (Life Technologies GmbH, n°
cat. 61870010) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS; Biochrom GmbH, cat. No. S01 15) e piruvato de sdédio 1
mM (Life Technologies GmbH, cat. No. 11360070). Um total de
5.000 células / poco foli semeado em placas brancas de fundo
plano de 96 pocgos (Fisher Scientific GmbH, cat. N° 10072151)
e foram incubados com cinco diluicdes em série de quatro
vezes de sobrenadantes contendo variante de IL2 (como
descrito no Exemplo 2). Apds trés dias de cultura, a
proliferacdo foi medida quantificando as células vidveis
através da quantidade de ATP usando o Ensaio CellTiter-Glo®
2.0 (Promega, cat. No. G9242). A luminescéncia foi registrada
em um leitor Tecan Infinite® F200 PRO (Tecan Deutschland
GmbH) e as curvas de dose-resposta foram plotadas, bem como
os valores de EC50 calculados no GraphPad Prism versao 6.04
(GraphPad Software, Inc.).

[00325] hAlb-hIL2, bem como as variantes de hAlb-hIL2
mutCD25 com afinidade de ligacao de CD25 reduzida (isto é,
hAlb-hIL2_A4 e _A6) realizada no par em células TF-1_IL2RBy-

expressando IL2RBYy independentes de CD25 com curvas dose-—
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resposta quase sobreponiveis (Figura 5A , B). Isso também se
reflete nos valores de EC50 calculados, variando de 2,352%
do sobrenadante para hAlb-hIL2 a 3,657% do sobrenadante para
hAlb-hIL2_A6 (Tabela 3). Além disso, as variantes mutfy com
afinidade de ligacgao aumentada para IL2RpB (ou seja, hAlb-
hIL2s, hAlb-hIL2_A4s, hAlb-hIL2_A6s) mostraram uma mudancga
de 10-30 vezes em direcao ao aumento da atividade biolégica,
conforme esperado com valores EC50 compardveis para hAlb-
hIlL2s e hAlb- hIL2 Ad4s (0,080 e 0,107% do sobrenadante,
respectivamente), bem como uma atividade ligeiramente
inferior de hAlb-hIL2 A6s (EC50 = 0,338% do sobrenadante).
Em notdvel contraste, fortes diferencas entre as variantes
de hAlb-hIL2 e hAlb-hIL2 podem ser vistas em culturas de
CTLL-2 que expressam IL2Rafy dependentes de CD25 (Figura 5C,
D). Aqui, hAlb-hIL2 exibiu a atividade bioldgica mais elevada
que nao poderia ser ainda mais reforgada pela adicao das
mutacdes mutfy (Tabela 4; EC50 de 0,115 wvs. 0,240% de
sobrenadante para hAlb-hIL2 e hAlb-hIL2s). Em comparacao com
hAlb-hIL2, a atividade de hAlb-hIL2_A4 foi reduzida em aprox.
19 vezes (EC50 = 2,19% sobrenadante) enguanto que para hAlb-
hIL2_A6 foi reduzido aprox. 300 wvezes (EC50 = 33,72%
sobrenadante). As variantes mutfy correspondentes, hAlb-
hIL2_A4s e hAlb-hIL2_A6s, mostraram uma atividade bioldgica
aumentada, mas ainda eram menos ativas do que hAlb-hIL2 com
valores de EC50 de 0,517 e 1,575, respectivamente).

Tabela 3: Valores de EC50 [% de sobrenadante] das variantes
de hAlb-hlL2 em cultura de células dependentes do receptor
IL2 de afinidade intermedidria (IL2Ry) derivada de respostas

a dose de proliferacdo TF-1_IL2RBYy humana. Foram calculadas
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as razbes para obter dados de redugcao e aumento de vezes de

EC50 em comparacgcao com hAlb-hlL2.

Variante IL2 EC50 EC50 redugao | EC50 aumento
de vezes de vezes
sobre hAlb- | sobre hAlb-
hIL2 hIL2

hAlb-hIL2 2,352 - -

hAlb-hIL2s 0,080 29,400 0,034

hAlb-hIL2_A4 3,304 0,712 1,405

hAlb-hIL2_A4ds 0,107 21,981 0,045

hAlb-hIL2_A6 3,657 0,64 1,555

hAlb-hIL2_A6s 0,338 6,96 0,144

Tabela 4: Valores de EC50 [% de sobrenadante] das variantes
de hAlb-hllL2 em receptor de IL2 de alta afinidade (IL2RoPy)
— cultura de células dependente derivada de respostas a dose
de proliferacao de CTLL-2 de camundongo. Foram calculadas as
razdes para obter dados de redugcao e aumento de vezes de

EC50 em comparacgao com hAlb-hlL2.

Variante IL2 EC50 EC50 redugao | EC50 aumento
de vezes | de vezes
sobre hAlb- | sobre hAlb-
hIL2 hIL2

hAlb-hIL2 0,115 - -

hAlb-hIL2s 0,240 0,480 2,087

hAlb-hTIL2_A4 2,190 0,050 19,043

hAlb-hIL2_A4s 0,517 0,220 4,496

hAlb-hIL2_A6 33,720 0,003 293,217

hAlb-hIL2_A6s 1,575 0,073 13,696
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Exemplo 7: Comparagao da atividade de variantes de hAlb-hlL2
em diferentes subconjuntos de células T em PBMCs humanos
usando fosforilagdo STAT5 como leitura.

[00326] Para avaliar a atividade de variantes de hAlb-
hIL2 em diferentes subconjuntos de células T qgue eram
deficientes ou expressos em CD25, PBMCs humanos inteiros
foram estimulados com variantes de hAlb-hIL2 e testados para
fosforilacao de STATS5 em uma gama de diluicdes de citocinas.
Resumindo, os PBMCs foram obtidos de camadas leucocitdrias
de doadores sauddveis por separacdao por gradiente de
densidade Ficoll-Paque (VWR internacional, cat. No. 17-1440-
03). PBMCs foram lavados duas vezes com D-PBS (Life
Technologies GmbH, cat. No. 14190250) e <coletados por
centrifugagao por 5 min, 300 x g em temperatura ambiente.
PBMCs foram ressuspensos em meio de Dulbecco modificado de
lscove (IMDM; Life Technologies GmbH, cat. N° 12440-053)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; Biochrom
GmbH, cat. N° S0115) e foram repousados por 1 h a 37° C e 5%
de CO2. Em seguida, 100.000 PBMCs foram semeados por pogo de
uma placa de fundo em V de 96 pocos (Greiner Bio-One GmbH,
cat. N° 651101) em IMDM suplementado com FBS a 10% e inibidor
de fosfatase PhosSTOP™ 2 vezes (Sigma-Aldrich, cat. n.°
04906845001) . Em paralelo, cinco diluig¢des em série de quatro
vezes de sobrenadantes contendo a variante hAlb-hIL2 (como
descrito no Exemplo 2) foram geradas em IMDM suplementado
com FBS a 10%. As células semeadas foram misturadas 1:1
(referindo-se ao volume do meio de cultura das células
semeadas) com sobrenadantes da variante hAlb-hIL2 e

estimuladas por 10 min a 37° C e 5% de CO2. Em seguida, o
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corante de viabilidade fixdvel 1:1.000 e Fluor™ 780 foi
adicionado e as células estimuladas por mais 5 min a 37° C
e 5% de CO02. As células foram fixadas por adicao de
formaldeido (Carl Roth GmbH + Co. KG, cat. No. P087.4) a 2%
e incubadas por 10 min em gelo. PBMCs fixos foram lavados
com D-PBS gelado e permeabilizados com metanol 100% gelado
por 30 min em gelo. PBMCs permeabilizados foram lavados duas
vezes com tampao de permeabilizacao 1 vez (eBioscience Inc.,
cat. No. 00-8333-56) e subsequentemente corados com 1:5 Alexa
Fluor® 488 Anti-Statb (pY¥694) (Becton Dickinson GmbH, cat.
no. 612598), 1:25 PerCP-Cy™ 5.5 Mouse anti-humano CD25
(Becton Dickinson GmbH, cat. no. 560503), 1:25 APC Rat anti
FOXP3 (eBioscience Inc., 17-4776-41), 1:25 BV421 CD4 anti-
humano de camundongo (Becton Dickinson GmbH, n® cat. 565997),
e CD8 anti-humano de camundongo 1:25 BV510 (Becton Dickinson
GmbH, n° cat. 563256) em tampao de permeabilizacao 1 vez por
30 min a 2-8 ° C protegido da luz. PBMCs corados foram
lavados duas vezes com tampao de permeabilizacao 1 vez
resfriado em gelo e finalmente ressuspensos em D-PBS
suplementado com 2% de FBS e 2 mM de EDTA (Sigma-Aldrich,
cat. No. 03690-100ML). A andlise de citometria de fluxo foi
realizada em um citdmetro de fluxo BD FACSCanto ™ II (Becton
Dickinson GmbH) e os dados adquiridos foram analisados usando
o software FlowJo versao 10.3. As curvas de dose-resposta e
os valores de EC50 foram calculados no GraphPad Prism versao
6.04 (GraphPad Software, I, Inc.).

[00327] Em células T regulatdérias CD4+ CD25+ FoxP3+
hAlb-hIL2 exibiu poténcia superior sobre todas as variantes

IL2 mutCD25 com afinidade de ligacao CD25 reduzida (hAlb-
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hIL2_A4 / _A6), bem como as respectivas variantes mutfy
(hAlb-hIL2_A4s, hAlb-hIL2_A6s) (Figura 6 e Tabelas 5,6). Em
detalhes, a atividade Dbioldégica de hAlb-hIL2_A6 foi
fortemente reduzida em ~ 320 vezes em comparagao com hAlb-
hIL2, enquanto hAlb-hIL2_A4 exibiu um fendtipo intermedidrio
(atividade reduzida de ~ 170 vezes em comparagao com hAlb-
hIL2). A Dbiocatividade de ambas as variantes mutCD25 foi
reforcada pela adicao de mutacdes mutfy com hAlb-hIL2_A4ds
sendo superior a hAlb-hIL2_A6s mostrando uma atividade
reduzida de ~ 6 vezes e ~ 21 vezes em comparacao com hAlb-
hIL2, respectivamente. A variante mais ativa foi hAlb-hILZ2s
com sua atividade bioldégica sendo ainda aumentada em ~ 15
vezes em comparacao com hAlb-hIL2. Na auséncia de expressao
de CD25, a poténcia de hAlb-hIL2 foi fortemente reduzida em>
40 vezes (ver Figura 6, Tabela 5, células T auxiliares CD4+
CD25- e células T citotdxicas CD8+ em comparagao com CD4+
CD25+ FoxP3+ Treg), no entanto, ainda era superior as
variantes de mutCD25 hAlb-hIL2 A4 e hAlb-hIL2 A6. O mesmo
também ¢é verdadeiro para a mutacdo mutPfy correspondente
contendo variantes: hAlb-hIL2s exibiu a maior atividade
bioldégica em subconjuntos de células T CD4+ e CD8+ CD25-
negativas (ver Tabelas 7 - 8; poténcia aumentada de ~ 5 - 10
vezes em comparagcao com hAlb -hIL2) seguido por hAlb-
hIL2_A4s, que atua no mesmo nivel de hAlb-hIL2 em células T
auxiliares CD4+ CD25- e foil ainda superior a hAlb-hIL2 em
células T citotdxicas CD8 + (ver Tabelas 7 - 8; aumento de
~ 2 vezes atividade biocldgica em comparacao com hAlb-hIL2).
Quando comparado com hAlb-hIL2_A4s, hAlb-hIL2_A6s vem com

atividade Dbioldégica ligeiramente reduzida, ainda com
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desempenho quase tao bom gquanto hAlb-hIL2 em células T
citotdéxicas CD8+, mas sendo menos ativo em células T
auxiliares CD4+ CD25-. Mais importante ainda, usando a
proporgcao de valores de EC50 determinados por variante
individual de hAlb-hIL2 em células T auxiliares CD4+ CD25-
ou células T citotdéxicas CD8 + versus valores de EC50
determinados em células T regulatdrias CD4+ CD25+ FoxP3+
(Tabela 5) permite calcular a 'polarizacao de células T
regulatdérias' de cada variante de hAlb-hIL2 (Tabela 9). hAlb-
hIL2 exibe um viés de 40-60 vezes para células T regulatdrias
CD4+ CD25+ FoxP3+ em comparacac com sua poténcia em células
T auxiliares CD4 + CD25- ou células T citotdxicas CD8+. Em
notdvel contraste, esta tendéncia de células T regulatdrias
é reduzida para apenas 1,2-1,9 vezes quando se olha para as
variantes mutCD25 hAlb-hIL2 A4 e hAlb-hIL2 A6. As variantes
mutBy correspondentes hAlb-hIL2_A4s e hAlb-hIL2_A6s vém com
uma tendéncia de célula T reguladora ligeiramente aumentada
de 4,4 - 7,1 vezes. hAlb-hIL2s mostra a tendéncia mais forte
de 63-182 vezes em direcdo as células T regulatdérias CD4+
CD25+ FoxP3+ quando comparada a sua poténcia em células T
auxiliares CD4 + CD25- ou células T citotdxicas CD8+.

Tabela 5: Valores de EC50 [% de sobrenadante] calculados com
base na resposta a dose de fosforilacdo de STATS para as
variantes de hAlb-hlL2 em diferentes subconjuntos de células

T humanas.

Variante CD4+CD25+4FoxP34+T | Células T Células T
IL2 reg help citotixicas
CD4+CD25- T CD8+

hAlb-hIL2 |0.111 4,356 6,845
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hAlb- 0,007 0,4442 1,275
hIL2s

hAlb- 18,49 35,39 33,76
hIL2_A4

hAlb- 0,680 3,967 3,021
hIL2_A4s

hAlb- 35,93 51,69 44,75
hIL2_A6

hAlb- 2,343 16,75 14,62
hIL2_A6s

Tabela 6: Valores de EC50 [% de sobrenadante] calculados com
base na resposta a dose de fosforilagcdao STATS para as
variantes de hAlb-hlL2 em células T reguladoras CD4+ CD25+
FoxP3+ humanas. Sao calculadas as razdes para obter dados de

redugao e aumento de vezes de EC50 em comparagcao com hAlb-

hlL2.

Variante IL2 ECS50 ECS50 EC50 aumento
redugao de vezes sobre
de vezes | hAlb-hIL2
sobre
hAlb-hIL2

hAlb-hIL2 0,111 - -

hAlb-hIL2s 0,007 15,850x 0,063x

hAlb-hTIL2_A4 18,49 0,006x 166,577

hAlb-hIL2_A4s 0,680 0,163x 6,126x

hAlb-hIL2_A6 35,93 0,003x 323,694x%
hAlb-hIL2_A6s 2,343 0,047x 21,108x

Tabela 7: Valores de EC50 [% de sobrenadante] calculados com

base na resposta a dose de fosforilagcadao STATS para as

Peticao 870210005445, de 15/01/2021, pag. 337/376



143/151

variantes de hAlb-hlL2 em células T auxiliares CD4 + CD25-T
humanas. Sao calculadas as razdes para obter dados de reducgao

e aumento de vezes de EC50 em comparagao com hAlb-hlL2.

Variante IL2 EC50 EC50 EC50 aumento
redugao de vezes sobre
de vezes | hAlb-hIL2
sobre
hAlb-hIL2

hAlb-hIL2 4,356 - -

hAlb-hIL2s 0,4442 9,806x 0,102x

hAlb-hIL2_A4 35,39 0,123x 8,124x

hAlb-hIL2_A4s 3,967 1,090x 0,911x
hAlb-hIL2_A6 51,69 0,084x 11,866x
hAlb-hIL2_A6s 16,75 0,260x 3,845x%

Tabela 8: Valores de EC50 [% de sobrenadante] calculados com
base na resposta a dose de fosforilacao STATS para as
variantes de hAlb-hlL2 em células T citotdxicas CD8+
humanas. Sao calculadas as razdes para obter dados de reducgao

e aumento de vezes de EC50 em comparagao com hAlb-hlL2.

Variante IL2 ECS50 ECS50 EC50 aumento
redugao de vezes sobre
de vezes | hAlb-hIL2
sobre
hAlb-hIL2

hAlb-hIL2 6,845 - -

hAlb-hIL2s 1,275 5,369x 0,186x

hAlb-hIL2_A4 33,76 0,203x 4,932x

hAlb-hIL2_Ad4ds 3,021 2,265x 0,441x
hAlb-hIL2_A6 44,75 0,153x 6,538x
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hAlb-hIL2_A6s 14,62 0,468x 2,136x

Tabela 9: A 'tendéncia de células T regulatédérias' de cada
variante de hAlb-hlL2 ¢é dada como poténcia reduzida em
células T auxiliares CD4 + CD25- ou células T citotdxicas
CD8 + em comparagao com células T reguladoras CD4 + CD25 +
FoxP3 +. A poténcia reduzida foi calculada como a razao dos
valores de EC50 individuais para cada variante de hAlb-hlL2
determinada em células T auxiliares CD4 + CD25- ou células
T citotdxicas CD8 + versus os valores de EC50 determinados

em células T reguladoras CD4+ CD25+ FoxP3+.

Variante IL2 Efeito de vezes— | Efeito de vezes-—
reduzido em células T | reduzido em células T
help CD4+CD25- vs. |citotdéxica CD8+ vs.
Treg Treg

hAlb-hIL2 39x 62x

hAlb-hIL2s 63x 182x

hAlb-hIL2_AA4 1,9x 1,8x

hAlb-hIL2_A4ds 5, 8x 4,4x

hAlb-hIL2_A6 1,4x 1,2x

hAlb-hIL2_A6s 7,1x 6,2x

Exemplo 8: Efeitos de variantes IL2 mutCD25 na vacinagao de
células T in vivo

[00328] Posteriormente, caracterizamos o efeito das
variantes de IL2 mutCD25 hlL2_A4 e hlL2_A6 nas respostas de
células T induzidas pela vacina de RNA in vivo. Camundongos
BALB/c (n = 5 por grupo) foram vacinados i.v. com 20 g de
RNA-LPX que codifica o CD8 *O antigeno de células T gp70
(SPSYAYHQF) conforme descrito em Kranz, LM et al. Nature

534, 396-401 (2016). Gp70 é um antigeno tumoral gque pode ser
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encontrado, por exemplo, na linhagem de células CT26 de
carcinoma do cdlon. A eficdcia antitumoral de uma vacina
direcionada a gp70 aumenta com o aumento do numero de células
T especificas de gp70 induzidas (Kranz, LM et al. Nature
534, 396-401 (2016) e nao publicado). Trés dias apds a
vacinagao, hAlb (controle negativo) ou doses crescentes de
hAlb-hl1L2, hAlb-hlL2_A4, hAlb-hlL2_A6 RNA formulado como
LNPs foram administrados i.v. conforme representado na
Figura 7. No dia 7 andlises incluindo imunofenotipagem de
subconjuntos de 1linfécitos sanguineos e gp70 células T
especificas (MHC tetramero, MBL) via citometria de fluxo (BD
FACSCelesta) foram realizadas (coloracao conforme descrito
em Kranz, LM et al. Nature 534, 396 - 401 (2016)).

[00329] Conforme descrito no Exemplo 4 e Exemplo 6,
as variantes de mutCD25 tém uma poténcia reduzida para
estimular células CTLL-2 positivas para IL2Rafy. Por esta
razao, testamos doses aproximadamente trés vezes maiores de
variantes mutCD25 do que hAlb-hlL2 de tipo selvagem para ser
capaz de induzir efeitos comparaveis em células T efetoras
especificas de gp70 como hAlb-hlL2 enquanto melhora as razdes
de CD8 para Treg. Apesar de doses mais elevadas, apenas hAlb-
hlL2, mas nao as variantes de hAlb-hlL2 mutCD25 mostraram um

aumento significativo no peso do figado como indicador de

toxicidade mediada por IL2 (Figura 7B). Da mesma forma,
nenhum aumento da atividade sérica de Aspartat-
Aminotransferase (ASAT) (Figura 7C), Alanina-

Aminotransferase, Lactato-Desidrogenase, Amilase ou Lipase
(Indiko ™, Thermo Fischer Scientific), bem como o peso do

pulmao (dados nao mostrados). O hAlb-hlL2 de tipo selvagem,
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bem como as variantes de hAlb-hlL2 mutCD25 resultaram em um
aumento dependente da dose de células T especificas de gp70
no sangue, conforme determinado por citometria de fluxo com
o reforgco mais forte observado com a dose mais alta de hAlb-
hlL2_A4 e o reforco mais fraco com hAlb-hlL2_A6 (Figura
7D) . Curiosamente, especialmente hAlb-hlL2_A4 resultou em um
aumento muito forte de «células T CD8 +, bem como de
leucdédcitos CD45 + (Figura 7E, F). Em comparacao com hAlb-
hlL2 e hAlb-hlL2_A4, a administracao de hAlb-hlL2_A6 nao
resultou em aumento de Tregs (Figura 7G). E importante notar
que ambas as variantes de hAlb-hlL2 mediaram um aumento da
razao de células T CD8 + para Treg, demonstrando a expansao
preferencial de células T CD8 + sobre as Tregs promotoras de
tumor (Figura 7H). Em comparagao, o hAlb-hlL2 reduziu a
proporgcao de células T CD8 + para Treg de uma maneira
dependente da dose. Ao comparar a mudanca de dobra de células
T CD8 + especificas para gp70 ou nao especificas sobre o
controle de hAlb, hAlb-hlL2 e hAlb-hlL2 A4, mas nao hAlb-
hlL2_A6, levam a uma expansao preferencial de células T
especificas de gp70 (Figura 7I). Tomados em conjunto, estes
resultados indicam que as variantes hAlb-hlL2_A6 e hAlb-
hl1L2_A4 nao tém ou tém capacidade de ligacao de CD25 reduzida
levando a efeitos benéficos para a imunoterapia do céancer,
como um aumento na razao de células T CD8+ para Treg.
Exemplo 9: Melhoria da eficadcia da variante IL2 mutCD25 por
adigao de mutagdes mutpPy.

[00330] Embora as wvariantes hAlb-hlL2 A4 e hAlb-
hl1L2_A6 aumentassem fortemente a razado de células T CD8+

para Treg, uma forte expansao de células T especificas do
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antigeno exigiu doses muito mais altas em comparagao com
hAlb-hlL2 devido a ligacédo reduzida a alta afinidade IL2RaPy
em células T ativadas. Assim, testamos se a poténcia de hAlb-
hlt_2_A4 e hAlb-hlL2_A6 in vivo poderia ser melhorada pela
introducao de mutagdes mutPy que mostraram melhorar a ligacgao
a todas as células positivas para IL2RBy in vitro (Exemplos
5-7; Levin, AM et al. Nature 484, 529-533 (2012)). Como para
o Exemplo 8, camundongos BALB / ¢ (n = 5 por grupo) foram
vacinados iv com 20 g de gp70 RNA-LPX seguido trés dias mais
tarde por injecao de citocina RNA-LNP (Figura 7A). Neste
experimento, reduzimos drasticamente as doses de citocina
RNA-LNP para garantir que as melhorias por mutacdes de mutPy
fossem bem cobertas e para testar os limites inferiores da
dose de tratamento. Sete dias apdés a vacinacao, células T
especificas para gp70, células NK, bem como Tregs CD25 FoxP3
positivas foram analisadas (Figura 8).

[00331] Como mostrado no Exemplo 8, as fregquéncias de
células T e Treg especificas do antigeno foram aumentadas
pela administracao de hAlb-hlL2_A4, mas nao de hAlb-hlL2_A6
(Figura 8A, B). Surpreendentemente, ambas as mutacgdes hTuibg
contendo as variantes hAlb-hlL2_ Ads e hAlb-hlL2_A6s
aumentaram ainda mais as fregquéncias de células T especificas
do antigeno sem qualquer aumento detectdvel de frequéncias
Treg (ou contagens de células, dados nao mostrados). hAlb-
hlL2_A4s e hAlb-hlL2_A6s levaram a um aumento preferencial
de antigeno especifico sobre células T CD8 nao especificas
que excederam o de hAlb-hlL2_A4 e hAlb-hlL2_A6 (Figura
8C). Além disso, todas as construcdes expandiram fortemente

as frequéncias de células NK (e contagens, dados nao
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mostrados) até quase 50% dos linfdécitos periféricos (Figura
8D) . Aqui, hAlb-hlL2_A4s e hAlb-hlL2_A6s mostraram eficécia
semelhante a hAlb-hlL2_A4 em altas doses, mas superioridade
em doses mais baixas. Em resumo, isso mostra que as mutacdes
mutBy podem melhorar ainda mais a eficédcia das variantes
hAlb-hIL2 mutCD25 sem aumentar as frequéncias de Treg.
Exemplo 10: Variantes de hAlb-hlL2 contendo mutagdes mutCD25
e mutPy sdo superiores em comparagao com a mutagao muty
contendo IL2 e hAlb-hllL2 de tipo selvagem.

[00332] No Exemplo 9, mostramos que a introducao de
mutagdes mutPy nas variantes mutCD25 aumentava sua poténcia
para estimular células T especificas de antigeno sem aumentar
as frequéncias de Treg. Em seguida, queriamos testar se as
variantes de IL2 contendo mutagdes mutCD25 e mutfy sao
superiores a variante de IL2 contendo mutfy (hAlb-hIL2s).
Ratinhos BALB / ¢ (n = 5 por grupo) foram vacinados i.v. com
20 pg gp70 RNA-LPX nos dias 0 e 7, bem como RNA-LNPs de
citocina (dose indicada na figura) nos dias 3 e 10. A andlise
de 1linfdécitos sanguineos por meio de citometria de fluxo
(ver Exemplo 8) foil realizada nos dias 7 e 14 (Figura 9A).
Os numeros de células T especificas do antigeno foram
reforgcados para todas as variantes de IL2 em comparagao com
o controle de hAlb (Figura 9B). E importante ressaltar que,
enquanto hAlb-hIL2 e em menor extensao hAlb-hIL2s expandiram
Tregs, em grupos tratados com hAlb-hIL2_A4d4s e hAlb-hIL2_A6s
as contagens de Treg nao aumentaram (Figura 9C). A falta de
expansao de Treg por hAlb-hIL2_A4d4s e hAlb-hIL2_A6s poderia
explicar o forte aumento de células T especificas do antigeno

apdés o segundo tratamento ultrapassando o efeito de hAlb-
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hIL2 e a variante de hAlb-hIL2s (Figura 9B). Em comparacao,
para hAlb-hIL2 e hAlb-hIL2s, a expansao das células T
especificas do antigeno diminui apdés o segundo tratamento,
provavelmente devido a supressao das células T efetoras por
Tregs induzidas (Figura 9B, C). Da mesma forma, o0s numeros
de células T CD8 + foram mais fortemente aumentados pelo
mutCD25 e mutacadao mutPy contendo hAlb-hIL2_A4d4s e variantes
de hAlb-hIL2_A6s (Figura 9D). Como consequéncia, a proporcgao
de células T especificas do antigeno para Treg (Figura 9E)
e a proporgao de células T CD8 + para Treg (Figura 9F) foram
ambas massivamente aumentadas pela administracao das
variantes hAlb-hIL2_A4d4s e hAlb-hIL2_A6s em comparagao com
hAlb-hIL2 e hAlb-hIL2s. Todas as variantes de hAlb-hIL2 e
especialmente hAlb-hIL2_Ads e hAlb-hIL2_A6s
preferencialmente expandiram células T especificas do
antigeno (Tetrdmero + / CD8 +) em comparacdao com células T
CD8 + nao especificas (Tetrdmero- / CD8 +) (Figura 9G).
Curiosamente, hAlb-hIL2 Ads e hAlb-hIL2_ A6s induziram
frequéncias mais baixas de células T efetoras de vida curta
KLRG1 + CD127- (SLEC) do que hAlb-hIL2 e hAlb-hIL2s (Figura
9H). Uma alta frequéncia de SLEC afeta negativamente a
longevidade de uma resposta de células T devido a
probabilidade reduzida de formacao de memdéria (Joshi, N. S.
et al. Immunity 27, 281-295 (2007)). Além disso, as variantes
de hAlb-hIL2_A4s e hAlb-hIL2_A6s expandiram as células NK
muito mais fortes do que hAlb-hIL2 e ligeiramente mais fortes
do que hAlb-hIL2s (Figura 9I). Todas as mutacdes contendo
mutBy resultaram em fragdes significativamente maiores de

células NK que expressam KLRGl em comparacgao com hAlb-hIL2
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indicando um fendétipo efetor ativado (Figura 9J). As células
NK positivas para KLRGl mostraram proteger contra a doenca
pulmonar metastdtica (Renner, P. et al. Oncoimmunology 3,
e28328 (2014)). Devido a natureza de curta duracao das
células NK ativadas, as contagens de células NK caem apds o
primeiro tratamento em todas as mutacdes contendo mutfy, mas
ainda permanecem mais altas do gque no grupo de controle hAlb
(Figura 91I).

[00333] Em resumo, a combinacao de mutacgcdes mutCD25 e
itiulbg aumenta significativamente a eficdcia de hAlb-hlL2
para aumentar as células T especificas do antigeno e células
NK sem expansao de Tregs levando a um forte aumento na
proporgao de células T CD8 + (especificas do antigeno) para
Tregs.

Exemplo 11: Administragao de hAlb-hIL2_A4s aumenta as
respostas de células T CD4+

[00334] Nos experimentos anteriores, demonstramos que
a administracao de variantes de IL2 que contém mutacgdes
mutCD25 e mutPy aumentam a inducdo de células T CD8 +
especificas do antigeno. Para testar ainda mais se as células
T CD4 + se beneficiariam dessas variantes de IL2, camundongos
C57BL / 6 (n = 7 por grupo) foram tratados i.v. com 20 pg de
Blo_M30 (Kreiter, S. et al. Nature 520, 692-696 (2015)) RNA-
LPX e 3 pg de hAlb, hAlb-hIL2 ou hAlb-hIL2_A4s RNA-LNPs nos
dias 0, 7 e 14. Andlise de B16_M30 & um neoepitopo restrito
ao MHC de classe II da linha de células tumorais BI16F10
reconhecida por células T CD4 + (Kreiter, S. et al. Nature
520, 692-696 (2015)). Conforme mostrado na Figura 10B e 10C,

apenas a co—-administracao de hAlb-hIL2_A4s, mas nao hAlb-
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hIL2, aumentou o numero de células T efetoras CD4 + / nao
Tregs (CD25- FoxP3- CD4 +) e células T especificas de
tetrdmero B1l6_M30 + CD4 +, respectivamente.
Exemplo 12: Variantes de IL2 com mutCD25 combinadas e
mutagdes mutPy potencializam a eficdcia antitumoral da
vacinagdo contra o cancer

[00335] As células T especificas do antigeno tumoral
induzidas por vacinacao podem controlar o crescimento do
tumor, engquanto as Tregs 1inibem o efeito das células T
efetoras (Kreiter, S. et al. Nature 520, 692-696
(2015).). Mostramos anteriormente que hAlb-hlL2 é capaz de
melhorar significativamente a eficdcia antitumoral da
vacinagcao de RNA gp70 em camundongos portadores de tumor
CT26. Portanto, é esperado gque variantes melhoradas de hAlb-
hlL2 que nao aumentam Tregs, como hAlb-hlL2_A4s e hAlb-

hlL2_A6s, sejam terapeuticamente ainda mais eficazes.
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REIVINDICAGOES

1. Polipeptideo caracterizado pelo fato de que
compreende uma muteina de Interleucina-2 humana (IL2) ou de
uma variante funcional de IL2 humana, em que a ILZ2 humana ou
sua variante funcional ¢é substituida em pelo menos uma
posicdo tendo um residuo de aminodcido &acido ou bdsico na
IL2 humana de tipo selvagem que contata a subunidade alfa do
complexo de receptor ofy IL2 (IL2RaPy), em que se o residuo
de aminodcido for um residuo de aminodcido 4&cido na IL2
humana de tipo selvagem, a substituicao é por um residuo de
aminodcido bdsico e se o residuo de aminodcido for um residuo
de aminodcido bdsico na IL2 humana de tipo selvagem a
substituicdo é por um residuo de aminodcido acido.

2. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que a IL2 humana de tipo selvagem
tem a sequéncia de aminodcidos de acordo com SEQ ID NO: 17.

3. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que o residuo de aminodcido acido
na IL2 humana de tipo selvagem contata um residuo de
aminodcido bédsico na subunidade alfa de IL2Rafy.

4. Polipeptideo, de acordo com dqualquer uma das
reivindicagbdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que o
residuo de aminodcido bdsico na IL2 humana de tipo selvagem
contata um residuo de aminodcido acido na subunidade alfa de
IL2RoPy .

5. Polipeptideo, de acordo <com qualquer uma das
reivindicagbdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que a
substituicao reduz a afinidade para IL2Rafy.

6. Polipeptideo, de acordo com qualgquer uma das
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reivindicagbdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que a
substituicao reduz a afinidade para IL2Rafy em maior extensao
do que para o complexo de receptor de By IL2(IL2RBY).

7. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo ativa, preferencialmente, as células T efetoras
sobre as células T reguladoras.

8. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que a IL2
humana ou sua variante funcional é substituida em pelo menos
uma das posicbes 35 (lisina), 43 (lisina), 61 (acido
glutédmico) e 62 (dcido glutdmico) em relacdo a IL2 humana de
tipo selvagem e numerada de acordo com a IL2 humana de tipo
selvagem.

9. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacao 8,
caracterizado pelo fato de que a posicao 35 é substituida.

10. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo 8 ou 9,
caracterizado pelo fato de que a posigcao 35 é substituida
por dcido glutémico.

11. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 8 a 10, caracterizado pelo fato de que a
posicao 43 é substituida.

12. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 8 a 11, caracterizado pelo fato de que a
posicdo 43 é substituida por &acido glutémico.

13. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbdes 8 a 12, caracterizado pelo fato de dque a
posicdao 61 €& substituida.

14. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
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reivindicagbdes 8 a 13, caracterizado pelo fato de dque a
posicao 61 é substituida por lisina.

15. Polipeptideo, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagbdes 8 a 14, caracterizado pelo fato de dque a
posicao 62 é substituida.

16. Polipeptideo, de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢des de 8 a 15, caracterizado pelo fato de que a
posicao 62 é substituida por lisina.

17. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 8 a 16, caracterizado pelo fato de que as
posicdes 43 e 61 sao substituidas.

18. Polipeptideo, de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢des de 8 a 17, caracterizado pelo fato de que a
posicdo 43 é substituida por &dcido glutamico e a posicao 61
¢ substituida por lisina.

19. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 8 a 18, caracterizado pelo fato de que as
posicdes 35, 43 e 61 sao substituidas.

20. Polipeptideo, de acordo com gualguer uma das
reivindicagbdes 8 a 19, caracterizado pelo fato de dque a
posicdo 35 é substituida por é&cido glutdmico, a posicédo 43
¢ substituida por &cido glutdmico e a posicdo 61 ¢é
substituida por lisina.

21 Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 8 a 20, caracterizado pelo fato de que as
posicdes 61 e 62 sao substituidas.

22. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 8 a 21, caracterizado pelo fato de que a

posicao 61 é substituida por 1lisina e a posigcao 62 é
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substituida por lisina.

23. Polipeptideo, de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 1 a 22, caracterizado pelo fato de que a IL2
humana ou sua variante funcional compreende ainda uma ou
mais substituig¢des de aminodcidos que aumentam a afinidade
para IL2RPy.

24. Polipeptideo caracterizado pelo fato de que
compreende uma muteina da Interleucina-2 humana (IL2) ou de
uma variante funcional da IL2 humana, em que a ILZ2 humana ou
sua variante funcional compreende pelo menos (i) uma ou mais
substituicdes de aminodcidos que reduzem a afinidade para a
subunidade alfa de IL2Rafy e (1) uma ou mais substituicgdes
de aminocdcidos que aumentam a afinidade para IL2RPYy.

25. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacao 24,
caracterizado pelo fato de que uma ou mais substituigdes de
aminodcidos que reduzem a afinidade para a subunidade alfa
de IL2Roapy compreendem substituigdes em uma ou mais posigdes
de IL2 ou uma variante funcional desta selecionada a partir
do grupo que consiste em K35, T37, R38, T41, F42, K43, F44,
Y45, E61, E62, K64, P65, E68, L72 e Y107.

26. Polipeptideo, de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 23 a 25, caracterizado pelo fato de que uma
ou mais substituic¢des de aminodcidos que aumentam a afinidade
para IL2RBYy compreendem substituigdes em uma ou mais posicgdes
de IL2 selecionadas do grupo que consiste em K9, L12, Q13,
E15, H 16, D20, Q74, L80, R81, D84, L85, 186, N88, 192, L94
e E95.

27. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 23 a 26, caracterizado pelo fato de gque uma
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ou mais substituig¢des de aminodcidos que aumentam a afinidade
para IL2RPY compreendem o) seguinte conjunto de
substituic¢des: 80F, 81 D, 85V, 86V, 92F.

28. Polipeptideo, de acordo com gualguer uma das
reivindicag¢des 1 a 27, caracterizado pelo fato de que é uma
IL2 farmacocinética estendida (PK) gque compreende ainda uma
sequéncia de aminodcidos que é heterdloga a IL2 ou variante
funcional desta fundida a IL2 substituida ou variante
funcional desta.

29. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacao 28,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de aminodcidos
que € heterdloga a IL2 ou variante funcional desta ¢é
selecionada a partir do grupo gue consiste em albumina
sérica, um fragmento de imunoglobulina, transferrina e Fn3,
ou variantes dos mesmos.

30. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacao 29,
caracterizado pelo fato de que a albumina sérica compreende
albumina sérica de camundongo ou albumina sérica humana.

31 Polipeptideo, de acordo com a reivindicagao 29,
caracterizado pelo fato de que o fragmento de imunoglobulina
compreende um dominio Fc de imunoglobulina.

32. Polinucleotideo caracterizado pelo fato de dque
codifica o polipeptideo conforme definido por qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 31.

33. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 32,
caracterizado pelo fato de que é RNA.

34. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que
compreende o) polinucleotideo conforme definido pela

reivindicacao 32 ou 33.
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35. Composicao farmacéutica caracterizada pelo fato de
que compreende o polipeptideo, conforme definido por
qualguer uma das reivindicacgdes 1 a 31, o polinucleotideo,
conforme definido pela reivindicacadao 32 ou 33, ou a célula
hospedeira, conforme definido pela reivindicacao 34.

36. Método de tratamento de um sujeito, caracterizado
pelo fato de que compreende administrar ao sujeito o
polipeptideo conforme definido por qualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 31, o polinucleotideo, conforme definido
pela reivindicagcao 32 ou 33, a célula hospedeira conforme
definido pela reivindicacdo 34 ou a composicao farmacéutica
conforme definido pela reivindicagao 35.

37. Método, de acordo com a reivindicacao 36,
caracterizado pelo fato de que o sujeito tem céncer.

38. Método para induzir uma resposta imune em um
sujeito, caracterizado pelo fato de que compreende a
administracao ao sujeito:

a. o polipeptideo conforme definido por qualgquer uma
das reivindicagdes 1 a 31, o polinucleotideo conforme
definido pela reivindicacao 32 ou 33, a célula hospedeira
conforme definido pela reivindicacao 34 ou a composicgao
farmacéutica conforme definido pela reivindicacao 35; e

b. um peptideo ou polipeptideo compreendendo um epitopo
para induzir uma resposta imune contra um antigeno no sujeito
ou um polinucleotideo que codifica o) peptideo ou
polipeptideo.

39. Método, de acordo com a reivindicacao 38,
caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo que codifica

o peptideo ou polipeptideo é RNA.
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40. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 36 a 39, caracterizado pelo fato de que o
tratamento ativa as células T efetoras sobre as células T
regulatdrias.

41 Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 36 a 40, caracterizado pelo fato de que é€ um
método para tratar ou prevenir cédncer em um sujeito, em que
o antigeno é um antigeno associado a tumor.

42 . Método para tratar ou prevenir cdncer em um sujeito,
caracterizado pelo fato de gque compreende a administragao ao
sujeito:

a. o polipeptideo conforme definido por qualgquer uma
das reivindicagdes 1 a 31, o polinucleotideo conforme
definido pela reivindicacao 32 ou 33, a célula hospedeira
conforme definido pela reivindicacao 34 ou a composicgao
farmacéutica conforme definido pela reivindicacao 35; e

b. um peptideo ou polipeptideo compreendendo um epitopo
para induzir uma resposta imune contra um antigeno associado
a tumor no sujeito ou um polinucleotideo qgue codifica o
peptideo ou polipeptideo.

43. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 37 e 40 a 42, caracterizado pelo fato de que
o cancer é selecionado do grupo gue consiste em melanoma,
leucemia, linfoma, céncer de pulmdo, céncer de mama, céncer
de préstata, cancer de ovario, céncer de cdlon, mesotelioma,
renal carcinoma celular e cancer cerebral.

44 . Preparacao médica caracterizada pelo fato de que
compreende:

a. o polipeptideo, conforme definido por gqualguer uma
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das reivindicagdes 1 a 31, o polinucleotideo, conforme
definido pela reivindicacgcao 32 ou 33, a célula hospedeira,
conforme definido pela reivindicacao 34, ou a composicao
farmacéutica, conforme definido pela reivindicacao 35.

45. Preparacao médica, de acordo com a reivindicacao
44, caracterizada pelo fato de que compreende ainda:

b. um peptideo ou polipeptideo compreendendo um epitopo
para induzir uma resposta imune contra um antigeno em um
sujeito ou um polinucleotideo que codifica o peptideo ou
polipeptideo.

46. Preparacao médica, de acordo com a reivindicacao
45, caracterizada pelo fato de que compreende cada componente
a e b em um recipiente separado.

47. Preparacao médica, de acordo com a reivindicacao 44
ou 45, caracterizada pelo fato de que ¢é uma composicgao
farmacéutica.

48. Preparacao médica, de acordo com gualquer uma das
reivindicac¢cdes 44 a 46, caracterizada pelo fato de dque
compreende ainda instrucdes para o uso da preparacao médica
para o tratamento ou prevencdo do cancer, em que o antigeno
¢ um antigeno associado ao tumor.

49. Preparacao médica, de acordo com gualquer uma das
reivindicac¢des 44 a 48, caracterizada pelo fato de que ¢é
para uso farmacéutico.

50. Preparacadao médica, de acordo com a reivindicacao
49, caracterizada pelo fato de que o wuso farmacéutico
compreende um tratamento terapéutico ou profildtico de uma
doenca ou disturbio.

51 Preparacao médica, de acordo com qualquer uma das
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reivindicac¢des 44 a 48, caracterizada pelo fato de que ¢é
para uso em um método para tratar ou prevenir céncer em um
sujeito, em que o antigeno é um antigeno associado a tumor.

52. Preparacao médica, de acordo com qualguer uma das
reivindicag¢des 48 a 51, caracterizada pelo fato de que o
cdncer é selecionado do grupo gque consiste em melanoma,
leucemia, linfoma, céncer de pulmdo, céncer de mama, céncer
de préstata, céncer de ovario, céncer de cdélon, mesotelioma,

carcinoma de células renals e cancer cerebral.
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RESUMO
AGONISTAS DE IL2

A 1invengao se refere a variantes de interleucina-2
(IL2). Em uma concretizacao, as variantes de IL2 ativam
células T efetoras sobre células T regulatdérias. Em
particular, a invencdo se refere a um polipeptideo
compreendendo uma muteina de IL2 humana ou de uma variante
funcional de IL2 humana, em gque a IL2 humana ou sua variante
funcional é substituida em pelo menos uma posicdo tendo um
residuo de aminodcido acido ou bédsico no tipo selvagem IL2
humana que contata a subunidade alfa do complexo receptor
afy IL2 (IL2ROPY) . A invencao também se refere a
polinucleotideos que codificam para os polipeptideos da
invencao, células hospedeiras compreendendo oS
polinucleotideos, composigdes farmacéuticas compreendendo os
polipeptideos, polinucleotideos ou células hospedeiras,
métodos terapéuticos ou profilaticos de tratamento usando os
polipeptideos, polinucleotideos, células hospedeiras ou
composicdes farmacéuticas e médicas preparacdes
compreendendo os polipeptideos, polinucleotideos, células

hospedeiras ou composigdes farmacéuticas.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

8 0B 756 406 35BFO0DS6

Campo 2

9 B5B225D88 3462 1A

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: PN008885 - LISTAGEM DE SEQUENCIAS.txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 15/01/2021
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 17:11:16
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 80B75640635BF0OD6
- Campo 2: 9B5B225D8834621A
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