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COMPOSICAO, E, METODO PARA TRATAR OU PREVENIR UMA
DOENCA OU DISTURBIO EM UM INDIVIDUO EM NECESSIDADE DO

MESMO
REFERENCIA CRUZADA
[001] Este pedido reivindica o beneficio dos pedidos provisorios de

patente U.S. 62/554.605, depositado em 6 de setembro de 2017, e 62/652.279,
depositado em 3 de abril de 2018, cada um dos quais € aqui incorporado pela
referéncia na sua integra.

INTRODUCAO

[002] Interleucina 18 (IL-18) é uma citocina pré-inflamatéria que
pode estimular células T, células NK e células mieloides. IL-18 foi proposta
como um agente imunoterapéutico para o tratamento de cancer, em
decorréncia da sua capacidade de estimular células imunes antitumor.
Entretanto, a eficiéncia clinica de 1L-18 tem sido limitada.

[003] Assim, existe uma necessidade de composi¢des e métodos que
proveem sinalizagdo da atividade de IL-18 eficiente para tratar e prevenir
cancer e outras doencas e distirbios. A presente invencdo aborda essa
necessidade ndo atendida.

SUMARIO

[004] Em um aspecto, a descricdo se refere a uma composicdo que
compreende um polipeptideo variante de IL-18. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 se liga especificamente ao receptor de IL-18
(IL-18R), e em que o polipeptideo variante de IL-18 exibe ligacao
substancialmente reduzida a proteina de ligacdo de IL-18 (IL-18BP).

[005] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende pelo menos uma mutacdo relacionada a IL-18 tipo selvagem
(WT). Em algumas modalidades, a IL-18 WT ¢ IL-18 de humano
compreendendo a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 30. Em algumas

modalidades, a IL-18 WT € IL-18 de murino compreendendo a sequéncia de
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aminoacido de SEQ ID NO: 31.

[006] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que
consiste em Y1X, L5X, K8X, M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X,
M60X, E77X, Q103X, S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X
com relacdo a SEQ ID NO: 30.

[007] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende pelo menos uma mutagcdo selecionada a partir do grupo que
consiste em Y1H, Y1R, L5H, L5I, L5Y, K8Q, K8R, M51T, M51K, M51D,
MSIN, MSIE, M5IR, K53R, K53G, KS53S, K53T, S55K, S55R, QS6E,
Q56A, Q56R, Q56V, Q56G, Q56K, Q56L, P57L, P57G, P57A, PS7K, G59T,
G59A, M60K, M60Q, M60R, M60L, E77D, Q103E, Q103K, Q103P, Q103A,
QI03R, SI105R, S105D, S105K, S105N, S105A, D110H, D110K, D110ON,
D110Q, D110E, D110S, D110G, N111H, N111Y, N111D, N111R, N1118,
N111G, M113V, M113R, M113T, M113K, V1531, V153T, V153A, N155K,
e N155H com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[008] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende as mutacdes MS51X, M60X, S105X, D110X, e N111X com
relacdo a SEQ ID NO: 30.

[009] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende as mutagdes MS51X, K53X, Q56X, S105X, e N111X com relagdo
a SEQ ID NO: 30.

[0010] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende a sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das
SEQ ID NOs.: 34-59, 73-91, 191-193, ou um fragmento das mesmas.

[0011] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18
compreende pelo menos uma mutagcdo selecionada a partir do grupo que
consiste em N1X, M50X, Y51X, K52X, S54X, E55X, V56X, R57X, G58X,
L59X, R104X, N109X, e L151X com relagdo a SEQ ID NO: 31.
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[0012] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende pelo menos uma mutagcdo selecionada a partir do grupo que
consiste em N1H, N1Y, M50A, M50S, M50V, M50G, M50T, Y51R, K52V,
K528, K52T, K52G, K52A, S54R, S54K, S54G, S54N, ESSR, E55H, ESS5N,
ES55D, E55G, V56L, V56M, V56R, V56A, V56S, V56Q, R57G, RS57K,
G58A, L59K, L59R, L59V, R104K, R104L, R104Q, R104S, N109D, e
L151V com relagdo a SEQ ID NO: 31.

[0013] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende a sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das
SEQ ID NOs.: 60-72, ou um fragmento das mesmas.

[0014] Em um aspecto, a descricdo se refere a uma composicdo que
compreende um 4cido nucleico que codifica o polipeptideo variante de IL.-18.
[0015] Em algumas modalidades, a composi¢io compreende
adicionalmente um ou mais agentes selecionados a partir de: (i) um inibidor
do ponto de controle imunoldgico; (ii) um agente que inibe uma ou mais
proteinas selecionadas a partir de PD-L1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3,
B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR, 41BB, 0X40, e CD40; (ii1) um agente de
opsonizacdo de células de cancer; e (iv) um agente que alveja um ou mais
antigenos selecionados a partir de: CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30,
CD33, CD37, CD38, CD44, CD45, CD47, CD51, CD52, CD56, CD62L,
CD70, CD74, CD79, CD80, CD96, CD97, CD99, CD123, CD134, CD138,
CD152 (CTLA-4), CD200, CD213A2, CD221, CD248, CD276 (B7-H3), B7-
H4, CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), CD319, EGFR, EPCAM, 17-1A, HER1,
HER2, HER3, CD117, C-Met, HGFR, PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2,
HAVCR2 (TIM3), gangliosideo GD2, MUCI, mucina CanAg, mesotelina,
endoglina, antigeno de Lewis-Y, CEA, CEACAMI1, CEACAMS, CA-125,
PSMA, BAFF, FGFR2, TAG-72, gelatinase B, glipicana 3, nectina-4, BCMA,
CSFIR, SLAMF7, integrina o,f3, TYRP1, GP NMB, CLDN18.2, FOLRI,
CCR4, CXCR4, MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7, vimentina,
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dominio B extra de fibronectina, TROP-2, LRRCI15, FAP, SLITRKS6,
NOTCH2, NOTCH3, Tenascin-3, STEAP1, e NRPI.

[0016] Em um aspecto, a descricdo se refere a um método para tratar
ou prevenir uma doencga ou disturbio em um individuo em necessidade do
mesmo, compreendendo administrar ao individuo uma composi¢do que
compreende o polipeptideo variante de IL-18 ou o 4cido nucleico que codifica
o polipeptideo variante de IL-18.

[0017] Em algumas modalidades, a doenca ou distirbio € cancer. Em
algumas modalidades, o cancer é um cancer que € resistente aos inibidores de
ponto de controle imunolégico (ICIs). Em algumas modalidades, o cancer é
associado a um tumor que perdeu a expressao de MHC de classe L.

[0018] Em algumas modalidades, a doenga ou distirbio € uma doenga
ou distirbio metabdlico. Em algumas modalidades, a doenga ou distirbio €
uma doenca infecciosa.

[0019] Em algumas modalidades, o método compreende administrar
ao individuo o polipeptideo variante de IL-18 e pelo menos um outro agente.
Em algumas modalidades, o pelo menos um outro agente compreende um
inibidor do ponto de controle imunolégico. Em algumas modalidades, o
inibidor do ponto de controle imunoldgico é um agente que inibe PD-LI,
PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3, B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR,
41BB, 0X40, ou CD40, ou qualquer combinacdo dos mesmos. Em algumas
modalidades, o pelo menos um outro agente compreende um agente de
opsonizacao de células de cancer. Em algumas modalidades, o pelo menos um
outro agente alveja um ou mais antigenos selecionados a partir de: CD19,
CD20, CD22, CD24, CD25, CD30, CD33, CD37, CD38, CD44, CD45,
CD47, CD51, CD52, CD56, CD62L, CD70, CD74, CD79, CD80, CD96,
CD97, CD99, CDI123, CDI134, CDI138, CD152 (CTLA-4), CD200,
CD213A2, CD221, CD248, CD276 (B7-H3), B7-H4, CD279 (PD-1), CD274
(PD-L1), CD319, EGFR, EPCAM, 17-1A, HER1, HER2, HER3, CD117, C-
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Met, HGFR, PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2, HAVCR2 (TIM3),
gangliosideo GD2, MUCI1, mucina CanAg, mesotelina, endoglina, antigeno
de Lewis-Y, CEA, CEACAMI1, CEACAMS, CA-125, PSMA, BAFF,
FGFR2, TAG-72, gelatinase B, glipicana 3, nectina-4, BCMA, CSFIR,
SLAMF7, integrina a3, TYRP1, GP NMB, CLDN18.2, FOLR1, CCR4,
CXCR4, MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7, vimentina, dominio
extra de fibronectina B, TROP-2, LRRC15, FAP, SLITRK6, NOTCH2,
NOTCHS3, Tenascin-3, STEAP1, e NRP1. Em algumas modalidades, o pelo
menos um outro agente € conjugado com o polipeptideo variante de 1L-18.
Em algumas modalidades, o pelo menos um outro agente € uma célula T ou
célula NK alterada. Em algumas modalidades, o pelo menos um outro agente
¢ um virus oncolitico.

[0020] Em um aspecto, a descricdo se refere a uma composicdo que
compreende um inibidor da proteina de ligacdo de IL-18 (IL-18BP) ou
antagonista de IL-18BP, em que o inibidor ou antagonista inibe a capacidade
de IL-18BP de neutralizar IL.-18 enddgena. Em algumas modalidades, o
inibidor ou antagonista compreende pelo menos um selecionado a partir do
grupo que consiste em: um composto quimico, um polipeptideo, um peptideo,
um peptidomimético, um anticorpo, uma ribozima, um composto quimico de
molécula pequena, e uma molécula de 4dcido nucleico anti-sentido.

[0021] Em algumas modalidades, a composicdo compreende um
polipeptideo variante de IL-18, em que o polipeptideo variante de IL-18 se
liga especificamente a IL-18BP e em que o polipeptideo variante de IL-18
exibe ligacdo substancialmente reduzida ao receptor de IL.-18 (IL-18R).
[0022] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18
compreende pelo menos uma mutacdo relacionada a IL-18 tipo selvagem
(WT). Em algumas modalidades, a IL-18 WT ¢ IL-18 de humano
compreendendo a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 30. Em algumas

modalidades, a IL-18 WT € IL-18 de murino compreendendo a sequéncia de
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aminoacido de SEQ ID NO: 31.

[0023] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende pelo menos uma mutagcdo selecionada a partir do grupo que
consiste em Y1X, L5X, D17X, E31X, T34X, D35X, S36X, D37X, D40X,
N41X, M51X, Q56X, M60X, Q103X, H109X, M113X, e R131X com relacdo
a SEQ ID NO: 30.

[0024] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende pelo menos uma mutagcdo selecionada a partir do grupo que
consiste em Y1D, Y1F, YIH, Y1L, L5F, L5H, D17A, D17G, D17R, D17H,
E31A, E31T, E31G, E31K, E31R, T34A, T34K T34E, D35S, D35A, D35Y,
S36N, S36K, S36R, D37P, D37A, D37R, D37H, D37L, D37V, D40Y D40S,
D40A, N41K, N41S, N41R, M51F, M51L, M511, Q56H, M60L, M60F,
M60I, Q103L, Q1031, H109A, H109P, H109D, M113L, M1131, M113F, e
R131S com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[0025] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende a sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das

SEQ ID NOs.: 92-125, ou um fragmento das mesmas.

[0026] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende as mutagdes D17X, E30X, e Q103X com relagdo a SEQ ID NO:
30.

[0027] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18

compreende as mutacdes D17X, E30X, D35X, M51X, e Q103X com relagdo
a SEQ ID NO: 30.

[0028] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende pelo menos uma mutagcdo selecionada a partir do grupo que
consiste em N1X, L5X, D17X, E30X, T33X, D34X, 135X, D36X, M50X,
Q102X, R104, H108X, N109X, M111X, D129X, e D130X com relacdo a
SEQ ID NO: 31.

[0029] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
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compreende pelo menos uma mutagcdo selecionada a partir do grupo que
consiste em N1Y, N1D, NI1H, N1L, N1F, N1V, NI1I, L5Y, L5H, D17Q,
D17G, D17A, D17E, D17S, D17N, E30A, E30R, E30K, E30T, E30G, T33G,
T33A, T33E, T33R, T33K, D34Y, D34S, D34A, 135T, 135K, I35R, D36V,
D36A, D36G, D36H, D36P, D36R, D36L, M50F, M50L, Q102L, Q1021,
R104E, R104A, R104P, R104G, R104Q, R104H, H108D, H108A, N109R,
N109S, N109T, N1091, M111L, M111I, D129A, DI129F, D129V, D129Y,
D129S, D130E, D130T, D130G, D130N, D130R, D130S, D130Q, e D130H
com relacdo a SEQ ID NO: 31.

[0030] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
compreende a sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das
SEQ ID NOs.: 126-190, ou um fragmento das mesmas.

[0031] Em um aspecto, a descricdo se refere a uma composicdo que
compreende um 4cido nucleico que codifica o polipeptideo variante de IL.-18.
[0032] Em um aspecto, a composi¢do compreende adicionalmente um
ou mais agentes selecionados a partir de: (i) um inibidor do ponto de controle
imunoldgico; (i1) um agente que inibe uma ou mais proteinas selecionadas a
partir de PD-L.1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3, B7H3, B7H4, VISTA,
ICOS, GITR, 41BB, 0X40, e CD40; (iii)) um agente de opsonizacdo de
células de cancer; e (iv) um agente que alveja um ou mais antigenos
selecionados a partir de: CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30, CD33,
CD37, CD38, CD44, CD45, CD47, CD51, CD52, CD56, CD62L, CD70,
CD74, CD79, CD80, CD96, CD97, CD99, CD123, CD134, CD138, CD152
(CTLA-4), CD200, CD213A2, CD221, CD248, CD276 (B7-H3), B7-H4,
CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), CD319, EGFR, EPCAM, 17-1A, HERI,
HER2, HER3, CD117, C-Met, HGFR, PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2,
HAVCR2 (TIM3), gangliosideo GD2, MUCI1, mucina CanAg, mesotelina,
endoglina, antigeno de Lewis-Y, CEA, CEACAMI1, CEACAMS, CA-125,
PSMA, BAFF, FGFR2, TAG-72, gelatinase B, glipicana 3, nectina-4, BCMA,
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CSFIR, SLAMF7, integrina a,B3, TYRP1, GP NMB, CLDNI18.2, FOLRI,
CCR4, CXCR4, MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7, vimentina,
dominio extra de fibronectina B, TROP-2, LRRCI15, FAP, SLITRKS6,
NOTCH2, NOTCH3, Tenascina-3, STEAPI1, e NRP1.

[0033] Em um aspecto, a descricdo se refere a um método para tratar
ou prevenir uma doencga ou disturbio em um individuo em necessidade do
mesmo, compreendendo administrar ao individuo uma composi¢do que
compreende o inibidor da proteina de ligacio de IL-18 (IL-18BP) ou
antagonista de IL-18BP.

[0034] Em algumas modalidades, a doenca ou distirbio € cancer. Em
algumas modalidades, o cincer é um cancer que € resistente aos inibidores de
ponto de controle imunolégico (ICIs). Em algumas modalidades, o cancer é
associado a um tumor que perdeu a expressao de MHC de classe L.

[0035] Em algumas modalidades, a doenga ou distirbio € uma doenga
ou distirbio metabdlico. Em algumas modalidades, a doenga ou distirbio €
uma doenca infecciosa.

[0036] Em algumas modalidades, o método compreende administrar
ao individuo pelo menos um outro agente além do inibidor de IL-18BP ou
antagonista de IL-18BP. Em algumas modalidades, o pelo menos um outro
agente compreende um inibidor do ponto de controle imunoldgico. Em
algumas modalidades, o inibidor do ponto de controle imunoldgico é um
agente que inibe PD-L1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3, B7TH3, B7H4,
VISTA, ICOS, GITR, 41BB, 0X40, ou CD40, ou qualquer combinagdo dos
mesmos. Em algumas modalidades, o pelo menos um outro agente
compreende um agente de opsonizacdo de células de cancer. Em algumas
modalidades, o pelo menos um outro agente alveja um ou mais antigenos
selecionados a partir de: CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30, CD33,
CD37, CD38, CD44, CD45, CD47, CD51, CD52, CD56, CD62L, CD70,
CD74, CD79, CD80, CD96, CD97, CD99, CD123, CD134, CD138, CD152
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(CTLA-4), CD200, CD213A2, CD221, CD248, CD276 (B7-H3), B7-H4,
CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), CD319, EGFR, EPCAM, 17-1A, HERI,
HER2, HER3, CD117, C-Met, HGFR, PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2,
HAVCR2 (TIM3), gangliosideo GD2, MUCI1, mucina CanAg, mesotelina,
endoglina, antigeno de Lewis-Y, CEA, CEACAMI1, CEACAMS, CA-125,
PSMA, BAFF, FGFR2, TAG-72, gelatinase B, glipicana 3, nectina-4, BCMA,
CSFIR, SLAMF7, integrina a,B3, TYRP1, GP NMB, CLDNI18.2, FOLRI,
CCR4, CXCR4, MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7, vimentina,
dominio extra de fibronectina B, TROP-2, LRRCI15, FAP, SLITRKS6,
NOTCH2, NOTCH3, Tenascina-3, STEAP1, e NRPI. Em algumas
modalidades, o inibidor ou antagonista € um polipeptideo variante de IL-18, e
o pelo menos um outro agente € conjugado com o polipeptideo variante de IL-
18. Em algumas modalidades, o pelo menos um outro agente € uma célula T
ou célula NK alterada. Em algumas modalidades, o pelo menos um outro
agente ¢ um virus oncolitico.

DESCRICAO RESUMIDA DOS DESENHOS

[0037] A descricdo detalhada a seguir de modalidades da invencao
serd melhor entendida quando lida em conjunto com os desenhos em anexo.
Deve-se entender que a invencdo ndao € limitada aos arranjos e
instrumentalidades exatos das modalidades mostradas nos desenhos.

[0038] Figura 1A e Figura 1B representam resultados a partir de
experimentos de exemplo, demonstrando que a via de IL-18 € um alvo para
imunoterapia para tumor. (Figura 1A) A via de IL-18 (incluindo IL-18 e suas
subunidades receptoras) € regulada de maneira crescente tanto nos programas
de célula T tumoral ativados quanto disfuncionais, da maneira observada na
andlise de expressdo de RNAseq para citocinas e receptores em CD8+ TILs.
Os genes sao denominados com classificagdo de “ativacdo” e “disfuncdo”, em
comparagdo com células T naive. Destaques em amarelo indicam citocina IL-

18, IL-18R1 (Ra), e IL-18RAP (RP). Os dados sdo adaptados a partir de
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Singer et al. (Singer, M. et al., 2016, Cell, 166:1500-1511, e1509). (Figura
IB) O receptor de subunidades de IL-18, IL-18Ra e IL-18R[, é parte de um
programa de expressdo de gene associado a exposi¢cdo croOnica ao antigeno, de
maneira observada apds a infeccio com LCMV (esquerda; CD4) ou VSV-
OVA (direita; CD8). Os dados sdo a partir da base de dados de ImmGen.
[0039] Figura 2A até Figura 2C representam resultados a partir de
experimentos de exemplo que demonstra que IL-18BP apresenta
caracteristicas de um “ponto de controle imunoldgico soluvel”. (Figura 2A)
IL-18BP medeia resposta negativa direcionada ao Interferon-y (IFN-y) de IL-
18, que faz lembrar do ponto de controle imunolégico PD-L1. Um esquema
do circuito de retorno IL-18/IFN-Y/IL-18BP € representado. As setas pretas
indicam estimulo, circuitos vermelhos indicam inibicdo. (Figura 2B) IL-18BP
¢ regulado de maneira crescente no cancer gastrico e de mama, da maneira
observada nos dados a partir das bases de dado TCGA e Oncomina. (Figura
2C) A expressao de PD-1 e IL-18BP estd muito relacionada as amostras
volumosas de cancer de mama e géstrico (a partir da base de dados TCGA).
R=0,78 e 0,65, respectivamente.

[0040] Figura 3A até a Figura 3C representam resultados a partir de
experimentos de exemplo, demonstrando variantes geneticamente
modificados de IL-18 de humano para independéncia em IL-18BP que usa
exibicdo em levedura. (Figura 3A) Uma biblioteca guiada por estrutura para
tornar aleatorio residuos na interface IL-18:IL-18BP foi determinada e
introduzida em um sistema de exibicdo em levedura. Os clones de levedura
foram selecionados usando selecdo celular magnética e por fluorescéncia para
se ligar a IL-18Ra, e contra-selecionados contra IL-18BP. (Figura 3B)
Sumario da evolugdo direcionada para gerar variantes de IL.-18 resistentes a
IL-18BP. O texto em azul indica condi¢des de selecdo positiva, texto
vermelho mostra contra-selecdo. (Figura 3C) Anélise por citometria de fluxo

de IL-18 WT exibida em leveduras (esquerda), ou variantes apds a evolugao
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direcionada (direita). O eixo Y mostra a ligacdo de IL-18BP, o eixo x mostra
a ligacdo de IL-18Ra. Apos 5 ciclos de avaliagdo direcionada, os clones
restantes preferiram mais IL-18Ra a IL-18BP.

[0041] Figura 4 representa resultados a partir de experimentos de
exemplo, demonstrando um sumdrio de variantes das sequéncias de IL-18 de
humano resistente a chamariz (“DR-IL-18, também denominado “DR-18).
A posi¢do de cada posicdo mutada e o residuo correspondente na forma
madura de IL-18 tipo selvagem de humano € indicada na parte superior da
tabela. hC4 até hEI12 representam sequéncias obtidas apds a selecdo com
evolucdo direcionada. hCS1-hCS4 sdo sequéncias consensuais derivadas das
sequéncias selecionadas. Os residuos sombreados representam as cinco
mutagdes mais observadas.

[0042] Figura 5A e Figura 5B representam resultados a partir de
experimentos de exemplo, demonstrando caracteriza¢ao biofisica de variantes
de DR-IL-18 de humano. (Figura 5A) Variantes de DR-IL-18 exibidos em
leveduras, hCS1-hCS4 e A8, sdo capazes de se ligar a hIL-18Ra com
1sotermas de ligacdo comparavel como WT IL-18 de humano (esquerda). Em
contrapartida, muito pouca ligacdo é observada com os mesmos variantes e
hIL-18BP (direita). (Figura 5B) Sensogramas representativos de ressonancia
plasmatica de superficie entre hIL-18BP biotinilada imobilizada e os variantes
de DR-IL-18. hIL-18 recombinante (esquerda) se liga a IL-18BP com
afinidade primorosamente alta, Kp=2,0 pM, ao passo que hCS1 (direita)
mostra ligacdo muito atenuada, com uma taxa de dissociacdo muito répida e
Kp =15,2 nM. Estes dados sao sumarizados nas tabelas 6 e 7.

[0043] Figura 6A e Figura 6B representam resultados a partir de
experimentos de exemplo, que demonstram variantes de DR-IL-18 de humano
que nao sao inibidos por IL-18BP. (Figura 6A) IL-18BP recombinante inibe
IL-18Ra biotinilada a partir da ligacdo de IL-18 WT exibida em leveduras,
mas nao afeta os variantes de DR-IL-18, hCS1-4 e A8 (esquerda). Em
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contrapartida, IL-18BP neutraliza eficientemente a IL-18 E42A, K89A e
E42A/K89A previamente descrita (Kim et al., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci.,
98(6):3304-3309) (direita) [E42 e K89 de Kim et al. sdo E6 e K53 de SEQ ID
NO: 30, respectivamente]. IL-18Ra biotinilada foi mantida em uma
concentracao fixa de 100 nM para todas as amostras. (Figura 6B) IL-18 WT e
hCS1, hCS3, e hCS4 estimulam células reporteres IL-18 HEK-Blue com
poténcia e eficiéncia compardvel (esquerda). IL-18 tipo selvagem € muito
sensivel a aplicacdo de IL-18BP recombinante neste ensaio (IC50=3 nM), ao
passo que hCS1 e hCS3 ndo sdo inibidas por IL-18BP recombinante, mesmo
em concentracdes de IL-18BP de 1 uM (direita). hIL-18 foi mantida em uma
concentracdo fixa de 5 nM e hCS1 e hCS3 a 2,5 nM.

[0044] Figura 7A até Figura 7C representam resultados a partir de
experimentos de exemplo que demonstra variantes de IL-18 adicionais
geneticamente modificados de humano para a independéncia em IL-18BP
(variantes versdo 2) usando exibicdo em leveduras. (Figura 7A) Sumadrio das
posi¢cdes em IL.-18 de humano tornadas aleatérias na biblioteca versao 2.0. Os
codons degenerados e o conjunto de aminodcidos codificados sdo fornecidos
para cada posicdo. (Figura 7B) Sumario de evolucdo direcionada para gerar a
versao 2.0 de variantes de IL-18 resistentes a IL-18B. O texto em azul indica
condicdes de selecdo positiva, o texto em vermelho mostra contra-selecao.
(Figura 7C) Analise por citometria de fluxo do progresso em criar variantes
de DR-IL-18 versdao 2.0. As leveduras obtidas apos ciclos 1, 4, e 6 foram
coradas simultaneamente com tetrameros de IL-18BP estreptavidina-PE 250
nM ou IL-18Ra 100 nM, marcados diretamente com AlexaFluor647. O eixo
Y mostra a ligacao de IL-18BP, o eixo x mostra a ligacdo de IL-18Ra. Apds 6
ciclos de evolugdo direcionada, os clones restantes preferiram mais IL-18Ra a
IL-18BP.

[0045] Figura 8 representa resultados a partir de experimentos de

exemplo, demonstrando um sumdrio das sequéncias de variantes de IL-18 de
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humano versao 2.0 resistentes a chamariz (DR-IL-18). A posicdo de cada
posicdo mutada e o residuo correspondente na forma madura de IL-18 tipo
selvagem de humano € indicada na parte superior da tabela. As linhas
sombreadas indicam variantes de sequéncia recorrente obtidos tanto no ciclo 5
quanto no ciclo 6.

[0046] Figura 9 representa resultados a partir de experimentos de
exemplo, demonstrando caracterizag¢do biofisica de variantes de DR-IL-18 de
humano versdo 2.0. (Figura 9A) Variantes de DR-IL-18 versdo 2.0 exibidos
em leveduras sdo capazes de se ligar a hIL-18Ra com isotermas de ligacao
compardvel a IL-18 WT de humano. (Figura 9B) Em contrapartida, muito
pouca ligac@o € observada com os mesmos variantes e hIL-18BP. (Figura 9C)
A estabilidade térmica dos variantes de DR-IL-18 versdo 2.0 foi avaliada
aquecendo os variantes exibidos em leveduras através de uma faixa de
temperaturas por 15 minutos, seguido por coloragdo com hIL-18Ra. Os
variantes de DR-IL-18 versdo 2.0 eram mais termoestaveis que IL-18 WT
(Tm = 47,6 °C) e as sequéncias consensuais de primeira geracao (Tm=50,9 e
40,2 para hCS1 e hCS2, respectivamente). (Figura 9D) Sumadrio das
propriedades de ligacdo do receptor e estabilidade térmica dos variantes de
DR-IL-18 de segunda geracdo. NBD = nenhuma ligacdo detectada. N.D. =
valor ndo determinado.

[0047] Figura 10A até Figura 10C representam resultados a partir de
experimentos de exemplo, demonstrando variantes de IL-18 de murino
geneticamente modificados para independéncia de IL-18BP usando exibi¢do
em leveduras. (Figura 10A) Sumdrio de evoluc¢do direcionada para gerar
variantes de IL-18 de murino resistentes a IL-18BP. O texto em azul indica
condicdes de selecdo positiva, o texto em vermelho mostra contra-selecao.
(Figura 10B) Analise por citometria de fluxo de variantes de IL-18 de murino
exibidos em leveduras apoés 5 ciclos de evolucdo direcionada. O eixo Y exibe

a ligacdo de IL-18BP, o eixo x mostra ligacio a IL-18Ra. (Figura 10C)
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Sumario das sequéncias de variantes de IL-18 de murino resistente a chamariz
(DR-IL-18). A posicdo de cada posicao mutada e o residuo correspondente na
forma madura de IL-18 tipo selvagem de murino € indicada na parte superior
da tabela. mC1 até mH3 representam sequéncias obtidas apds a selecio com
evolugdo direcionada. mCS1 e mCS2 sdo sequéncias consensuais derivadas
das sequéncias selecionadas. Os residuos sombreados representam as cinco
mutagdes mais observadas.

[0048] Figura 11A e Figura 11B representam resultados a partir de
experimentos de exemplo, demonstrando caracterizac¢ao biofisica de variantes
de DR-IL-18 de murino. (Figura 11A) Variantes de DR-IL-18 exibidos em
leveduras mA7, mB1, mC1, mE8, mCS1, e mCS2 sdo capazes de se ligar a
mlL-18Ra com isotermas de ligagdo compardvel como WT IL-18 de murino
(esquerda). Em contrapartida, muito pouca ligacdo € observada com os
mesmos variantes e mlL-18BP (direita). (Figura 11B) Sensogramas
representativos de ressonancia plasmdtica de superficie entre mlIL-18BP
biotinilada imobilizada e os variantes de DR-IL-18 de murino. mIL-18
recombinante (esquerda) se liga a mIL-18BP com muita afinidade, Kp=0,8
pM, ao passo que mCS2 (direita) mostra ligacdo muito diminuida com um
valor de Kp maior que 10 uM. Estes dados sdo sumarizados nas tabelas 8 € 9.

[0049] Figura 12A até Figura 12D representam resultados a partir de
experimentos de exemplo, demonstrando farmacodinamica de DR-IL-18
administrada aos camundongos. (Figura 12A) Esquema do desenho do estudo.
Os camundongos foram administrados com veiculos (PBS), mIL-18 (1
mg/kg), ou o variante de DR-IL-18 mCS2 (1 mg/kg) uma vez por dia, por um
total de sete doses (representadas como seringas). As amostras de sangue
foram obtidas cinco horas apds a injecdo, dois dias antes do experimento, e
nos dias 0, 3, e 6. (Figura 12B) Contagens de célula de sangue periférico para
cé€lulas CD4, CD8, NK e mondcitos no dia 0, dia 3, e dia 6. Tanto IL-18

quanto mCS2 expandiram células NK e mondcitos em um grau similar no dia
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3. Para cada periodo de tempo (dia), a barra a esquerda é PBS, a barra média é
IL-18, e a barra a direita € mCS2. (Figura 12C) Expressdo de CD69 em
células periféricas CD4, CDS8, e NK. mCS2, mas ndo IL-18, estimulou a
expressao de CD69 em células CD4 e CD. Tanto IL-18 quanto mCS2
aumentaram CD69 em células NK, mas o tratamento com mCS2 causou a
expressao continua de CD69 evidente no dia 6, em comparagdo com IL-18,
que reverteu aos niveis da linha de base de CD69. Para cada periodo de tempo
(dia), a barra a esquerda é PBS, a barra ao meio € IL-18, e a barra a direita é
mCS2. (Figura 12D) Niveis séricos de citocina para interferon-y (IFN-Y),
MIP-1b, e G-CSF. O tratamento com mCS2 rendeu maiores niveis de IFN-y,
MIP-1b, e G-CSF do que o tratamento com mIL-18.

[0050] Figura 13 representa resultados a partir de experimentos de
exemplo, demonstrando que o tratamento com DR-IL-18 diminui a
composicdo de gordura corporal em camundongos. A composicdo de gordura
corporal e massa magra foram medidas em camundongos tratados com 0,01,
0,1, ou 1 mg/kg do variante de DR-IL-18 mCS2 ou 1 mg/kg de mIL-18 WT a
cada trés dias. O tratamento com mCS2 produziu uma diminui¢do
significativa na gordura corporal como um percentual total de massa corporal
(painel superior). Isto foi manifestado por massa gorda menor ou estdvel
(painel a esquerda), com aumento harmonioso na massa magra (painel a
direita). Os camundongos tratados com veiculo e tratados com mlIL-18
mostraram aumento na massa de gordura corporal e massa magra estavel com
relacdo ao mesmo periodo de tratamento.

[0051] Figura 14A até 14B representam resultados a partir de
experimentos de exemplo, demonstrando que DR-IL-18 € um
imunoterapéutico eficiente em um modelo de melanoma. (Figura 14A)
Graficos de radar com crescimento de tumor para camundongos que carregam
tumores de melanoma Yummerl.7 tratados com salina (controle), IL-18 WT

(0,32 mg/kg), o variante de DR-IL-18 mCS2 (0,32 mg/kg), anti-PD1 (8
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mg/kg), IL-18 + anti-PD1, ou mCS2 + anti-PD-1 duas vezes por semana.
(Figura 14B) Curvas de sobrevivéncia a partir dos mesmos grupos como em
(Figura 11A). mCS2 foi eficiente como uma monoterapia e sinergizado em
combinacao com anti-PD1 neste modelo.

[0052] Figura 15A e Figura 15B representam resultados a partir de
experimentos de exemplo que demonstram que a eficiéncia de DR-IL-18 no
modelo de melanoma da Figura 14 é dependente de linfécitos CD4 e CDS8 e
interferon gama. (Figura 15A) Gréficos de radar com crescimento de tumor
para camundongos que carregam tumores de melanoma Yummerl.7 tratados
com salina (controle), ou o variante de DR-IL-18 mCS2 (0,32 mg/kg)
sozinho, ou em combina¢do com anticorpos esgotados contra CDS8, CD4,
interferon gama, ou NK1.1. (Figura 15B) Curvas de sobrevivéncia a partir dos
mesmos grupos como em (Figura 15A).

[0053] Figura 16 representa resultados a partir de experimentos de
exemplo, demonstrando eficiéncia dose-dependente de DR-IL-18 no modelo
de tumor MC38. Gréficos de radar com crescimento de tumor a partir de
camundongos que carregam tumores de cancer de c6lon MC38 tratados com
PBS (controle), 1,0 mg/kg de IL-18 WT, 1,0 mg/kg de mCS2, 0,1 mg/kg de
mCS2, ou 0,01 mg/kg de mCS2 a cada trés dias. IL-18 WT néo foi eficiente
em 1 mg/kg, ao passo que mCS2 mostrou eficiéncia parcial em 0,1 mg/kg e
eficiéncia mdaxima em 1,0 mg/kg.

[0054] Figura 17 representa resultados a partir de experimentos de
exemplo que demonstram a efici€éncia de DR-IL-18 sozinha, em combinacao
com o inibidor do ponto de controle imunoldgico anti-PD1 no modelo de
tumor MC38. Graficos de radar com crescimento de tumor sdo mostrados a
partir de camundongos que carregam tumores de cancer de colon de cancer
MC38 tratados com PBS (controle), 0,32 mg/kg de IL-18 WT, 0,32 mg/kg do
variante de DR-IL-18 mCS2, S5Smg/kg de anti-PD1, as combina¢des de anti-
PD1 com IL-18 WT, ou a combinacdo de anti-PD1 com mCS2. Todos os

Peticdo 870200029411, de 04/03/2020, pag. 34/275



177208

agentes foram dosados intraperitonealmente duas vezes por semana, por até 6
doses no total.

[0055] Figura 18A e Figura 18B representam resultados a partir de
experimentos de exemplo que investigam o mecanismo antitumor de DR-IL-
18 em camundongos que carregam tumores MC38. (Figura 18A)
Experimentos de imunofenotipagem de tumor a partir de camundongos
tratados duas vezes por semana com quatro doses com salina, IL-18 WT, ou o
variante de DR-IL-18 m(CS2. O tratamento com DR-IL-18 resultou em
maiores ndmeros de células CD8 e NK por mg de tumor (dois painéis
superiores a esquerda), e mais expressdao de marcadores de ativagdo granzima
B e KLRGI1 em células CD8 e NK (dois painéis superiores a direita). O
tratamento com DR-IL-18 n@o melhorou a razdo CD8:Treg comparado ao
tratamento com salina, ao passo que IL-18 WT proporcionou a ratio menos
favoravel. Entretanto, o tratamento com DR-IL-18 aumentou a razido de
células CD8 em populagdes mieloides inibitdrias, incluindo macréfagos
associados ao tumor (TAM), e células supressoras derivadas mieloide
monocitico e granulocitico (mMDSCs e gMDSCs). (Figura 18B) Medi¢oes de
citocina sérica por Luminex a partir dos mesmos camundongos na (Figura
18A) foram obtidas 24 horas apo6s a 4* dose do tratamento. DR-IL-18 mostrou
um perfil de liberagdo de citocina secunddria muito alterado a partir do
tratamento com IL-18 WT, aumentando notavelmente os niveis de Interferon-
gama, IL-7, e IL-15 em mais de 100 vezes.

[0056] Figura 19A até Figura 19C representa resultados a partir de
experimentos de exemplo que demonstram a capacidade de DR-IL-18 tratar
eficientemente tumores que sdo refratdrios aos inibidores de ponto de controle
imunoldgico, por meio da perda da expressio de MHC de classe I de
superficie. (Figura 19A) Gréficos de radar com crescimento de tumor a partir
de camundongos que carregam tumores Yummerl.7 deficientes em B2m,

tratados com salina, anti-PD1 + anti-CTLA4, o variante de DR-IL-18 mCS2,
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ou mCS2 com deplecdo de células NK com anticorpos anti-NK1.1. DR-IL-18
demonstrou muita eficiéncia em termos de crescimento de tumor e
sobrevivéncia (Figura 19B), cura de 60% dos camundongos tratados neste
modelo que é completamente resistente a0 mesmo tratamento de combinagao
com anti-CTLA4 + anti-PD1. Esta eficiéncia € dependente da célula NK uma
vez que a administragdo de anti-NKI1.1 anula o efeito do tratamento com
mCS2. (Figura 19C) Células NK isoladas a partir de Yummerl.7 deficiente
em B2m sdo disfuncionais e mostram menor proliferacdo (coloracdo com
Ki67staining) e funcdo (secre¢do com interferon-gama). Entretanto,
tratamento com DR-IL-18 reverte seu fenotipo para possibilitar a proliferacao
robusta e secre¢do de citocina.

[0057] Figura 20A até Figura 20C representam experimentos de
exemplo demonstrando variantes de IL-18 de humano geneticamente
modificados como antagonistas de IL-18BP (ou “chamariz-para-o-chamariz”,
D2D) usando exibi¢do em leveduras. Estes variantes se ligam a IL-18BP, mas
ndo sinalizam, antagonizando por meio disso o efeito de IL-18BP em IL-18
endogena. (Figura 20A) Sumadrio das posicdoes em IL-18 de humano tornadas
aleatérias na biblioteca D2D. Coédons degenerados e o conjunto de
aminodcidos codificados sdo fornecidos para cada posicdo. (Figura 20B)
Sumario de evolugdo direcionada para gerar variantes de D2D IL-18 que se
ligam e neutralizam IL-18BP, mas ndo sinalizam através da IL-18R. O texto
em azul indica condicdes de selecdo positiva, o texto em vermelho mostra
contra-selecdo. (Figura 20C) Andlise por citometria de fluxo do progresso em
criar variantes de D2D hIL-18. As leveduras obtidas apds ciclos 1-4 foram
coradas com 1 nM de IL-18BP de camundongo (painel a esquerda), 1 nM de
IL-18BP de humano (painel médio), ou 1 uM de IL18Ra e 1uM IL18Rp. Os
variantes selecionados mostram melhor ligacdo de IL-18BP através dos ciclos
de seleg¢do sem aumentar aumento na ligacdo de IL18Ra ou de IL18R}.

[0058] Figura 21 representa resultados a partir de experimentos de
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exemplo demonstrando um sumario das sequéncias de variantes de D2D IL-
18 de humano. A posi¢ao de cada posicdo mutada e o residuo correspondente
na forma madura de IL-18 tipo selvagem de humano € indicada na parte
superior da tabela.

[0059] Figura 22A até Figura 22C representam resultados a partir de
experimentos de exemplo demonstrando caracterizacio biofisica dos variantes
de chamariz-para-o-chamariz (D2D) IL-28. (Figura 22A) Variantes de D2D
IL-8 exibidos em levedura, 5-B02, 5-E08, 5-F10, 5-F02, 5-FO1, hD2D-CS1,
hD2D-CS2 e hD2D-CS3, sdo capazes de se ligar a hIL-18RBP com isotermas
de ligacdo compardvel a IL-18 de WT de humano. (Figura 22b) Em
contrapartida, muito pouca ligacdo é observada com os mesmos variantes e
hIL-18Ra. (Figura 11C) Sumério das propriedades de ligacdo do receptor dos
variantes de D2D IL-18. NBD = sem ligacdo detectada.

[0060] Figura 23 representa resultados a partir de experimentos de
exemplo demonstrando um sumario das sequéncias de variantes de D2D IL-
18 de murino. A posicdo de cada posicdo mutada e o residuo correspondente
na forma madura de IL-18 tipo selvagem de murino € indicada na parte
superior da tabela.

[0061] Figura 24 representa resultados a partir de medicdes de
afinidade biofisica (sensogramas) dos variantes de segunda geracdo de DR-
IL-18 para se ligar a IL-18Ra e IL-18BP, usando ressonédncia plasmatica de
superficie (SPR). Linha superior: sensogramas representativos dos variantes
de IL-18 indicados (analitos soliveis) para hIL-18Ra (ligantes imobilizados).
Linha inferior: sensogramas representativos dos variantes de IL-18 para
humano (hIL-18BP). O eixo x € tempo em segundos e o eixo y € unidades de
resposta (RU). As curvas sdo os dados observados em relacdo ao tempo para
diferentes concentracdes (diluicdo de 2 vezes iniciando em 1 nM),
sobrepostas com curvas de melhor ajuste assumindo um modelo de ligacdo de

Langmuir 1:1.
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[0062] Figura 25A e 25B representam dados que demonstram
eficiéncia de DR-IL-18 no modelo de tumor colorretal CT26. 250.000 células
CT26 foram implantadas subcutaneamente e o tratamento iniciou no dia 7,
uma vez que os tumores apresentaram ~60 mm3 em média. IL-18 WT e
mCS2 foram dosados em 0,32mg/kg duas vezes por semana por um total de 5
doses. Anti-PD1 foi fornecido em 10mg/kg no mesmo esquema. (A) A
sobreposicdo de graficos de radar que mostram o crescimento de tumor de
animais tratados com salina (PBS) em linhas pretas (circulos), IL-18 WT em
linhas azuis (quadrados), e DR-IL-18 (mCS2) em rosa (triangulos). Apenas o
tratamento com DR-IL-18, mas ndo IL-18 WT, resultou na inibi¢cdo do
crescimento do tumor e elimina¢do do tumor em um subconjunto de animais.
(B) Curvas de sobrevivéncia para camundongos tratados com anti-PD-1, IL-
18 WT, e DR-IL-18 (mCS2). Nuimeros de respostas completas sdo indicados
em parénteses. DR-IL-18, mas ndo IL-18 WT resultou em sobrevivéncia
prolongada e eliminag¢do do tumor em 40% dos camundongos, uma melhoria
com relacao ao inibidor do ponto de controle anti-PD-1.

[0063] Figura 26A e 26B representam dados que demonstram
eficiencia de DR-IL-18 no modelo de cancer de mama 4T1 e modelo de
melanoma B16-F10. (A) As curvas de crescimento de tumor de tumores 4T1
enxertados em camundongos BALB/C apds tratamento com salina (PBS;
preto), IL-18 WT (azul), ou o variante de DR-IL-18 CS2 (rosa). (B) As curvas
de crescimento de tumor dos tumores B16-F10 enxertados em camundongos
C57BL/6 ap6s o tratamento com salina (PBS; preto), IL-18 WT (azul), ou o
variante de DR-IL-18 CS2 (rosa). Em ambos os modelos, apenas DR-IL-18,
mas nao IL-18 WT, resultou em inibicio do crescimento do tumor. Os
tratamentos foram administrados apds os tumores excederem um volume
médio de 50 mm?®, da maneira indicada pelas caixas marcadas com “t”.

[0064] Figura 27A e 27B representam dados que estendem os dados

da Figura 19A até 19C. Sao representados dados que demonstram eficiéncia
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de DR-IL-18 no tratamento de modelos de tumor deficiente de MHC de classe
I adicional, que sd3o resistentes aos inibidores de ponto de controle
imunolégico. (A) Células MC38 deficientes em B2m foram preparadas
usando eliminagdo mediada por CRISPR/Cas9, da maneira descrita para
células YUMMER deficientes em B2m. Células MC38 B2m-/- foram
implantadas subcutaneamente e tratamento iniciou no dia 7, uma vez que os
tumores estavam com ~65 mm3 em média. mCS2 foi dosada em 0,32mg/kg
duas vezes por semana por 5 doses. Anti-PD1 e anti-CTLA4 foram fornecidos
em 8 mg/kg no mesmo esquema. (B) RMA/S é um variante da linhagem de
linfoma RMA que contém uma mutacao espontanea em Tapasina. O resultado
¢ um defeito na carga de antigeno e, portanto, menor expressio de MHC de
classe I de superficie. E congénito para C57BL/6 e refratdrio aos inibidores de
ponto de controle imunolégico. Os camundongos foram implantados com
1.000.000 células RMA/S subcutaneamente e o tratamento iniciou no dia 7.
mCS2 foram dosadas em 0,32mg/kg duas vezes por semana. Anti-PD1 foi
fornecido em 8mg/kg no mesmo esquema. Em ambos os estudos, apenas o
tratamento com o variante de DR-18 mCS2 exibiu efici€éncia antitumor na
forma de inibi¢do do crescimento de tumor (B2m” MC38) ou elimina¢do do
tumor (RMA/S).

[0065] Figura 28 representa dados que demonstram a eficiéncia de
DR-IL-18 para melhorar a citotoxicidade mediada por célula dependente de
anticorpo antitumor (ADCC). Estudos de citotoxicidade ex vivo usaram
células Raji marcadas com CFSE (linfoma de célula B) e isolaram células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs). PBMCs e células Raji
marcadas foram incubadas juntas em uma razao efetor:alvo (E:T) de 1:10 por
25 horas. O variante de DR-IL-18 hCS-1 de humano (1uM), rituximabe (10
ug/mL), ou a combinagdo de ambos os agentes foram aplicados nas amostras
da maneira indicada. A citotoxicidade foi medida por citometria de fluxo e

calculada como a fragdo de células CFSE que se torna, positivas para DAPI.
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DR-18 estimulou significativamente a morte de célula tumoral como um
agente simples, e aumentou significativamente a morte pelo anticorpo
terapéutico rituximabe. * p<0,05 por ANOVA dois fatores, com a correcao de
Tukey para comparagdes multiplas.

[0066] Figura 29A e 29B representam dados que demonstram
eficiéncia anti-viral de variantes de DR-18 m(CS2 para o tratamento de
infecgdes virais (por exemplo, neste caso, no tratamento de infec¢ao sist€émica
de virus vaccinia). (A) Esquema de desenho experimental. Camundongos
C57BL/6 foram infectados com 10° PFU de virus Vaccinia (VACV)
intraperitonealmente (IP) e administrados 1 mg/kg de mIL-18 WT ou mCS2
IP. Os camundongos foram sacrificados e as titulacdes virais foram medidas
no sangue e ovarios, por RT-PCR, no dia 3 apds a infeccdo. (B) Quantificagao
de copias virais de VACV em ovdrios e sangue de camundongos tratados no
dia 3 apdés a infeccdo. O tratamento com CS2 mostrou uma reducio
significativa de titulacdes virais, ao passo que IL-18 WT nao foi eficiente. *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

[0067] Figura 30A representa dados que demonstram que os variantes
de segunda geracdo de DR-IL-18 de humano sdo ativos. (Figura 30A) IL-18
WT e h6-12, h6-27, h6-29, e h6-31 estimulam células reporteres 1L.-18 HEK-
Blue. h6-12, h6-27, e h6-29 mostram melhor poténcia comparadas a hIL-18
WT, ao passo que h6-31 apresenta poténcia equivalente a hIL.-18 WT. Os
dados demonstram, portanto, que todos os variantes de segunda geracdo de
DR-IL-18 de humano testados sinalizam ativamente através de IL-18R.
DESCRICAO DETALHADA

[0068] A presente invencdo se refere aos variantes de IL-18 para
induzir ou melhorar a sinalizacdo de IL-18. Em um aspecto, a invengdo se
refere aos variantes de IL-18 que podem ser ligar ao receptor de IL-18 (IL-
18R), mas ndo se ligam a proteina de ligacdo de 1L-18 (IL-18BP), provendo

por meio disso sinalizacdo da atividade de IL-18, ndo sendo capazes de ser
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inibidos a0 mesmo tempo por IL-18BP. Em um aspecto, a inveng¢do se refere
aos variantes de IL-18 que se ligam a IL-18BP, reduzindo ou prevenindo por
meio disso IL-18BP de se ligar a e inibir IL.-18 endégena, e provendo por
meio disso sinalizagdo da atividade de IL-18. Assim, a invencdo proveé
composicoes e métodos para prover sinalizacao da atividade de IL-18 mesmo
na presenca de IL-18BP.

[0069] Em vérias modalidades, a inven¢do € um polipeptideo variante
de IL-18, ou um fragmento do mesmo, que se liga especificamente a IL-18R,
e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP. Em algumas
modalidades, um polipeptideo variante de IL-18, ou um fragmento do mesmo,
que se liga a IL-18R, mas ndo se liga substancialmente a IL-18BP, é usado
para prover sinalizacdo da atividade de IL-18 que € inibida pela presenca e
atividade de IL-18BP. Em varias modalidades, a invencdo se refere ao
polipeptideo variante de IL-18, ou fragmento do mesmo, que se liga
especificamente a IL-18BP e reduzir ou prevenir IL-18BP a partir da inibi¢ao
de IL-18 end6gena. Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de
IL-18, ou um fragmento do mesmo, que se liga a IL-18BP, € usado para inibir
atividade de IL-18BP, induzindo, melhorando ou promovendo por meio disso
a sinalizacdo da atividade de IL-18.

[0070] Em algumas modalidades, os polipeptideos variantes de 1L-18
sdo usados para o tratamento e prevenc¢do de uma doencga ou distdrbio. Em
varias modalidades, a doenca ou disturbio é cancer ou uma doenca infecciosa,
tal como poxvirus que codificam um ort6logo de IL-18BP, uma doenca ou
distarbio metabdlico (incluindo obesidade e diabetes), ou degeneragdo
macular (por exemplo, degeneracio macular Umida, por exemplo,
degeneracdo macular umida relacionada a idade, por exemplo, o variante de
IL-18 pode ser usado como um anti-angiogé€nico -como um exemplo
ilustrativo, em alguns casos, um polipeptideo variante de IL-18 em questdo

pode atenuar a neovascularizacdo Coroidal). Assim, em algumas
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modalidades, a invencdo é uma composi¢do que compreende pelo menos um
polipeptideo variante de IL-18, ou um fragmento do mesmo. Em outras
modalidades, a invencdo € um método para administrar pelo menos um
polipeptideo variante de IL-18, ou um fragmento do mesmo, para tratar ou
prevenir uma doenca ou disturbio tal como, mas sem limitacdo, cancer, ou
doenca infecciosa, uma doenca ou disturbio metabdlico, ou degeneragdo
macular (por exemplo, degeneracdo macular imida tal como degeneracio
macular imida relacionada a idade).

[0071] Em varias modalidades, o polipeptideo variante de IL-18
compreende uma mutacdo relacionada a um polipeptideo de IL-18 tipo
selvagem (WT). Em algumas modalidades, o polipeptideo de IL-18 WT
compreende a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 30. Em outras
modalidades, o polipeptideo de IL-18 WT compreende a sequéncia de
aminoacido de SEQ ID NO: 31.

[0072] Em algumas modalidades, os polipeptideos variantes de 1L-18
da invencdo exibem menor afinidade de ligacdo a IL-18BP, de maneira
comparada ao polipeptideo de IL-18 WT. Em algumas modalidades, os
polipeptideos variantes de IL-18 da inven¢do exibem maior afinidade de
ligacdo a IL-18BP, de maneira comparada ao polipeptideo de IL-18 WT. Em
algumas modalidades, os polipeptideos variantes de IL-18 da invencdo
exibem afinidade de ligacdo similar a IL-18BP, de maneira comparada ao
polipeptideo de IL-18 WT.

[0073] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
exibe maior afinidade de ligacdo com IL-18R, de maneira comparada ao
polipeptideo de IL-18 WT. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante
de IL-18 exibe afinidade de ligacdo similar com IL-18R, de maneira
comparada ao polipeptideo de IL-18 WT. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL.-18 exibe menor afinidade de ligacdo com IL-18R,

de maneira comparada ao polipeptideo de IL-18 WT.
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[0074] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 é
um polipeptideo variante de IL-18 de mamifero. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 € um polipeptideo variante de IL-18 de
humano. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL.-18 € um
polipeptideo variante de IL-18 de murino.

[0075] Em varias modalidades, as composi¢coes e métodos da
invencdo incluem composi¢des e métodos para tratar e prevenir doengas e
distarbios tais como cancer, doenca infecciosa e doencas e distirbios
metabdlicos. Em algumas modalidades, um método compreende administrar a
um individuo em necessidade do mesmo uma composicdo que compreende
pelo menos um polipeptideo variante de IL-18. Em algumas modalidades, um
método compreende administrar a um individuo em necessidade do mesmo
uma composi¢ao que compreende pelo menos um polipeptideo variante de IL-
18, e administrar ao individuo uma composi¢do que compreende um agente
adicional.

[0076] Em uma modalidade como esta, o agente adicional
compreende um agente imunoterapéutico compreendendo pelo menos um
selecionado a partir do grupo que inclui, mas sem limitagdo, uma célula T
alterada, uma célula T receptora de antigeno quimérico (CAR-T), uma célula
T-CAR blindada, um virus, um antigeno, uma vacina, um anticorpo, um
inibidor do ponto de controle imunoldgico, uma molécula pequena, um agente
quimioterapéutico, € uma célula tronco. Em algumas modalidades, uma
composicdo que compreende pelo menos um polipeptideo variante de IL.-18 €
usada em um método para aumentar a atividade do sistema imune antes,
durante ou apds infec¢do por uma bactéria, virus, ou outro patégeno. Em
algumas modalidades, uma composicdo que compreende pelo menos um
polipeptideo variante de IL-18 € usada em um método para aumentar o
namero e/ou atividade de células imunes in vitro, in vivo ou ex vivo, tal como

o numero e/ou atividade de células T, células NK, e/ou células mieloides.
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Defini¢des

[0077] A menos que de outra forma definida, todos os termos técnicos
e cientificos aqui usados apresentam o mesmo significado comumente
entendido pelos versados na técnica, aos quais a invencdo se refere. Na
descri¢cdo e reivindicagdo da presente invenc¢do, a terminologia a seguir serd
usada.

[0078] E também entendido que a terminologia aqui usada é com o
proposito de descrever modalidades particulares apenas, e ndo pretende-se
que sejam limitantes.

[0079] Os artigos “um” e “uma” sdo aqui usados para se referir a um
ou mais de um (isto €, a pelo menos ume) do objeto gramatical do artigo. A
titulo de exemplo, “um elemento” significa um elemento ou mais de um
elemento.

[0080] “Cerca de”, da maneira aqui usada, se referindo a0 mesmo
tempo a um valor mensurdvel tal como uma quantidade, uma duragdo
temporal e similares, significa que inclui variacdes ndo limitantes de + 40%
ou = 20% ou = 10%, = 5%, + 1%, ou £ 0,1% do valor especificado, uma vez
que tais variagOes sdo apropriadas.

[0081] O termo “anormal” quando usado no contexto de organismos,
tecidos, células ou componentes dos mesmos, se refere aqueles organismos,
tecidos, células ou componentes dos mesmos que diferem em pelo menos uma
caracteristica observdvel ou detectavel (por exemplo, idade, tratamento,
periodo do dia etc.) a partir daqueles organismos, tecidos, células ou
componentes dos mesmos que exibem a respectiva caracteristica “normal”
(esperada). As caracteristicas que sdo normais ou esperadas para um tipo de
célula ou tecido podem ser anormais para um tipo diferente de célula ou
tecido.

[0082] O termo “anticorpo”, da maneira aqui usada, se refere a uma

molécula de imunoglobulina que € capaz de se ligar especificamente a um
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epitopo especifico em um antigeno. Os anticorpos podem ser imunoglobulinas
intactas derivadas a partir de fontes naturais ou a partir de fontes
recombinantes, € podem ser por¢Oes imunorreativas de imunoglobulinas
intactas. Os anticorpos na presente invencao podem existir em uma variedade
de formas incluindo, por exemplo, anticorpos policlonais, anticorpos
monoclonais, anticorpos intracelulares (“intracorpos”), Fv, Fab e F(ab)2,
contanto que os anticorpos de cadeia simples (scFv), anticorpos de cadeia
pesada, tais como anticorpos de camelideo, anticorpos sintéticos, anticorpos
quiméricos, e anticorpos humanizados (Harlow et al., 1999, Using
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY;
Harlow et al., 1989, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor,
Nova lorque; Houston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883;
Bird et al., 1988, Science 242:423-426).

[0083] Uma “cadeia pesada de anticorpo”, da maneira aqui usada, se
refere a maior dos dois tipos de cadeias de polipeptideo presentes em todas as
moléculas de anticorpo em suas conformacdes de ocorréncia natural.

[0084] Uma “cadeia leve de anticorpo”, da maneira aqui usada, se
refere a menor dos dois tipos de cadeias de polipeptideo presentes em todas as
moléculas de anticorpo em suas conformacdes de ocorréncia natural. Cadeias
leves k e A se referem aos dois principais isotipos de cadeia leve de anticorpo.
[0085] O termo “anticorpo sintético”, da maneira aqui usada, significa
um anticorpo que é gerado usando a tecnologia do DNA recombinante tal
como, por exemplo, um anticorpo expresso por um bacteriéfago da maneira
aqui descrita. O termo também pode ser interpretado para significar um
anticorpo que foi gerado pela sintese de uma molécula de DNA que codifica o
anticorpo, e cuja molécula de DNA expressa uma proteina de anticorpo, ou
uma sequéncia de aminodcido que especifica o anticorpo, em que a sequéncia
de DNA ou de aminoécido foi obtida usando tecnologia de sequéncia sintética

de DNA ou de aminoécido que é disponivel e bem conhecida na técnica.
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[0086] Da maneira aqui usada, um “imunoensaio” se refere a qualquer
ensaio de ligacdo que usa um anticorpo capaz de se ligar especificamente a
uma molécula alvo para detectar e quantificar a molécula alvo.

[0087] O termo “‘se liga especificamente”, da maneira aqui usada com
relacdo a um polipeptideo variante de IL-18, significa um polipeptideo
variante de IL-18 que reconhece e se liga a um receptor especifico, tal como
IL-18R, ou a IL-18BP. Em alguns exemplos, o polipeptideo variante de IL.-18
reduziu substancialmente a ligacdo a IL-18BP. Por exemplo, um polipeptideo
variante de IL-18 que se liga especificamente a um receptor a partir de uma
espécie também pode se ligar aquele receptor a partir de uma ou mais
espécies. Mas, tal reatividade de espécie cruzada ndo altera ela mesma a
classificacdo de um polipeptideo variante de IL.-18 como especifico. Em um
outro exemplo, um polipeptideo variante de IL-18 que se liga especificamente
a um receptor também pode se ligar as formas alélicas diferentes do receptor.
Entretanto, tal reatividade cruzada néo altera ela mesma a classificacdo de um
polipeptideo variante de IL-18 como especifica. Em alguns exemplos, os
termos “ligacdo especifica” ou “ligacdo de maneira especifica” podem ser
usados em referéncia a interacdo de um anticorpo, uma proteina, ou um
peptideo com uma segunda espécie quimica, para significar que a interacdo é
dependente da presenca de uma estrutura particular (por exemplo, um
determinante ou epitopo antigénico) na espécie quimica; por exemplo, um
polipeptideo variante de IL-18 reconhece e se liga a uma estrutura de proteina
especifica, sem ser em geral as proteinas.

[0088] O termo ““aplicador”, da maneira que o termo € aqui usado,
significa qualquer dispositivo incluindo, mas sem limitacdo, uma seringa
hipodérmica, uma pipeta, um dispositivo de iontoforese, um adesivo e
similares, para administrar as composicdes da inven¢ao a um individuo.
[0089] “Cancer”, da maneira aqui usada, se refere ao crescimento

anormal ou divisdo de células. Em geral, o crescimento e/ou vida util de uma
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célula de cancer excede, e ndo € coordenado com aqueles de das células e
tecidos normais ao redor. Os canceres podem ser benignos, pré-malignos ou
malignos. Cancer ocorre em uma variedade de células e tecidos, incluindo a
cavidade oral (por exemplo, boca, lingua, faringe etc.), sistema digestivo (por
exemplo, esdfago, estdbmago, intestino delgado, célon, reto, figado, ducto
biliar, vesicula biliar, pancreas etc.), sistema respiratorio (por exemplo,
laringe, pulmao, bronquio etc.), ossos, articulagdes, pele (por exemplo, célula
basal, célula escamosa, meningioma etc.), mama, sistema genital, (por
exemplo, utero, ovario, prostata, testiculo etc.), sistema urinério (por exemplo,
bexiga, rim, ureter etc.), olho, sistema nervoso (por exemplo, cérebro etc.),
sistema enddcrino (por exemplo, tireoide etc.), e sistema hematopoiético (por
exemplo, linfoma, mieloma, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia
linfocitica cronica, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide cronica etc.).
[0090] O termo “sequéncia codificante”, da maneira aqui usada,
significa uma sequéncia de um 4cido nucleico ou seu complemento, ou uma
parte do mesmo, que pode ser transcrita e/ou traduzida para produzir o
RNAm, e/ou o polipeptideo ou um fragmento das mesmas. Sequéncias
codificantes incluem exons em um DNA gendmico ou transcricdes de RNA
primadrias imaturas, que sdo unidos pela maquinaria bioquimica da célula para
prover um RNAm maduro. A fita anti-sentido € o complemento de um acido
nucleico como este, e a sequéncia codificante pode ser deduzida a partir da
mesma. Em contrapartida, o termo “sequéncia nio codificante”, da maneira
aqui usada, significa uma sequéncia de um d&cido nucleico ou seu
complemento, ou uma parte do mesmo, que ndo € traduzido em aminodcido in
vivo, ou onde RNAt ndo interage para colocar ou tentar colocar um
aminodcido. Sequéncias ndo codificantes incluem tanto sequéncias intron no
DNA gendmico ou transcricoes de RNA primdrias imaturas, quanto
sequéncias associadas ao gene tais como promotores, melhoradores,

silenciadores e similares.
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[0091] Da maneira aqui usada, os termos ‘“complementar” ou
“complementaridade” sd@o usados em referéncia aos polinucleotideos (isto €,
uma sequéncia de nucleotideos) relacionados pelas regras do pareamento de
base. Por exemplo, a sequéncia “A-G-T,” € complementar a sequéncia “T-C-
A”. Complementaridade pode ser “parcial”, em que apenas algumas das bases
de 4cidos nucleicos sdo combinadas, de acordo com as regras de pareamento
de bases. Ou, podem ser complementaridade “completa” ou “total” entre os
acidos nucleicos. O grau de complementaridade entre as fitas de &cido
nucleico apresenta efeitos significativos na eficiéncia e concentracdo de
hibridizacao entre fitas de dcido nucleico. Isto é de particular importancia nas
reacOes de amplificacdo, bem como os métodos de deteccao que dependem da
ligacdo entre dcidos nucleicos.

[0092] Uma “doenga” é um estado de saide de um animal, em que o
animal ndo consegue manter a homeostase, € em que se a doenca nao
melhorar, entdo a saude do animal continua a piorar. Em contrapartida, um
“disturbio” em um animal € um estado de satide no qual o animal € capaz de
manter a homeostase, mas no qual o estado de saide do animal € menos
favoravel do que seria na auséncia do distirbio. Nao tratado, um disturbio ndo
causa necessariamente uma diminui¢do adicional no estado de saude do
animal.

[0093] Uma “quantidade eficiente”, da maneira aqui usada, significa
uma quantidade que prové um beneficio terapéutico, profilatico ou outro
desejado.

[0094] “Codificar” se refere a propriedade inerente de sequéncias
especificas de nucleotideos em um polinucleotideo, tal como um gene, um
DNAc, ou um RNAm, para funcionar como moldes para a sintese de outros
polimeros e macromoléculas em processos biologicos, tanto com uma
sequéncia definida de nucleotideos (isto €, RNAr, RNAt e RNAm) quanto

uma sequéncia definida de aminodcidos, e as propriedades bioldgicas que
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resultam das mesmas. Assim, um gene codifica uma proteina se a transcri¢ao
e traducdo de RNAm que corresponde a este gene produzir a proteina em uma
célula ou outro sistema bioldgico. Tanto a fita codificante, a sequéncia de
nucleotideo a partir da qual é idéntica a sequéncia de RNAM e é em geral
provida em listagens de sequéncia, quanto a fita nao codificante, usada como
o molde para a transcricdo de um gene ou DNAc, podem ser referidas como
codificando a proteina ou outro produto deste gene ou DNACc.

[0095] Da maneira aqui usada, o termo “fragmento”, aplicado a um
acido nucleico, se refere a uma subsequéncia de um 4cido nucleico maior. Um
“fragmento” de um 4cido nucleico pode apresentar pelo menos cerca de 15
nucleotideos em tamanho; por exemplo, pelo menos cerca de 50 nucleotideos
a cerca de 100 nucleotideos; pelo menos cerca de 100 a cerca de 500
nucleotideos, pelo menos cerca de 500 a cerca de 1000 nucleotideos; pelo
menos cerca de 1000 nucleotideos a cerca de 1500 nucleotideos; cerca de
1500 nucleotideos a cerca de 2500 nucleotideos; ou cerca de 2500
nucleotideos (e qualquer valor de nimero inteiro entre estes). Da maneira aqui
usada, o termo ‘“fragmento”, aplicado a uma proteina, polipeptideo ou
peptideo, se refere a uma subsequéncia de uma proteina, polipeptideo ou
peptideo maior. Um “fragmento” de uma proteina, polipeptideo, ou peptideo
pode apresentar pelo menos cerca de 5 aminodcidos em tamanho; por
exemplo, pelo menos cerca de 10 aminoécidos em tamanho; pelo menos cerca
de 20 aminodcidos em tamanho; pelo menos cerca de 50 aminodcidos em
tamanho; pelo menos cerca de 100 aminodcidos em tamanho; pelo menos
cerca de 200 aminoicidos em tamanho; ou pelo menos cerca de 300
aminodcidos em tamanho (e qualquer valor de nimero inteiro estre estes).
[0096] O termo “gene” se refere a uma sequéncia de 4cido nucleico
(por exemplo, DNA) que inclui sequéncias codificantes necessdrias para a
producdo de um polipeptideo, precursor, ou RNA (por exemplo, RNAm). O

polipeptideo pode ser codificado por uma sequéncia codificante de tamanho
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completo ou por qualquer por¢do da sequéncia codificante, contanto que a
atividade ou propriedade funcional desejada (por exemplo, atividade
enzimatica, ligacdo ao receptor, transducdo de sinal, imunogenicidade etc.) do
tamanho completo ou fragmento seja mantida. O termo também inclui a
regido codificante de um gene estrutural e as sequéncias localizadas
adjacentes a regidao codificante tanto na extremidade 5' quanto 3', por uma
distancia de cerca de 2 kb ou mais em cada extremidade, de maneira tal que o
gene corresponda ao tamanho do RNAm de tamanho completo e as
sequéncias regulatdrias 5' que influenciam as propriedades transcricionais do
gene. As sequéncias localizadas 5' da regido codificante e presentes no
RNAm sdo referidas como as sequéncias 5' ndo traduzidas. As sequéncias 5'
ndo traduzidas cont€ém em geral as sequéncias regulatdrias. Sequéncias
localizadas 3' ou a jusante da regido codificante e presentes no RNAm sdo
referidas como sequéncias 3' ndo traduzidas. O termo ‘“gene” inclui tanto
DNAc quanto as formas gendmicas de um gene. Uma forma gendmica ou
clone de um gene contém a regido codificante interrompida com sequéncias
ndo codificantes, denominadas “introns”, ou “regides de intervencao” ou
“sequéncias de intervencdao”. Introns sdo segmentos de um gene que sao
transcritos em RNA nuclear (RNAhn); introns podem conter elementos
regulatdrios tais como melhoradores. Introns sdo removidos ou “emendados”
a partir da transcricdo nuclear ou primdria; portanto, os introns estdo ausentes
na transcricdo do RNA mensageiro (RNAm). O RNAm funciona durante a
traducdo para especificar a sequéncia ou ordem dos aminoicidos em um
polipeptideo nascente.

[0097] “Homologo™, “idéntico” ou “identidade”, da maneira aqui
usada no contexto de duas ou mais sequéncias de &cidos nucleicos ou
polipeptideo, significa que a sequéncia apresenta um percentual especifico de
residuos que sdo os mesmos em relacdo a uma regido especifica. O percentual

pode ser calculado alinhando de maneira ideal as duas sequéncias,
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comparando as duas sequéncias com relacdo a regido especificada,
determinando o nimero de posicdes nas quais o residuo idéntico ocorre em
ambas as sequéncias para render o nimero de posicdes combinadas, dividindo
o numero de posi¢des combinadas pelo nimero total de posi¢des na regido
especificada, e multiplicando o resultado por 100 para render o percentual de
identidade de sequéncia. Em casos onde as duas sequéncias sdo de tamanhos
diferentes ou o alinhamento produz uma ou mais extremidades escalonadas e
a regido especificada de comparacao inclui apenas uma sequéncia simples, os
residuos da sequéncia simples s@o incluidos no denominador, mas ndo o
numerador do cédlculo. Durante a comparacdao de DNA e RNA, timina (T) e
uracila (U) podem ser consideradas equivalentes. A identidade pode ser
realizada manualmente ou usando um algoritmo de sequéncia de computador,
tal como BLAST ou BLAST 2.0.

[0098] “Material de instrucdo”, da maneira como o termo € aqui
usado, inclui uma publica¢do, um registro, um diagrama, ou qualquer outro
meio de expressdo que pode ser usado para comunicar a utilizagdo do 4cido
nucleico, peptideo, polipeptideo, e/ou composto da inven¢do no kit para
identificar, ou aliviar ou tratar as vérias doengas ou distirbios aqui citados.
Opcionalmente, ou alternativamente, o material de instru¢cdo pode descrever
um ou mais métodos de identificar ou aliviar as doencas ou distirbios em uma
célula ou um tecido de um individuo. O material de instrucdo do kit, por
exemplo, pode ser fixado em um recipiente que contém o acido nucleico,
polipeptideo, e/ou composto da invencdo, ou ser enviado junto com um
recipiente que contém o d4cido nucleico, polipeptideo, e/ou composto.
Alternativamente, o material de instru¢do pode ser enviado separadamente do
recipiente com a inten¢do de que o receptor use o material de instru¢do e o
composto cooperativamente.

[0099] “Isolado” significa alterado ou removido do estado natural. Por

exemplo, um 4cido nucleico ou um polipeptideo naturalmente presente em um
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animal vivo ndo € “isolado”, mas o mesmo 4cido nucleico ou polipeptideo
parcialmente ou completamente separado dos materiais coexistentes de seu
estado natural € “isolado”. Um acido nucleico ou proteina isolada pode existir
na forma substancialmente purificada, ou pode existir em um ambiente nao
natural tal como, por exemplo, uma célula hospedeira.

[00100] Um “4cido nucleico isolado” se refere a um segmento ou
fragmento de 4cido nucleico que foi separado das sequéncias que o
flanqueiam em um estado de ocorréncia natural, por exemplo, um fragmento
de DNA que foi removido das sequéncias que sdo normalmente adjacentes ao
fragmento, por exemplo, as sequéncias adjacentes ao fragmento em um
genoma no qual ocorre naturalmente. O termo também se aplica aos dcidos
nucleicos que foram substancialmente purificados a partir de outros
componentes que acompanham naturalmente o acido nucleico, por exemplo,
RNA, ou DNA ou proteinas, que o acompanham naturalmente na célula.
Portanto, o termo inclui, por exemplo, um DNA recombinante que ¢é
incorporado em um vetor, em um plasmideo ou virus que se replica de
maneira autdnoma, ou no DNA gen6mico de um procarioto ou eucarioto, ou
que existe como uma molécula separada (por exemplo, como um DNAc ou
um fragmento gendmico ou de DNAc produzido por PCR ou digestdo com
enzima de restricdo) independente de outras sequéncias. Também inclui um
DNA recombinante que € parte de um gene hibrido que codifica sequéncia de
polipeptideo adicional.

[00101] O termo “marcacdo”, quando aqui usado, se refere a um
composto ou composicao detectivel que é conjugado diretamente ou
indiretamente com uma sonda para gerar uma sonda “marcada”. A marcagao
pode ser detectdvel por ela mesma (por exemplo, marcacdes com radiois6topo
ou marcagdes fluorescentes) ou, no caso de uma marcagdo enzimética, pode
catalisar alteracdo quimica de um composto ou composi¢cdo de substrato que €

detectidvel (por exemplo, avidina-biotina). Em alguns exemplos, os
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oligonucleotideos iniciadores podem ser marcados para detectar um produto
de PCR.

[00102] O termo “modular”, da maneira aqui usada, significa mediar
um aumento ou diminui¢do detectdvel na atividade e/ou nivel de um RNAm,
polipeptideo, ou uma resposta em um individuo, comparado com a atividade
e/ou nivel de um RNAm, polipeptideo ou uma resposta em um individuo na
auséncia de um tratamento ou composto, e/ou comparado com a atividade
e/ou nivel de um RNAm, polipeptideo, ou uma resposta em um individuo de
outra forma i1déntico, mas nao tratado. O termo inclui ativar, inibir e/ou de
outra forma afetar um sinal ou resposta natural, mediando por meio disso uma
resposta terapéutica, profildtica benéfica, ou outra desejada em um individuo,
por exemplo, um humano.

[00103] Uma “mutacdo”, “mutante” ou “variante”, da maneira aqui
usada, se refere a uma alteracdo na sequéncia de &4cido nucleico ou
polipeptideo com relagdo a uma sequéncia de referéncia (que pode ser uma
sequéncia de ocorréncia natural normal ou a “tipo selvagem”), e inclui
translocagdes, eliminagdes, inser¢cdes e mutagcdes por substituicdes/pontuais.
Um “mutante” ou “variante”, da maneira aqui usada, se refere tanto a um
acido nucleico quanto proteina compreendendo uma mutagao.

[00104] Um “4cido nucleico” se refere a um polinucleotideo e inclui
polirribonucleotideos e polidesoxirribonucleotideos. Acidos nucleicos, de
acordo com a presente invenc¢do, podem incluir qualquer polimero ou
oligdmero de bases pirimidicas e puricas, preferivelmente citosina, timina e
uracila, e adenina e guanina, respectivamente. (Vide Albert L. Lehninger,
Principles of Biochemistry, em 793-800 (Worth Pub. 1982), que é aqui
incorporado na sua integra para todos os propositos). De fato, a presente
invengdo contempla qualquer desoxirribonucleotideo, ribonucleotideo ou
componente de dcido nucleico peptidico, e quaisquer variantes quimicos dos

mesmos, tais como formas metiladas, hidroximetiladas ou glicosiladas destas
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bases, e similares. Os polimeros ou oligbmeros podem ser heterogéneos ou
homogéneos em composi¢cdo, e podem ser isolados a partir de fontes de
ocorréncia natural, ou podem ser artificialmente ou sinteticamente
produzidos. Além disso, os acidos nucléicos podem ser DNA ou RNA, ou
uma mistura do mesmo, e podem existir permanentemente ou
transicionalmente na forma de fita simple ou fita dupla, incluindo
homoduplex, heteroduplex, e estado hibrido.

[00105] Um “oligonucleotideo” ou “polinucleotideo” € um 4acido
nucleico que varia de pelo menos 2, preferivelmente pelo menos 8, 15 ou 25
nucleotideos em tamanho, mas pode apresentar at¢ 50, 100, 1000, ou 5000
nucleotideos em tamanho, ou um composto que hibridiza especificamente em
um polinucleotideo. Polinucleotideos incluem sequéncias de 4cido
desoxirribonucleico (DNA) ou 4acido ribonucleico (RNA), ou miméticos dos
mesmos, que podem ser isolados de fontes naturais, produzidos de maneira
recombinante ou sintetizados artificialmente. Um exemplo adicional de um
polinucleotideo da presente invencdo pode ser um acido nucleico peptidico
(PNA). (Vide patente U.S. 6.156.501, que € aqui incorporada pela referéncia
na sua integra). A inveng¢do também inclui situacdes na qual existe um
pareamento de bases ndo tradicional, tal como pareamento de bases de
Hoogsteen, que foi identificado em certas moléculas de RNAt e postulado a
existir em hélice tripla. “Polinucleotideo” e “oligonucleotideo” sdo usados
indiferentemente nesta descri¢do. Serd entendido que, quando uma sequéncia
de nucleotideo € aqui representada por uma sequéncia de DNA (por exemplo,
A, T, G, e C), isto também inclui a sequéncia correspondente de RNA (por
exemplo, A, U, G, C), em que “U” substitui “T”.

[00106] Os termos “paciente”, “individuo”, “sujeito” e similares sdo
usados indiferentemente aqui, e se referem a qualquer animal, ou células dos
mesmos, quer in vivo, in vitro ou in situ, favordvel aos métodos aqui

descritos. Em certas modalidades nao limitantes, o paciente, individuo ou
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sujeito € um humano.

[00107] Da maneira aqui usada, os termos “peptideo”, “polipeptideo” e
“proteina” sdo usados indiferentemente, e se referem a um composto
compreendido de residuos de aminoacido covalentemente ligados por ligacdes
peptidicas. Uma proteina ou peptideo deve conter pelo menos dois
aminoicidos, e nenhuma limitacdo € colocada no nimero maximo de
aminodcidos que pode compreender uma sequéncia de proteina ou de
peptideo. Os polipeptideos incluem qualquer peptideo ou proteina
compreendendo dois ou mais aminodcidos unidos um ao outro por ligacdes
peptidicas. Da maneira aqui usada, o termo se refere tanto as cadeias curtas,
que também s3ao comumente referidas na técnica como peptideos,
oligopeptideos e oligdmeros, por exemplo, quanto as cadeias mais longas, que
geralmente sdo referidas na técnica como proteinas, das quais existem muitos
tipos. “Polipeptideos” incluem, por exemplo, fragmentos biologicamente
ativos,  polipeptideos  substancialmente = homodlogos, oligopeptideos,
homodimeros, heterodimeros, variantes de polipeptideos, polipeptideos
modificados, derivados, andlogos, proteinas de fusdo, entre outros. Os
polipeptideos incluem peptideos naturais, peptideos recombinantes, peptideos
sintéticos, polipeptideos mutantes, variantes de polipeptideo, ou uma
combina¢do dos mesmos.

[00108] Da maneira aqui usada, “polinucleotideo” inclui DNAc, RNA,
hibrido de DNA/RNA, RNA anti-sentido, ribozima, DNA gendmico, formas
sintéticas e polimeros mistos, tanto fitas sentido quanto anti-sentido, e podem
ser quimicamente ou bioquimicamente modificados para exibir bases de
nucleotideo nao naturais ou derivadas, sintéticas ou semi-sintéticas.
[gualmente, sdo contempladas alteracdes de um gene tipo selvagem ou
sintético incluindo, mas sem limitacdo, eliminagdo, inserc¢ao, substituicdo de
um ou mais nucleotideos, ou fusio a outras sequéncias de polinucleotideo.

[00109] Para “prevenir” uma doenca ou distirbio, como o termo € aqui
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usado, significa reduzir a gravidade ou frequéncia de pelo menos um sinal ou
sintoma de uma doencga ou distirbio que estd sendo experimentada por um
individuo.

[00110] “Amostra” ou “amostra bioldgica”, da maneira aqui usada,
significa um material biolégico isolado de um individuo. A amostra biologica
pode conter qualquer material biolégico adequado para detectar um RNAm,
polipeptideo ou outro marcador de um processo fisioldgico ou patolégico em
um individuo, e pode compreender fluido, tecido, material celular e/ou nao
celular obtido do individuo.

[00111] Da maneira aqui usada, ‘“substancialmente purificado” se
refere a ser essencialmente livre de outros componentes. Por exemplo, um
polipeptideo substancialmente purificado € um polipeptideo que foi separado
de outros componentes, com os quais € normalmente associado em seu estado
de ocorréncia natural.

[00112] Da maneira aqui usada, os termos “terapia” ou ‘“regime
terapéutico” se referem aquelas atividades obtidas para prevenir, tratar ou
alterar uma doenga ou distirbio, por exemplo, um curso de tratamento
pretendido para reduzir ou eliminar pelo menos um sinal ou sintoma de uma
doenca ou distirbio que usa técnicas farmacoldgicas, cirdrgicas, de dieta e/ou
outras. Um regime terapéutico pode incluir uma dosage prescrita de um ou
mais compostos ou cirurgia. As terapias serdo mais frequentemente benéficas,
e reduzem ou eliminam pelo menos um sinal ou sintoma do distirbio ou
estado da doenca, mas em alguns exemplos o efeito de uma terapia
apresentard efeitos colaterais ou ndo desejaveis. O efeito da terapia também
serd impactado pelo estado fisiologico do individuo, por exemplo, idade,
género, genética, peso, outras condi¢des de doenga etc.

[00113] O termo “quantidade terapeuticamente eficiente” se refere a
quantidade do composto ou composicdo particular que elicitard a resposta

bioldgica, fisioldgica, clinica ou médica de uma célula, tecido, 6rgao, sistema

Peticdo 870200029411, de 04/03/2020, pag. 56/275



397208

ou individuo que estd sendo procurado pelo pesquisador, veterindrio, médico
especialista ou outro clinico. O termo “quantidade terapeuticamente eficiente”
inclui aquela quantidade de um composto ou composicdo que, quando
administrada, € suficiente para prevenir o desenvolvimento de, ou tratar em
alguma extensdo, um ou mais dos sinais ou sintomas do distirbio ou doenga
que estd sendo tratada. A quantidade terapeuticamente eficiente variard,
dependendo do composto ou composicdo, da doenca e sua gravidade e da
idade, peso etc., do individuo a ser tratado.

[00114] Para “tratar” uma doenca ou distirbio, da maneira que o termo
¢ aqui usado, significa reduzir a frequéncia ou gravidade de pelo menos um
sinal ou sintoma de uma doenca ou distirbio experimentado por um
individuo. Os termos "tratamento", "tratando", "tratar" e similares sdo aqui
usados para se referir em geral a obtencdo de um efeito farmacoldgico e/ou
fisiologico desejado. O efeito pode ser profilatico em termos de prever
completamente ou parcialmente uma doenga ou sintoma(s) da mesma, e/ou
pode ser terapéutico em termos de uma estabilizacdo parcial ou completa, ou
cura para uma doenca e/ou efeito adverso atribuivel a doenca. O termo
“tratamento” inclui qualquer tratamento de uma doenca em um mamifero,
particularmente um humano, e inclui: (a) prevenir a doenga e/ou sintoma(s) de
ocorrer em um individuo que pode ser predisposto a doenga ou sintoma, mas
ainda ndo foi diagnosticado como apresentando a mesma; (b) inibir a doenca
e/ou sintoma(s), por exemplo, retardando ou controlando seu
desenvolvimento (por exemplo, parando o crescimento de tumores,
retardando a taxa de crescimento de tumor, parando a taxa de proliferacdao de
célula de cancer, e similares); ou (c) aliviar o(s) sintoma(s) da doenca, isto &,
causar a regressdo da doenca e/ou sintoma(s) (por exemplo, causar a
diminui¢ao no tamanho do tumor, reduzir o nimero de células de presentes, e
similares). Aqueles que precisam de tratamento incluem aqueles ja afetados

(por exemplo, aqueles com cancer, aqueles com uma infec¢do, aqueles com
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um disturbio metabdlico, aqueles com degeneracdo macular etc.), bem como
aqueles nos quais a prevengdo € desejada (por exemplo, aqueles com maior
susceptibilidade ao cincer, aqueles com uma maior probabilidade de infeccao,
aqueles suspeitos de apresentar cancer, aqueles suspeitos de carregar uma
infec¢do, aqueles com maior susceptibilidade para doenca metabdlica, aqueles
com maior susceptibilidade para degeneragdao macular etc.).

[00115] Da maneira aqui usada, o termo “tipo selvagem” se refere a
um gene ou produto de gene isolado de uma fonte de ocorréncia natural. Um
gene tipo selvagem é aquele que € mais frequentemente observado em uma
populacdo e €, assim, determinado de maneira arbitraria como a forma
“normal” ou “tipo selvagem” do gene. Em contrapartida, o termo
“modificado”, “variante” ou “mutante” se refere a um gene ou produto de
gene que possui modificacdes nas propriedades de sequéncia e/ou funcional
(isto €, caracteristicas alteradas), quando comparado ao gene ou produto de
gene tipo selvagem.

[00116] Faixas: Em toda esta descri¢do, varios aspectos da invencao
podem ser apresentados em um formato de faixa. Pode-se entender que a
descri¢do no formato de faixa é meramente para conveniéncia e brevidade, e
nao deve ser interpretada como uma limitacdo inflexivel no escopo da
invencao. Dessa maneira, a descricdo de uma faixa deve ser considerada para
apresentar especificamente todas as subfaixas possiveis descritas, bem como
os valores numéricos individuais nesta faixa. Por exemplo, a descricdo de
uma faixa tal como a partir de 1 a 6 pode ser considerada para apresentar
subfaixas especificamente descritas tal como de 1 a 3, a partir de 1 a 4, a
partir de 1 a 5, a partir de 2 a 4, a partir de 2 a 6, a partir de 3 a 6 etc., bem
como numeros individuais nesta faixa, por exemplo, 1, 2, 2,7, 3,4,5,5,3 e 6.
Isto se aplica independentemente da amplitude da faixa.

Descrigao

[00117] Em algumas modalidades, as composicdes e métodos da
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invengdo compreendem um ativador de atividade de IL-18, tal como atividade
de sinalizacdo através de IL-18R. Em algumas modalidades, o ativador € um
polipeptideo variante de IL-18. Em algumas modalidades, o ativador € uma
molécula que é capaz de se ligar e sinalizar por meio da IL-18R. Em algumas
modalidades, o ativador é uma molécula que inibe IL-18BP, promovendo por
meio disso sinalizacdo de IL-18.

[00118] Em algumas modalidades, a invencdo € um polipeptideo
variante de IL-18, ou um fragmento do mesmo, que se liga especificamente a
IL-18R, e exibe liga¢do substancialmente reduzida a IL-18BP. Em algumas
modalidades, um polipeptideo variante de IL-18, ou um fragmento do mesmo,
que se liga a IL-18R, mas ndo se liga substancialmente a IL-18BP, € usado
para prover sinalizacdo da atividade de IL-18 que € inibida pela presenca e
atividade de IL-18BP.

[00119] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 é
resistente a ou independente de regulacdo negativa pelo polipeptideo de IL-
18BP. Em algumas modalidades, polipeptideo de IL-18BP ¢ incapaz de se
ligar substancialmente ao polipeptideo variante de IL-18. O polipeptideos
variantes de IL-18 da invencdo exibem menor afinidade de ligacdo a IL-18BP,
de maneira comparada ao polipeptideo de IL-18 WT. Em algumas
modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 exibe maior afinidade de
ligacdo com IL-18R, de maneira comparada ao polipeptideo de IL-18 WT.
Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 exibe afinidade de
ligacdo similar com IL-18R, de maneira comparada ao polipeptideo de IL-18
WT. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 exibe menor
afinidade de ligacdo com IL-18R, de maneira comparada ao polipeptideo de
IL-18 WT.

[00120] Em algumas modalidades, a invencdo prové uma composicao
que compreende um inibidor de IL-18BP, em que o inibidor inibe ou reduz a

expressao de IL-18BP, atividade, ou ambas. Inibidores de IL-18BP
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exemplares incluem, mas sem limitacio, um composto quimico, uma
proteina, um peptidomimético, um anticorpo, uma ribozima, € uma molécula
de acido nucleico anti-sentido. Em certas modalidades, o inibidor de IL-18BP
compreende um variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, reduzindo ou
prevenindo por meio disso IL-18BP de inibir IL-18 e sinalizar 1L-18.

[00121] Em algumas modalidades, os polipeptideos variantes de 1L-18
sdo usados para o tratamento ou prevencao de uma doenca ou distirbio. Em
varias modalidades, a doenca ou distirbio é cancer ou uma doenga ou
disturbio metabolico, incluindo obesidade e diabetes (por exemplo, um
método particular pode causar uma diminui¢do na gordura corporal). Assim,
em algumas modalidades, a inven¢do é uma composicdo que compreende
pelo menos um polipeptideo variante de IL-18, ou um fragmento do mesmo.
Em outras modalidades, a invenc¢ao ¢ um método para administrar pelo menos
um polipeptideo variante de IL-18, ou um fragmento do mesmo, para tratar ou
prevenir uma doenca ou disturbio, tal como, mas sem limitacdo, cincer ou
uma doenga ou disturbio metabolico.

[00122] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 se
liga a IL-18R e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R,
e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL.-18BP com
uma afinidade de ligacdo que € cerca de 0,000000000001% a cerca de 95% da
afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP.

[00123] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18
que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se
liga a IL-18BP com uma afinidade de ligacao que € cerca de 95% da afinidade
de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade

de ligacdo que € cerca de 90% da afinidade de ligacdo de IL.-18 tipo selvagem
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a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a
IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 85% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligacdo que € cerca de 80% da afinidade de ligacdo de IL.-18 tipo selvagem
a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a
IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 75% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligacdo que € cerca de 70% da afinidade de ligacdo de IL.-18 tipo selvagem
a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a
IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 65% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligacdo que € cerca de 60% da afinidade de ligacdo de IL.-18 tipo selvagem
a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a
IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 55% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligacdo que € cerca de 50% da afinidade de ligacdo de IL.-18 tipo selvagem
a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
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liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a
IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 45% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligacdo que € cerca de 40% da afinidade de ligacdo de IL.-18 tipo selvagem
a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a
IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 35% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligacdo que € cerca de 30% da afinidade de ligacdo de IL.-18 tipo selvagem
a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a
IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 25% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligacdo que € cerca de 20% da afinidade de ligacdo de IL.-18 tipo selvagem
a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a
IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 15% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligacdo que € cerca de 10% da afinidade de ligacdo de IL.-18 tipo selvagem
a IL-18BP.

[00124] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
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que se liga a IL-18R, e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-18BP, se
liga a IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 5% da afinidade
de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligacdo que € cerca de 4% da afinidade de ligacdo de IL.-18 tipo selvagem a
IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a
IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 3% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligacdo que € cerca de 2% da afinidade de ligacdo de IL.-18 tipo selvagem a
IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a
IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 1% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP.

[00125] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
que se liga a IL-18R, e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-18BP, se
liga a IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 0,1% da
afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas
modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL.-18R, e exibe
ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma
afinidade de ligacdo que € cerca de 0,01% da afinidade de ligacdo de IL.-18
tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante
de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a
IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de
0,001% da afinidade de ligagdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R,
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e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL.-18BP com
uma afinidade de ligacdo que € cerca de 0,0001% da afinidade de ligacdo de
IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo
variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente
reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que é
cerca de 0,00001% da afinidade de ligacao de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP.
Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-
18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP
com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 0,000001% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligagdo que € cerca de 0,0000001% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo
selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de
IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-
18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de
0,00000001% da afinidade de ligagdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R,
e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com
uma afinidade de ligacdo que € cerca de 0,000000001% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade
de ligacdo que € cerca de 0,0000000001% da afinidade de ligacdao de IL-18
tipo selvagem a IL-18BP. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante
de IL-18 que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a
IL-18BP, se liga a IL-18BP com uma afinidade de ligacdo que € cerca de
0,00000000001% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP.

Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-
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18R, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP, se liga a IL-18BP
com uma afinidade de ligacido que € cerca de 0,000000000001% da afinidade
de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18BP.

[00126] Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de 1L-18
particular (um DR-IL-18) que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, apresenta uma Kp para IL-18BP que é
10 nM ou mais (maior Kp significa menor afinidade de ligacao). Em algumas
modalidades, um polipeptideo variante de DR-IL-18 particular apresenta uma
Kp para IL-18BP que ¢ 20 nM ou mais (por exemplo, 50 nM ou mais, 100 nM
ou mais, 500 nM ou mais, ou 1 uM ou mais).

[00127] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 se
liga a IL-18R e exibe ligagdo substancialmente reduzida a IL-18BP. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe
ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de
constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos 2
vezes mais que a razdo de constante de dissociacao IL-18BP/IL-18R de IL-18
tipo selvagem (observe que um aumento na razdo de constante de dissociacao
implica em uma diminui¢do relativa em ligacdo de IL-18BP relacionada a
ligacdo de IL-18R). Em algumas modalidades, o polipeptideo variante que se
liga a IL-18R e exibe ligagdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta
uma razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de
pelo menos 20 vezes mais que a razdo de constante de dissociacdo IL-
18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe ligacdo substancialmente
reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-
18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos 200 vezes mais que a razdao de
constante de dissociagdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe

ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de
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constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos 2.000
vezes mais que a razdo de constante de dissociacdo IL-18BP/IL-18R de IL-18
tipo selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a
IL-18R e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma
razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que é cerca de pelo
menos 20.000 vezes mais que a razdo de constante de dissociacdo IL-
18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe ligacdo substancialmente
reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-
18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos 200.000 vezes mais que a razdo de
constante de dissociagdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe
ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de
constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos
2.000.000 vezes mais que a razdo de constante de dissociacdo IL-18BP/IL-
18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo
variante que se liga a IL-18R e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-
18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R
que € cerca de pelo menos 20.000.000 vezes mais que a razdo de constante de
dissociacdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem.

[00128] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 se
liga a IL-18R e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe
ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de
constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos 3
vezes mais que a razdo de constante de dissociacdo IL.-18BP/IL-18R de IL-18
tipo selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a
IL-18R e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma

razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que é cerca de pelo

Peticdo 870200029411, de 04/03/2020, pag. 66/275



49 /208

menos 30 vezes mais que a razdo de constante de dissociacdo IL-18BP/IL-
18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo
variante que se liga a IL-18R e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-
18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R
que € cerca de pelo menos 300 vezes mais que a razdo de constante de
dissociagdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas
modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe ligacio
substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de constante de
dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos 3.000 vezes mais
que a razdo de constante de dissociacdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo
selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a 1L-
18R e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma
razao de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que é cerca de pelo
menos 30.000 vezes mais que a razdo de constante de dissociacdo IL-
18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe ligacdo substancialmente
reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-
18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos 300.000 vezes mais que a razdo de
constante de dissociagdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe
ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de
constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos
3.000.000 vezes mais que a razdo de constante de dissociacdo IL-18BP/IL-
18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo
variante que se liga a IL.-18R e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-
18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R
que € cerca de pelo menos 30.000.000 vezes mais que a razdo de constante de
dissociacdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem.

[00129] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 se
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liga a IL-18R e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe
ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de
constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos 5
vezes mais que a razdo de constante de dissociacao IL-18BP/IL-18R de IL-18
tipo selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a
IL-18R e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma
razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que é cerca de pelo
menos 50 vezes mais que a razao de constante de dissociagdo IL-18BP/IL-
18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo
variante que se liga a IL-18R e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-
18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R
que € cerca de pelo menos 500 vezes mais que a razdo de constante de
dissociagdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas
modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de constante de
dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos 5.000 vezes mais
que a razdo de constante de dissociacdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo
selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a 1L-
18R e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma
razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que é cerca de pelo
menos 50.000 vezes mais que a razdo de constante de dissociacdo IL-
18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe ligacdo substancialmente
reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-
18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos 500.000 vezes mais que a razdo de
constante de dissociagdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe

ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de
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constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos
5.000.000 vezes mais que a razdo de constante de dissociacdo IL-18BP/IL-
18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo
variante que se liga a IL-18R e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-
18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R
que € cerca de pelo menos 50.000.000 vezes mais que a razdo de constante de
dissociagdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem.

[00130] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 se
liga a IL-18R e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe
ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de
constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que é cerca de pelo menos 10
vezes mais que a razdo de constante de dissociacao IL-18BP/IL-18R de IL-18
tipo selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a
IL-18R e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma
razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que é cerca de pelo
menos 100 vezes mais que a razdo de constante de dissociacdo IL-18BP/IL-
18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo
variante que se liga a IL-18R e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-
18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R
que € cerca de pelo menos 1.000 vezes mais que a razdo de constante de
dissociagdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas
modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de constante de
dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos 10.000 vezes mais
que a razdo de constante de dissociacdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo
selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a 1L-
18R e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma

razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que é cerca de pelo
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menos 100.000 vezes mais que a razdo de constante de dissociagdo IL-
18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe ligacdo substancialmente
reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-
18BP/IL-18R que é cerca de pelo menos 1.000.000 vezes mais que a razdo de
constante de dissociagdo IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante que se liga a IL-18R e exibe
ligacdo substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma razdo de
constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R que € cerca de pelo menos
10.000.000 vezes mais que a razdo de constante de dissociacao IL-18BP/IL-
18R de IL-18 tipo selvagem. Em algumas modalidades, o polipeptideo
variante que se liga a IL-18R e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-
18BP apresenta uma razdo de constante de dissociacdo de IL-18BP/IL-18R
que é cerca de pelo menos 100.000.000 vezes mais que a razdo de constante
de dissociacao IL-18BP/IL-18R de IL-18 tipo selvagem.

[00131] Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de 1L-18
particular (um DR-IL-18) que se liga a IL-18R e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma constante inibidora (Ki)
para IL-18BP que € maior que 3 nM (por exemplo, 5 nM ou mais, 10 nM ou
mais, 50 nM ou mais, 100 nM ou mais, 500 nM ou mais, 750 nM ou mais, ou
1uM ou mais). Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de DR-IL-
18 particular apresenta uma Ki para IL-18BP que é 500 nM ou mais. Em
algumas modalidades, um polipeptideo variante de DR-IL-18 particular
apresenta uma Ki para IL-18BP que é 1uM ou mais.

[00132] Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de 1L-18
particular (um DR-IL-18) que se liga a IL-18R, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP, apresenta uma Ki para IL-18BP que é
maior que 200 nM (por exemplo, 500 nM ou mais, 750 nM ou mais, ou 1uM

ou mais). Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de DR-IL-18
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particular apresenta uma Ki para IL-18BP que é 1uM ou mais.

[00133] Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de 1L-18
particular (um DR-IL-18) que se liga a IL-18R e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta uma constante inibidora (Ki)
para IL-18BP que € pelo menos 2 vezes maior que a Ki de IL-18 tipo
selvagem para IL-18BP (isto é, a Ki do polipeptideo variante de IL-18
particular para IL-18BP € pelo menos 2 vezes em relacdo a Ki de IL-18 WT
para IL-18BP). Por exemplo, em alguns casos um polipeptideo variante de
DR-IL-18 particular apresenta uma Ki para IL-18BP que € pelo menos 5
vezes mais (por exemplo, pelo menos 10 vezes, pelo menos 50 vezes, pelo
menos 100 vezes, pelo menos 200 vezes, pelo menos 500 vezes, ou pelo
menos 1000 vezes mais) que a Ki de IL-18 tipo selvagem para IL-18BP.
[00134] Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de 1L-18
particular (um DR-IL-18) que se liga a IL-18R e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18BP apresenta um ECsy para IL-18BP que é
pelo menos 2 vezes maior que a ECso de IL-18 tipo selvagem for IL-18BP
(isto é, a ECsy do polipeptideo variante de IL-18 particular para IL-18BP ¢
pelo menos 2 vezes em relacdo a ECspof IL-18 WT para IL-18BP). Por
exemplo, em alguns casos um polipeptideo variante de DR-IL-18 particular
apresenta uma ECs, para IL-18BP que € pelo menos 5 vezes mais (por
exemplo, pelo menos 10 vezes, pelo menos 50 vezes, pelo menos 100 vezes,
pelo menos 200 vezes, pelo menos 500 vezes, ou pelo menos 1000 vezes
mais) que a ECsode IL-18 tipo selvagem para IL-18BP.

[00135] Em varias modalidades, o polipeptideo variante de IL-18
compreende uma mutacdo relacionada a um polipeptideo de IL-18 tipo
selvagem (WT). Em algumas modalidades, o polipeptideo de IL-18 WT
compreende a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 30. Em outras
modalidades, o polipeptideo de IL-18 WT compreende a sequéncia de

aminodcido de SEQ ID NO: 31. A menos que de outra forma especificada, o
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termo “X” € usado a seguir para representar qualquer aminodcido.

[00136] Em vérias modalidades, o polipeptideo variante de IL.-18 de
humano, ou fragmento do mesmo, compreende pelo menos uma mutagdo (por
exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo
menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X,
K8X, M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X, M60X, E77X, Q103X,
S105X, D110X, N111X, M113X, VI53X, e N155X, em que X indica
qualquer aminodcido. Em vérias modalidades, o polipeptideo variante de IL-
18 de humano, ou fragmento do mesmo, compreende pelo menos 4 mutacdes
selecionadas a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X, K8X, M51X,
K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X, M60X, E77X, Q103X, S105X, D110X,
N111X, M113X, V153X, e N155X. Em varias modalidades, o polipeptideo
variante de IL-18 de humano, ou fragmento do mesmo, compreende pelo
menos 6 mutagdes selecionadas a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X,
K8X, M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X, M60X, E77X, Q103X,
S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X. Em varias modalidades,
o polipeptideo variante de IL-18 de humano, ou fragmento do mesmo,
compreende pelo menos uma mutacdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo
menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) selecionada
a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X, K8X, S55X, Q56X, P57X,
G59X, E77X, Q103X, S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X
Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de IL.-18 de humano, ou
fragmento do mesmo, compreende pelo menos uma mutacdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y1H, Y1R, L5H,
L5I, LSY, K8Q, K8R, M51T, M51K, M51D, M51IN, M51E, M51R, K53R,
K53G, K538, K53T, S55K, S55R, Q56E, Q56A, Q56R, Q56V, Q56G, Q56K,
Q56L, P57L, P57G, P57A, P57K, G59T, G59A, M60K, M60Q, M60R,
M60L, E77D, Q103E, QI103K, Q103P, Q103A, QIO3R, S105R, S105D,
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S105K, S105N, S105A, D110H, DI110K, D110N, D110Q, D110E, D110S,
D110G, N111H, N111Y, N111D, N111R, N111S, N111G, M113V, M113R,
MI113T, M113K, V1531, V153T, VI53A, N155K, e N155H. Em algumas
modalidades, um polipeptideo variante de IL-18 de humano compreende pelo
menos um polipeptideo variante de IL-18, ou fragmento do mesmo,
selecionado a partir do grupo que consiste em hCS1 (SEQ ID NO: 34), hCS2
(SEQ ID NO: 35), hCS3 (SEQ ID NO: 36), hCS4 (SEQ ID NO: 37), hC4
(SEQ ID NO: 38), hA8 (SEQ ID NO: 39), hD6 (SEQ ID NO: 40), hH12
(SEQ ID NO: 41), hB11 (SEQ ID NO: 42), hC3 (SEQ ID NO: 43), hC2 (SEQ
ID NO: 44), hG10 (SEQ ID NO: 45), hG1 (SEQ ID NO: 46), hF1 (SEQ ID
NO: 47), hD2 (SEQ ID NO: 48), hAl (SEQ ID NO: 49), hB3 (SEQ ID NO:
50), hB4 (SEQ ID NO: 51), hH3 (SEQ ID NO: 52), hHS5 (SEQ ID NO: 53),
hH4 (SEQ ID NO: 54), hEl (SEQ ID NO: 55), hG2 (SEQ ID NO: 56), hB9
(SEQ ID NO: 57), hE12 (SEQ ID NO: 58), hC5 (SEQ ID NO: 59), 5-18 (SEQ
ID NO: 73), 5-29 (SEQ ID NO: 74), 5-8 (SEQ ID NO: 75), 5-6 (SEQ ID NO:
76), 5-27 (SEQ ID NO: 77), 5-20 (SEQ ID NO: 78), 5-2 (SEQ ID NO: 79), 5-
9 (SEQ ID NO: 80), 5-42 (SEQ ID NO: 81), 5-13 (SEQ ID NO: 82), 5-12
(SEQ ID NO: 83), 5-1 (SEQ ID NO: 84), 5-33 (SEQ ID NO: 85), 5-21 (SEQ
ID NO: 86), 6-31 (SEQ ID NO: 87), 6-20 (SEQ ID NO: 88), 6-12 (SEQ ID
NO: 89), 6-27 (SEQ ID NO: 90), 6-29 (SEQ ID NO: 91), 5-26 (SEQ ID NO:
191), 5-17 (SEQ ID NO: 192), 5-41 (SEQ ID NO: 193), ou um fragmento dos
mesmos.

[00137] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em M51X, M60X, S105X, D110X, e N111X com relagdao
a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos 3 mutagdes selecionadas a partir do

grupo que consiste em M51X, M60X, S105X, D110X, e N111X com relagdao
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a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com
relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X; ¢ T, K, D, E, R, ou N; X,¢é K, Q, L, ou R;
X3éR,D, K, A,ouN; X4é¢ H,K, N, Q, E, N, S,0uG;e Xsé H,D, Y, R, S,
ou G. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do
mesmo, inclui pelo menos 3 mutacdes (por exemplo, pelo menos 2, pelo
menos 3, ou pelo menos 4 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relagdo a SEQ
ID NO: 30,0nde X; é T,K, D, E,R,ouN; X,é K, Q,L,ouR; X3¢ R, D, K, A,
ouN; X4 H, K, N, Q,E,N,S,ouG; e Xsé H,D, Y, R, S, ou G. Em alguns
casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui
pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo
menos 4 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em M51X,
M60X,, S105X3, D110X4, e N111Xs com relagdo a SEQ ID NO: 30, onde X;
ETouK; X, KouLl; X56€D,N,ouA; X4€K,N,S,0uG;eXséH, Y, G, ou
R.

[00138] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui as mutagdes M51X, M60X, S105X, D110X, e
N111X com relagdo a SEQ ID NO: 30. Por exemplo, em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutacdes
M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relacdao a SEQ ID NO: 30,
onde X;éT,K,D,E,R,ouN; X,éK,Q,L,ouR; X356 R,D, K, A, ouN; X,é
H K, N,Q,E N, S,ouG;e Xsé H, D, Y, R, S, ouG. Em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutacdes
M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relacdao a SEQ ID NO: 30,
onde X;€TouK; Xoé Koul; X36D,N,ouA; X4¢ K, N, S,0uG;eXséH,

Y, G, ou R. Em outras palavras, em alguns casos, um variante de DR-IL-18
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particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutagdes {MS51T ou M51K};
{M60K ou M60L}; {S105D, S105N, S105A}; {D110K, D110N, D110S, ou
D110G}; e {N111H, N111Y, N111R, ou N111G} com relagao a SEQ ID NO:
30.

[00139] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em M51X, K53X, Q56X, S105X, e N111X com relacdo a
SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos 3 mutagdes selecionadas a partir do
grupo que consiste em M51X, K53X, Q56X, S105X, e N111X com relacdo a
SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em MS51X;, K53X,, Q56Xs, S105X4, e N111X5 com
relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X; € E, R, ou K; X,€ G, S,ouT; X3¢ E, A, R,
V.G, K,ouL; X4é N, S, K,ouG; e XséR, S, G, ou D. Em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui pelo menos 3
mutacdes selecionadas a partir do grupo que consiste em M51X;, K53X,,
Q56X3, S105X4, e N111X5 com relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X, é E, R, ou
K; X,6€G,S,0uT; Xs3€E,A,R, V,G,K,ouL; X4¢é N, S, K, ouG;e X5éR,
S, G, ou D. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em MS51X;, K53X,, Q56Xs, S105X4, e N111X5 com
relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X;é K; X2 Gou S; X3€ G,R,ouL; X4¢€ S,
N,ouG; e X5 GouR.

[00140] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui as mutagdes MS51X, K53X, Q56X, S105X, e
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N111X com relagdo a SEQ ID NO: 30. Por exemplo, em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutacdes
M51X;, K53X,, Q56X3, S105X4, e N111Xs com relacdo a SEQ ID NO: 30,
onde X;€E, R,ouK; X,6G,S,0uT; X56E, AR, V,G,K,ouL; X4éN, S,
K, ouG;e X5¢é R, S, G, ou D. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutagdes M51X;, K53X,,
Q56X3, S105X4, e N111X5 com relagdao a SEQ ID NO: 30, onde X; € K; X, ¢é
GouS; X36G,R,oul; X4€ S, N, ouG; e X5¢ GouR. Em outras palavras,
em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do
mesmo, inclui as mutagdes {MS51K}; {K53G ou K53S}; {Q56G, Q56R, ou
Q56L}; {D110S, DI110ON, ou D110G}; e {N111R, ou N111G} com relacdo a
SEQ ID NO: 30.

[00141] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido com 85%
ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou
mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais,
98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia
de aminodacido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID
NO: 30. Assim como em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular,
ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminoacido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutacdes) com relacdo a IL-18 tipo selvagem (por exemplo, IL-18 de
humano).

[00142] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
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fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminoacido com 85%
ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou
mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais,
98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia
de aminodacido apresentada em qualquer uma das SEQ ID NOs: 34-59, 73-91,
e 191-193. Assim como em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular,
ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminoacido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das SEQ ID NOs:
34-59, 73-91, e 191-193; e (i1) inclui pelo menos uma mutacdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutagdes) com relacdo a IL-18 tipo selvagem (por exemplo, IL-18 de
humano).

[00143] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X, K8X,
M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X, M60X, E77X, Q103X, S105X,
D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X com relacdo a SEQ ID NO: 30.
Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do
mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (i) apresenta 85% ou

mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais,
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93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98%
ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de
aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID
NO: 30; e (i1) inclui pelo menos 4 mutagdes selecionadas a partir do grupo
que consiste em Y1X, L5X, K8X, M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X,
M60X, E77X, Q103X, S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X
com relacdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos 6 mutagdes selecionadas a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X,
K8X, M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X, M60X, E77X, Q103X,
S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X com relagdo a SEQ ID
NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento
do mesmo, compreende uma sequéncia de aminoécido que (i) apresenta 85%
ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou
mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais,
98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia
de aminodacido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID
NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutac¢io (por exemplo, pelo menos 2,
pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes)
selecionada a partir do grupo que consiste em Y 1X, L5X, K8X, S55X, Q56X,
P57X, G59X, E77X, Q103X, S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e
N155X com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[00144] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou

fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
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apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir
do grupo que consiste em M51X, M60X, S105X, D110X, e N111X com
relacio a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos 3 mutacdes selecionadas a partir do grupo que consiste em M51X,
M60X, S105X, D110X, e N111X com relagdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns
casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo,
compreende uma sequéncia de aminoacido que (i) apresenta 85% ou mais de
identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou
mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais,
ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminodcido
de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1)
inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3,
ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em
M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relacdao a SEQ ID NO: 30,
onde X;éT,K,D,E,R,ouN; X,éK,Q,L,ouR; X356 R,D, K, A, ouN; X,é
H K, N,Q,E N, S,ouG;e Xsé H, D, Y, R, S, ouG. Em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma

sequéncia de aminoicido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de
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sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou
mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou
mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18
tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos 3 mutagdes selecionadas a partir do grupo que consiste em M51X,,
M60X,, S105X3, D110X4, e N111Xs com relagdo a SEQ ID NO: 30, onde X;
¢T,K,D,E,R,ouN; X,¢ K, Q,L,ouR; X3¢ R, D, K, A, ouN; X4é H, K,
N,Q,E,N,S,ouG;eXs¢ H,D, Y,R, S, ou G. Em alguns casos, um variante
de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia
de aminodacido que (1) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo
menos 4 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em M51X,
M60X,, S105X3, D110X4, e N111Xs com relagdo a SEQ ID NO: 30, onde X;
ETouK; X, Koul; X56D,N,ouA; X4€K,N,S,0uG;eXsé€H, Y, G, ou
R.

[00145] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as mutagdes M51X, M60X, S105X,
D110X, e N111X com relacdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma

sequéncia de aminoicido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de
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sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou
mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou
mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18
tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutacdoes M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relagdo a SEQ
ID NO: 30, onde X; € T, K, D,E,R,ouN; X,¢ K, Q, L, ouR; X3¢ R, D, K,
A,ouN; X4é H K, N, Q,E,N,S,0ouG;eXsé¢H,D, Y,R, S, ou G. Em
alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo,
compreende uma sequéncia de aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de
identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou
mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais,
ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminodcido
de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1)
inclui as mutagdes M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relagdo
a SEQ ID NO: 30,0onde X;é TouK; X, KoulL; X3¢ D, N,ou A; X4é K, N,
S,ouG;eXséH, Y, G, ouR.

[00146] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir
do grupo que consiste em MS51X, K53X, Q56X, S105X, e N111X com
relacdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por

exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
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mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos 3 mutacdes selecionadas a partir do grupo que consiste em M51X,
KS53X, Q56X, S105X, e N111X com relacao a SEQ ID NO: 30. Em alguns
casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo,
compreende uma sequéncia de aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de
identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou
mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais,
ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminodcido
de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1)
inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3,
ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em
MS51X;, K53X,, Q56X3, S105X4, e N111Xs com relacao a SEQ ID NO: 30,
onde X;€E, R,ouK; X,éG,S,0uT; X56E, AR, V,G,K,ouL; X4éN, S,
K, ouG;e X5¢é R, S, G, ou D. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos 3 mutagdes selecionadas a partir do grupo que consiste em M51X,,
K53X,, Q56X3, S105X4, e N111X5 com relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X é
E.R,ouK; X,€G,S,0uT; X3 E,A,R, V,G,K,ouL; X4é N, S, K, ouG;e
Xs5€é R, S, G, ou D. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou

mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
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97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir
do grupo que consiste em M51X;, K53X,, Q56X3, S105X4, e N111X5 com
relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X;é K; X2 Gou S; X3€ G,R,ouL; X4¢€ S,
N,ouG; e X5 GouR.

[00147] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as mutagdes M51X, K53X, Q56X, S105X,
e N111X com relagdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de
DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutagdes MS51X;, K53X,, Q56X3, S105X4, e N111Xs com relagdo a SEQ ID
NO: 30,onde X;€E, R,ouK; X2€G,S,ouT; X5€E, A,R, V,G, K, oulL;
X4€N, S, K,ouG;eXs5éR, S, G, ouD. Em alguns casos, um variante de
DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de

identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
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selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutagdes MS51X;, K53X,, Q56X3, S105X4, e N111Xs com relagdo a SEQ ID
NO: 30,0onde X1 € K; X0 GouS; X36G,R,oul; X4éS,N,ouG; e Xsé€G
ou R.

[00148] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 de
murino compreende pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2,
pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes)
selecionada a partir do grupo que consiste em N1X, M50X, Y51X, K52X,
S54X, ES5X, V56X, R57X, G58X, L59X, R104X, N109X, e L151X, em que
X indica qualquer aminodcido. Em algumas modalidades, um polipeptideo
variante de IL-18 de murino, ou fragmento do mesmo, compreende pelo
menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos
4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em N1H, N1Y, M50A, M50S, M50V, M50G, M50T, Y51R, K52V,
K528, K52T, K52G, K52A, S54R, S54K, S54G, S54N, ESSR, E55H, ESSN,
E55D, E55G, V56L, V56M, V56R, V56A, V56S, V56Q, R57G, RS57K,
G58A, L59K, L59R, L59V, R104K, R104L, R104Q, R104S, N109D, e
L151V. Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de IL-18 de
murino compreende pelo menos um variante selecionado a partir do grupo
que consiste em mCS1 (SEQ ID NO: 60), mCS2 (SEQ ID NO: 61), mC1
(SEQ ID NO: 62), mA12 (SEQ ID NO: 63), mE8 (SEQ ID NO: 64), mC10
(SEQ ID NO: 65), mB7 (SEQ ID NO: 66), mB1 (SEQ ID NO: 67), mDI
(SEQ ID NO: 68), mH7 (SEQ ID NO: 69), mA7 (SEQ ID NO: 70), mE1
(SEQ ID NO: 71), e mH3 (SEQ ID NO: 72), ou um fragmento dos mesmos.
[00149] Em algumas modalidades, a inven¢do é um acido nucleico (por
exemplo, DNA, DNAc, RNAm etc.) que codifica pelo menos um polipeptideo
variante de IL-18.

Composicoes € métodos inibidores terapéuticos

[00150] Em vérias modalidades, a presente invencdo inclui
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composi¢des e métodos inibidores de IL-18BP para tratar ou prevenir uma
doencga ou disturbio onde uma atividade ou nivel diminuido de IL-18BP ¢é
desejado. As indicagdes para um agente como este estdo incluidas pelas
indicacdes elaboradas para um variante de DR-IL-18 anterior. Exemplos ndo
limitantes de doengas ou distirbios onde uma atividade ou nivel diminuido de
IL-18BP ¢é desejado, que podem ser tratadas ou prevenidas com as
composi¢des e métodos da invencdo, incluem cancer, doenga infecciosa,
doencas ou distirbios metabdlicos e degeneracio macular. Em vdrias
modalidades, as composi¢cdes e métodos inibidores de IL-18BP de tratamento
ou prevencdo da invencdo diminuem a quantidade de polipeptideo de IL-
18BP, a quantidade de IL-18BP RNAm, a quantidade de atividade enzimética
de IL-18BP, a quantidade de atividade de ligacdo ao substrato de IL.-18BP, ou
uma combina¢do dos mesmos.

[00151] Serd bem entendido pelos versados na técnica, com base na
descri¢do aqui provida, que uma diminui¢do no nivel de IL-18BP inclui uma
diminuicdo na expressdo de IL-18BP, incluindo transcri¢do, tradug¢do ou
ambos. Os versados na técnica também entenderdo, uma vez munidos dos
preceitos da presente invencdo, que uma diminui¢do no nivel de IL-18BP
inclui uma diminuicdo na atividade de IL-18BP (por exemplo, atividade
enzimatica, atividade de ligacdo ao substrato etc.). Assim, diminuir o nivel ou
atividade de IL-18BP inclui, mas sem limitacdo, diminuir a transcri¢do,
traducdo, ou ambas, de um 4cido nucleico que codifica IL-18BP; e também
inclui diminuir qualquer atividade de um polipeptideo de IL-18BP
igualmente. As composicdes e métodos inibidores de IL-18BP da invencdo
podem inibir seletivamente IL-18BP, ou podem inibir tanto IL-18BP quanto
uma outra molécula.

[00152] A 1inibicdo de IL-18BP pode ser avaliada usando uma ampla
variedade de métodos, incluindo aqueles aqui descritos, bem como métodos

conhecidos na técnica ou que serdo desenvolvidos no futuro. Isto €, os

Peticdo 870200029411, de 04/03/2020, pag. 85/275



68 /208

versados poderiam compreender, com base na descricdo aqui provida, que
diminuir o nivel ou atividade de IL-18BP pode ser facilmente avaliado usando
métodos que avaliam o nivel de um 4cido nucleico que codifica IL-18BP (por
exemplo, RNAm), o nivel de um polipeptideo de IL-18BP presente em uma
amostra bioldgica, o nivel de atividade de IL-18BP (por exemplo, atividade
enzimatica, atividade de ligacdo ao substrato etc.), ou combinagcdes dos
mesmos.

[00153] Os versados na técnica, com base na descricdo aqui provida,
entenderiam que a invencdo € usada no tratamento ou prevencdo de uma
doenca ou disturbio em um individuo em necessidade do mesmo, quer o
individuo esteja sendo tratado ou ndo com uma outra medica¢do ou terapia.
Adicionalmente, os versados na técnica compreenderdo, com base nos
preceitos aqui providos, que a doencga ou disturbio tratdvel pelas composi¢des
e métodos aqui descritos inclui qualquer doenga ou distirbio onde IL-18BP
desempenha um papel, e onde o nivel ou atividade diminuida de IL-18BP
promove um resultado terapéutico positivo.

[00154] As composicoes e métodos inibidores de IL.-18BP da invencao
que aumentam o nivel ou atividade (por exemplo, atividade enzimdtica,
atividade de ligacdo de ligante etc.) de IL-18BP incluem, mas ndo devem ser
interpretadas como limitantes, um composto quimico, um polipeptideo, um
peptideo, um peptidomimético, um anticorpo, uma ribozima, um composto
quimico de molécula pequena, uma molécula de acido nucleico anti-sentido
(por exemplo, RNAsi, RNAmi etc.), ou combinagcdes dos mesmos. Os
versados na técnica entenderdo facilmente, com base na descricdo aqui
provida, que uma composicdo inibidora de IL-18BP inclui um composto
quimico que diminui o nivel ou atividade de IL-18BP. Adicionalmente, uma
composi¢do inibidora de IL-18BP inclui um composto quimicamene
modificado, e derivados, como € bem conhecido pelos versados na técnica de

quimica.
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[00155] As composicoes e métodos inibidores de IL-18BP da
invengdo, que diminuem o nivel ou atividade (por exemplo, atividade
enzimdtica, atividade de ligacdo de ligante etc.) de IL-18BP, incluem
anticorpos. Os anticorpos da invenc¢do incluem uma variedade de formas de
anticorpos incluindo, por exemplo, anticorpos policlonais, anticorpos
monoclonais, anticorpos intracelulares (“intracorpos”), Fv, Fab e F(ab)2,
anticorpos de cadeia simples (scFv), anticorpos de cadeia pesada (tais como
anticorpos camelideos), anticorpos sintéticos, anticorpos quiméricos, €
anticorpos humanizados. Em algumas modalidades, o anticorpo da invencdo é
um anticorpo que se liga especificamente a IL-18BP.

[00156] Em algumas modalidades, o inibidor de IL-18BP compreende
um variante de IL-18 geneticamente modificado que é determinado para se
ligar a IL-18BP, mas ndo se liga substancialmente ou interage com a IL-18R
(por exemplo, IL-18Ra e IL-18Rp). Este variante, um “chamariz-para-o-
chamariz” (D2D), funciona para se ligar a IL-18BP e previne assim IL-18BP
de inibir IL-18 produzida de maneira endégena ou introduzida de maneira
teraputica. O  “chamariz-para-o-chamariz’ pode ser geneticamente
modificado usando aproximadamente as mesmas estratégias de selecdo de
exibicdo de levedura aqui descritas em outra parte, mas em vez de selecionar
positivamente para ligacdo de IL-18BP, e contra-selecionar substancialmente
contra ligacao a IL-18Ra.

[00157] Em varias modalidades, o polipeptideo variante de IL.-18 que
se liga e inibe IL-18BP, compreende uma mutacdo relacionada a um
polipeptideo de IL-18 tipo selvagem (WT). Em algumas modalidades, o
polipeptideo de IL-18 WT compreende a sequéncia de aminodcido de SEQ ID
NO: 30. Em outras modalidades, o polipeptideo de IL-18 WT compreende a
sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 31.

[00158] Em varias modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que
se liga e inibe IL-18BP compreende um polipeptideo variante de IL-18 de
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humano, ou fragmento do mesmo, compreendendo pelo menos uma mutagao
(por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou
pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y1X,
L5X, D17X, E31X, T34X, D35X, S36X, D37X, D40X, N41X, M51X, Q56X,
M60X, Q103X, H109X, M113X, e R131X, em que X indica aa. aminoacido.
Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se liga e inibe
IL-18BP compreende um polipeptideo variante de IL-18 de humano, ou
fragmento do mesmo, compreendendo pelo menos uma mutagdo (por
exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo
menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y1D, Y1F,
Y1H, YIL, L5SF, L5H, D17A, D17G, D17R, D17H, E31A, E31T, E31G,
E31K, E31R, T34A, T34K T34E, D35S, D35A, D35Y, S36N, S36K, S36R,
D37P, D37A, D37R, D37H, D37L, D37V, D40Y D40S, D40A, N41K, N418,
N41R, MS51F, MS5IL, M511, Q56H, M60L, M60F, M601, Q103L, Q103I,
HI109A, H109P, H109D, M113L, M113I, M113F, e R131S. Em algumas
modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se liga e inibe IL-18BP
compreende um polipeptideo variante de IL-18 de humano, ou fragmento do
mesmo, selecionado a partir do grupo que consiste em hD2D-5F12 (SEQ ID
NO: 92), hD2D-5F11 (SEQ ID NO: 93), hD2D-5F10 (SEQ ID NO: 94),
hD2D-5F08 (SEQ ID NO: 95), hD2D-5F06 (SEQ ID NO: 96), hD2D-5F04
(SEQ ID NO: 97), hD2D-5F02 (SEQ ID NO: 98), hD2D-5F01 (SEQ ID NO:
99), hD2D-5E10 (SEQ ID NO: 100), hD2D-5E08 (SEQ ID NO: 101), hD2D-
SEO03 (SEQ ID NO: 102), hD2D-5E02 (SEQ ID NO: 103), hD2D-5D10 (SEQ
ID NO: 104), hD2D-5D08 (SEQ ID NO: 105), hD2D-5D06 (SEQ ID NO:
106), hD2D-5D05 (SEQ ID NO: 107), hD2D-5D03 (SEQ ID NO: 108),
hD2D-5D02 (SEQ ID NO: 109), hD2D-5C10 (SEQ ID NO: 110), hD2D-
5C09 (SEQ ID NO: 111), hD2D-5C08 (SEQ ID NO: 112), hD2D-5C05 (SEQ
ID NO: 113), hD2D-5C04 (SEQ ID NO: 114), hD2D-5C03 (SEQ ID NO:
115), hD2D-5B11 (SEQ ID NO: 116), hD2D-5B10 (SEQ ID NO: 117),
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hD2D-5B06 (SEQ ID NO: 118), hD2D-5B05 (SEQ ID NO: 119), hD2D-
5B02 (SEQ ID NO: 120), hD2D-5A09 (SEQ ID NO: 121), hD2D-5A02 (SEQ
ID NO: 122), hD2D-CS1 (SEQ ID NO: 123), hD2D-CS2 (SEQ ID NO: 124),
hD2D-CS3 (SEQ ID NO: 125), ou um fragmento dos mesmos.

[00159] Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em D17X, E30X, e Q103X com relacdo a SEQ ID NO: 30.
Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou fragmento do
mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo
menos 3, ou pelo menos 4 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em D17X;, E30X,, e Q103X3 com relacdo a SEQ ID NO: 30, onde
Xi€G H,R,ouA; X8 A, T, G, K, ouR; e X3é I ouL. Em alguns casos, um
variante de D2D-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui pelo menos
uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4
mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em D17G, E30A, e
(Q103L ou Q103I).

[00160] Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui as mutacdes D17X, E30X, e Q103X com relagcdo
a SEQ ID NO: 30. Por exemplo, em alguns casos, um variante de D2D-IL.-18
particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutagdes D17X;, E30X,, e
Q103X;5 com relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X; € G, H, R, ou A; X,¢é A, T,
G, K, ou R; e X3¢ I ou L. Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutacdes D17G, E30A, e
(Q103L ou Q103I).

[00161] Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do

grupo que consiste em D17X, E30X, D35X, M51X, e Q103X com relagdo a
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SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em D17X;, E30X,, D35X;, M51X4, e Q103X3 com
relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X; € G, H, R, ou A; X»€é A, T, G, K, ou R; X3
€S,A,ouY; X4€éF, I,oul;eXséIouL. Em alguns casos, um variante de
D2D-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma
mutacdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4
mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em D17G, E30A, D35S,
MSIF, e (Q103L ou Q103I) com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[00162] Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui as mutacdes D17X, E30X, D35X, M51X, e
Q103X com relacdo a SEQ ID NO: 30. Por exemplo, em alguns casos, um
variante de D2D-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui as
mutacdes D17X,, E30X,, D35X3, M51X4, e Q103X3 com relagdo a SEQ ID
NO: 30,0onde X1 € G, H,R,ou A; X € A, T,G,K,ouR; X3¢ S, A,ouY; X4¢é
F, I, ouL; e Xs¢ 1 ou L. Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutacdes D17G, E30A, D35S,
MSIF, e (Q103L ou Q103I) com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[00163] Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido com 85%
ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou
mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais,
98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia
de aminodacido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID
NO: 30. Assim como em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular,
ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminoacido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou

mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
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97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutagdes) com relacdo a IL-18 tipo selvagem (por exemplo, IL-18 de
humano).

[00164] Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido com 85%
ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou
mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais,
98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia
de aminoicido apresentada em qualquer uma das SEQ ID NOs: 126-190.
Assim como em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das SEQ ID NOs:
126-190; e (i1) inclui pelo menos uma mutagao (por exemplo, pelo menos 2,
pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) com
relacdo a IL-18 tipo selvagem (por exemplo, IL-18 de humano).

[00165] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (i)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,

pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6

Peticdo 870200029411, de 04/03/2020, pag. 91/275



741208

mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X, D17X,
E31X, T34X, D35X, S36X, D37X, D40X, N41X, M51X, Q56X, M60X,
QI103X, HI109X, M113X, e R131X.

[00166] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (i)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutacgdes) selecionada a partir do grupo que consiste em D17X, E30X, e
Q103X com relagdao a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-
IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos
4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em D17X;, E30X,, e Q103X3 com relacdo a SEQ ID NO: 30, onde
Xi1€ G, H, R, ou A; X,é A, T. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo

selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
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menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos
4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em D17G, E30A, e (Q103L ou Q103I).

[00167] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as mutagdes D17X, E30X, e Q103X com
relacdio a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutacdes D17X,, E30X,, e Q103X3 com relacdao a SEQ ID NO: 30, onde X é
G, H, R, ou A; X, ¢ A, T. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutacdes D17G, E30A, e (Q103L ou Q103I).

[00168] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)

apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
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mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em D17X, E30X, D35X,
M51X, e Q103X com relacdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma
sequéncia de aminoicido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de
sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou
mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou
mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminodcido de IL-18
tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos
4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em D17X;, E30X,, D35X3, M51X4, e Q103X3 com relagdo a SEQ ID
NO: 30,0onde X1 € G, H,R,ou A; X € A, T,G,K,ouR; X3¢ S, A,ouY; X4¢é
F, I, ouL; e Xsé I ou L. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos
4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em D17G, E30A, D35S, M51F, e (Q103L ou Q103I) com relagdo a
SEQ ID NO: 30.

[00169] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
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fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as mutacdes D17X, E30X, D35X, M51X,
e Q103X com relagdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de
DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutacdes D17X,, E30X,, D35X3, M51X,4, e Q103X3 com relagdo a SEQ ID
NO: 30,0onde X1 € G, H,R,ou A; X € A, T,G,K,ouR; X3¢ S, A,ouY; X4¢é
F, I, ouL; e Xsé I ou L. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutacdes D17G, E30A, D35S, MSIF, e (Q103L ou Q103I) com relagdo a
SEQ ID NO: 30.

[00170] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
que se liga e inibe IL-18BP compreende um polipeptideo variante de IL-18 de
murino compreendendo pelo menos uma mutacdo (por exemplo, pelo menos
2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutacdes)

selecionada a partir do grupo que consiste em N1X, L5X, D17X, E30X,
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T33X, D34X, 135X, D36X, M50X, Q102X, R104, H108X, N109X, M111X,
D129X, e DI130X, em que X indica qualquer aminoicido. Em algumas
modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se liga e inibe IL-18BP
compreende um polipeptideo variante de IL-18 de murino, ou fragmento do
mesmo, compreendendo pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos
2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutacdes)
selecionada a partir do grupo que consiste em N1Y, N1D, N1H, NI1L, NI1F,
N1V, NI1I, L5Y, L5H, D17Q, D17G, D17A, DI17E, D17S, D17N, E30A,
E30R, E30K, E30T, E30G, T33G, T33A, T33E, T33R, T33K, D34Y, D34S,
D34A, I35T, 135K, 135R, D36V, D36A, D36G, D36H, D36P, D36R, D36L,
MS5SO0F, M5OL, Q102L, QI102I, R104E, R104A, R104P, R104G, R104Q,
R104H, H108D, HI08A, N109R, N109S, N109T, N109I, M111L, MI111I,
D129A, D129F, D129V, D129Y, D129S, D130E, D130T, D130G, D130N,
D130R, D130S, D130Q, e D130H. Em algumas modalidades, o polipeptideo
variante de IL-18 que se liga e inibe IL-18BP compreende um polipeptideo
variante de IL-18 de murino, ou fragmento do mesmo, selecionado a partir do
grupo que consiste em mD2D-AS5 (SEQ ID NO: 126), mD2D-A6 (SEQ ID
NO: 127), mD2D-A7 (SEQ ID NO: 128), mD2D-A8 (SEQ ID NO: 129),
mD2D-A9 (SEQ ID NO: 130), mD2D-A11 (SEQ ID NO: 131), mD2D-A12
(SEQ ID NO: 132), mD2D-B4 (SEQ ID NO: 133), mD2D-B7 (SEQ ID NO:
134), mD2D-B11 (SEQ ID NO: 135), mD2D-B12 (SEQ ID NO: 136),
mD2D-C1 (SEQ ID NO: 137), mD2D-C3 (SEQ ID NO: 138), mD2D-C5
(SEQ ID NO: 139), mD2D-C6 (SEQ ID NO: 140), mD2D-C9 (SEQ ID NO:
141), mD2D-C10 (SEQ ID NO: 142), mD2D-C11 (SEQ ID NO: 143),
mD2D-D1 (SEQ ID NO: 144), mD2D-D9 (SEQ ID NO: 145), mD2D-D12
(SEQ ID NO: 146), mD2D-E3 (SEQ ID NO: 147), mD2D-E4 (SEQ ID NO:
148), mD2D-E5 (SEQ ID NO: 149), mD2D-E7 (SEQ ID NO: 150), mD2D-
E8 (SEQ ID NO: 151), mD2D-E9 (SEQ ID NO: 152), mD2D-E10 (SEQ ID
NO: 153), mD2D-E11 (SEQ ID NO: 154), mD2D-E12 (SEQ ID NO: 155),
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mD2D-F3 (SEQ ID NO: 156), mD2D-F4 (SEQ ID NO: 157), mD2D-F5
(SEQ ID NO: 158), mD2D-F7 (SEQ ID NO: 159), mD2D-F8 (SEQ ID NO:
160), mD2D-F9 (SEQ ID NO: 161), mD2D-G1 (SEQ ID NO: 162), mD2D-
G7 (SEQ ID NO: 163), mD2D-G9 (SEQ ID NO: 164), mD2D-H7 (SEQ ID
NO: 165), mD2D-E1 (SEQ ID NO: 166), mD2D-G8 (SEQ ID NO: 167),
mD2D-H3 (SEQ ID NO: 168), mD2D-A10 (SEQ ID NO: 169), mD2D-H1
(SEQ ID NO: 170), mD2D-F12 (SEQ ID NO: 171), mD2D-G10 (SEQ ID
NO: 172), mD2D-G12 (SEQ ID NO: 173), mD2D-E2 (SEQ ID NO: 174),
mD2D-G11 (SEQ ID NO: 175), mD2D-C4 (SEQ ID NO: 176), mD2D-F11
(SEQ ID NO: 177), mD2D-C2 (SEQ ID NO: 178), mD2D-F10 (SEQ ID NO:
179), mD2D-A2 (SEQ ID NO: 180), mD2D-F6 (SEQ ID NO: 181), mD2D-
Al (SEQ ID NO: 182), mD2D-E6 (SEQ ID NO: 183), mD2D-D4 (SEQ ID
NO: 184), mD2D-D6 (SEQ ID NO: 185), mD2D-A3 (SEQ ID NO: 186),
mD2D-A4 (SEQ ID NO: 187), mD2D-B10 (SEQ ID NO: 188) , mD2D-B8
(SEQ ID NO: 189), mD2D-B9 (SEQ ID NO: 190), ou um fragmento dos
mesmos.

[00171] Em algumas modalidades, a inven¢do é um acido nucleico (por
exemplo, DNA, DNAc, RNAm etc.) que codifica pelo menos um polipeptideo
variante de IL-18.

[00172] Em algumas modalidades, o inibidor de IL-18BP € um
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18R. Em algumas modalidades, inibidor de
IL-18BP que se liga a IL-18BP e exibe ligacdo substancialmente reduzida a
IL-18R se liga a IL-18R com uma afinidade de ligacio que € cerca de
0,000000000001% a cerca de 95% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo
selvagem a IL.-18R.

[00173] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18R, se

liga a IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 95% da afinidade
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de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL.-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 90% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a
IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18BP, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL.-18R, se liga a
IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 85% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL.-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 80% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a
IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18BP, e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a
IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 75% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 70% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a
IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL.-18 que se
liga a IL-18BP, e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a
IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 65% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 60% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a
IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL.-18 que se
liga a IL-18BP, e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a
IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 55% da afinidade de

ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
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polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 50% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a
IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18BP, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL.-18R, se liga a
IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 45% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL.-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 40% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a
IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18BP, e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a
IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 35% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 30% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a
IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18BP, e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a
IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 25% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL.-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 20% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a
IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18BP, e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a
IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 15% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
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substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 10% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a
IL-18R.

[00174] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
que se liga a IL-18BP, e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-18R, se
liga a IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 5% da afinidade
de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL.-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 4% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a
IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga a IL-18BP, e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a
IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 3% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL.-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que é cerca de 2% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a
IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL.-18 que se
liga a IL-18BP, e exibe ligacao substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a
IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 1% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R.

[00175] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18R, se
liga a IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 0,1% da afinidade
de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 0,01% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem
a IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se
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liga a IL-18BP, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a
IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 0,001% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
substancialmente reduzida a IL.-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 0,0001% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo
selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-
18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-
18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 0,00001%
da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas
modalidades, o polipeptideo variante de IL.-18 que se liga a IL-18BP, e exibe
ligacdo substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a IL-18R com uma
afinidade de ligacdo que € cerca de 0,000001% da afinidade de ligacao de IL-
18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante
de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a
IL-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de ligacdo que € cerca de
0,0000001% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL.-18 que se liga a IL-18BP,
e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a IL-18R com
uma afinidade de ligacdo que € cerca de 0,00000001% da afinidade de ligacao
de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo
variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo substancialmente
reduzida a IL-18R, se liga a IL.-18R com uma afinidade de ligacao que € cerca
de 0,000000001% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R.
Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-
18BP, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a IL-18R
com uma afinidade de ligacdo que € cerca de 0,0000000001% da afinidade de
ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo
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substancialmente reduzida a IL-18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de
ligacdo que € cerca de 0,00000000001% da afinidade de ligacao de IL-18 tipo
selvagem a IL-18R. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-
18 que se liga a IL-18BP, e exibe ligacdo substancialmente reduzida a IL-
18R, se liga a IL-18R com uma afinidade de ligacdo que é cerca de
0,000000000001% da afinidade de ligacdo de IL-18 tipo selvagem a IL-18R.
[00176] Adicionalmente, os versados na técnica, quando munidos com
esta descricio e os métodos aqui exemplificados, entenderdo que uma
composi¢do inibidora de IL-18BP inclui tais inibidores da maneira descoberta
no futuro, uma vez que podem ser identificados pelos critérios bem
conhecidos na técnica de farmacologia, tais como os resultados fisiol6gicos
da inibicdo de IL-18BP aqui descritos em detalhes, e/ou conhecidos na
técnica. Portanto, a presente inven¢do ndo € limitada de nenhuma maneira por
nenhuma composi¢do inibidora de IL-18BP particular, da maneira aqui
exemplificada ou descrita; adicionalmente, a inven¢do inclui aquelas
composicoes inibidoras que seriam entendidas como rotineiras para serem
usadas, uma vez que sdo conhecidas na técnica e serdo descritas no futuro.
[00177] Métodos adicionais para identificar e produzir composi¢cdes
inibidoras de IL-18BP sdo bem conhecidos pelos versados na técnica
incluindo, mas sem limitacdo, obter um inibidor a partir de uma fonte de
ocorréncia natural (por exemplo, Streptomyces sp., Pseudomonas sp.,
Stylotella aurantium etc.). Alternativamente, um inibidor de IL-18BP pode ser
sintetizado quimicamente. Adicionalmente, os versados poderiam
compreender, com base nos preceitos aqui providos, que uma composi¢ao
inibidora de IL-18BP pode ser obtida a partir de um organismo recombinante.
As composicoes e métodos para sintetizar quimicamente inibidores de IL-
18BP, e para obter os mesmos a partir de fontes naturais, sio bem conhecidos
na técnica e sdo descritos na técnica.

[00178] Os versados na técnica compreenderdo que um inibidor pode
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ser administrado como uma molécula quimica pequena, uma proteina, um
anticorpo, uma construcdo de acido nucleico que codifica uma proteina, um
acido nucleico anti-sentido, uma construcdo de acido nucleico que codifica
um 4cido nucleico anti-sentido, ou combinagdes dos mesmos. Varios vetores
e outras composi¢cdes € métodos sdo bem conhecidos para administrar uma
proteina ou uma construcao de 4cido nucleico que codifica uma proteina para
células ou tecidos. Portanto, a inven¢do inclui um método para administrar
uma proteina ou um d4cido nucleico que codifica uma proteina que € um
inibidor de IL-18BP. (Sambrook et al., 2012, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nova lorque; Ausubel et
al., 1997, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nova
Iorque).

[00179] Os versados na técnica entenderdo que diminuir a quantidade
ou atividade de uma molécula, que aumenta ela mesma a quantidade ou
atividade de IL-18BP, pode funcionar nas composi¢des € métodos da presente
inveng¢do para diminuir a quantidade ou atividade de IL-18BP.

[00180] Oligonucleotideos anti-sentido s@o moléculas de DNA ou
RNA que sdao complementares a alguma por¢cdao de uma molécula de RNA.
Quando presente em uma célula, oligonucleotideos anti-sentido hibridizam
em uma molécula de RNA existente e inibem a tradu¢dao em um produto de
gene. Inibir a expressdo de um gene usando um oligonucleotideo anti-sentido
¢ bem conhecido na técnica (Marcus-Sekura, 1988, Anal. Biochem. 172:289),
uma vez que sdao métodos para expressar um oligonucleotideo anti-sentido em
uma célula (Inoue, patente U.S. 5.190.931). Os métodos da invencado incluem
o uso de um oligonucleotideo anti-sentido para diminuir a quantidade de IL-
18BP, ou para diminuir a quantidade de uma molécula que causa um aumento
na quantidade ou atividade de IL-18BP, diminuindo por meio disso a
quantidade ou atividade de IL-18BP.

[00181] Sdo contemplados na presente inven¢do oligonucleotideos
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anti-sentido que sao sintetizados e providos para a célula por meio de métodos
bem conhecidos pelos versados na técnica. Como um exemplo, um
oligonucleotideo anti-sentido pode ser sintetizado para estar entre cerca de 10
e cerca de 100, de maneira mais exemplar entre cerca de 15 e cerca de 50
nucleotideos em tamanho. A sintese de moléculas de 4cido nucleico € bem
conhecida na tpecnica, uma vez que € a sintese de oligonucleotideos anti-
sentido modificados para melhorar a atividade bioldgica, em comparagdo com
oligonucleotideos anti-sentido ndo modificados (Tullis, 1991, patente U.S.
5.023.243).

[00182] De maneira similar, a expressdo de um gene pode ser inibida
pela hibridizacdo de uma molécula anti-sentido em um promotor ou outro
elemento regulatério de um gene, afetando por meio disso a transcri¢cdo do
gene. Métodos para a identificacdo de um promotor ou outro elemento
regulatério que interage com um gene de interesse sdo bem conhecidos na
técnica, e incluem tais métodos como o sistema duplo-hibrido de levedura
(Bartel and Fields, eds., Em: The Yeast Two Hybrid System, Oxford
University Press, Cary, N.C.).

[00183] Alternativamente, a inibicio de um gene que expressa IL-
18BP, ou de um gene que expressa uma proteina que aumenta o nivel ou
atividade de IL-18BP, pode ser realizada através do uso de uma ribozima.
Usar ribozimas para inibir a expressdo de gene expressdo bem conhecido
pelos versados na técnica (vide, por exemplo, Cech et al., 1992, J. Biol.
Chem. 267:17479; Hampel et al., 1989, Biochemistry 28: 4929; Altman et al.,
patente U.S. 5.168.053). Ribozimas sdo moléculas de RNA cataliticas com a
capacidade de clivar outras moléculas de RNA de fita unica. As ribozimas sao
conhecidas por apresentar sequéncia especifica e, portanto, podem ser
modificadas para reconhecer uma sequéncia especifica de nucleotideo (Cech,
1988, J. Amer. Med. Assn. 260:3030), permitindo a clivagem seletiva de

moléculas de RNAm especificas. Dada a sequéncia de nucleotideos da
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molécula, os versados na técnica poderdo sintetizar um oligonucleotideo anti-
sentido ou ribozima sem experimentacio indevida, provida com a descri¢io e
referéncias aqui incorporadas.

[00184] Os versados na técnica entenderdo que os inibidores de IL-
18BP podem ser administrados de maneira aguda (por exemplo, em relacdo
um periodo curto de tempo, tal como um dia, uma semana ou um més) ou de
maneira cronica (por exemplo, por um longo periodo de tempo, tal como
varios meses ou um ano ou mais). Os versados na técnica entenderdao que os
inibidores de IL-18BP podem ser administrados isoladamente ou em qualquer
combina¢do com outros agentes. Adicionalmente, inibidores de IL-18BP
podem ser administrados isoladamente ou em qualquer combina¢do em um
sentido temporal, de maneira que possam ser administrados a0 mesmo tempo,
e/ou antes, e/ou ap0ds o outro. Os versados na técnica entenderdo, com base na
descri¢do aqui provida, que as composi¢des inibidoras de IL-18BP podem ser
usadas para tratar ou prevenir uma doenca ou distirbio em um individuo em
necessidade do mesmo, e que uma composicdo inibidora pode ser usada
sozinha ou em qualquer combina¢cdo com um outro agente para atingir um
resultado terapéutico.

[00185] Em vérias modalidades, qualquer um dos inibidores de IL-
18BP da invencdo aqui descritos pode ser administrado sozinho ou em
combinacdo com outros inibidores de outras moléculas, associados a uma
doencga ou disturbio aqui descrito ou conhecido na técnica.

[00186] Serd entendido pelos versados na técnica, quando munidos
com a presente descricdo, incluindo os métodos aqui detalhados, que a
invencao ndo € limitada ao tratamento de uma doenca ou distirbio que ja esta
estabelecido. Particularmente, a doenca ou distdrbio ndo precisa ter se
manifestado a ponto de prejudicar o individuo; de fato, a doenga ou disturbio
ndo precisa ser detectado em um individuo antes do tratamento ser

administrado. Isto é, doenca ou distirbio significativo ndo precisa ocorrer
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antes da presente invencdo poder fornecer beneficio. Portanto, a presente
invencdo inclui um método para prevenir uma doenca ou distirbio em um
individuo, no qual uma composi¢do inibidora de IL-18BP, da maneira
previamente aqui discutida em outra parte, pode ser administrada a um
individuo antes do inicio da doenga ou distirbio, prevenindo dessa forma a
doencga ou disturbio de se desenvolver. Os métodos preventivos aqui descritos
também incluem o tratamento de um individuo que estd em remissdo para a
prevencdo de uma recorréncia de uma doenga ou disturbio.

[00187] Os versados na técnica, quando munidos aqui com a descri¢ao,
entenderdo que a prevencao de uma doenca ou distirbio inclui administrar a
um individuo uma composi¢ao inibidora de IL-18BP como uma medida
preventiva contra a doenca ou distiurbio. Como discutido mais detalhadamente
aqui em outra parte, os métodos para diminuir o nivel ou atividade de IL-
18BP incluem uma ampla abundancia de técnicas para diminuir ndo apenas a
atividade de IL-18BP, mas também para diminuir a expressdo de um &cido
nucleico que codifica IL-18BP, incluindo tanto uma diminuicdo na
transcri¢ao, uma diminui¢do na tradugdo, quanto em ambas.

[00188] Adicionalmente, da maneira aqui descrita em outra parte, 0s
versados na técnica entenderdo, uma vez munidos com o0s preceitos aqui
providos, que a presente inven¢ao inclui um método para prevenir uma ampla
variedade de doencas, distirbios e patologias onde uma diminui¢do na
expressao e/ou atividade de IL-18BP media, trata ou previne a doenca,
distarbio ou patologia. Métodos para avaliar se uma doenca se refere aos
niveis ou atividade de IL-18BP sdo conhecidos na técnica. Adicionalmente, a
invencdo inclui tratamento ou prevencdo de tais doencgas descobertas no
futuro.

[00189] A invencdo inclui a administracdo de um inibidor de IL-18BP
para realizar os métodos da inven¢ao; os versados na técnica entenderdo, com

base na descricdo aqui provida, como formular e administrar o inibidor
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apropriado de IL-18BP em um individuo. Entretanto, a presente invencdo nao
¢ limitada a nenhum método particular de administracdo ou regime de
tratamento.

Inibidores de Citocina

[00190] Em algumas modalidades, a composi¢do da presente invencao
compreende um inibidor de uma ou mais citocinas. Em algumas modalidades,
o inibidor de uma ou mais citocinas compreende um composto quimico, uma
proteina, um peptideo, um peptidomimético, um anticorpo, uma ribozima, um
composto quimico de molécula pequena, ou uma molécula de acido nucleico
anti-sentido (por exemplo, RNAsi, RNAmi etc.) que inibe a expressao,
atividade, ou ambas de uma ou mais citocinas. Em algumas modalidades, o
inibidor inibe a expressdo, atividade, ou ambas de IL-17, IL-5, ou IL-3. Em
algumas modalidades, o inibidor de citocina diminui a toxicidade. Em
algumas modalidades, o inibidor de citocina aumenta a eficiéncia de um
polipeptideo variante de IL.-18 administrado, ou inibidor de IL.-18BP.

Composicoes € Métodos de Tratamento e Prevencio

[00191] Em vérias modalidades, a presente inven¢cdo inclui
composicoes compreendendo um ativador de atividade de IL-18, tal como
atividade de sinaliza¢do por meio de pelo menos uma IL-18R, e métodos para
aumentar a atividade de IL-18, tal como sinalizacao por meio de pelo menos
uma IL-18R, em uma célula, tecido, 6rgao, sistema, ou individuo que precisa
da mesma. Em varias modalidades, as composicdes ativadoras de atividade de
IL-18, e métodos de tratamento da inven¢do, aumentam a quantidade de
sinalizacdo de IL-18R, a quantidade de atividade de célula imune, ou ambas.
Em varias modalidades, as doencas e distirbios nos quais um aumento na
sinalizacdo de IL-18R pode melhorar resultados terapéuticos incluem, mas
sem limitacd@o, cancer, doenca infecciosas, degeneracdo macular, e doencas ou
distarbios metabdlicos.

[00192] A seguir, estdo exemplos ndo limitantes de céanceres que
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podem ser tratados ou prevenidos pelos métodos e composi¢des da invengao:
leucemia linfobldstica aguda, leucemia mieloide aguda, carcinoma
adrenocortical, cancer de apéndice, carcinoma de célula basal, cancer do duto
biliar, cincer de bexiga, cincer Osseo, tumores cerebrais e da medula
espinhal, glioma do tronco cerebral, tumor cerebral, cancer de mama, tumores
bronquicos, linfoma de Burkitt, tumor carcinoide, tumor teratoide/rabdoide
atipico do sistema nervoso central, tumores embriondrios do sistema nervoso
central, linfoma do sistema nervoso central, astrocitoma cerebelar,
astrocitoma cerebral/ glioma maligno, astrocitotna cerebral/ glioma maligno,
cancer cervical, tumor da via visual da infancia, cordoma, leucemia linfocitica
cronica, leucemia mielogénica cronica, disturbios mieloproliferativos
cronicos, cancer de coélon, céancer colorretal, craniofaringioma, cancer
cutaneo, linfoma de célula T cutaneo, cancer endometrial, ependimoblastoma,
ependimoma, cancer esofdagico, familia Ewing de tumores, cancer
extracraniano, tumor de célula germinal extragonadal, cancer de duto biliar
extra-hepdtico, cancer extra-hepdtico, cancer ocular, fungoides, cincer de
vesicula biliar, cincer géstrico (estdmago), cancer gastrointestinal, tumor
carcinoide gastrointestinal, tumor estromal gastrointestinal (gist), tumor de
célula germinal, céancer gestacional, tumor trofoblédstico gestacional,
glioblastoma, glioma, leucemia de célula pilosa, cancer de cabeca e pescoco,
cancer hepatocelular (figado), histiocitose, linfoma de Hodgkin, céncer
hipofaringeano, glioma da via hipotaldmica e visual, tumor hipotalamico,
cancer intraocular (olho), melanoma intraocular, tumores de células de
ilhotas, sarcoma de kaposi, cancer renal (célula renal), cincer de célula de
langerhans, histiocitose de célula de langerhans, cancer de laringe, leucemia,
cancer dos labios e cavidade oral, cancer hepatico, cancer de pulmao, linfoma,
macroglobulinemia, histiocitoma fibroso maligno de osso e osteossarcoma,
meduloblastoma, meduloepitelioma, melanoma, carcinoma de célula de

Merkel, mesotelioma, cancer de pescogo escamoso metastdsico com ocultagao
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primadria, cancer de boca, sindroma de neoplasia enddcrina multipla, mieloma
multiplo, micose, sindrome mielodisplésicas, doencas
mielodisplasicas/mieloproliferativas, leucemia mielogenosa, leucemia
mieloide, mieloma, distirbios mieloproliferativos, cancer de cavidade nasal e
sino paranasal, cancer nasofaringeano, neuroblastoma, linfoma nao Hodgkin,
cancer de pulmao de célula ndo pequena, cancer oral, cancer de cavidade oral,
cancer orofaringeano, osteosarcoma e histiocitoma fibroso maligno,
osteosarcoma e histiocitoma fibroso maligno de osso, ovariano, cancer
ovariano, cancer epitelial ovariano, tumor de célula germinal ovariana, tumor
ovariano de baixo potencial maligno, cancer pancreatico, papilomatose,
paraganglioma, cincer de paratireoide, cancer peniano, cancer de faringe,
feocromocitoma, tumores parenquimais pineais de diferenciacdo
intermedidria, pineoblastoma e tumores neuroectodérmicos primitivoa
supratentoriais, tumor pituitdrio, neoplasma de célula plasmética, neoplasma
de célula plasmatica/mieloma multiplo, blastoma pleuropulmonar, cancer do
sistema nervoso central primdrio, linfoma do sistema nervoso central
primario, cancer de prostata, cancer retal, cancer de célula renal (rim), cancer
de pelve renal e ureter, carcinoma do trato respiratério envolvendo o gene nut
no cromossomo 15, retinoblastoma, rabdomiossarcoma, cancer de glandula
salivar, sarcoma, sindrome de Sezary, cincer de pele (melanoma), cancer de
pele(ndo melanoma), carcinoma de pele, cancer de pulmao de célula pequena,
cancer de intestino delgado, cancer de tecidos moles, sarcoma de tecidos
moles, carcinoma de célula escamosa, cancer escamoso de pescoco, cancer de
estdmago (gastrico), tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriais,
tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriais € pineoblastoma,
linfoma de célula T, cancer testicular, cincer de garganta, timoma e
carcinoma timico, cancer de tireoide, cancer de célula transicional, cancer de
célula transicional da pelve renal e ureter, tumor trofobldsico, cincer de

uretra, cancer uterino, sarcoma uterino, cancer vaginal, glioma da via visual e
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hipotalamico, cancer vulvar, macroglobulinemia de Waldenstrom e tumores
de Wilms.

[00193] Assim, exemplos ndo limitantes de cinceres que podem ser
tratados ou prevenidos pelos métodos e composi¢des da descricdo incluem
canceres de tumor sélido, canceres liquidos, cinceres de sangue, teratomas,
sarcomas, € carcinomas.

[00194] Em algumas modalidades, o método da presente invengao é
usado para tratar ou prevenir um tumor ou cancer que € resistente aos
inibidores de ponto de controle imunolégico (ICIs). Inibidores de ponto de
controle imunoldgico exemplares incluem, mas sem limitacdo, anti-PD1 (por
exemplo, nivolumabe), anti-CTLA4 (por exemplo, ipilimumabe), anti-TIM3,
anti-TIGIT, anti-LAG3, anti-B7H3, anti-B7H4, anti-VISTA, anti-ICOS, anti-
GITR, anti-41BB, anti-OX40, e anti-CD40. Exemplos de alvos de inibidores
de ponto de controle imunoldgico incluem, mas sem limitacdo: PD-L1, PDI,
CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3, B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR, 41BB,
0X40, e CD40. Assim, exemplos de inibidores de ponto de controle
imunoldgico incluem agentes que inibem proteinas tais como: PD-L1, PDI1,
CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3, B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR, 41BB,
0X40, ou CD40. Em alguns casos, um polipeptideo variante de IL-18
particular (por exemplo, um variante de DR-IL-18, um variante de D2D-IL-
18) é co-administrado com um inibidor do ponto de controle imunoldgico
(por exemplo, um agente que inibe PD-L1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT,
LAG3, B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR, 41BB, 0OX40, ou CD40, ou
qualquer combina¢do dos mesmos).

Fusoes/conjugacoes

[00195] Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de 1L-18
da presente descri¢cdo € fundido a uma outra proteina, isto €, um polipeptideo
variante de IL-18 ou um fragmento do mesmo pode ser fundido em

alinhamento com um segundo polipeptideo (um parceiro de fusdo). Em
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algumas modalidades, o segundo polipeptideo (o parceiro de fusdo) € capaz
de aumentar o tamanho completo da proteina de fusdo, por exemplo, de
maneira tal que a proteina de fusdo ndo seja eliminada da circulagdo
rapidamente. Em alguns casos, um polipeptideo variante de IL-18 ou um
fragmento do mesmo nao € fundido a um segundo polipeptideo.

[00196] Em algumas modalidades, o segundo polipeptideo (o parceiro
de fusdo para um polipeptideo variante de IL.-18 ou um fragmento do mesmo)
¢ parte ou o total de uma regido Fc de imunoglobulina Fc (isto €, uma
sequéncia Fc de anticorpo). Em outras modalidades, o segundo polipeptideo é
qualquer polipeptideo adequado que € substancialmente similar a Fc, por
exemplo, provendo maior aumento de tamanho, dominios de multimerizacao,
e/ou ligacio ou interacdo adicional com moléculas Ig. Em algumas
modalidades, o segundo polipeptideo € parte ou o total da albumina sérica
humana (HSA). Em algumas modalidades, o segundo polipeptideo € parte ou
o total de um anticorpo, fragmento de anticorpo, anticorpo camelideo ou
“nanocorpo”, ou outro reagente de afinidade que se liga ou interage com
HSA. Estas proteinas de fusd@o podem facilitar a purificacdo, multimerizagao,
e exibem uma maior meia-vida in vivo. As proteinas de fusdo com estruturas
multiméricas ligadas ao dissulfeto também podem ser, em alguns casos, mais
eficientes em se ligar e neutralizar outras moléculas.

[00197] Quando fundida a um polipeptideo heterdlogo, a por¢ao que
corresponde ao polipeptideo variante de IL-18 ou um fragmento do mesmo
pode ser referida como a “porcdo de polipeptideo variante de IL-18” de um
polipeptideo variante de IL-18 particular. Em alguns casos, a “porcdo de
polipeptideo variante de IL.-18” pode apresentar 100 aminoédcidos ou mais em
tamanho (por exemplo, 110 aminodcidos ou mais, 125 aminoacidos ou mais,
150 aminoacidos ou mais, 90 aminoacidos ou mais, 95 aminoacidos ou mais,
100 aminoacidos ou mais, 105 aminoacidos ou mais, 110 aminoacidos ou

mais, 115 aminoacidos ou mais, 120 aminoacidos ou mais, 125 aminoacidos
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ou mais, 130 aminoacidos ou mais, 140 aminoacidos ou mais, ou 150
aminodcidos ou mais), até IL-18 de tamanho completo, e podem ser
adicionalmente fundidos a um polipeptideo heterdlogo.

[00198] Em alguns casos, porcdo de polipeptideo variante de IL-18 de
um polipeptideo variante de IL-18 apresenta um tamanho em uma faixa de
100 aminoécidos a 157 aminoacidos (por exemplo, de 100 aminoécidos a 150
aminoacidos, de 100 aminoacidos a 140 aminoacidos, de 140 aminoacidos a
157 aminoacidos, de 140 aminoacidos a 150 aminoacidos, de 145
aminoacidos a 157 aminodacidos, ou de 150 amino4cidos a 157 aminoacidos).
[00199] Em alguns casos, o segundo polipeptideo é uma sequéncia
marcadora (por exemplo, uma marcacdo de afinidade), tal como um peptideo
que facilita a purificacdo do polipeptideo fundido. Por exemplo, a sequéncia
marcadora de aminoicido pode ser um peptideo hexa-histidina, tal como a
marcagdo provida em um vetor pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue,
Chatsworth, Calif., 91311), entre outros, muitos dos quais sao comercialmente
disponiveis. Da maneira descrita em Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86: 821-824, 1989, por exemplo, hexa-histidina prové purificacdo
conveniente da proteina de fusdo. Uma outra marcagio de peptideo usada para
purificacdo, a marcacdo "HA", corresponde a um epitopo derivado da proteina
hemaglutinina de influenza. Wilson et al., Cell 37: 767, 1984. A adicdo de
fracOes de peptideo para facilitar o manuseio de polipeptideos sdo técnicas
familiares e rotineiras na tecnologia.

[00200] Um polipeptideo variante de IL-18 particular pode ser
modificado, por exemplo, unido/conjugado a uma ampla variedade de outros
oligopeptideos, proteinas, e/ou fragdes ndo proteicas com uma variedade de
propdsitos. Por exemplo, modificado pds-traducionalmente, por exemplo por
prenilacdo, acetilagdo, amidacdo, carboxilacdo, glicosilacdo, PEGylagdo
(anexacgdo covalente de cadeias de polimero de polietileno glicol (PEG)) etc.

Tais modificagdes também podem incluir modifica¢des de glicosilacdo, por
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exemplo, aquelas realizadas modificando os padrdes de glicosilagdo de um
polipeptideo durante sua sintese e processamento, ou em etapas de
processamento adicional; por exemplo, expondo o polipeptideo as enzimas
que afetam a glicosilacdo, tais como enzimas de glicosilacio ou
desglicosilacdo de mamifero. Em algumas modalidades, um polipeptideo
variante de IL-18 particular apresenta um ou mais residuos fosforilados de
amino4cidos, por exemplo, fosfotirosina, fosfoserina ou fosfotreonina.

[00201] Em some outras modalidades, polipeptideos variantes de 1L-18
da descricdo incluem reagentes modificados adicionalmente para melhorar
sua resisténcia a degradagdo proteolitica, ou para otimizar as propriedades de
solubilidade, ou para tornd-los mais adequados como um agente terapéutico.
Por exemplo, variantes da presente descricdo incluem adicionalmente
andlogos contendo residuos sem ser L-aminoécidos de ocorréncia natural, por
exemplo, D-aminoacidos ou aminoécidos sintéticos de ocorréncia nao natural.
D-aminoécidos podem ser substituidos por alguns ou todos os residuos de
aminodcido.

Co-administracdo e Polipeptideos variantes de IL-18 multiespecificos

[00202] Da maneira observada em outra parte nesta descricio, em
alguns casos, um polipeptideo variante de IL-18 particular ¢ administrado
com um agente adicional. Os termos "co-administracdo"”, “co-administrar”, e
"em combinacdo com" incluem a administracdo de dois ou mais agentes
terapéuticos (por exemplo, um variante de IL.-18 particular tal como DR-IL-
18 ou D2D em combinac¢iao com um agente adicional) tanto simultaneamente,
ao mesmo tempo ou sequencialmente em limites de tempo ndo especificos.
Em algumas modalidades, os agentes estdo presentes na célula ou no corpo do
individuo ao mesmo tempo, ou exercem seu efeito biologico ou terapéutico ao
mesmo tempo. Em algumas modalidades, os agentes terapéuticos estdo ana
mesma composi¢do ou forma de dosagem unica. Em outras modalidades, os

agentes terapéuticos estdo em composi¢cdes separadas ou formas de dosagem
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unicas. Em certas modalidades, um primeiro agente pode ser administrado
antes (por exemplo, minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2
horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1
semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas,
ou 12 semanas antes), concomitantemente com, ou subsequente a (por
exemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4
horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2
semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas, ou 12
semanas apos) a administracao de um segundo agente terap€utico.

[00203] Em alguns casos, um variante de IL-18 particular (por
exemplo, um variante de DR-IL-18 ou um variante de D2D) (por exemplo,
formulado como uma composi¢do farmacéutica) € co-administrado com um
farmaco terapéutico para cancer, farmaco terap€utico para tratar uma
infeccdo, ou anticorpo direcionado ao cancer. Tal administracdo pode
envolver administracdo concorrente (isto €, a0 mesmo tempo), prévia ou
subsequente do farmaco/anticorpo com relagdo a administracdo de um agente
ou agentes da descricdo. Os versados na técnica ndo terdo nenhuma
dificuldade para determinar o momento apropriado, sequéncia e dosagens de
administracdo para farmacos e composi¢Oes particulares da presente
descricdo.

[00204] Em algumas modalidades, tratamento € realizado
administrando uma combinac¢do (co-administracdo) de um variante de IL.-18
particular (por exemplo, um variante de DR-IL-18 ou um variante de D2D)
com um outro agente (por exemplo, um estimulante imune, um agente para
tratar infec¢do crOnica, um agente citotdoxico, um agente anti-cancer etc.). Um
exemplo de classe de agente citotoxicos que pode ser usada sdo agente
quimioterapéuticos. Agentes quimioterapéuticos exemplares incluem, mas
sem limitacdo, aldesleucina, altretamina, amifostina, asparaginase,

bleomicina, capecitabina, carboplatina, carmustina, cladribina, cisaprida,
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cisplatina, coclofosfamida, citarabina, dacarbazina (DTIC), dactinomicina,
docetaxel, doxorubicina, dronabinol, duocarmicina, etoposido, filgrastim,
fludarabina, fluorouracil, gencitabina, granisetron, hidroxiureia, idarubicina,
ifosfamida, interferon alfa, irinotecan, lansoprazol, levamisol, leucovorina,
megestrol, mesna, metotrexato, metoclopramida, mitomicina, mitotano,
mitoxantrona, omeprazol, ondansetron, paclitaxel (Taxol™), pilocarpina,
procloroperazina, rituximabe, saproina, tamoxifeno, taxol, cloridrato de
topotecana, trastuzumabe, vinblastina, vincristina e tartarato de vinorelbina.
[00205] Um variante de IL-18 particular (por exemplo, um variante de
DR-IL-18 ou um variante de D2D) ndo precisa apresentar, mas ¢é
opcionalmente formulado com, um ou mais agentes que potencializam a
atividade, ou que de outra forma aumentam o efeito terapéutico. Em algumas
modalidades, o tratamento € realizado administrando uma combinagdo (co-
administracdo) de um variante de IL-18 particular (por exemplo, um variante
de DR-IL-18) e um agente que opsoniza uma célula alvo. Assim, sdo também
aqui previstas composi¢coes (e métodos que usam as composi¢des) que
incluem: (A) um variante de IL-18 particular (por exemplo, um variante de
DR-IL-18); e (b) um agente que opsoniza a célula alvo. Em alguns casos, este
agente que opsoniza a c€lula alvo é Rituximabe. Em alguns casos, este agente
que opsoniza a célula alvo € Cetuximabe.

[00206] Um “agente que opsoniza uma célula alvo” (um “agente de
opsonizacdo”) € qualquer agente que pode se ligar a uma célula alvo (por
exemplo, uma célula de céancer, uma célula que carrega um patégeno
intracelular etc.) e opsonizar a célula alvo (por exemplo, marcar a célula alvo
para fagocitose e/ou para citotoxicidade mediada por célula dependente de
anticorpo (ADCC)). Por exemplo, qualquer anticorpo que pode se ligar a uma
célula alvo (por exemplo, uma célula de cincer tal como uma célula de
tumor), onde o anticorpo apresenta uma regido FC, é considerado como um

agente que opsoniza uma cé€lula alvo. Em alguns casos, o agente que opsoniza
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uma célula alvo é um anticorpo que se liga a uma célula alvo (por exemplo,
um anticorpo antitumor, um anticorpo anticancer, um anticorpo anti-infeccao,
e similares).

[00207] Por exemplo, anticorpos seletivos para marcadores de célula
de tumor, radiagdo, cirurgia, e/ou priva¢do hormonal, vide Kwon et al., Proc.
Natl. Acad. Sci U.S.A., 96: 15074-9, 1999. Os inibidores de angiogénese
também podem ser combinados com os métodos da invencdo. Inimeros
anticorpos estdo atualmente em uso clinico para o tratamento de céncer, e
outros estdo em estdgios variados de desenvolvimento clinico. Por exemplo,
existem inlimeros antigenos e anticorpos monoclonais correspondentes para o
tratamento de malignidades de célula B. Um antigeno alvo é CD20.
Rituximabe € um anticorpo monoclonal quimérico ndo conjugado direcionado
para o antigeno CD20. CD20 apresenta um importante papel funcional na
ativacdo, proliferacdo e diferenciacio de célula B. O antigeno CD52 ¢é
alvejado pelo anticorpo monoclonal alemtuzumabe, que € indicado para o
tratamento de leucemia linfocitica cronica. CD22 € alvejado por intimeros
anticorpos, e demonstraram recentemente eficiéncia combinada com toxina
em leucemia de célula pilosa resistente a quimioterapia. Dois novos
anticorpos monoclonais que alvejam CD20, tositumomabe e ibritumomabe,
foram submetidos a Food and Drug Administration (FDA). Estes anticorpos
sdo conjugados com radioisétopos. Alemtuzumabe (Campath) é usado no
tratamento de leucemia linfocitica cronica; Gemtuzumabe (Mylotarg)
apresenta uso no tratamento de leucemia mielogenosa aguda; Ibritumomabe
(Zevalin) apresenta uso no tratamento de linfoma ndo Hodgkin;
Panitumumabe (Vectibix) encontra uso no tratamento de cancer de célon.
[00208] Anticorpos monoclonais usados nos métodos da descri¢ao que
foram usados em tumores sélidos incluem, sem limitacdo, edrecolomabe e
trastuzumabe (herceptina). Edrecolomabe alveja o antigeno 17-1A encontrado

em cancer de colon e retal, e foi aprovado para uso na Europa para estas
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indicagdes. Trastuzumab Alveja o antigeno HER-2/neu. Cetuximabe (Erbitux)
também € de interesse para uso nos métodos da descri¢do. O anticorpo se liga
ao receptor EGF (EGFR), e foi usado no tratamento de tumores solidos,
incluindo cancer de coélon e carcinoma de célula escamosa da cabeca e
pescoco (SCCHN).

[00209] Um polipeptideo variante de IL-18 particular (por exemplo,
um variante de DR-IL-18, um variante de D2D-IL-18) pode ser combinado
com qualquer um dos agentes mencionados anteriormente (por exemplo,
agentes tais como anticorpos que opsonizam uma célula alvo). Assim, em
alguns casos, um polipeptideo variante de IL-18 particular (por exemplo, um
variante de DR-IL-18, um variante de D2D-IL.-18) € usado em uma terapia de
combinacdo (é co-administrado) com um ou mais agentes de opsonizacao
seletivos para células de cancer, por exemplo, células de tumor. Em alguns
casos, um polipeptideo variante de IL-18 particular (por exemplo, um variante
de DR-IL-18, um variante de D2D-IL-18) é usado em uma terapia de
combinacgdo (é co-administrado) com um ou mais de: cetuximabe (se liga a
EGFR), panitumumabe (se liga a EGFR), rituximabe (se liga a CD20),
trastuzumabe (se liga a HER2), pertuzumabe (se liga a HER?2), alemtuzumabe
(se liga a CDS52), brentuximabe (se liga a CD30), tositumomabe,
ibritumomabe, gentuzumabe, ibritumomabe e edrecolomabe (se liga a 17-1A),
ou uma combina¢io dos mesmos.

[00210] Em alguns casos, um polipeptideo variante de IL-18 particular
(por exemplo, um variante de DR-IL-18, um variante de D2D-IL-18) € co-
administrado com um agente de opsonizacdo de células de cancer (por
exemplo, um que compreende um regido de ligacdo de antigeno que alveja
CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30, CD33, CD37, CD38, CD44,
CD45, CD47, CD51, CD52, CD56, CD62L, CD70, CD74, CD79, CDS0,
CD96, CD97, CD99, CD123, CD134, CD138, CD152 (CTLA-4), CD200,
CD213A2, CD221, CD248, CD276 (B7-H3), B7-H4, CD279 (PD-1), CD274

Peticao 870200029411, de 04/03/2020, pag. 117/275



100/ 208

(PD-L1), CD319, EGFR, EPCAM, 17-1A, HER1, HER2, HER3, CD117, C-
Met, HGFR, PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2, HAVCR2 (TIM3),
gangliosideo GD2, MUCI1, mucina CanAg, mesotelina, endoglina, antigeno
de Lewis-Y, CEA, CEACAMI1, CEACAMS, CA-125, PSMA, BAFF,
FGFR2, MARCACAO—72, gelatinase B, glipicana 3, nectina-4, BCMA,
CSFIR, SLAMF7, integrina a,B3, TYRP1, GP NMB, CLDNI18.2, FOLRI,
CCR4, CXCR4, MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7, vimentina,
dominio extra de fibronectina B, TROP-2, LRRCI15, FAP, SLITRKS6,
NOTCH2, NOTCH3, Tenascina-3, STEAPI, ou NRPI, ou qualquer
combinagdo dos mesmos).

[00211] Em alguns casos, um polipeptideo variante de IL-18 particular
(por exemplo, um variante de DR-IL-18, um variante de D2D-IL-18) € co-
administrado com e agente que alveja um ou mais antigenos selecionados a
partir de: CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30, CD33, CD38, CD44,
CD47, SIRPA, CD52, CD56, CD70, CD96, CD97, CD99, CD123, CD279
(PD-1), CD274 (PD-L1), EGFR, 17-1A, HER2, CD117, C-Met, PTHR2, e
HAVCR2 (TIM3).

[00212] Em alguns casos, um polipeptideo variante de IL-18 particular
(por exemplo, um variante de DR-IL-18, um variante de D2D-IL-18) € usado
em uma terapia de combinacdo (¢ co-administrado) com qualquer agente
imunomodulatério conveniente (por exemplo, um anticorpo anti-CTLA4, um
anticorpo anti-PD-1, um anticorpo anti-PD-L1, um anticorpo TIGIT, um
anticorpo TIM3, um anticorpo LAG3, um anticorpo VISTA, um anticorpo
B7H3, um anticorpo B7H4, um agonista de CD40, um modulador de 4-1BB
(por exemplo, um agonista de 41BB), um modulador de OX-40 (por exemplo,
um agonista de OX-40), um modulador de GITR (por exemplo, um agonista
de GITR), um agente de ligacdo de CD47, tal como um anticorpo anti-CD47
ou um agente de ligacdo de CD47 de alta afinidade, um agente de ligacdo de

SIRPA tal como um anticorpo anti-SIRPA ou agente de ligacio SIRPA de
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alta afinidade, e similares), um antagonista de TGFbeta tal como um
anticorpo anti-TGFbeta, uma citocina ou um variante de citocina incluindo
IL-1, IL-2, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, IL-33, Interferon alfa,
Interferon beta, Interferon gama, TNF, TRAIL, linfotoxina, LIGHT/TNSF14,
ou um agonista de um receptor do tipo Toll incluindo TLR2, TLR4, TLRS,
TLR7, TLRY9, um agonista de um inflamassoma, um agonista da via
STING/cGAS, ou um agonista da via RIG-I, um antagonista dos receptores
adenosina A2aR/A2bR, um antagonista do receptor hidrocarboneto arila, um
antagonista de IDO e/ou TDO, ou um virus oncolitico.

[00213] Em alguns casos, um polipeptideo variante de IL-18 particular
(por exemplo, um variante de DR-IL-18, um variante de D2D-IL-18) € usado
em uma terapia de combinagcdo (¢ co-administrado) com um inibidor de
BTLA e/ou CD160. Em alguns casos, um polipeptideo variante de IL-18
particular (por exemplo, um variante de DR-IL-18, um variante de D2D-IL-
18) € usado em uma terapia de combinacdo (¢ co-administrado) com um
agente anti-CD47/SIRPA (por exemplo, anti-CD47, anti-SIRPA, um agente
de ligacio CD47 de alta afinidade, um agente de ligacio SIRPA de alta
afindiade, e similares). Em alguns casos, um polipeptideo variante de IL-18
particular (por exemplo, um variante de DR-IL-18, um variante de D2D-IL-
18) € usado em uma terapia de combinacdo (¢ co-administrado) com um
inibidor de TIM3 e/ou CEACAMI.

[00214] Da maneira observada anteriormente, em alguns casos um
polipeptideo variante de IL-18 particular € fundido a uma outra proteina (isto
¢, um “parceiro de fusdo”, um “segundo polipeptideo”). Em algumas
modalidades, o segundo polipeptideo (o parceiro de fusdo para um
polipeptideo variante de IL-18 particular) se liga especificamente a uma
molécula alvo, sem ser a molécula alvo ligada pela por¢do de polipeptideo
variante de IL-18 da proteina de fusdo (por exemplo, sem ser IL-18R para

variantes que se ligam a IL-18R; ou sem ser IL-18BP para variantes que se
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ligam a IL-18BP).

[00215] Assim, em algumas modalidades, um polipeptideo variante de
IL-18 particular € multiespecifico (por exemplo, biespecifico). Os termos
“multiespecifico” ou “biespecifico” sdo comumente usados, se referindo ao
mesmo tempo aos agentes (por exemplo, ligantes ou anticorpos) que
reconhecem dois ou mais diferentes antigenos, em virtude de possuirem pelo
menos uma regido (por exemplo, um ligante ou um Fab de um primeiro
anticorpo), que € especifica para um primeiro alvo, e pelo menos uma
segunda regido (por exemplo, um ligante ou um Fab de um segundo
anticorpo), que € especifica para um segundo alvo. Um agente biespecifico se
liga especificamente a dois alvos, e € assim um tipo de agente multiespecifico.
[00216] Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de 1L-18
particular € multiespecifico (por exemplo, biespecifico), de maneira tal que
uma primeira regido do polipeptideo inclua um polipeptideo variante de
Sequéncia particular de IL-18 (isto é, a primeira regido inclui um polipeptideo
variante de IL-18), e uma segunda regido que se liga especificamente a uma
outra molécula alvo (por exemplo, um antigeno). Por exemplo, em alguns
casos, um polipeptideo variante de IL-18 ¢é fundido a um segundo
polipeptideo que se liga especificamente a uma molécula alvo, sem ser a
molécula alvo ligada pelo polipeptideo variante de IL-18.

[00217] Qualquer um dos agentes discutidos anteriormente, no
contexto de co-administracdo, pode ser conjugado a um polipeptideo variante
de IL-18 particular. O termo “co-administracdo”, da maneira aqui usada,
significa que inclui tais compostos conjugados. Por exemplo, quando o agente
1 € co-administrado com o agente 2, o termo significa que inclui modalidades
onde o agente 1 e o agente 2 ndo s@o conjugados um com o outro, € também
significa que inclui modalidades onde o agente 1 e o agente 2 sdo conjugados
um no outro (por exemplo, onde o agente 1 e o agente 2 sdo ambos proteinas

e o agente 1 € fundido ao agente 2).
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[00218] Em alguns casos, a segunda regido de um polipeptideo
variante de IL-18 multiespecifico € um inibidor de ponto de controle. Em
alguns casos, a segunda regido de um polipeptideo variante de IL-18
multiespecifico inibe uma ou mais proteinas selecionadas a partir de: PD-L1,
PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3, B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR,
41BB, 0X40, e CD40.

[00219] Em alguns casos, a segunda regido de um polipeptideo
variante de IL-18 multiespecifico € um agente de opsonizacdo de células de
cancer. Em alguns casos, a segunda regido de um polipeptideo variante de IL-
18 multiespecifico alveja uma ou mais proteinas selecionadas a partir de:
CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30, CD33, CD38, CD44, CDA47,
SIRPA, CD52, CD56, CD70, CD96, CD97, CD99, CD123, CD279 (PD-1),
CD274 (PD-L1), EGFR, 17-1A, HER2, CD117, C-Met, PTHR2, e HAVCR2
(TIM3). Em alguns casos, a segunda regidao de um polipeptideo variante de
IL-18 multiespecifico € um agente de opsonizacdo que alveja uma ou mais
proteinas selecionadas a partir de: CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30,
CD33, CD38, CD44, CD47, SIRPA, CD52, CD56, CD70, CD96, CD97,
CD99, CD123, CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), EGFR, 17-1A, HER2,
CD117, C-Met, PTHR2, e HAVCR2 (TIM3).

[00220] Por exemplo, em alguns casos, a segunda regido de um
polipeptideo variante de IL-18 multiespecifico inclui um ectodominio, por
exemplo, um ectodominio de PD-1, PD-L1, CD47 (por exemplo, um
variante/polipeptideo CD47 de alta afinidade), ou SIRPA. (por exemplo, um
variante / polipeptideo SIRPA de alta afinidade). Em alguns casos, a segunda
regido de um polipeptideo variante de IL-18 multiespecifico se liga
especificamente a um antigeno selecionado de: CTLA-4, Lag-3, BTLA, Tim-
3, CD244, CD40, CD40L, CD47, SIRPA, PD-1, e PD-L1.

[00221] Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de 1L-18

particular inclui um ligador (por exemplo, um polipeptideo ligador). Por
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exemplo, em algumas modalidades, um polipeptideo variante de IL-18
particular e um parceiro de fusdo sdo separados por um ligador (por exemplo,
um polipeptideo ligador). Um polipeptideo ligador pode apresentar qualquer
de uma variedade de sequéncias de aminodcido. As proteinas podem ser
unidas por um polipeptideo ligador que podem ser de uma natureza flexivel
(por exemplo, um polipeptideo ligador flexivel), embora outras ligacdes
quimicas nao sejam excluidas. Os ligadores adequados incluem polipeptideos
entre cerca de 6 aminoacidos e cerca de 40 aminoacidos em tamanho, ou entre
cerca de 6 aminodcidos e cerca de 25 aminodcidos em tamanho. Estes
ligadores podem ser produzidos usando oligonucleotideos sintéticos que
codificam o ligador para acoplar as proteinas. Os ligadores de peptideo com
um grau de flexibilidade podem ser usados. Os peptideos de ligacdo podem
apresentar virtualmente qualquer sequéncia de aminodcido, tendo em vista
que em alguns casos os ligadores apresentardo uma sequéncia que resulta em
um peptideo geralmente flexivel. O uso de aminoacidos pequenos, tais como
glicina e alanina, sdo usados na criacdo de um peptideo flexivel. A criagcdo de
tais sequéncias € rotineira para os versados na técnica. Uma variedade de
diferentes ligadores sdo comercialmente disponiveis e sdo considerados
adequados para uso.

[00222] Em algumas modalidades o polipeptideo variante de IL.-18 é
co-administrado com uma célula imune geneticamente modificada, tal como
uma cé€lula CAR-T ou CAR-NK ou célula T ou NK transduzida com um
receptor de célula T geneticamente modificado. Em outras modalidades, o
polipeptideo variante de IL-18 é co-adminstrado com um virus oncolitico.
[00223] Em algumas modalidades, um 4cido nucleico que codifica um
polipeptideo variante de IL-18 € incluido em uma célula imune geneticamente
modificada (“alterada”), tal como uma célula CAR-T ou CAR-NK ou célula T
ou NK transduzida com um receptor de célula T geneticamente modificado.

Neste exemplo, a célula geneticamente modificada (por exemplo, célula T
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alterada, célula NK alterada) poderia secretar o polipeptideo variante de IL-
18. A capacidade de secretar o peptideo variante de IL-18 pode ser regulada
de uma maneira contextual (por exemplo, ativado dentro do microambiente
tumoral), por exemplo, por um receptor sintético NOTCH.

[00224] Em algumas modalidades, um 4cido nucleico que codifica um
polipeptideo variante de IL-18 € incluido em um virus oncolitico. Neste
exemplo, as células infectadas pelo virus oncolitico podem secretar o
polipeptideo variante de IL-18.

[00225] Em algumas modalidades, o método da presente invengdo é
usado para tratar ou prevenir um tumor ou tumores cancerosos que hao
apresentam a expressao de MHC de classe I de superficie; tal como um tumor
que ndo apresenta B2m, o locus MHC, ou apresenta mutacdes em outros
elementos do complexo de apresentacdo de antigeno e/ou carga de antigeno,
tal como tapasina.

[00226] Doencas e distirbios metabdlicos incluem varias doengas e
distarbios metabodlicos e relacionados ao sistema enddcrino. Os exemplos a
seguir ndo limitantes de doencas e distirbios metabdlicos e relacionados ao
sistema enddcrino que podem ser tratados ou prevenidos pelos métodos e
composicoes da invengdo: obesidade, diabetes, pré-diabetes, diabetes tipo II,
diabetes juvenil de inicio tardio (MODY), hiperglicemia, sindrome
metabdlica, dislipidemia, hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia.

[00227] Exemplos ndo limitantes de outras doencas e disturbios que
podem ser tratados ou prevenidos usando as composicdes e métodos da
invencao incluem infecgdes virais, infeccdes bacterianas, infec¢des parasiticas
e baixa atividade imune. Em algumas modalidades, a infeccio viral é pelo
menos uma de um pox virus, um virus smallpox, molusco contagioso,
infeccdo por HPV, e verrugas causadas por um virus. Em algumas
modalidades, a infeccdo é uma infec¢do sist€émica. Em algumas modalidades,

a infec¢do viral é uma infec¢do pelo virus vaccinia. Em algumas modalidades,
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a infec¢do viral é uma infec¢do sistémica por virus vaccinia. Em algumas
modalidades, a infec¢@o bacteriana é sepse. Em algumas modalidades, a baixa
atividade imune € neutropenia, por exemplo, como pode ocorrer com
quimioterapia.

[00228] Exemplos ndo limitantes de outras doencas e disturbios que
podem ser tratados ou prevenidos usando as composicdes e métodos da
inven¢do incluem degeneracdo macular. Por exemplo, em alguns casos a
doenca ou distirbio € degeneracdo macular imida, e em alguns casos a
doencga ou distirbio é degeneracdo macular umida relacionada a idade. Em
alguns casos como este, o variante de IL-18 pode ser usado como um anti-
angiogénico. Por exemplo, um polipeptideo variante de IL.-18 particular, em
alguns casos, pode atenuar a neovascularizagdo coroidal.

[00229] Assim, a presente inven¢do se refere a prevencao e tratamento
de uma doenca ou distirbio por administracio de uma quantidade
terapeuticamente eficiente de um polipeptideo variante de IL-18, um
polipeptideo variante de IL.-18 recombinante, um fragmento de polipeptideo
variante de IL-18 ativo (por exemplo, peptideo variante de IL-18 etc.), uma
expressao ou atividade ativadora de variante de IL-18, ou um 4cido nucleico
(por exemplo, DNA, DNAc, RNAm etc.) que codifica pelo menos um
polipeptideo variante de 1L-18, a uma célula, tecido, 6rgdo ou individuo em
necessidade do mesmo, para o tratamento ou prevenc¢ido de uma doenca ou
distarbio, ou seus sinais, sintomas ou patologias associados.

[00230] Em algumas modalidades, uma composi¢do da invengdo ¢
administrada a uma célula, tecido, 6rgdo, sistema, ou individuo para tratar ou
prevenir uma doenga ou distirbio. Em algumas modalidades, um polipeptideo
variante de IL-18 de humano é administrado a uma célula, tecido, 6rgdo,
sistema ou individuo. Em algumas modalidades, um dacido nucleico (por
exemplo, DNA, DNAc, RNAm etc.) que codifica pelo menos um polipeptideo

variante de IL-18 de humano é administrado a uma célula, tecido, 6rgdo,
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sistema ou individuo.

[00231] Em vérias modalidades, o polipeptideo variante de IL.-18 de
humano, ou fragmento do mesmo, compreende pelo menos uma mutagdo (por
exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo
menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X,
K8X, M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X, M60X, E77X, Q103X,
S105X, D110X, N111X, M113X, VI53X, e N155X, em que X indica
qualquer aminodcido. Em vérias modalidades, o polipeptideo variante de IL-
18 de humano, ou fragmento do mesmo, compreende pelo menos 4 mutacdes
selecionadas a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X, K8X, M51X,
K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X, M60X, E77X, Q103X, S105X, D110X,
N111X, M113X, V153X, e N155X, em que X indica qualquer amino4cido.
Em vérias modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 de humano, ou
fragmento do mesmo, compreende pelo menos 6 mutagcdes selecionadas a
partir do grupo que consiste em Y1X, L5X, K8X, M51X, K53X, S55X,
Q56X, P5S7X, G59X, M60X, E77X, QI103X, S105X, D110X, NI111X,
M113X, V153X, e N155X. Em varias modalidades, o polipeptideo variante
de IL-18 de humano, ou fragmento do mesmo, compreende pelo menos uma
mutacdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo
menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em Y1X, L5X, K8X, S55X, Q56X, P57X, G59X, E77X, Q103X,
S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X.

[00232] Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de 1L-18
de humano, ou fragmento do mesmo, compreende pelo menos uma mutagao
(por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou
pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y 1H,
YIR, L5H, L5I, L5Y, K8Q, K8R, M51T, M51K, M51D, MSIN, MSIE,
MS5I1R, K53R, K53G, K538, K53T, S55K, S55R, Q56E, Q56A, Q56R, Q56V,
Q56G, Q56K, Q56L, PS7L, P57G, P57A, P57K, G59T, G59A, M6OK,
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M60Q, M60R, M60L, E77D, Q103E, Q103K, Q103P, QI03A, QIO3R,
S105R, S105D, S105K, S105N, S105A, D110H, D110K, D110N, D110Q,
DI110E, D110S, D110G, N111H, N111Y, N111D, N111R, N111S, N111G,
M113V, M113R, M113T, MI113K, VI153I, VI53T, V153A, NI55K, e
N155H. Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de IL-18 de
humano compreende pelo menos um polipeptideo variante de IL-18, ou
fragmento do mesmo, selecionado a partir do grupo que consiste em hCS1
(SEQ ID NO: 34), hCS2 (SEQ ID NO: 35), hCS3 (SEQ ID NO: 36), hCS4
(SEQ ID NO: 37), hC4 (SEQ ID NO: 38), hA8 (SEQ ID NO: 39), hD6 (SEQ
ID NO: 40), hH12 (SEQ ID NO: 41), hB11 (SEQ ID NO: 42), hC3 (SEQ ID
NO: 43), hC2 (SEQ ID NO: 44), hG10 (SEQ ID NO: 45), hG1 (SEQ ID NO:
46), hF1 (SEQ ID NO: 47), hD2 (SEQ ID NO: 48), hA1 (SEQ ID NO: 49),
hB3 (SEQ ID NO: 50), hB4 (SEQ ID NO: 51), hH3 (SEQ ID NO: 52), hH5
(SEQ ID NO: 53), hH4 (SEQ ID NO: 54), hE1 (SEQ ID NO: 55), hG2 (SEQ
ID NO: 56), hB9 (SEQ ID NO: 57), hE12 (SEQ ID NO: 58), hC5 (SEQ ID
NO: 59), 5-18 (SEQ ID NO: 73), 5-29 (SEQ ID NO: 74), 5-8 (SEQ ID NO:
75), 5-6 (SEQ ID NO: 76), 5-27 (SEQ ID NO: 77), 5-20 (SEQ ID NO: 78), 5-
2 (SEQ ID NO: 79), 5-9 (SEQ ID NO: 80), 5-42 (SEQ ID NO: 81), 5-13
(SEQ ID NO: 82), 5-12 (SEQ ID NO: 83), 5-1 (SEQ ID NO: 84), 5-33 (SEQ
ID NO: 85), 5-21 (SEQ ID NO: 86), 6-31 (SEQ ID NO: 87), 6-20 (SEQ ID
NO: 88), 6-12 (SEQ ID NO: 89), 6-27 (SEQ ID NO: 90), 6-29 (SEQ ID NO:
91), 5-26 (SEQ ID NO: 191), 5-17 (SEQ ID NO: 192), 5-41 (SEQ ID NO:
193), ou um fragmento dos mesmos.

[00233] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em M51X, M60X, S105X, D110X, e N111X com relagdao
a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou

fragmento do mesmo, inclui pelo menos 3 mutagdes selecionadas a partir do
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grupo que consiste em M51X, M60X, S105X, D110X, e N111X com relagao
a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com
relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X; ¢ T, K, D, E, R, ou N; X,¢é K, Q, L, ou R;
X3¢ R, D, K, A,ouN; X4é¢ H, K, N, Q, E, N, S,0uG;e Xsé H,D, Y, R, S,
ou G. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do
mesmo, inclui pelo menos 3 mutagcdes selecionadas a partir do grupo que
consiste em M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relagdo a SEQ
ID NO: 30, 0onde X;é T, K, D, E,R,ou N; X,é K, Q,L, ouR; X3é R, D, K,
A,ouN; X4é¢ H K, N, Q,E,N,S,0ouG;eXsé¢H, D, Y,R, S, ouG. Em
alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo,
inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3,
ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em
M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relacdao a SEQ ID NO: 30,
onde X; € TouK; Xoé Koul; X36D,N,ouA; X4 K, N, S,0uG;eXséH,
Y, G, ou R.

[00234] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui as mutagdes MS51X, M60X, S105X, D110X, e
N111X com relagdo a SEQ ID NO: 30. Por exemplo, em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutacdes
M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relacdao a SEQ ID NO: 30,
onde X;éT,K,D,E,R,ouN; X,éK,Q,L,ouR; X356 R,D, K, A, ouN; X,é
H K, N,Q,E N, S,ouG;e Xsé H, D, Y, R, S, ouG. Em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutacdes
M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relacdao a SEQ ID NO: 30,
onde X;€TouK; Xoé Koul; X36D,N,ouA; X4¢ K, N, S,0uG;eXséH,

Y, G, ou R. Em outras palavras, em alguns casos, um variante de DR-IL-18
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particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutagdes {MS51T ou M51K};
{M60K ou M60L}; {S105D, S105N, S105A}; {D110K, D110N, D110S, ou
D110G}; e {N111H, N111Y, N111R, ou N111G} com relagdao a SEQ ID NO:
30.

[00235] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em M51X, K53X, Q56X, S105X, e N111X com relacdo a
SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos 3 mutagdes selecionadas a partir do
grupo que consiste em M51X, K53X, Q56X, S105X, e N111X com relacdo a
SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em MS51X;, K53X,, Q56X3, S105X4, e N111X5 com
relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X; € E, R, ou K; X,€ G, S,ouT; X3¢ E, A, R,
V.G, K,ouL; X4é N, S, K,ouG; e XséR, S, G, ou D. Em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui pelo menos 3
mutacdes selecionadas a partir do grupo que consiste em M51X;, K53X,,
Q56X3, S105X4, e N111X5 com relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X, é E, R, ou
K; X,6€G,S,0uT; Xs3€E,A,R, V,G,K,ouL; X4¢é N, S, K, ouG;e X5éR,
S, G, ou D. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em MS51X;, K53X,, Q56Xs, S105X4, e N111X5 com
relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X;é K; X2 Gou S; X3€ G,R,ouL; X4¢€ S,
N,ouG; e X5 GouR.

[00236] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui as mutagdes MS51X, K53X, Q56X, S105X, e
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N111X com relagdo a SEQ ID NO: 30. Por exemplo, em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutacdes
M51X;, K53X,, Q56X3, S105X4, e N111Xs com relacao a SEQ ID NO: 30,
onde X;€E, R,ouK; X,6G,S,0uT; X56E, AR, V,G,K,ouL; X4éN, S,
K, ouG;e X5¢é R, S, G, ou D. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutagdes M51X;, K53X,,
Q56X3, S105X4, e N111X5 com relagdao a SEQ ID NO: 30, onde X; € K; X, ¢é
GouS; X36G,R,oul; X4€ S, N, ouG; e X5¢ GouR. Em outras palavras,
em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do
mesmo, inclui as mutagdes {MS51K}; {K53G ou K53S}; {Q56G, Q56R, ou
Q56L}; {D110S, DI110ON, ou D110G}; e {N111R, ou N111G} com relacdo a
SEQ ID NO: 30.

[00237] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido com 85%
ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou
mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais,
98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia
de aminodacido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID
NO: 30. Assim como em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular,
ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminoacido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutacdes) com relacdo a IL-18 tipo selvagem (por exemplo, IL-18 de
humano).

[00238] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
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fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X, K8X,
M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X, M60X, E77X, Q103X, S105X,
D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X com relacdo a SEQ ID NO: 30.
Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do
mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (i) apresenta 85% ou
mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais,
93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98%
ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de
aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID
NO: 30; e (i1) inclui pelo menos 4 mutagdes selecionadas a partir do grupo
que consiste em Y1X, L5X, K8X, M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X,
M60X, E77X, Q103X, S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X
com relacdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos 6 mutagdes selecionadas a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X,
K8X, M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X, M60X, E77X, Q103X,
S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X com relagdo a SEQ ID
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NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento
do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (i) apresenta 85%
ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou
mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais,
98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia
de aminodacido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID
NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutac¢io (por exemplo, pelo menos 2,
pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes)
selecionada a partir do grupo que consiste em Y 1X, L5X, K8X, S55X, Q56X,
P57X, G59X, E77X, Q103X, S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e
N155X com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[00239] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir
do grupo que consiste em M51X, M60X, S105X, D110X, e N111X com
relacio a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos 3 mutagdes (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos

4 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em M51X, M60X,
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S105X, D110X, e N111X com relagdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos,
um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende
uma sequéncia de aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de
sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou
mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou
mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminodcido de IL-18
tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo
menos 4 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em M51X,
M60X,, S105X3, D110X4, e N111Xs com relagdo a SEQ ID NO: 30, onde X;
¢T,K,D,E,R,ouN; X,¢ K, Q,L,ouR; X3¢ R, D, K, A, ouN; X4é H, K,
N,Q,E,N,S,ouG;eXs¢ H,D, Y,R, S, ou G. Em alguns casos, um variante
de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia
de aminodacido que (1) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos 3 mutagdes selecionadas a partir do grupo que consiste em M51X,,
M60X,, S105X3, D110X4, e N111Xs com relagdo a SEQ ID NO: 30, onde X;
¢T,K,D,E,R,ouN; X,¢ K, Q,L,ouR; X3¢ R, D, K, A, ouN; X4é H, K,
N,Q,E,N,S,ouG;eXs5¢ H,D, Y, R, S, ou G. Em alguns casos, um variante
de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia
de aminodacido que (1) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo

menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo
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menos 4 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em M51X,
M60X,, S105X3, D110X4, e N111Xs com relagdo a SEQ ID NO: 30, onde X;
ETouK; X, KouLl; X56D,N,ouA; X4€K,N,S,0uG;eXséH, Y, G, ou
R.

[00240] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as mutagdes M51X, M60X, S105X,
D110X, e N111X com relacdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma
sequéncia de aminoicido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de
sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou
mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou
mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18
tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutacdoes M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relagdo a SEQ
ID NO: 30, onde X; € T, K, D,E,R,ouN; X,é K, Q,L, ouR; X3¢ R, D, K,
A,ouN; X4é¢ H K, N, Q,E,N,S,0ouG;eXsé¢H,D, Y,R, S, ou G. Em
alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo,
compreende uma sequéncia de aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de
identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou
mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais,
ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminodcido
de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1)
inclui as mutagdes M51X;, M60X,, S105X3, D110X4, e N111X5 com relagdo
a SEQ ID NO: 30,0onde X;é€ TouK; X, KoulL; X356 D, N,ou A; X4é K, N,
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S,ouG;eXséH, Y, G, ouR.

[00241] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir
do grupo que consiste em MS51X, K53X, Q56X, S105X, e N111X com
relacdio a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos 3 mutacdes selecionadas a partir do grupo que consiste em M51X,
K53X, Q56X, S105X, e N111X com relacao a SEQ ID NO: 30. Em alguns
casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo,
compreende uma sequéncia de aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de
identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou
mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais,
ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminodcido
de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1)
inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3,
ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em
MS51X;, K53X,, Q56X3, S105X4, e N111Xs com relacdao a SEQ ID NO: 30,
onde X;€E, R,ouK; X,6G,S,0uT; X56E, AR, V,G,K,ouL; X4éN, S,
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K, ouG;e X5¢é R, S, G, ou D. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos 3 mutagdes selecionadas a partir do grupo que consiste em M51X;,
K53X5, Q56X3, S105X4, e N111X5 com relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X é
E,R,ouK; X,€G,S,0uT; X3€E,A,R, V,G,K,ouL; X4é N, S, K, ouG;e
Xs5€é R, S, G, ou D. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutagdes) selecionada a partir
do grupo que consiste em M51X;, K53X,, Q56X3, S105X4, e N111X5 com
relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X;é K; X2 Gou S; X3€ G, R, ouL; X4¢€ S,
N,ouG; e X5 GouR.

[00242] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as mutagdes M51X, K53X, Q56X, S105X,
e N111X com relagdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de
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DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutagdes M51X;, K53X,, Q56X3, S105X4, e N111Xs com relagdo a SEQ ID
NO: 30,onde X;€é€E, R,ouK; X2€G,S,ouT; X5€E, A,R, V,G, K,oulL;
X4€N, S, K,ouG;eXs5éR, S, G, ouD. Em alguns casos, um variante de
DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutagdes MS51X;, K53X,, Q56X3, S105X4, e N111Xs com relagdo a SEQ ID
NO: 30,0onde X1 € K; X0 Gou S; X36G,R,oul; X4éS,N,ouG; e Xsé€G
ou R.

[00243] Em varias modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que
se liga e inibe IL-18BP compreende um polipeptideo variante de IL-18 de
humano, ou fragmento do mesmo, compreendendo pelo menos uma mutagao
(por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou
pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y1X,
L5X, D17X, E31X, T34X, D35X, S36X, D37X, D40X, N41X, M51X, Q56X,
M60X, QI103X, H109X, M113X, e R131X, em que X indica qualquer
aminodcido. Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que
se liga e inibe IL-18BP compreende um polipeptideo variante de IL-18 de
humano, ou fragmento do mesmo, compreendendo pelo menos uma mutagao

(por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou
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pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y 1D,
Y1F, YIH, Y1L, L5SF, L5H, D17A, D17G, D17R, DI17H, E31A, E3IT,
E31G, E31K, E31R, T34A, T34K T34E, D35S, D35A, D35Y, S36N, S36K,
S36R, D37P, D37A, D37R, D37H, D37L, D37V, D40Y D40S, D40A, N41K,
N41S, N41R, M51F, MS5I1L, M511, Q56H, M60L, M60OF, M60I, Q103L,
QI103I, HI09A, H109P, H109D, M113L, M113I, M113F, e R131S. Em
algumas modalidades, o polipeptideo variante de IL.-18 que se liga e inibe IL-
18BP compreende um polipeptideo variante de IL-18 de humano, ou
fragmento do mesmo, selecionado a partir do grupo que consiste em hD2D-
SF12 (SEQ ID NO: 92), hD2D-5F11 (SEQ ID NO: 93), hD2D-5F10 (SEQ ID
NO: 94), hD2D-5F08 (SEQ ID NO: 95), hD2D-5F06 (SEQ ID NO: 96),
hD2D-5F04 (SEQ ID NO: 97), hD2D-5F02 (SEQ ID NO: 98), hD2D-5F01
(SEQ ID NO: 99), hD2D-5E10 (SEQ ID NO: 100), hD2D-5E08 (SEQ ID
NO: 101), hD2D-5E03 (SEQ ID NO: 102), hD2D-5E02 (SEQ ID NO: 103),
hD2D-5D10 (SEQ ID NO: 104), hD2D-5D08 (SEQ ID NO: 105), hD2D-
5D06 (SEQ ID NO: 106), hD2D-5D05 (SEQ ID NO: 107), hD2D-5D03 (SEQ
ID NO: 108), hD2D-5D02 (SEQ ID NO: 109), hD2D-5C10 (SEQ ID NO:
110), hD2D-5C09 (SEQ ID NO: 111), hD2D-5C08 (SEQ ID NO: 112),
hD2D-5C05 (SEQ ID NO: 113), hD2D-5C04 (SEQ ID NO: 114), hD2D-
5C03 (SEQ ID NO: 115), hD2D-5B11 (SEQ ID NO: 116), hD2D-5B10 (SEQ
ID NO: 117), hD2D-5B06 (SEQ ID NO: 118), hD2D-5B05 (SEQ ID NO:
119), hD2D-5B02 (SEQ ID NO: 120), hD2D-5A09 (SEQ ID NO: 121),
hD2D-5A02 (SEQ ID NO: 122), hD2D-CS1 (SEQ ID NO: 123), hD2D-CS2
(SEQ ID NO: 124), hD2D-CS3 (SEQ ID NO: 125), ou um fragmento dos
mesmos.

[00244] Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do

grupo que consiste em D17X, E30X, e Q103X com relacdo a SEQ ID NO: 30.
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Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou fragmento do
mesmo, inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo
menos 3, ou pelo menos 4 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em D17X;, E30X,, e Q103X3 com relacdo a SEQ ID NO: 30, onde
Xi€G H,R,ouA; X, A, T, G, K, ouR; e X3€é IouL. Em alguns casos, um
variante de D2D-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui pelo menos
uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4
mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em D17G, E30A, e
(Q103L ou Q103I).

[00245] Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui as mutacdes D17X, E30X, e Q103X com relagcdo
a SEQ ID NO: 30. Por exemplo, em alguns casos, um variante de D2D-IL.-18
particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutagdes D17X;, E30Xs, e
Q103X3 com relagdo a SEQ ID NO: 30, onde X; € G, H, R, ou A; X,¢é A, T,
G, K, ou R; e X3¢ I ou L. Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutagcdes D17G, E30A, e
(Q103L ou Q103I).

[00246] Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em D17X, E30X, D35X, M51X, e Q103X com relagdo a
SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma mutagcdo (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4 mutacdes) selecionada a partir do
grupo que consiste em D17X;, E30X,, D35X;, M51X4, e Q103X3 com
relacdo a SEQ ID NO: 30, onde X; € G, H, R, ou A; X, UM, T, G, K, ou R;
X3éS,A,0uY; X4€F, [,ouL; e XséIouL. Em alguns casos, um variante
de D2D-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui pelo menos uma

mutacdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, ou pelo menos 4
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mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em D17G, E30A, D35S,
MSIF, e (Q103L ou Q103I) com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[00247] Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, inclui as mutacdes D17X, E30X, D35X, M51X, e
Q103X com relacdo a SEQ ID NO: 30. Por exemplo, em alguns casos, um
variante de D2D-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, inclui as
mutacdes D17X,, E30X,, D35X3, M51X,4, e Q103X3 com relagdo a SEQ ID
NO: 30,0onde X1 € G, H,R,ou A; X € A, T,G,K,ouR; X3¢ S, A,ouY; X4¢é
F, I, ouL; e Xs¢ 1 ou L. Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, inclui as mutacdes D17G, E30A, D35S,
MSIF, e (Q103L ou Q103I) com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[00248] Em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminoacido com 85%
ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou
mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais,
98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia
de aminodacido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID
NO: 30. Assim como em alguns casos, um variante de D2D-IL-18 particular,
ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminoacido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutagdes) com relacdo a IL-18 tipo selvagem (por exemplo, IL-18 de
humano).

[00249] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou

fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
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apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em Y1X, L5X, D17X,
E31X, T34X, D35X, S36X, D37X, D40X, N41X, M51X, Q56X, M60X,
QI103X, HI109X, M113X, e R131X.

[00250] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em D17X, E30X, e
Q103X com relacdao a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-
IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos
4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em D17X;, E30X,, e Q103X3 com relacdo a SEQ ID NO: 30, onde
X1€ G, H, R, ou A; X,é A, T. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
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particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos
4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em D17G, E30A, e (Q103L ou Q103I).

[00251] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (1)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as mutagdes D17X, E30X, e Q103X com
relacdio a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutacdes D17X,, E30X,, e Q103X com relacdao a SEQ ID NO: 30, onde X é
G, H, R, ou A; X, ¢ A, T. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou

mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
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identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutacdes D17G, E30A, e (Q103L ou Q103I).

[00252] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (i)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui pelo menos uma mutagdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em D17X, E30X, D35X,
M51X, e Q103X com relacdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um
variante de DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma
sequéncia de aminoicido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de
sequéncia (por exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou
mais, 95% ou mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou
mais de identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminodcido de IL-18
tipo selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos
4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em D17X;, E30X,, D35X3, M51X4, e Q103X3 com relagdo a SEQ ID
NO: 30,0onde X;6€ G, H, R,ou A; X, A, T,G,K,ouR; X5€ S, UM, ou Y;
X4 €éF ILouL; e Xsé1ouL. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de

identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoacido de IL-18 tipo

Peticao 870200029411, de 04/03/2020, pag. 142/275



1257208

selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (ii) inclui pelo
menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos
4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutagdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em D17G, E30A, D35S, M5I1F, e (Q103L ou Q103I) com relagdo a
SEQ ID NO: 30.

[00253] Em alguns casos, um variante de DR-IL-18 particular, ou
fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de aminodcido que (i)
apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por exemplo, 90% ou
mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais ,
97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de identidade de sequéncia) com
a sequéncia de aminodcido de IL-18 tipo selvagem de humano apresentada
como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as mutacdes D17X, E30X, D35X, M51X,
e Q103X com relacdo a SEQ ID NO: 30. Em alguns casos, um variante de
DR-IL-18 particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as
mutacdes D17X,, E30X,, D35X3, M51X,4, e Q103X3 com relagdo a SEQ ID
NO: 30,0onde X1 € G, H,R,ou A; X € A, T,G,K,ouR; X3¢ S, A,ouY; X4¢é
F, I, ouL; e Xsé I ou L. Em alguns casos, um variante de DR-IL-18
particular, ou fragmento do mesmo, compreende uma sequéncia de
aminodcido que (i) apresenta 85% ou mais de identidade de sequéncia (por
exemplo, 90% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou
mais, 96% ou mais , 97% ou mais, 98% ou mais, ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia) com a sequéncia de aminoicido de IL-18 tipo
selvagem de humano apresentada como SEQ ID NO: 30; e (i1) inclui as

mutacdes D17G, E30A, D35S, MSIF, e (Q103L ou Q103I) com relagdo a
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SEQ ID NO: 30.

[00254] Em algumas modalidades, uma composi¢do da invengdo &
administrada a uma célula, tecido, 6rgdo, sistema ou individuo murino para
tratar ou prevenir uma doenca ou distirbio. Em algumas modalidades, um
polipeptideo variante de IL-18 de murino, ou um fragmento do mesmo, é
administrado a uma célula, tecido, 6rgao, sistema ou individuo (por exemplo,
uma célula, tecido, 6rgdo, sistema ou individuo humano). Em algumas
modalidades, um 4cido nucleico (por exemplo, DNA, DNAc, RNAm etc.) que
codifica pelo menos um polipeptideo variante de IL-18 de murino €
administrado a uma célula, tecido, 6rgdo, sistema ou individuo.

[00255] Em algumas modalidades, um polipeptideo variante de 1L-18
de murino, ou um fragmento do mesmo, compreende pelo menos uma
mutacdo (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo
menos 5, ou pelo menos 6 mutagcdes) selecionada a partir do grupo que
consiste em N1X, M50X, Y51X, K52X, S54X, E55X, V56X, R57X, G58X,
L59X, R104X, N109X, e L151X, em que X indica qualquer aminoédcido. Em
algumas modalidades, um polipeptideo variante de IL-18 de murino, ou
fragmento do mesmo, compreende pelo menos uma mutacdo (por exemplo,
pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6
mutacdes) selecionada a partir do grupo que consiste em N1H, N1Y, M50A,
MS50S, M50V, M50G, M50T, Y51R, K52V, K528, K52T, K52G, KS2A,
S54R, S54K, S54G, S54N, E55R, ES5H, ESSN, ESSD, ES5G, V56L, V56M,
V56R, V56A, V56S, V56Q, R57G, R57K, G58A, L59K, L59R, L59V,
R104K, R104L, R104Q, R104S, N109D, e L151V. Em algumas modalidades,
um polipeptideo variante de IL-18 de murino compreende pelo menos um
variante selecionado a partir do grupo que consiste em mCS1 (SEQ ID NO:
60), mCS2 (SEQ ID NO: 61), mC1 (SEQ ID NO: 62), mA12 (SEQ ID NO:
63), mE8 (SEQ ID NO: 64), mC10 (SEQ ID NO: 65), mB7 (SEQ ID NO: 66),
mB1 (SEQ ID NO: 67), mDI1 (SEQ ID NO: 68), mH7 (SEQ ID NO: 69),
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mA7 (SEQ ID NO: 70), mE1 (SEQ ID NO: 71), e mH3 (SEQ ID NO: 72), ou
um fragmento das mesmas.

[00256] Em algumas modalidades, o polipeptideo variante de 1L-18
que se liga e inibe IL-18BP compreende um polipeptideo variante de IL-18 de
murino compreendendo pelo menos uma mutacdo (por exemplo, pelo menos
2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutacdes)
selecionada a partir do grupo que consiste em N1X, L5X, D17X, E30X,
T33X, D34X, 135X, D36X, M50X, Q102X, R104, H108X, N109X, M111X,
D129X, e DI130X, em que X indica qualquer aminoicido. Em algumas
modalidades, o polipeptideo variante de IL-18 que se liga e inibe IL-18BP
compreende um polipeptideo variante de IL-18 de murino, ou fragmento do
mesmo, compreendendo pelo menos uma mutagdo (por exemplo, pelo menos
2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou pelo menos 6 mutacdes)
selecionada a partir do grupo que consiste em N1Y, N1D, N1H, NI1L, NI1F,
N1V, NI1I, L5Y, L5H, D17Q, D17G, D17A, DI17E, D17S, D17N, E30A,
E30R, E30K, E30T, E30G, T33G, T33A, T33E, T33R, T33K, D34Y, D34S,
D34A, I35T, 135K, 135R, D36V, D36A, D36G, D36H, D36P, D36R, D36L,
MS5S0F, M5OL, Q102L, QI102I, R104E, R104A, R104P, R104G, R104Q,
R104H, H108D, HI08A, N109R, N109S, N109T, N109I, M111L, MI111I,
D129A, D129F, D129V, D129Y, D129S, D130E, D130T, D130G, D130N,
D130R, D130S, D130Q, e D130H. o polipeptideo variante de IL-18 que se
liga e inibe IL-18BP compreende um polipeptideo variante de IL-18 de
murino, ou fragmento do mesmo, selecionado a partir do grupo que consiste
em mD2D-A5 (SEQ ID NO: 126), mD2D-A6 (SEQ ID NO: 127), mD2D-A7
(SEQ ID NO: 128), mD2D-A8 (SEQ ID NO: 129), mD2D-A9 (SEQ ID NO:
130), mD2D-A11 (SEQ ID NO: 131), mD2D-A12 (SEQ ID NO: 132),
mD2D-B4 (SEQ ID NO: 133), mD2D-B7 (SEQ ID NO: 134), mD2D-B11
(SEQ ID NO: 135), mD2D-B12 (SEQ ID NO: 136), mD2D-C1 (SEQ ID NO:
137), mD2D-C3 (SEQ ID NO: 138), mD2D-C5 (SEQ ID NO: 139), mD2D-
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C6 (SEQ ID NO: 140), mD2D-C9 (SEQ ID NO: 141), mD2D-C10 (SEQ ID
NO: 142), mD2D-C11 (SEQ ID NO: 143), mD2D-D1 (SEQ ID NO: 144),
mD2D-D9 (SEQ ID NO: 145), mD2D-D12 (SEQ ID NO: 146), mD2D-E3
(SEQ ID NO: 147), mD2D-E4 (SEQ ID NO: 148), mD2D-ES5 (SEQ ID NO:
149), mD2D-E7 (SEQ ID NO: 150), mD2D-E8 (SEQ ID NO: 151), mD2D-
E9 (SEQ ID NO: 152), mD2D-E10 (SEQ ID NO: 153), mD2D-E11 (SEQ ID
NO: 154), mD2D-E12 (SEQ ID NO: 155), mD2D-F3 (SEQ ID NO: 156),
mD2D-F4 (SEQ ID NO: 157), mD2D-F5 (SEQ ID NO: 158), mD2D-F7
(SEQ ID NO: 159), mD2D-F8 (SEQ ID NO: 160), mD2D-F9 (SEQ ID NO:
161), mD2D-G1 (SEQ ID NO: 162), mD2D-G7 (SEQ ID NO: 163), mD2D-
G9 (SEQ ID NO: 164), mD2D-H7 (SEQ ID NO: 165), mD2D-E1 (SEQ ID
NO: 166), mD2D-G8 (SEQ ID NO: 167), mD2D-H3 (SEQ ID NO: 168),
mD2D-A10 (SEQ ID NO: 169), mD2D-H1 (SEQ ID NO: 170), mD2D-F12
(SEQ ID NO: 171), mD2D-G10 (SEQ ID NO: 172), mD2D-G12 (SEQ ID
NO: 173), mD2D-E2 (SEQ ID NO: 174), mD2D-G11 (SEQ ID NO: 175),
mD2D-C4 (SEQ ID NO: 176), mD2D-F11 (SEQ ID NO: 177), mD2D-C2
(SEQ ID NO: 178), mD2D-F10 (SEQ ID NO: 179), mD2D-A2 (SEQ ID NO:
180), mD2D-F6 (SEQ ID NO: 181), mD2D-A1 (SEQ ID NO: 182), mD2D-
E6 (SEQ ID NO: 183), mD2D-D4 (SEQ ID NO: 184), mD2D-D6 (SEQ ID
NO: 185), mD2D-A3 (SEQ ID NO: 186), mD2D-A4 (SEQ ID NO: 187),
mD2D-B10 (SEQ ID NO: 188) , mD2D-B8 (SEQ ID NO: 189), mD2D-B9
(SEQ ID NO: 190), ou um fragmento dos mesmos.

[00257] Em algumas modalidades, o método compreende administrar a
um individuo, célula ou tecido uma molécula isolada de acido nucleico que
codifica um ou mais dos peptideos variantes de IL.-18 aqui descritos.

[00258] Sera entendido pelos versados na técnica que um aumento no
nivel de sinalizacdo de IL-18 até IL-18R inclui um aumento na quantidade de
IL-18 ou polipeptideo variante de 1L-18 disponivel para se ligar e ativar 1L-

18R. Isto pode ser realizado aumentando o nivel ou atividade de IL-18 que
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inclui, mas sem limitacdo, a administracdo direta ou indireta de IL-18, a
administracdo direta ou indireta de um polipeptideo variante de IL-18, e a
administragdo direta ou indireta de um inibidor de IL-18BP, bem como
aumentando a transcri¢do, traducdo, ou ambas, de um 4cido nucleico que
codifica IL-18 ou um polipeptideo variante de IL-18; e também inclui
aumentar igualmente qualquer atividade de IL-18 ou polipeptideo variante de
IL-18.

[00259] O maior nivel de sinalizacdo de IL-18, incluindo o uso de um
polipeptideo variante de IL-18, pode ser avaliado usando uma ampla
variedade de métodos, incluindo aqueles aqui descritos, bem como métodos
conhecidos na técnica ou que serdo desenvolvidos no futuro. Isto €, os
versados na técnica entenderdo, com base na descri¢do aqui provida, que
aumentar o nivel ou sinalizacdo da atividade de IL-18 pode ser facilmente
avaliada usando métodos que avaliam o nivel de um acido nucleico (por
exemplo, RNAm) que codifica IL-18 ou um polipeptideo variante de IL.-18 ou
fragmento do mesmo, o nivel de IL-18 ou um polipeptideo variante de IL-18
ou fragmento de polipeptideo, e/ou o nivel de IL-18 ou um polipeptideo
variante de IL.-18 ou atividade do fragmento em uma amostra bioldgica obtida
a partir de um individuo.

[00260] Os versados na técnica, com base na descricdo aqui provida,
entenderdo que a invenc¢do € usada em individuos que, no geral (por exemplo,
sistemicamente) ou em parte (por exemplo, localmente, célula, tecido, 6rgao),
estdo sendo ou serdo tratados em relacdo a uma doenca ou distirbio onde um
aumento na sinalizacdo da atividade de IL-18 seria benéfico. Os versados na
técnica entenderdo, com base nos preceitos aqui providos, que as doengas e
distarbios tratdveis pelas composicoes € métodos aqui descritos incluem
qualquer doenca ou distirbio no qual um aumento na sinalizacdo de IL-18
promoverd um resultado biolégico, psicoldgico, clinico ou terapéutico

positivo.
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[00261] Os versados na técnica entenderdo que, além de aumentar
diretamente a sinalizacdo de IL-18, diminuir a quantidade ou atividade de
uma molécula que diminui ela mesma a quantidade ou sinalizacdo da
atividade de IL-18 também pode funcionar para aumentar a quantidade ou
sinalizacdo da atividade de IL.-18. Assim, um ativador de atividade de IL.-18
pode incluir, mas ndo deve ser interpretado como sendo limitante a, um
composto quimico, uma proteina, um peptidomimético, um anticorpo, uma
ribozima, e uma molécula de acido nucleico anti-sentido. Os versados na
técnica entenderdo facilmente, com base na descri¢do aqui provida, que um
ativador de atividade de IL-18 inclui um composto que aumenta o nivel de
sinalizacdo de IL-18. Adicionalmente, um ativador de atividade de IL-18
inclui um composto que inibe o nivel ou atividade de uma molécula que
diminui ela mesma a quantidade ou sinaliza¢io da atividade de IL-18 (isto &,
IL-18BP). Sdo contemplados na presente invencdo os antagonistas de IL-
18BP que incluem (mas sem limita¢ao) anticorpos monoclonais, terapéuticos
moleculares pequenos que neutralizam IL-18BP, e um variante de IL-18
geneticamente modificado que se liga a IL-18BP, mas ndo se liga
substancialmente ou interage com a IL-18R inibindo IL-18BP, desta maneira,
a atividade de IL-18 produzida de maneira endégena € melhorada pela
desinibicao.

[00262] Os versados na técnica também entenderao, uma vez munidos
com os preceitos da presente invencdo, que um aumento no nivel de
sinalizacdo de IL-18 inclui um aumento no nivel de IL-18 ou atividade de IL-
18 (por exemplo, atividade de ligacdo de receptor, atividade de sinalizacdo de
receptor etc.). Assim, aumentar o nivel ou sinalizacdo da atividade de IL-18
inclui, mas sem limitacdo, aumentar a quantidade de polipeptideo IL-18 ou
polipeptideo variante de IL-18 disponivel, aumentar a transcricdo, traducdo,
ou ambas, de um 4cido nucleico que codifica polipeptideo de IL-18 ou um

polipeptideo variante de IL-18; e também inclui aumentar qualquer atividade
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de um polipeptideo de IL-18 ou polipeptideo variante de IL.-18 igualmente.
As composi¢oes e métodos ativadores de atividade de IL-18 da invengao
podem ativar de maneira seletiva a sinalizacdo de IL-18, ou podem ativar
tanto a sinalizacdo de IL-18 e uma outra molécula ou via. Assim, a presente
invenc¢do se refere a administragdo de um ativador de atividade de IL-18, um
ativador de atividade de polipeptideo recombinante de IL-18, um ativador de
atividade de fragmento de polipeptideo ativo de IL-18, ou uma expressdo ou
atividade de componente de via de sinalizac¢ao ativadora de IL.-18.

[00263] Adicionalmente, os versados na técnica entenderdo, quando
munidos com esta descricdo e os métodos aqui exemplificados, que um
ativador de atividade de IL-18 inclui tanto tais ativadores descobertos no
futuro, quanto podem ser identificados por critérios bem conhecidos na
técnica de farmacologia, tais como os resultados fisiologicos de ativacdo de
sinalizagdo de IL-18, da maneira aqui descrita em detalhes e/ou da maneira
conhecida na técnica. Portanto, a presente invencao nao € limitada de maneira
alguma a nenhum ativador particular de atividade de IL-18 da maneira aqui
exemplificada ou descrita; adicionalmente, a inven¢do inclui aqueles
ativadores que serdo entendidos pelos versados na técnica para serem usados
como sao conhecidos na técnica, € como serao descobertos no futuro.

[00264] Métodos adicionais de identificar e produzir um ativador de
atividade de IL-18 sdo bem conhecidos pelos versados na técnica incluindo,
mas sem limitagdo, obter um ativador a partir de uma fonte de ocorréncia
natural (por exemplo, Streptomyces sp., Pseudomonas sp., Stylotella
aurantium etc.). Alternativamente, um ativador de atividade de IL-18 pode ser
sintetizado quimicamente. Adicionalmente, o0s versados poderiam
compreender, com base nos preceitos aqui providos, que um ativador de
atividade de IL-18 pode ser obtido a partir de um organismo recombinante.
As composicdes e métodos para sintetizar quimicamente um ativador de

atividade de IL-18, e para obter os mesmos a partir de fontes naturais, sao
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bem conhecidos e sdo descritos na técnica.

[00265] Os versados na técnica entenderdo que um ativador pode ser
administrado como uma molécula quimica pequena, um polipeptideo, uma
construcdo de 4cido nucleico que codifica um polipeptideo, ou combinacdes
dos mesmos. Vdérios vetores e outras composi¢cdes € métodos sdo bem
conhecidos para administrar um polipeptideo ou um &cido nucleico que
codifica um polipeptideo para células ou tecidos. Portanto, a inven¢do inclui
um método para administrar um polipeptideo ou um dacido nucleico que
codifica um polipeptideo que € um ativador de sinalizagdo de IL-18.
(Sambrook et al., 2012, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Nova lorque; Ausubel et al., 1997, Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nova lorque).

[00266] Os versados na técnica entenderdo que diminuir a quantidade
ou atividade de uma molécula, que diminui ela mesma a quantidade ou
sinalizacdo da atividade de IL-18, pode funcionar para aumentar a quantidade
ou sinalizacdo da atividade de IL-18 (por exemplo, IL-18BP).
Oligonucleotideos anti-sentido sdo moléculas de DNA ou RNA que sdo
complementares a alguma por¢do de uma molécula de RNAm. Quando
presentes em uma célula, os oligonucleotideos anti-sentido hibridizam em
uma molécula de RNAm existente e inibem a tradu¢do em um produto de
gene. A inibi¢do da expressdao de um gene usando um oligonucleotideo anti-
sentido é bem conhecida na técnica (Marcus-Sekura, 1988, Anal. Biochem.
172:289), uma vez que s@o métodos de expressar um oligonucleotideo anti-
sentido em uma célula (Inoue, patente U.S. 5.190.931). Os métodos da
invencao incluem o uso de um oligonucleotideo anti-sentido para diminuir a
quantidade de uma molécula que causa uma diminui¢do na quantidade ou
sinalizacdo da atividade de IL-18, aumetnado por meio disso a quantidade ou
sinalizacdo da atividade de IL-18. Sdo contemplados na presente invengao os

oligonucleotideos anti-sentido que sdo sintetizados e providos para a célula
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por meio dos métodos bem conhecidos pelos versados na técnica. Como um
exemplo, um oligonucleotideo anti-sentido pode ser sintetizado para
apresentar entre cerca de 10 e cerca de 100, de maneira mais exemplar entre
cerca de 15 e cerca de 50 nucleotideos em tamanho. A sintese de moléculas
de 4cido nucleico € bem conhecida na técnica, uma vez que € a sintese de
oligonucleotideos anti-sentido modificados para melhorar a atividade
biolégica, em comparacdo como oligonucleotideos anti-sentido nao
modificados (Tullis, 1991, patente U.S. 5.023.243).

[00267] De maneira similar, a expressdo de um gene pode ser inibida
pela hibridizacdo de uma molécula anti-sentido em um promotor ou outro
elemento regulador de um gene, afetando por meio disso a transcricdo do
gene. Métodos para a identificacdo de um promotor ou outro elemento
regulatério que interage com um gene de interesse sdo bem conhecidos na
técnica, e incluem tais métodos como o sistema duplo-hibrido de levedura
(Bartel and Fields, eds., Em: The Yeast Two Hybrid System, Oxford
University Press, Cary, N.C.).

[00268] Alternativamente, a inibicdo de um gene que expressa uma
proteina que diminui o nivel ou sinalizacdo da atividade de IL-18 pode ser
realizada pelo uso de uma ribozima. O uso de ribozimas para inibir a
expressdao € bem conhecido pelos versados na técnica (vide, por exemplo,
Cech et al.,, 1992, J. Biol. Chem. 267:17479; Hampel et al., 1989,
Biochemistry 28: 4929; Altman et al., patente U.S. 5.168.053). As ribozimas
sdo moléculas cataliticas de RNA, com a capacidade de clivar outras
moléculas de RNA de fita simples. As ribozimas sdo conhecidas pela
sequéncia especifica e, portanto, podem ser modificadas para reconhecer uma
sequéncia especifica de nucleotideo (Cech, 1988, J. Amer. Med. Assn.
260:3030), permitindo a clivagem seletiva de moléculas especificas de
RNAm. Dada a sequéncia de nucleotideo da molécula, os versados na técnica

poderdo sintetizar um oligonucleotideo anti-sentido ou ribozima sem
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experimentacdo indevida, provido com a descricdo e referéncias aqui
incorporadas.

[00269] Os versados na técnica entenderdo que um ativador de
atividade de IL.-18, tal como um polipeptideo variante de IL-18, ou fragmento
do mesmo, ou um acido nucleico (por exemplo, DNA, DNAc, RNAm etc.)
que codifica um polipeptideo variante de IL-18, ou fragmento do mesmo,
pode ser administrado isoladamente ou em qualquer combinacdo dos mesmos.
[00270] Os versados na técnica também entenderdo que a
administracdo pode ser aguda (por exemplo, em relagdo a um curto periodo de
tempo, tal como um dia, uma semana ou um més) ou cronica (por exemplo,
em relagdo a um longo periodo de tempo, tal como varios meses ou um ano
ou mais). Adicionalmente, um ativador de atividade de IL-18, tal como um
polipeptideo variante de IL-18 ou fragmento do mesmo, ou um acido nucleico
(por exemplo, DNA, DNAc, RNAm etc.) que codifica um polipeptideo
variante de IL-18, ou fragmento do mesmo, pode ser administrado
isoladamente ou em qualquer combinacdo dos mesmos, em um sentido
temporal, em que pode ser administrado simultaneamente, antes, e/ou apds o
outro. Os versados na técnica entenderdo, com base na descricao aqui provida,
que um ativador de atividade de IL-18, um ativador de atividade de
polipeptideo de IL-18, um ativador de atividade de polipeptideo de IL-18
recombinante, ou um ativador de atividade de fragmento ativo de polipeptideo
de IL-18 pode ser usado sozinho ou em qualquer combina¢do com um outro
ativador de atividade de IL-18, ativador de atividade de polipeptideo de IL-
18, ativador de atividade de polipeptideo de IL-18 recombinante, ou ativador
de atividade de fragmento de polipeptideo de IL-18 ativo para atingir um
resultado terapéutico.

[00271] Serd entendido pelos versados na técnica, quando munidos
com a presente descricdo, incluindo os métodos aqui detalhados, que a

inven¢do ndo € limitada ao tratamento de uma doenga ou disturbio, uma vez

Peticao 870200029411, de 04/03/2020, pag. 152/275



1357208

que € estabelecido. Particularmente, os sintomas da doenc¢a ou distirbio ndo
precisam ter se manifestado a ponto de prejudicar o individuo; de fato, a
doenca ou distdrbio ndo precisa ser detectado em um individuo antes do
tratamento ser administrado. Isto é, patologia significativa a partir da doenca
ou distirbio ndo precisa ocorrer antes da presente inveng¢do poder prover
beneficio. Portanto, a presente invencdo, descrita aqui com mais detalhes,
inclui um método para prevenir doencas e distirbios em um individuo, de
maneira tal que uma molécula ativadora de atividade de IL-18 (por exemplo,
polipeptideo, peptideo etc.), ou um ativador de atividade de IL-18, da maneira
aqui discutida em outra parte, pode ser administrado a um individuo antes do
inicio da doenca ou disturbio, prevenindo por meio disso a doenca ou
disturbio de desenvolver.

[00272] A invenc¢do inclui administragdo de um ativador de atividade
de IL-18, um ativador de atividade de polipeptideo de IL.-18, um polipeptideo
de sinalizacdo de IL-18 recombinante, ou um fragmento de polipeptideo de
sinalizacdo de IL-18 ativo para realizar os métodos da inven¢do; os versados
na técnica entenderdo, com base na descri¢do aqui provida, como formular e
administrar o ativador de atividade de IL-18 apropriado, ativador de atividade
de polipeptideo de IL-18, polipeptideo de sinalizacdo de IL-18 recombinante,
ou fragmento de polipeptideo de sinalizacdo de IL-18 ativo a um individuo.
Entretanto, a presente invencdo nao € limitada a nenhum método de
administracdo ou regime de tratamento particular. Isto € especialmente
verdade onde pode ser entendido pelos versados na técnica, equipados com a
descri¢do aqui provida, incluindo a redugdo para realizar usando um modelo
de doenca reconhecido na técnica, que os métodos de administrar um ativador
de atividade de IL-18, polipeptideo de sinalizacdo de IL-18, um polipeptideo
de sinalizacdo de IL-18 recombinante, ou um fragmento de polipeptideo de
sinalizacdo de IL-18 ativo podem ser determinados pelos versados na técnica

em farmacologia.

Peticao 870200029411, de 04/03/2020, pag. 153/275



136 /208

[00273] Em algumas modalidades, um método compreende administrar
a um individuo em necessidade do mesmo uma composi¢do que compreende
pelo menos um polipeptideo variante de IL-18, e administrar ao individuo
uma composi¢ao que compreende um agente adicional. Em uma modalidade
como esta, o agente adicional compreende um agente imunoterapéutico
compreendendo pelo menos um selecionado a partir do grupo que inclui, mas
sem limitacdo uma célula T alterada, uma célula T receptora de antigeno
quimérico (CAR-T), uma célula T-CAR blindada, um virus, um antigeno,
uma vacina, um anticorpo, um inibidor do ponto de controle imunolégico,
uma molécula pequena, um agente quimioterapéutico, € uma célula tronco.
Em algumas modalidades, uma composi¢cao que compreende pelo menos um
polipeptideo variante de IL-18 é usada em um método para aumentar a
atividade do sistema imune antes, durante ou apds infeccao por uma bactéria,
virus, ou outro patégeno. Em algumas modalidades, uma composicdo que
compreende pelo menos um polipeptideo variante de IL-18 € usada em um
método para aumentar o nimero e/ou atividade de células imunes in vitro, in
vivo ou ex vivo, tal como o numero e/ou atividade de células T, células NK,
e/ou células mieloides.

[00274] Em algumas modalidades, o agente adicional compreende um
inibidor de uma ou mais citocinas. Em algumas modalidades, o inibidor de
uma ou mais citocinas compreende um composto quimico, uma proteina, um
peptideo, um peptidomimético, um anticorpo, uma ribozima, um composto
quimico de molécula pequena, ou uma molécula de 4cido nucleico anti-
sentido (por exemplo, RNAsi, RNAmi etc.) que inibe a expressao, atividade,
ou ambas de uma ou mais citocinas. Em algumas modalidades, o inibidor
inibe a expressao, atividade, ou ambas de IL-17, IL-5 ou IL-3. Em algumas
modalidades, a administracdo de um inibidor de citocina diminui a toxicidade.
Em algumas modalidades, a administracdo de uma citocina inibidor aumenta

a eficiéncia de um polipeptideo variante de IL-18 ou inibidor de IL-18BP
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administrado.

[00275] Da maneira aqui usada, o termo “carreador farmaceuticamente
aceitavel” significa uma composicdo quimica com a qual um modulador de
sinalizacdo de IL-18 apropriado pode ser combinado e que, apds a
combinacao, pode ser usado para administrar o modulador de sinalizagdo de
IL-18 apropriado do mesmo a um individuo.

Kits

[00276] A presente invencdo também se refere aos kits usados nos
métodos da invencdo. Tais kits compreendem vdérias combinacdes de
componentes usados em qualquer um dos métodos aqui descritos em outro
lugar incluindo, por exemplo, um ativador de atividade de IL-18, tal como um
polipeptideo variante de IL-18, e/ou um inibidor de IL-18BP, e/ou materiais
para analisar quantitativamente o polipeptideo variante de IL-18 ou 4cido
nucleico variante de IL-18, e/ou materiais para avaliar a atividade de um
polipeptideo variante de IL-18 ou um acido nucleico variante de IL-18, e/ou
material de instru¢do. Por exemplo, Em algumas modalidades, o kit
compreende componentes usados para a quantificacio de &4cido nucleico
variante de IL.-18 em uma amostra bioldgica. Em uma outra modalidade, o kit
compreende componentes usados para a quantificacio de polipeptideo
variante de IL-18 em uma amostra biol6gica. Em uma modalidade adicional,
o kit compreende componentes usados para a avaliacdo da atividade (por
exemplo, atividade enzimdtica, atividade de ligacdo de ligante etc.) de um
polipeptideo variante de IL.-18 em uma amostra bioldgica.

[00277] Em uma modalidade adicional, o kit compreende os
componentes de um ensaio para monitorar a eficiéncia de um tratamento
administrado a um individuo em necessidade do mesmo, contendo material de
instrug¢do e os componentes para determinar se o nivel de sinalizacao de IL-18
em uma amostra bioldgica obtida do individuo é modulado durante ou apods a

administracdo do tratamento. Em vérias modalidades, para determinar se o
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nivel de sinalizagdo de IL-18 é modulado em uma amostra bioldgica obtida a
partir do individuo, o nivel de sinalizacdo de IL.-18 € comparado ao nivel de
pelo menos um controle comparador contido no kit, tal como um controle
positivo, um controle negativo, um controle histérico, uma norma historica,
ou o nivel de uma outra molécula de referéncia na amostra bioldgica. Em
certas modalidades, a razdo de sinalizacdo de IL-18 e uma molécula de
referéncia € determinada para auxiliar no monitoramento do tratamento.

Composicoes farmacéuticas e Administracao

[00278] Composi¢cdes compreendendo um polipeptideo, um fragmento
de polipeptideo, um ativador de nivel ou atividade de sinalizagcdo de IL-18, ou
um inibidor de nivel ou atividade de IL-18BP, da maneira aqui descrita em
outra parte podem ser formuladas e administradas a um individuo da maneira
agora descrita. A titulo de exemplos ndo limitantes, uma composi¢dao
identificada como um ativador de atividade de IL-18, incluindo polipeptideos
variantes de IL-18, polipeptideos variantes de IL-18 recombinantes, e
fragmentos de polipeptideo variante de IL-18 ativos, para o tratamento e/ou
prevencdo de uma doenca ou disturbio, pode ser formulada e administrada a
um individuo, da maneira agora descrita. A titulo de mais exemplos nao
limitantes, uma composicao identificada como um inibidor de IL-18BP usado,
incluindo um composto quimico, uma proteina, um peptideo, um
peptidomimético, um anticorpo, uma ribozima, um composto quimico de
molécula pequena, uma molécula de d4cido nucleico anti-sentido (por
exemplo, RNAsi, RNAmi etc.), para o tratamento e/ou prevencdo de uma
doenca ou disturbio, pode ser formulada e administrada a um individuo, da
maneira agora descrita.

[00279] A invencdo inclui a preparacdo e o uso de composi¢cdes
farmacéuticas compreendendo uma composi¢do usada para o tratamento ou
prevencdo de uma doenga ou distirbio, aqui descrita como um ingrediente

ativo. Uma composi¢ao farmac€utica como esta pode consistir no ingrediente
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ativo sozinho, em uma forma adequada para a administracdo a um individuo,
ou a composicdo farmacéutica pode compreender o ingrediente ativo € um ou
mais carreadores farmaceuticamente aceitdveis, um ou mais ingredientes
adicionais, ou alguma combinacdo dos mesmos. O ingrediente ativo pode
estar presente na composi¢cdo farmacéutica na forma de um éster ou sal
fisiologicamente aceitdavel, tal como em combina¢do com um cétion ou anion
fisiologicamente aceitdvel, como € bem conhecido na técnica. Em vdrias
modalidades, o ingrediente ativo € um polipeptideo, um fragmento de
polipeptideo, um ativador de nivel ou atividade de sinalizacdo de IL-18, um
inibidor de nivel ou atividade de IL-18BP, ou uma combinacdo dos mesmos,
da maneira aqui descrita em outra parte.

[00280] Da maneira aqui usada, o termo “carreador farmaceuticamente
aceitavel” significa uma composicdo quimica com a qual um modulador de
sinalizacdo de IL-18 apropriado do mesmo pode ser combinado e que, apds a
combinacgdo, pode ser usado para administrar o modulador apropriado (por
exemplo, ativador, inibidor etc.) do mesmo, a um individuo.

[00281] Em algumas modalidades, composicdes farmacéuticas podem
incluir macromoléculas grandes e lentamente metabolizadas, tais como
proteinas, polissacarideos tais como quitosana, dcidos polilaticos, dcidos
poliglicélicos e copolimeros (tais como litex funcionalizada Sepharose™,
agarose, celulose e similares), aminodcidos poliméricos, copolimeros de
aminodcido, e agregados de lipideo (tais como gotas de 6leo ou lipossomos).
[00282] As composi¢des farmacéuticas usadas para realizar a invencao
podem ser administradas para liberar uma dose entre cerca de 0,1 ng/kg/dia e
100 mg/kg/dia, ou mais.

[00283] Em vérias modalidades, as composi¢des farmacéuticas usadas
nos métodos da invencdo podem ser administradas, a titulo de exemplo,
sistemicamente, parenteralmente, ou topicamente tal como, em formulagdes

orais, formulacdes inaladas, incluindo sé6lido ou aerossol, e por formulacdes
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topicas ou outras similares. Além da composi¢io terapé€utica apropriada, tais
composi¢des farmacéuticas podem conter carreadores farmaceuticamente
aceitdveis e outros ingredientes conhecidos por melhorar e facilitar a
administracdo de farmaco. Outras formulacdes possiveis, tais como
nanoparticulas, lipossomos, outras preparacdes contendo o ingrediente ativo,
e sistemas com base imunoldgica também podem ser usados para administrar
um modulador apropriado do mesmo, de acordo com os métodos da invengao.
[00284] Um carreador pode carregar um agente particular (por
exemplo, polipeptideo variante de IL-18) em uma variedade de maneiras,
incluindo ligacdo covalente tanto diretamente quanto por meio de um grupo
ligador, e associagOes ndo covalentes. Os carreadores covalentemente ligados
adequados incluem proteinas tais como albuminas, peptideos e
polissacarideos, tal como aminodextrano, cada um dos quais apresentando
sitios multiplos para a anexacdo das fracdes. Um carreador também pode
carregar um polipeptideo variante de IL-18 por associacdes nio covalentes,
tal como ligacdo ndo covalente ou por encapsulacdo. A natureza do carreador
pode ser tanto soltivel quanto insolivel com os propésitos da invencao.

[00285] Carreadores, excipientes ou estabilizadores aceitdveis sdo nao
toxicos aos receptores nas dosagens e concentracoes empregadas, e incluem
tampdes tais como fosfato, citrato e outros dcidos organicos; antioxidantes
incluindo 4cido ascérbico e metionina; conservantes (tais como cloreto de
octadecildimetilbenzil amoénio; cloreto de hexametonio; cloreto de
benzalconio, cloreto de benzetonio; fenol, dlcool butilico ou benzilico; alquil
parabenos tais como metil ou propil parabeno; catecol; resorcinol;
cicloexanol; 3-pentanol; e m-cresol); polipeptideos de baixo peso molecular
(menos de cerca de 10 residuos); proteinas, tais como albumina sérica,
gelatina ou imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tais como
polivinilpirrolidona; aminodcidos tais como glicina, glutamina, asparagina,

histidina, arginina, ou lisina; monossacarideos, dissacarideos e outros
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carboidratos que incluem glicose, manose, ou dextrinas; agentes de quelacao
tais como EDTA; actcares tais como sacarose, manitol, trealose ou sorbitol;
contraions formadores de sal tais como sodio; complexos metélicos (por
exemplo, complexos de Zn-proteina); e/ou agentes tensoativos nao i0nicos
tais como TWEEN™, PLURONICS™ ou polietileno glicol (PEG). As
formulacdes a serem usadas para administracdo in vivo devem ser estéreis.
Isto € facilmente realizado por filtragdo por meio de seringa com membranas
de filtrac@o.

[00286] Os ingrediente ativos também podem ser aprisionados em
microcdpsula preparada, por exemplo, por técnica de coacervacdo ou por
polimerizagdo interfacial, por exemplo, hidroximetilcelulose ou microcapsula
de gelatina e microcdpsula de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, em
sistemas de liberacdo de farmaco coloidal (por exemplo, lipossomos,
microesferas de albumina, microemulsdes, nano-particulas e nanocdpsulas) ou
em macroemulsdes. Tais técnicas sdo descritas em Remington's
Pharmaceutical Sciences 16* edi¢do, Osol, A. Ed. (1980).

[00287] As composicdes podem ser preparadas como injetdveis, tanto
como solucdes liquidas quanto suspensdes; formas sélidas adequadas para
solucdo em, ou suspensdo em, veiculos liquidos antes da injecdo também
podem ser preparadas. A preparacdo também pode ser emulsificada ou
encapsulada em lipossomos ou microparticulas tais como polilactideo,
poliglicolideo, ou copolimero para melhor efeito adjuvante da maneira
discutida anteriormente. Langer, Science 249: 1527, 1990 e Hanes, Advanced
Drug Delivery Reviews 28: 97-119, 1997. Os agentes desta inveng¢do podem
ser administrados na forma de uma injecdo de depdsito ou preparacdo de
implante, que podem ser formulados de maneira tal que permitam uma
liberacdo continua ou pulsitil do ingrediente ativo. As composicdes
farmacé€uticas sdo em geral formuladas como estéreis, substancialmente

isotonicas e em total conformidade com todos os regulamentos de Good
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Manufacturing Practice (GMP) do U.S. Food and Drug Administration.
[00288] Da maneira aqui usada, o termo éster ou sal “fisiologicamente
aceitdvel” significa uma forma de éster ou sal do ingrediente ativo que €
compativel com qualquer outro ingrediente da composi¢do farmacéutica, que
nao é prejudicial ao individuo para o qual a composi¢ao serd administrada.
[00289] As formulacdes das composi¢cdes farmacéuticas aqui descritas
podem ser preparadas por qualquer método conhecido ou desenvolvido daqui
por diante na técnica de farmacologia. Em geral, tais métodos preparatorios
incluem a etapa de transmitir o ingrediente ativo em associacdo com um
carreador, ou um ou mais outros ingredientes acessOrios e, a seguir, se
necessario ou desejdvel, moldar ou embalar o produto em uma unidade de
dose tnica ou multipla desejada.

[00290] Embora as descricdes de composi¢des farmac€uticas aqui
providas sejam direcionadas principalmente as composi¢Oes farmacéuticas
que sdo adequadas para a ética em humanos, serd entendido pelos versados na
técnica que tais composi¢oes sdo geralmente adequados para a administragao
em animais de todos os tipos. A modificacdo de composicdes farmacéuticas
adequada para a administracio em humanos, a fim de tornar as composi¢des
adequadas para a administracdo em vdrios animais, ¢ bem entendida, e os
versados na técnica de farmacologia veterindria podem determinar e realizar
tal modificagdo com experimentacao meramente comum, caso exista.

[00291] As composi¢des farmacéuticas que sdao usadas nos métodos da
invencdo podem ser preparadas, embaladas, ou vendidas em formulagdes
adequadas para via oral, retal, vaginal, parenteral, tépica, pulmonar,
intranasal, bucal, intravenosa, transdérmica, intralesional, subcutanea,
intramuscular, oftdlmica, intratecal e outras vias de administracdo. Outras
formulagcdes contempladas incluem nanoparticulas projectadas, preparacdes
lipossomais, outras preparacdes contendo o ingrediente ativo, e formulacdes

com base imunolégica.
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[00292] Uma composicdo farmacéutica da invencdo pode ser
preparada, embalada, ou vendida a granel como uma dose unitaria, ou como
uma pluralidade de doses unitdrias. Da maneira aqui usada, uma “dose unica”
¢ quantidade discreta da composicdo farmacéutica compreendendo uma
quantidade pré-determinada do ingrediente ativo. A quantidade do ingrediente
ativo € geralmente igual a dosagem do ingrediente ativo, o qual pode ser
administrado a um individuo ou uma fracdo conveniente de uma dosagem
como esta, por exemplo, tal como metade ou um terco de uma dosagem como
esta.

[00293] As quantidades relativas do ingrediente ativo, o carreador
farmaceuticamente aceitdvel, e qualquer dos ingredientes adicionais em uma
composicdo farmacéutica da invenc¢do poderdo variar, dependendo da
identidade, tamanho e condicdo do individuo tratado e dependendo
adicionalmente da via pela qual a composicao deve ser administrada. A titulo
de exemplo, a composi¢cao pode compreender entre 0,1% e 100% (p/p) de
ingrediente ativo.

[00294] Além do ingrediente ativo, uma composi¢ao farmacéutica da
invengdo pode compreender adicionalmente um ou mais agentes
farmaceuticamente ativos adicionais.

[00295] As formulacdes de liberacdo controlada ou continua de uma
composicdo farmacéutica da inveng¢do podem ser prepardas usando tecnologia
convencional.

[00296] Uma formulacido de uma composi¢do farmacéutica da
invencdo, adequada para administracdo oral, pode ser preparada, embalada,
ou vendida na forma de uma unica dose sélida discreta incluindo, mas sem
limitacdo, um comprimido, uma cdpsula dura ou macia, um selo, uma
pastilha, ou uma pilula, cada qual contendo uma quantidade pré-determinada
do ingrediente ativo. Outras formulacdes adequadas para administracdo oral

incluem, mas sem limitagdo, uma formulacio em pd ou granular, uma
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suspensao aquosa ou oleosa, uma solu¢do aquosa ou oleosa, ou uma emulsao.
[00297] Excipientes farmaceuticamente aceitdveis usados na fabricacao
de composi¢Oes farmacéuticas incluem, mas sem limitacdo, diluentes inertes,
agentes de granulacdo e desintegracdo, agentes de ligacdo e agentes
lubrificantes. Agentes de dispersd@o conhecidos incluem, mas sem limitagdo,
amido de batata e amido glicolato de s6dio. Agentes ativos de superficie
conhecidos incluem, mas sem limitacdo, lauril sulfato de s6dio. Os diluentes
conhecidos incluem, mas sem limitacdo, carbonato de célcio, carbonato de
sodio, lactose, celulose microcristalina, fosfato de calcio, fosfato de
hidrogénio e calcio, e fosfato de sdédio. Os agentes de granulacdo e
desintegracdo conhecidos incluem, mas sem limitacdo, amido de milho e
acido alginico. Os agentes de ligacdo conhecidos incluem, mas sem limitacao,
gelatina, acédcia, amido de milho pré-gelatinizado, polivinilpirrolidona, e
hidroxipropil metilcelulose. Os agentes de lubrificacdo conhecidos incluem,
mas sem limitacao, estearato de magnésio, dcido estedrico, silica e talco.
[00298] Formulacdes liquidas de uma composi¢do farmacéutica da
inven¢do podem ser preparadas, embaladas e comercializadas tanto na forma
liquida quando na forma de um produto seco pretendido para reconstitui¢ao
com 4gua, ou um outro veiculo adequado, antes do uso.

[00299] Suspensdes liquidas podem ser preparadas usando métodos
convencionais para atingir a suspensao do ingrediente ativo em um veiculo
aquoso ou oleoso. Os veiculos aquosos incluem, por exemplo, 4gua e salina
isotonica. Os veiculos oleosos incluem, por exemplo, 6leo de améndoa,
ésteres oleosos, adlcool etilico, 6leos vegetais tais como 6leo de amendoim, de
gergelim ou de coco, 6leos vegetais fracionados, e 6leos minerais tal como
parafina liquida. Suspensdes liquidas podem compreender adicionalmente um
ou mais ingredientes adicionais incluindo, mas sem limitacdo, agentes de
suspensdo, agentes de dispersdo ou umectacdo, agentes de emulsificagdo,

demulcentes, conservantes, tampdes, sais, flavorizantes, agentes de coloragao,
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e agentes adocantes. Suspensdes oleosas podem compreender adicionalmente
um agente espessante.

[00300] Os agentes de suspensdao conhecidos incluem, mas sem
limitacdo, xarope de sorbitol, gorduras hidrogenadas comestiveis, alginato de
sodio, polivinilpirrolidona, goma tragacanto, goma acdicia, e derivados de
celulose tais como carboximetilcelulose, metilcelulose e
hidroxipropilmetilcelulose de sodio. Os agentes de dispersdo ou umectacao
conhecidos incluem, mas sem limitacdo, fosfatideos de ocorréncia natural tal
como lecitina, produtos de condensacdo de um 6xido de alquileno com um
acido graxo, com um dalcool alifdtico de cadeia longa, com um éster parcial
derivado a partir de um 4cido graxo e um hexitol, ou com um éster parcial
derivado a partir de um &4cido graxo e um anidrido hexitol (por exemplo,
estearato de polioxietileno, heptadecaetileno-oxicetanol, mono-oleato de
polioxietileno sorbitol, e mono-oleato de polioxietileno sorbitano,
respectivamente). Agentes de emulsificacdo conhecidos incluem, mas sem
limitagdo, lecitina e acdcia. Conservantes conhecidos incluem, mas sem
limitacdo, metil, etil, ou n-propil-para-hidroxibenzoatos, acido ascorbico e
acido sorbico. Os agentes adocantes conhecidos incluem, por exemplo,
glicerol, propileno glicol, sorbitol, sacarose e sacarina. Os agentes espessantes
conhecidos para suspensdes oleosas incluem, por exemplo, cera de abelha,
parafina dura, e alcool cetilico.

[00301] As solugdes liquidas do ingrediente ativo em solventes
aquosos ou oleosos podem ser preparadas substancialmente da mesma
maneira que as suspensoOes liquidas, a diferenca principal sendo que o
ingrediente ativo € dissolvido, ao invés de suspenso no solvente. As solugdes
liquidas da composi¢do farmacéutica da inven¢do podem compreender cada
um dos componentes descritos com relacdo as suspensdes liquidas, sendo
entendido que estes agentes de suspensdo ndo auxiliardo necessariamente a

dissolu¢do do ingrediente ativo no solvente. Os solventes aquosos incluem,
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por exemplo, dgua e salina isotOnica. Os solventes oleosos incluem, por
exemplo, 6leo de améndoa, ésteres oleosos, dlcool etilico, 6leos vegetais tais
como 6leo de amendoim, de gergelim ou de coco, 6leos vegetais fracionados,
e 6leos minerais tal como parafina liquida.

[00302] As formulacdoes em pd e granulares de uma preparacao
farmacéutica da invenc¢do podem ser preparadas usando métodos conhecidos.
Tais formula¢des podem ser administradas diretamente a um individuo, por
exemplo, usadas para formar comprimidos, para preencher cipsulas, ou para
preparar uma suspensdo ou solucdo aquosa ou oleosa pela adicio de um
veiculo aquoso ou oleoso a essa. Cada uma destas formulacdes pode
compreender adicionalmente um ou mais de agente de dispersio ou
umectacdo, um agente de suspensao e um conservante. Excipientes adicionais,
tais como cargas e agentes adocantes, flavorizantes ou de coloracdo, também
podem ser incluidos nestas formulagdes.

[00303] Uma composi¢do farmacéutica da invenc¢do também pode ser
preparada, embalada ou vendida na forma de emulsio 6leo-em-dgua ou uma
emulsdo dgua-em-o6leo. A fase oleosa pode ser um 6leo vegetal, tal como 6leo
de oliva ou amendoim, um 6leo mineral tal como parafina liquida, ou uma
combinacdo dos mesmos. Tais composicoes podem compreender
adicionalmente um ou mais agentes de emulsificacdo tais como gomas de
ocorréncia natural, tal como goma acécia ou goma tragacanto, fosfatideos de
ocorréncia natural tais como fosfatideos de soja ou lecitina, ésteres ou €steres
parciais derivados a partir das combinacdes de 4dcidos graxos e anidridos de
hexitol tal como mono-oleato de sorbitano, e produtos de condensagdo de tais
ésteres parciais com 6xido de etileno tal como mono-oleato de polioxietileno
sorbitano. Estas emulsdes também podem conter ingredientes adicionais
incluindo, por exemplo, agentes adocantes ou flavorizantes.

[00304] Métodos para impregnar ou revestir um material com uma

composi¢do quimica sdo conhecidos na técnica e incluem, mas sem limitacao,

Peticao 870200029411, de 04/03/2020, pag. 164/275



1477208

métodos para depositar ou ligar uma composi¢do quimica em uma superficie,
métodos para incorporar uma composicdo quimica na estrutura de um
material durante a sintese do material (isto é, tal como com um material
fisiologicamente degraddvel), e métodos para absorver uma solucdo ou
suspensao aquosa ou oleosa em um material absorvente, com ou sem secagem
subsequente.

[00305] Da maneira aqui usada, “administracdo parenteral” de uma
composicdo farmacéutica inclui qualquer via de administracio caracterizada
por rompimento fisico de um tecido de um individuo e administracdo da
composi¢do farmacéutica através da ruptura no tecido. A administracio
parenteral inclui assim, mas sem limitacdo, administragdo de uma composi¢ao
farmacéutica por injecao da composigao, por aplicacdo da composi¢ao através
de uma incisdo cirurgica, por aplicacdo da composi¢do através de uma ferida
ndo cirdrgica que penetra no tecido, e similares. Em particular, administragdo
parenteral € contemplada para incluir, mas sem limitagdo, inje¢do cutanea,
subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, intracisterna, e
técnicas de infusdo de dialise renal.

[00306] As formulacdes de uma composicdo farmacéutica adequada
para administracdo parenteral compreendem o ingrediente ativo combinado
com um carreador farmaceuticamente aceitdvel, tal como &dgua estéril ou
salina isotOnica estéril. Tais formulagdes podem ser preparadas, embaladas ou
comercializadas em uma forma adequada para administragdo em bolo, ou para
administragdo continua. As formulacdes injetdveis podem ser preparadas,
embaladas ou comercializadas na forma de dosagem unica, tal como em
ampolas ou em recipientes multi-doses contendo um conservante. As
formulagbes para administracdo parenteral incluem, mas sem limitagdo,
suspensoes, solugdes, emulsdes em veiculos oleosos ou aquosos, pastas e
formulacOes de liberacdo continua implantdveis ou biodegradaveis. Tais

formulacbes podem compreender adicionalmente um ou mais ingredientes
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adicionais incluindo, mas sem limitacdo, agentes de suspensdo, estabilizacdao
ou dispersdo. Em algumas modalidades de uma formulacdo para
administragdo parenteral, o ingrediente ativo € provido a forma seca (isto €,
po6 ou granular) para reconstituicdo com um veiculo adequado (por exemplo,
agua estéril livre de pirogénio) antes da administracdo parenteral da
composi¢do reconstituida.

[00307] As composicdes farmac€uticas podem ser preparadas,
embaladas ou comercializadas na forma de uma suspensdo ou solugdo aquosa
ou oleosa injetavel estéril. Esta suspensdo ou solu¢cdo pode ser formulada de
acordo com a técnica conhecida e pode compreender, além do ingrediente
ativo, ingredientes adicionais tais como os agentes de dispersdo, agentes de
umectacdo, ou agentes de suspensdo aqui descritos. Tais formulagdes
injetaveis estéreis podem ser preparadas usando um diluente ou solvente ndo
toxico parenteralmente aceitdvel, tal como 4dgua ou 1,3-butano diol, por
exemplo. Outros diluentes e solventes aceitaveis incluem, mas sem limitacao,
solucdo de Ringer, solucdo de cloreto de sddio isotdnico, e 6leos fixos tais
como mono ou di-glicerideos sintéticos. Outras formulacdes parenteralmente
administradas que sdo usadas incluem aquelas que compreendem o
ingrediente ativo na forma microcristalina, em uma preparagdo lipossomal, ou
como um componente de um sistema de polimero biodegradavel. As
composicdes para liberacdo continua ou implantacdo podem compreender
materiais poliméricos ou hidrofobicos farmaceuticamente aceitaveis, tal como
uma emulsdo, uma resina de troca i0nica, um polimero moderadamente
solavel, ou um sal moderadamente solavel.

[00308] As formulacdes adequadas para administracdo topica incluem,
mas sem limitacdo, preparacdes liquidas ou semi-liquidas, tais como
linimentos, logdes, emulsdes Oleo-em-dgua ou agua-em-Oleo tais como
cremes, emplastros ou pastas, e solugdes ou suspensdes. As formulacdes

administraveis topicamente, por exemplo, podem compreender de cerca de
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1% a cerca de 10% (p/p) de ingrediente ativo, embora a concentracdo do
ingrediente ativo possa ser tdo alto quanto o limite da solubilidade do
ingrediente ativo nas formulacdes do solvente para a administragdo tdpica
poder compreender adicionalmente um ou mais dos ingredientes adicionais
aqui descritos.

[00309] Uma composicdo farmacéutica da invencdo pode ser
preparada, embalada ou comercializada em uma formulagdo adequada para a
administracdo pulmonar por meio da cavidade bucal. Uma formula¢do como
esta pode compreender particulas secas que compreendem o ingrediente ativo,
e que apresentam um didmetro na faixa de cerca de 0,5 a cerca de 7
nanOmetros, e preferivelmente de cerca de 1 a cerca de 6 nanOmetros. Tais
composi¢des estdo convenientemente na forma de pds secos para a
administragcdo, usando um dispositivo que compreende um reservatério de po
seco no qual um fluxo de propulsor pode ser direcionado para dispersar o po,
ou usando um recipiente de dispersdo de solvente/p6 auto-propulsor tal como
um dispositivo compreendendo o ingrediente ativo dissolvido ou suspenso em
um propulsor de baixo ponto de ebulicdo, em um recipiente selado.
Preferivelmente, tais pds compreendem particulas em que pelo menos 98%
das particulas em peso apresentam um didmetro maior que 0,5 nandmetros e
pelo menos 95% das particulas em nimero apresentam um didmetro menor
que 7 nandmetros. Mais preferivelmente, pelo menos 95% das particulas em
peso apresentam um didmetro maior que 1 nan6metro e pelo menos 90% das
particulas em nimero apresentam um didmetro menor que 6 nandmetros. As
composicoes de p6 seco incluem preferivelmente um diluente de pd fino
sOlido tal como agucar, e sdo providos convenientemente em uma forma de
dose unica.

[00310] Os propulsores com baixo ponto de ebulicao incluem em geral
propulsores liquidos com um ponto de ebuli¢cdo abaixo de 18,33 °C (65 °F)

em pressao atmosférica. Em geral, o propulsor por constituir 50 a 99,9% (p/p)
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da composicdo, e o ingrediente ativo pode constituir 0,1 a 20% (p/p) da
composi¢do. O propulsor pode compreender adicionalmente ingredientes
adicionais tais como um agente tensoativo nao io6nico liquido ou sdélido, ou
um diluente sélido (preferivelmente com um tamanho de particula da mesma
ordem das particulas compreendendo o ingrediente ativo).

[00311] As composicoes farmacéuticas da invencdo formuladas para
liberacdao pulmonar também podem prover o ingrediente ativo na forma de
gotas de uma solucao ou suspensdo. Tais formulacdes podem ser preparadas,
embaladas ou comercializadas como solugdes ou suspensdes aquosas ou
alcodlicas diluidas, opcionalmente estéreis, compreendendo o ingrediente
ativo, e podem ser convenientemente administradas usando qualquer
dispositivo de nebulizagdo ou atomizacdo. Tais formulacdes podem
compreender adicionalmente um ou mais ingredientes adicionais incluindo,
mas sem limita¢do, um agente flavorizante tal como sacarina sodica, um 6leo
volatil, um agente de tamponamento, um agente ativo de superficie, ou um
conservante tal como metil-hidroxibenzoato. As gotas providas por esta via de
administracdo apresentam preferivelmente um didmetro médio na faixa de
cerca de 0,1 a cerca de 200 nanOmetros. As formulacdes aqui descritas como
sdo usadas para liberacdo pulmonar, também s3o usadas para liberacdo
intranasal de uma composi¢do farmacéutica da invencdo. Uma outra
formulacdo adequada para administracdo intranasal € um pé grosso
compreendendo o ingrediente ativo, € com uma particula média de cerca de
0,2 a 500 micrometros.

[00312] Uma formulacdo como esta € administrada de maneira que o
rapé é obtido, isto €, por inalacdo rapida por meio da passagem nasal a partir
de um recipiente do p6é mantido fechado nas narinas. As formulacdes
adequadas para administracdo nasal, por exemplo, podem compreender de
cerca de tdo pouco quanto 0,1% (p/p) e tdo elevado quanto 100% (p/p) do

ingrediente ativo, € podem compreender adicionalmente um ou mais dos
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ingredientes adicionais aqui descritos.

[00313] Uma composicdo farmacéutica da invencdo pode ser
preparada, embalada ou comercializada em uma formulagdo adequada para a
administracdo bucal. Tais formulacdes, por exemplo, podem estar na forma de
comprimidos ou pastilhas preparadas usando métodos convencionais e, por
exemplo, podem conter 0,1 a 20% (p/p) de ingrediente ativo, o equilibrio
compreendendo uma composi¢do oralmente dissolvivel ou degradivel e,
opcionalmente, um ou mais dos ingredientes adicionais aqui descritos.
Alternativamente, as formula¢gdes adequadas para administracido bucal podem
compreender um pé ou uma solugdo ou suspensao em aerossol ou atomizada
compreendendo o ingrediente ativo. Tais formula¢des em pd, em aerossol ou
em aerossOis, quando dispersas, apresentam preferivelmente uma particula
média ou tamanho de gota na faixa de cerca de 0,1 a cerca de 200
nanOmetros, ¢ podem compreender adicionalmente um ou mais dos
ingredientes adicionais aqui descritos.

[00314] Uma composi¢cdo farmacéutica da invencdo pode ser
preparada, embalada ou comercializada em uma formulacdo adequada para
administracdo oftdlmica. Tais formulacdes, por exemplo, podem estar na
forma de colirio incluindo, por exemplo, uma solu¢do ou suspensao 0,1-1,0%
(p/p) do ingrediente ativo em um carreador liquido aquoso ou oleoso. Tais
gotas podem compreender adicionalmente agentes de tamponamento, sais, ou
um ou mais dos outros ingredientes adicionais aqui descritos. Outras
formulagdes oftalmicamente administraveis que sdo usadas incluem aquelas
que compreendem o ingrediente ativo na forma microcristalina, ou em uma
preparacdo lipossomal.

[00315] Da maneira aqui usada, “ingredientes adicionais” incluem, mas
sem limitacdo, um ou mais dos seguintes: excipientes; agentes ativos de
superficie; agentes dispersantes; diluentes inertes; agentes de granulacdo e

desintegracdo; agentes de ligacdo; agentes lubrificantes; agentes adocantes;
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agentes flavorizantes; agentes de coloracdo; conservantes; composi¢Oes
fisiologicamente degradaveis tal como gelatina; veiculos e solventes aquosos;
veiculos e solventes oleosos; agentes de suspensdo; agentes de dispersao ou
umectacdo; agentes de emulsificacdo, demulcentes; tampoes; sais; agente
espessantes; cargas; agentes de emulsificacdo; antioxidantes; antibidticos;
agentes antiflingicos; agentes estabilizantes; e materiais poliméricos ou
hidrofébicos farmaceuticamente aceitiveis. Outros “ingredientes adicionais”
que podem ser incluidos nas composicdes farmacé€uticas da invengdo sao
conhecidos na técnica e descritos, por exemplo, em Genaro, ed., 1985,
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., que
¢ aqui incorporado pela referéncia.

[00316] Tipicamente, as dosagens do composto da invencdo que
podem ser administradas a um animal, preferivelmente um humano, variam
em quantidade de cerca de 0,001 mg a cerca de 1000 mg por quilograma de
peso corporal do animal. A dosagem exata administrada variard, dependendo
de inimeros fatores incluindo, mas sem limitacdo, o tipo de animal e tipo de
doencga ou distirbio que € tratado, a idade do animal e a via de administrag3o.
Preferivelmente, a dosagem do composto variard de cerca de 0,1 mg a cerca
de 10 mg por quilograma de peso corporal do animal. O composto pode ser
administrado a um animal tantas vezes quanto vérias vezes ao dia, ou pode ser
administrado menos frequentemente, tal como uma vez ao dia, uma vez por
semana, uma vez a cada duas semanas, uma vez por més, ou ainda menos
frequentemente, tal como uma vez a cada varios meses ou mesmo uma vez
por ano ou menos. a frequéncia da dose serd rapidamente entendida pelos
versados na técnica e dependerd de inumeros fatores tais como, mas sem
limitacdo, o tipo e a gravidade da doenca ou distirbio que € tratado, o tipo e
idade do animal etc.

EXEMPLOS EXPERIMENTAIS

[00317] A invencdo € descrita adicionalmente em detalhes pela
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referéncia aos exemplos experimentais a seguir. Estes exemplos sdao providos
apenas com propositos de ilustracdo, e ndo sdo pretendidos como limitantes, a
menos que de outra forma especificada. Assim, a invencdo ndo deve ser
interpretada de maneira alguma como sendo limitada aos exemplos a seguir,
mas certamente deve ser interpretada como incluindo qualquer e todas as
variacOes que se tornam evidentes, em funcdo dos preceitos aqui providos.

[00318] Sem descricdo adicional, acredita-se que os versados na
técnica, usando a descricdo precedente e os exemplos ilustrativos a seguir,
possam preparar e utilizar a presente invencdo e praticar os métodos
reivindicados. Os exemplos de trabalho a seguir, portanto, ndo devem ser
interpretados como limitantes de maneira alguma no restante da descricao.

Exemplo 1: Polipeptideos variantes de 11.-18

[00319] IL-18 ¢ uma citocina pré-inflamatéria que pode estimular
células T, NK e mieloides. Foi proposta como um agente imunoterapéutico
para cancer, dada a sua capacidade de estimular células imunes antitumor. Da
maneira aqui demonstrada, a eficiéncia terapéutica de tratamento com IL-18
recombinante é muito limitada por regulacdo crescente de sua IL-18BP
inibidora soluvel endégena natural. A presente invengao € baseada, em parte,
no desenvolvimento de variantes de IL-18 tanto de humano quanto de
camundongo, que sdo quase totalmente independentes de IL-18BP. Os
variantes de citocina exibem preferéncia relativa alterada para os receptores
(IL-18Ra e IL-18BP) em centenas de milhares a mais de um milhao de vezes.
Estes variantes apresentam potente atividade antitumor em modelos de tumor
pré-clinicos, tanto como monoterapias quanto em combina¢do com inibidores
de ponto de controle imunoldgico, tal como anti-PD-1. Como uma aplicagdo
adicional, IL-18 também apresenta um papel anti-obesidade bem estabelecido,
e ¢ demonstrado aqui que a administracdo dos variantes reduz muito a
composicdo de gordura corporal, comparado ao tratamento com IL-18 WT.

Os novos variantes apresentam assim indicacdes em
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endocrinologia/metabolismo/obesidade, além das imunoterapias de tumor.
[00320] E também descrito aqui um conjunto adicional de variantes de
IL-18 que atuam como antagonistas de IL-18BP pela ligacdo exclusiva de IL-
18BP com auséncia ou ligagio muito reduzida de IL-18Ra. E previsto que
estas proteinas possam ser usadas para melhorar a atividade de IL-18
enddgena neutralizando IL-18BP.

[00321] Os materiais e métodos empregados nestes experimentos Sao
agora descritos.

Expressdo e purificacdo de proteina

[00322] IL-18 de humano, IL.-18 de camundongo (aminoédcidos 1-157)

e variantes dos mesmos, foram montados como gBlocks (Integrated DNA
Technologies, IDT) e clonados em um vetor pET28a-smt para a expressao de
proteinas N-terminais marcadas com sumo e C-terminais marcadas com hexa-
histidina em cepa de E. coli BL21 (DE3) Rosetta. A expressdo de proteina foi
induzida com IPTG 0,5 mM a 16 °C por 20 horas. As proteinas de fusio
foram primeiro purificadas usando resinas de quelacdo com Ni, seguido pela
clivagem da marca¢do sumo com protease sumo. As proteinas foram entio
separadas a partir de agregados por cortes sucessivos de sulfato de amonio,
com agregados que precipitam em 20% de sulfato de amonio e as proteinas
alvo em 70% de sulfato de amodnio. Os precipitados de proteina foram
ressuspensos e aplicados nas resinas de quelacdo com Ni novamente para
remover marcagdes sumo, € foram submetidos a uma lavagem com remog¢ao
de endotoxina com 0,1% de Triton X-114. Finalmente, a proteina eluida teve
seu tampao trocado para PBS por coluna PD-10 (GE Healthcare). A amostra
de proteina foi testada por monodispersdao por cromatografia com exclusao
por tamanho usando uma coluna FPLC (Bio-Rad) e SEC650 (Bio-Rad).

[00323] O ectodominio IL-18Ra de humano (aminodcidos 19-329),
ectodominio IL-18RpB (aminodcidos 15-356) e IL-18BP (aminodcidos 31—

194) foram secretados e purificados por meio de um sistema de expressdo de
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baculovirus. Em resumo, todas as sequéncias de constru¢do foram clonadas
no vetor pAcBN-BH3 (BD Biosciences) com um peptideo sinal N-terminal
gp67 e uma marcagdo C-terminal com AviTagTM e hexa-histidina. As células
de inseto Spodoptera frugiperda (S19), cultivadas a 27 °C em meio SF900 II
SFM (Invitrogen), foram transfectadas com as constru¢des de plasmideo para
estabelecer virus recombinantes de alta titulacdo, os quais foram
subsequentemente amplificados. Células de inseto Trichopulsia ni (High-
Five) (Invitrogen), crescidas em meio Insect Xpress (Lonza) a 27 °C, foram
infectadas com os virus para expressar a proteina recombinante. Trés dias
apos a infecgdo, as proteinas foram extraidas por meio de cromatografia de
afinidade Ni-NTA (QIAGEN), concentradas e purificadas em >98% de
homogeneidade com coluna de dimensionamento SEC650 (Bio-Rad)
equilibrada em HEPES 10 mM (pH 7,5) e NaCl 150 mM.

[00324] Ectodominio de IL-18Ra de camundongo (aminoacidos 19—
329) e IL-18BP (aminoédcidos 31-194) foram produzidos como proteinas
secretadas usando o sistema de expressio Expi293 (Thermo Fisher). Em
resumo, todas as sequéncias de construcdo foram clonadas no vetor de
expressao BacMam pEZT_D_Lux com um peptideo sinal N-terminal H7 e
uma marcacdo C-terminal AviTagTM e hexa-histidina. As células Expi293
cultivadas a 37 °C em meio de expressao Expi293 (Thermo Fisher) foram
transfectadas com plasmideos usando o kit de transfeccdo ExpiFectamine 293
(Thermo Fisher), de acordo com as instru¢des do fabricante. As células foram
coletadas 3-5 dias apds a transfeccdo. Os procedimentos de purificacdo de
proteina foram os mesmos com as proteinas de humano.

[00325] Para a biotinilacdo de proteina, um peptideo aceptor de biotina
C-terminal (AviTag)-GLNDIFEAQKIEWHE foi fundido a todas as
construcdes do receptor de IL-18. A biotinilacdo de proteina foi realizada com
a enzima solivel BirA ligase em Bicina 0,1 mM (pH 8,3), ATP 10 mM,
acetato de magnésio 10 mM, e biotina 0,5 mM (Sigma). As proteinas foram
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purificadas por exclusdo por tamanho em uma coluna SEC650, da maneira
descrita anteriormente.
Exibi¢do em levedura de I1.-18

[00326] O bloco de gene de IL.-18 de humano e de camundongo (IDT)

foi sintetizado e clonado no vetor pYAL e exibido na cepa Saccharomyces
cerevisiae EBY100. As col6nias individuais de levedura com IL-18 foram
crescidas por toda a noite a 30 °C, em meios liquidos SDCAA e induzidas em
meios liquidos SGCAA por 1 dia a 20 °C. Os niveis de exibi¢do de IL.-18 em
levedura foram verificados por citometria de fluxo usando um anticorpo de
marcacdo anti-cMyc (anti-myc-PE; Cell Signaling Technologies). A
coloragao do receptor com IL-18Ra biotinilada (com ou sem IL-18R) ou IL-
18BP biotinilada foi realizada em PBS suplementado com 0,5% de BSA e
EDTA 2mM (PBE) no gelo. Todas as andlises foram realizadas em um
citometro de fluxo Sony SA3800.

Construcio e selecao de biblioteca de IL-18 de humano

[00327] Para a primeira biblioteca de IL-18 resistente a chamariz de
humano, quatorze residuos de contato hIL-18Ra e hIL-18BP em hIL-18
(Tabela 1) foram identificados a partir de posi¢cdes homologas alinhando a
estrutura do complexo hIL-18/hIL-18Ra/hIL-18RB (Banco de dados de
proteina (PDB ID) cddigo 30W4) com a estrutura de 1L-18/IL-18BP (PDB
ID 3F62). Uma biblioteca aleatéria destes residuos foi construida usando PCR
de montagem com os oligonucleotideos iniciadores degenerados listados na
tabela 2. A biblioteca apresentou uma diversidade teérica de ~ 1,96 x 10!
sequéncias exclusivas de proteina. Os produtos de PCR foram amplificados
adicionalmente com oligonucleotideos iniciadores com homologia para o
vetor pYAL, e co-eletroporados juntos com pYAL linearizado em levedura
EBY100. A biblioteca resultante continha 2,5 x 10® transformantes.

[00328] Para a segunda biblioteca de OL-18 resistente a chamariz de
humano V2.0, onze residuos de contato hlLL-18Ra e hIL-18BP em hIL-18
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x 10° variantes (descrita na figura 7A). Uma biblioteca que escolhe
aleatoriamente estes residuos foi construida usando PCR de montagem, com
os oligonucleotideos iniciadores degenerados e co-eletroporados com pYAL

em levedura EBY100. A biblioteca resultante apresentou uma diversidade de

6 x 108 transformantes.
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Tabela 1: Primeiro desenho de biblioteca de IL.-18 de humano

Tabela 2: Oligonucleotideos iniciadores para montagem da primeira

Residuo/Cédon Residuos potenciais
1Y |YNT Y,F,S,C,L,P,H,R
L5 |NWT L,FIYHNV,D
8K |MRA K.R.R,Q

5IM | RNS M, LT,N,KS,R V,ADEG
53K | ARA K,R

55S |RRW S,R,G,G,N,K,D,E
59G |RNA G EA V,LT,K,R
60M | VDG M,K,R,L,Q,R,V,E,G
103Q |VAW Q,K,E,D,N,H
105S |RRW S,K.R,N,D,E,G,G
110D |VAW D,E,K,N,Q,H
111N | NAT N,D,H, Y

153V | RHT V,A,D,LT,N
155N |VAW N,K,D,E,Q,H

biblioteca de ILL.-18 de humano

Oligonucleotideo iniciador Sequéncia (5’ para 3°)
hIL1SLib1 CATTTTCATTAAGATGCAGTTACTTCGCTGTTTTTCAATATTTTCTG
TTATTGCTAGC (SEQ ID NO: 1)
AATTACGGATGACCGAAAGTYKGGATTCAWNCTTGCCGAAANRT
hIL18Lib2 GCTAAAACGCTAGCAATAACAGAAAATATTGAAAAA (SEQ ID NO:
2)
hIL1SLib3 ACTTTCGGTCATCCGTAATTTGAACGACCAAGTCCTTTTTATTGAC
CAGGG (SEQID NO: 3)
hIL1SLib4 ACTATCCGTCATATCCTCGAATAAGGGACGATTGCCCTGGTCAAT
AAAAAGGACT (SEQ ID NO: 4)
hIL1SLib5 CTTATTCGAGGATATGACGGATAGTGATTGCCGTGACAACGCCC
(SEQID NO: 5)
ACTGAGATTGTTACCGCCHBTNYACGGGGTTGWYYATCTYTATAS
hIL18Lib6 NYAGAGATGATGAAAATTGTACGAGGGGCGTTGTCACGG (SEQ ID
NO: 6)
hIL1SLib7 GGCGGTAACAATCTCAGTTAAGTGCGAAAAAATCTCGACACTTTC
TTGTGAA (SEQ ID NO: 7)
hIL1SLib8 GGTTCATTTCCTTGAACGAAATGATCTTGTTTTCACAAGAAAGTGT
CGAGATT (SEQ ID NO: 8)
hIL1SLib9 CATTTCGTTCAAGGAAATGAACCCGCCGGATAATATCAAGGATAC
AAAATCAGATATTATTT (SEQ ID NO: 9)
TGATGAGCTCTCGAATTGCATCTTATNWTBGTGTCCAGGCACWYY
hIL18Lib10 ACGWTBGAAGAAAATAATATCTGATTTTGTATCCTTGATATTA
(SEQ ID NO: 10)
hIL1SLib11 ATAAGATGCAATTCGAGAGCTCATCATACGAAGGTTACTTTTTAG
CCTGCG (SEQIDNO: 11)
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hIL1SLib12 AATTAACTTAAACAGGTCGCGCTCCTTCTCGCAGGCTAAAAAGTA
ACCTT (SEQ ID NO: 12)

hIL1SLib13 GCGACCTGTTTAAGTTAATTCTTAAGAAAGAAGATGAGTTGGGGG
ATCG (SEQ ID NO: 13)

hIL1SLib14 CCAGAACCACCGTCCTCWTBCTGADYGGTAAACATGATGCTACG

ATCCCCCAACTCATCTT (SEQ ID NO: 14)
IL1SLib15 GAGGACGGTGGTTCTGGATCCGAACAAAAGCTTATCTCCGAAGAA
GACTTGG (SEQ ID NO: 15)
hIL1SLib16 CCACCAGATCCACCACCACCCAAGTCTTCTTCGGAGATAAG (SEQ
ID NO: 16)
[00329] Para ambas as bibliotecas, as leveduras transformadas foram

recuperadas e expandidas em meio de dextrose sintético liquido com meio de
casaminoacidos (SDCAA) a 30 °C, e induzidas por diluicdo 1:10 em meio
liquido de galactose sintético com meio de casaminodcidos (SGCAA) e
cultivadas a 20 °C por 24 horas. Os numeros apropriados de levedura induzida
foram usados em cada ciclo para garantir pelo menos 10 vezes a cobertura da
diversidade esperada da biblioteca em cada etapa, e ndo menos que 10®
células. Todas as etapas de sele¢ao foram realizadas a 4 °C usando tampao
PBE (PBS com 0,5% de BSA e EDTA 2 mM). Para a biblioteca de primeira
geracdo, cada um dos reagentes de selecao do ciclo € listado na tabela 3. Para
o ciclo 1, as leveduras foram contra-selecionadas com microesferas anti-
Cy5/AlexaFluor 647 (Miltenyi) e uma coluna LS MACS (Miltenyi) para
remover aglutinantes de esferas nao especificos. A selecdo positiva foi
realizada marcando as leveduras com hIL-18Ra biotinilada 1 uM por 1 hora a
4 °C, seguido pela selecao magnética com microesferas SA/AlexaFluor 647 e
uma coluna de LS MACS. Para o ciclo 2, a contra-selecdo foi realizada com
IL-18BP biotinilada 1 uM, com selecdo positiva idéntica ao ciclo 1. Para os
ciclos 3-5, a selecdo foi realizada incubando leveduras com IL-18Ra
biotinilada 100 nM (ciclos 3-4) ou 10 nM (ciclo 5) e 250 nM pré-formada,
tetrameros de hIL-18BP/SA-PE selados com biotina. Apds a ligagdo por
competicao, as leveduras foram lavadas e marcadas com SA AlexaFluor 647
para detectar IL-18Ra. Os niveis de exibi¢do foram determinados corando
com anti-cMyc conjugado com AlexaFluor 488 (Cell Signaling

Technologies), € o 1% superior dos aglutinantes de IL-18Ra de exibi¢cdo
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normalizada (fora os ndo aglutinantes de IL-18BP) foram isolados usando
FACS com um classificador de células Sony SA3800. Apds cada ciclo de
selecdo, as leveduras recuperadas foram expandidas em meio SDCAA a 30 °C
por toda a noite, e posteriormente induzidas a 20 °C por uma dilui¢do 1:10 em
meio SGCAA por 24 horas.

[00330] A biblioteca de DR-IL-18 de humano V2.0 foi selecionada de
uma maneira similar, com etapas de selecdo especifica elaboradas na figura
7B.

Construcio e selecao de biblioteca de IL-18 de camundongo

[00331] Os procedimentos de constru¢do e selecdo sao similares a IL-
18 de humano, com as alteracoes a seguir. A constru¢do da biblioteca foi
informada por uma estrutura complexa de IL-18 de camundongo/receptor
modelada em silico (prevista por Phyer2.0). Treze posi¢des foram escolhidas
para selecdo aleatoria (Tabela 3) usando oligonucleotideos iniciadores
descritos na tabela 4. A co-eletroporacdo com pYAL rendeu uma biblioteca
de 4 x 10® transformantes. Os reagentes de sele¢do usados para cada ciclo sdo
listados na tabela 5.

Tabela 3: Desenho de biblioteca de IL.-18 de camundongo

Residuo/Cédon Residuos potenciais

IN |NWT F,Y,LLHLN,V,D
50M | RNS MLT,NK S, R, V,A,D,E, G
51Y |NRN Y,K.,R,D,E

52K | VNS L,P,HQRILMTNK,S V,ADEG
54S |RRW S,R,G,G,N,K,D,E
55E | VRN E,K,N,R,S,R,H

56V | VNV V,S,P,T,A,K,R

57R |RVW R,D,E,S, T

58G |RNA G, E AV, LT, K,R
59L | VDR L,LK,R,Q,R,V,E G
104R |NDH R,D,E,N,Y,F,LL, V
109N | NAT N,D,H, Y

151L | VHY L,V,AD,LT,N

Tabela 4: Oligonucleotideos iniciadores para montagem de biblioteca de IL-

18 de camundongo

Oligonucleotide A . ey s
o iniciador Sequéncia (5’ para 3°)
mIL18lib1 CATTTTCATTAAGATGCAGTTACTTCGCTGTTTTTCAATATTTTCTGTTATT
GCTAGCGTTT (SEQ ID NO: 17)
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TTGTACAGTGAAGTCGGCCAAAAWNTGCTAAAACGCTAGCAATAACAGA

mIL18lib2 AAATAT (SEQ ID NO: 18)

iL18ibs |CCCGACTTCACTGTACAACCGCAGTAATACGGAATATAAATGACCAAGTT
CTCTTCGTT (SEQ ID NO: 19)

IL18Kb4 | TTOATCAATATCAGTCATATCCTCGAACACAGGCTGTCTTTTGTCAACGA

AGAGAACTTGGTCATTT (SEQ ID NO: 20)
IL18tbs  |GTOTTCGAGGATATGACTGATATTGATCAAAGTGCCAGTGAACCCCAGAC
CAGA (SEQ ID NO: 21)
L1stibs | TCACAGAGAGGGTCACAGCYHBTNYWBYBNBNYBW Y YGTCSNBNYNSN
YGTATATTATCAGTCTGGTCTGGGGTTCAC (SEQ ID NO: 22)

L8ty | CCTGTGACCCTCTCTGTGAAGGATAGTAAAATGTCTACCCTCTCCTGTAA
GAACAAGA (SEQ ID NO: 23)

IL1sibg | CTATATCATCAATATTTTCAGGTGGATCCATTTCCTCAAAGGAAATGATC

TTGTTCTTACAGGAGAGGG (SEQ ID NO: 24)
AATGGATCCACCTGAAAATATTGATGATATACAAAGTGATCTCATATTCT
mIL181ib9 | TTCAGAAANDHGTTCCAGGACACNATAAGATGGAGTTTGAATCTTCACT

(SEQ ID NO: 25)
CCTTTTGGCAAGCAAGAAAGTGTCCTTCATACAGTGAAGATTCAAACTCC

mIL18lib10 ATCTTAT (SEQ ID NO: 26)
Listibly | CTTTCTTGCTTGCCAAAAGGAAGATGATGCTTTCAAACTCATTCTGAAAA
AAAAGGATGA (SEQ ID NO: 27)
Li8lib1z | CCACCACTTTGATGTAAGTTAGTRDBAGTGAACATTACAGATTTATCCCC
ATTTTCATCCTTTTTTTTCAGAATGAG (SEQ ID NO: 28)
ILi8libgs | ACTAACTTACATCAAAGTGGTGGTTCTGGATCCGAACAAAAGCTTATCTC

CGAAGAAGA (SEQ ID NO: 29)

Tabela 5: Sumadrio de reagentes de sele¢do de biblioteca

Selecio de biblioteca de IL-18 de Selecio de biblioteca de IL-18 de
humano camundongo
Contra-selecao Selecao positiva Contra-selecao Selecao positiva
. hIL-18Ra-SA-esferas IL-18Ra-SA-esferas
Roundl |SA-esferas sozinhas M| T 1000 oM
Ciclo2 | IL-18BP1uM IL'ISR?'Sﬁ'eSfem ------ 1 uM IL-18Ra
Ciclo3 IL-18BP 1 uM hIL-18Ra 100 nM IL-18BP 1 uM IL-18Ra 1 uM
Ciclo4 IL-18BP 1 uM hIL-18Ra 10 nM IL-18BP 1 uM IL-18Ra 100 nM
Cicos | 700 TASBP )y 18Ra 10 M | IL-18BP 1 pM IL-18Ra 10 nM
. IL-18BP tetramero

Ciclo6 |  ——- | - 250 nM IL-18Ra 200 nM

Ressonancia plasmatica de superficie

[00332] Os experimentos foram conduzidos usando um Biacore T100 e
realizados a 25 °C. IL-18Ra ou IL-18BP biotinilada foram imobilizadas em
um chipe de captura de biotina Biacore (chipe sensor Series S CAP, GE
Healthcare) para render um Rmax de ~50 RU (IL-18Ra) ou ~10 RU (IL-
18BP). As medi¢des foram realizadas com dilui¢des seriadas dos variantes de
IL-18 em salina tamponada HEPES-P+ tampao (HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl
150 mM, agente tensoativo 0,005% P20). O agente tensoativo foi regenerado
por trés injecdes de 60-sec de tampdo de regeneracdo (3/4 (v/v) 8M de

cloridrato de guanidina com 1/4 (v/v) IM de hidréxido de sédio). Os
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experimentos foram realizados em multiplos canais simultaneamente para
maiores observacdes. Todos os dados foram analisados com o software de
avaliacao Biacore T100 versdo 2.0 com um modelo de ligacdo Langmuir 1:1.
Linhagens celulares

[00333] As células sensoriais HEK-Blue IL-18 (InvivoGen) foram

mantidas em meios completos (DMEM contendo 10% de FBS inativado pelo
calor, L-glutamina 2 mM, penicilina 50 U/mL, e estreptomicina 50 pug/mL)
suplementado com Normocina 100 pg/mL, Blasticidina 30 pg/mL, Zeocina
180 pg/mL, e Higromicina 200 pg/mL. Células de melanoma YUMMER1.7
foram cultivadas e preparadas da maneira previamente descrita (Wang et al.,
2017, Pigment Cell Melanoma Res., 30(4):428-435).

Ensaio de atividade de citocina HEK-Blue

[00334] Para avaliacdes da atividade de citocina, 50.000 células
sensoriais IL-18 HEK-Blue por poco de uma placa de fundo chato de 96
pocos foram incubadas com IL-18 de humano recombinante em
concentragdes sucessivamente decrescentes, em um volume total de 200 puL
de meios completos. Apds 20 - 24 horas de incubacdo a 37 °C e 5% de CO,,
30 uL do sobrenadante de cultura de células foram misturados com 170 uL de
meios de deteccio QUANTI-Blue (InvivoGen), e incubados a 37 °C e 5% de
CO, até uma alteracdo de cor de rosa para azul ser detectada (0,5 - 4 horas).
Os niveis de fosfatase alcalina foram quantificados usando um
espectrofotdmetro em comprimento de onda de 655 nM. A atividade de
citocina foi determinada calculando o valor relativo de absorbancia
(percentual do valor da absorbincia midxima medido a 655 nM) para cada
citocina no ensaio.

[00335] Para os experimentos de bloqueio de IL-18BP, uma
concentracdo fixa de IL-18 de humano recombinante foi pré-incubada com
IL-18 de humano recombinante BP em sucessivas concentra¢des decrescentes

por 1 hora a 4 °C. Subsequentemente, a mistura de proteina foi adicionada as
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células sensoriais IL-18 HEK-Blue e o ensaio foi realizado da maneira
descrita.
Camundongos

[00336] Camundongos C57BL/6 tipo selvagem (6-9 semanas) do

laboratério Jackson foram usados para experimentos em camundongos in
vivo. Grupos experimentais foram combinados por peso, sexo e idade. Todos
os experimentos com animal foram conduzidos em conformidade com
aprovacado do Yale Institutional Animal Care and Use Committee.

Estudos farmacodinamicos e farmacocinéticos in vivo

[00337] Os camundongos (n=9 por grupo) receberam diariamente
injecdes intraperitoneais (i.p.) de IL-18 recombinante 1 mg/kg (WT ou
variante de mCS2), ou PBS como veiculo controle. No dia 1, dia 4, e dia 7 do
experimento, 3 camundongos por grupo foram sacrificados 5 horas apds a
injecdo para coleta de sangue por meio de puncdo cardiaca, e andlise
subsequente de plasma sanguineo ou células brancas do sangue (vide ELISA
de IL-18 BP de camundongo, imunoensaio multiplex a base de Luminex para
andlise de citocina de camundongo, bem como imunofenotipagem por meio
de citometria de fluxo) foi realizada. Durante os 7 dias do experimento, as
temperaturas corporais foram monitoradas diariamente usando o termOometro
BIO-TK8851 (Bioseb) de roedor e a sonda retal RET 3 para camundongos
(Braintree Scientific Inc.). Os pesos corporais foram monitorados
diariamente.

Preparacao de plasma a partir do sangue completo

[00338] A preparacdo do plasma a partir do sangue completo foi
realizada usando tubos separadores de plasma Microtainer revestidos de
EDTA (BD), de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras de
plasma foram congeladas uma vez a -20 °C, antes de serem usadas para
ensaios analiticos.

ELISA para IFN-y e IL-18BP
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[00339] Para avaliar niveis de IFN-y de humano no sobrenadante de
cultura de células, o conjunto ELISA MAX Deluxe de IFN-y de humano
(BioLegend), com uma sensibilidade de 4 pg/mL e uma faixa de deteccdo de
7,8 — 500 pg/mL, foi usado de acordo com as instrucdes do fabricante. Para a
quantificacdo de IL-18BP de humano no sobrenadante de cultura de células, o
imunoensaio Quantikine de IL-18BP de humano (R&D Systems) com uma
sensibilidade de 7,52 pg/mL e uma faixa de deteccdo de 26,6 — 1.700 pg/mL
foi usado. Os niveis de IL-18BP de camundongo no plasma sanguineo foram
quantificados usando o kit de ELISA para IL-18BP de camundongo (R&D
Systems) com uma sensibilidade de 0,156 ng/mL e uma faixa de detec¢ao de
0,156 — 10 ng/mL. Todos os ensaios que incluem a preparacdo de amostra
foram realizados de acordo com as instru¢des do fabricantes.

Ensaio multiplex a base de Luminexpara analise de citocina de camundongo

[00340] Para quantificar uma variedade de niveis de citocina de
camundongo em plasma sanguineo, incluindo IFN-y e IL.-12, o imunoensaio
multiplex Bio-Plex Pro a base de luminex (Bio-Rad) foi realizado usando o
Bio-Plex 200 System (Bio-Rad). As citocinas de interesse foram analisadas
usando o Bio-Plex Pro Mouse Cytokine Standard 23-Plex (grupo 1),
reconstituido em DMEM, seguindo as instru¢des do fabricante.

Imunofenotipagem por meio de citometria de fluxo

[00341] Para andlise de glébulo branco, 100 uL de sangue total foram
coletados em um tubo separador de plasma Microtainer revestido com EDTA
(BD), adicionalmente contendo 50 puL de solu¢cdao de Heparina, e misturados
por inversdo vdrias vezes. A lise de célula vermelha do sangue foi realizada
adicionando tampao de lise ACK (VWR) e incubando por 3 - 5 minutos em
temperatura ambiente. Apds adicionar tampdao MACS (EDTA 2 mM, 2% de
FBS, em PBS), células de glébulos brancos foram coletadas por centrifugacio
(5 minutos, 400 x g, 4 °C) e aspiradas do sobrenadante. As células de

globulos brancos foram lavadas uma vez com tampao MACS frio, e coletadas
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novamente da maneira descrita. O precipitado celular foi ressuspenso em 200
uL de tampao MACS contendo 10% (v/v) de soro de rato (STEMCELL
Technologies Inc.) e anticorpos marcados fluorescentemente especificos para
coloracdo, para andlise subsequente por citometria de fluxo. A coloracio foi
realizada por 30 minutos a 4 °C usando os seguintes anticorpos: aCD4-AF700
(BioLegend), oCDS8-APC (BioLegend), B220-APC-Cy7 (BioLegend),
CDI11b-PB (BioLegend), NK1.1-PE (BioLegend), NKp46-PE (BioLegend), e
CD69-FITC (BiolLegend). Posteriormente, as células de globulos brancos
foram lavadas duas vezes com tampdo MACS, da maneira descrita
anteriormente. Finalmente, as células foram ressuspensas em 100 pL de
tampao MACS e as amostras foram adquiridas usando o citdmetro de fluxo
(Sony SA3800). Uma aliquota de 10 pL foi obtida para realizar contagem
celular usando o contador de células automatizado Invitrogen Countess II
(Thermo Fisher Scientific). O software FlowJo v10.3 foi usado para anélise
de dados, e as cé€lulas foram bloqueadas por leucdcitos e eventos simples
usando a dispersao lateral e para frente.

Experimentos de tratamento de tumor

[00342] 0,5 x 10° células YUMMERI1.7 foram implantadas

subcutaneamente em camundongos C57BL/6J. 7 daias apds implantagdo,
quando tumores estavam aproximadamente com 50 mg, o tratamento foi
iniciado. Os camundongos foram divididos em coortes de tratamento que
incluiram: 1) veiculo (salina), 2) anti-PD1 (clone de rato RMP1-14, Bio X
Cell, West Lebanon, New Hampshire, Estados Unidos), 3) IL-18 tipo
selvagem, 4) mCS2, 5) IL-18 tipo selvagem + anti-PD-1, e 6) CS2 IL-18 +
anti-PD1. Anti PD-1, IL-18 tipo selvagem e mCS2 IL-18 foram administrados
por meio de injecdo intraperitoneal duas vezes por semana em 8 mg/kg, 0,32
mg/kg e 0,32 mg/kg, respectivamente. Os camundongos foram monitorados
por sinais de toxicidade clinica, e o crescimento de tumor foi rastreado duas

vezes por semana usando medi¢Oes calibradas. Os camundongos foram
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eutanasiados quando o didmetro do tumor atingiu ou excedeu 1,5 cm em
maior dimensdo; este foi considerado o ponto final para anélises de
sobrevivéncia.

[00343] Estudos de YUMMERIL.7 deficientes em B2m foram
conduzidos de uma maneira similar, com pequenas alteracdes. 1,0 x10°
células foram enxertadas, uma vez que tumores cresceram mais lentamente
que a cepa parental. Os tratamentos consistiram em salina, anti-PD1 e anti-
CTLA4 e mCS2, fornecidos no mesmo esquema e dose do estudo anterior.
[00344] Os resultados dos experimentos sdo agora descritos.

O eixo [L.-18 como um alvo para imunoterapia para cancer

[00345] Para identificar nés de sinalizacdo potenciais para intervencao
imunoterapéutica, dados de RNAseq de célula unica a partir de linf6citos que
infiltram no tumor foram analisados em relacdo a expressdo de componentes
da via de citocina (Singer et al., 2016, Cell, 166:1500-1511, e¢1509). Da
maneira observada na figura 1A, as subunidades do receptor para IL-18-IL-
18Ra (isto é, IL-18R1) e IL-18RP (isto é, IL-18RAP)- bem como a propria
IL-18, foram reguladas de maneira crescente tanto em programas de linfécito
ativado quanto disfuncional. A andlise adicional da base de dados
Immunological Genome (ImmGen) revelou que a expressdo de ambas as
subunidade do receptor de IL-18 estava correlacionada com expressdo de
marcadores de “exaustao” de célula T em células CD4 e CDS8, incluindo PD-
1, Tim3, Lag3, e TIGIT apds exposi¢do cronica de antigeno (Figura 1B).
Estas caracteristicas de expressdo sugerem que a via de IL-18 pode ser usada
para estimular seletivamente as células T ativadas e disfuncionais/exaustas em
tumores como um paradigma imunoterapéutico.

[00346] IL-18 é uma citocina Thl inicialmente denominada ‘‘fator
indutor de interferon-gama” (IGIF) por sua capacidade de estimular de
maneira fortemente a liberacdao de interferon gama (IFN-y) por células T e

NK. A inibi¢do da retroalimentacdo de IL-18 € atingida pela indugdo
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direcionada ao IFN-y de IL-18BP, um receptor de chamariz secretado com
alta afinidade para IL-18, que impede estericamente a capacidade de IL-18 de
se ligar e ativar seu receptor (Figura 2A). Sem querer ficar preso a nenhuma
teoria particular, este mecanismo € reminiscente da inducdo de PD-L1 por
IFN-y, sugerindo que IL-18BP pode atuar como um “ponto de controle
imunolégico soluvel”. Consistente com esta hipdtese, observa-se que IL-18BP
¢ regulado de maneira crescente em varios tipos de cancer, mais notavelmente
cancer de mama, géstrico e cerebral nas bases de dados TCGA e Oncomine
(Figura 2B). Além disso, a expressdao de IL.-18BP se correlaciona fortemente
com a expressao do ponto de controle imunoldgico crucial PD-1 em tumores
(r=0,65 e 0,78 no cancer gastrico e de mama respectivamente, Figura 2C),
sugerindo que IL-18BP também pode contribuir com a evasdo imunolégica do
tumor e exaustdo do linfdcito.

[00347] IL-18 recombinante foi administrada aos pacientes com cancer
em multiplos testes clinicos. Verificou-se ser bem tolerado, embora em doses
elevadas de 2 mg/kg, com resultados farmacodinamicos robustos, incluindo a
expansdo de células exterminadoras naturais (NK) CD69" ativadas e
aumentos acentuados nos niveis séricos de IFN-y. Entretanto, um teste de fase
II de paciente com melanoma foi descontinuo em virtude da perda de
eficiéncia. O exame dos resultados farmacodinamicos relatados a partir destes
testes clinicos revelou que a eficiéncia de rIL-18 diminui com a dosagem
repetida, com taquifilaxia observada com relacdo a ativacdo/expansido de
célula NK periférica e liberacdo de citocina (incluindo IFN-y e GM-CSF). A
eficiéncia diminuida de rIL-18 coincide com um aumento acentuado nos
niveis séricos de IL-18BP, mais de duas ordens de magnitude com relacdo aos
niveis de pré-tratamento e excedendo frequentemente 100 ng/mL. Sem querer
ficar preso a nenhuma teoria em particular, hipotetisa-se que IL-18BP limita a
eficiéncia da terapia com rlIL.-18, e que variantes de IL-18 que sdo insensiveis

a inibicdo de IL-18BP podem ser imunoterapias contra tumor eficientes.
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Adicionalmente, inibidores de IL-18BP serdo provavelmente eficiente para
imunoterapia contra tumor.
Variantes de IL.-18 geneticamente modificados que sao resistentes a inibicio

de IL-18BP (variantes de DR-IL.-18 de humano)

[00348] Para obter variantes de IL-18 que podem sinalizar por meio de
IL-18Ro/IL-18Rp, mas sao insensiveis a inibi¢do por IL-18BP, a evolugdo
direcionada com exibi¢do de superficie em levedura foi utilizada. A estrutura
do complexo de sinalizacdo tercidrio de IL.-18 de humano:IL-18Ra:IL-18Rf3
(PDB = 30W4) foi primeiro analisada, e os residuos de IL-18 que
apresentavam uma interface compartilhada com o complexo de sinalizacdo e
IL-18BP foram identificados (Figura 3A). uma vez que a estrutura de hlL-
18:hIL-18BP nado foi determinada, um complexo relacionado entre IL-18 e
um ortélogo viral (virus ectromelia) de IL-18BP foi utilizado (PDB = 3F62).
Uma biblioteca combinatéria, que torna aleatério este conjunto de residuos
em um conjunto definido de alternativas (vide Tabela 1), foi criada usando
oligonucleotideos iniciadores degenerados e PCR de montagem. Esta
biblioteca foi eletroporada em levedura junto com o vetor de exibi¢do de
levedura N-terminal pYAL para obter uma biblioteca com 2,5 x 10°
transformantes. Usando esta biblioteca, a evolucdo direcionada foi realizada
conduzindo ciclos sucessivos de selecdo, usando separacdo magnética e
fluorescente de células (FACS) com hIL-18Ra recombinante, e contra-sele¢ao
com hIL-18BP, da maneira resumida na figura 3B. Apds cinco ciclos de
selecdo, a maioria nitida dos clones da biblioteca trocou completamente sua
preferéncia relativa para hIL-18BP e hIL-18Ra, comparada a hIL-18 WT
(Figura 3C). Estes clones foram determinados como variantes de “DR-hIL-
18”7, onde “DR” significa “resistente a chamariz”.

[00349] O sequenciamento de 96 clones a partir dos pds agrupamentos
de cinco ciclos revelou 21 sequéncias exclusivas, que foram analisadas para

criar quatro “sequéncias consensuais’, hCS1-4 (Figura 4). Para estimar as
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afinidades de ligacdo destes variantes para hIL-18Ra e hIL-18BP, isotermas
de ligacdo foram estabelecidos para ligacio de hIL-18Ra e IL-18BP usando
variantes de citocina exibidos em levedura e citometria de fluxo. Da maneira
observada na figura 5A, os variantes de DR-hIL-18 se ligaram a hIL-18Ra
com afinidade compardvel a IL-18 WT, mas mostraram ligacdo muito
atenuada a hIL-18BP, com wvalores ECsy de ligacdo evidente
significativamente maiores que 1 pM. Para caracterizar adicionalmente as
atividades de ligacdo do receptor dos variantes de DR-IL-18, as citocinas
foram expressas de maneira recombinante, € a ressonincia plasmatica de
superficie para IL-18Ra e IL-18BP foi realizada (vide Figura 5B para tragos
representativos). Estes resultados sdo sumarizados nas tabelas 6 e 7, e
demonstram que os variantes de DR-hIL-18 apresentam uma preferéncia
muito diminuida por IL-18BP, comparado a IL-18Ra, em varias ordens de
grandeza.

Tabela 6: Afinidades de ligacdo de IL-18Ra e IL-18BP dos variantes de IL-18

de humano por isotermas que se ligam em levedura.

Razao de constante
Variante de IL- Razao Kp: de dissociacao
18 Ko IL-18Ro (M) | Ko IL-18BP (M) | 1y _;epp/py.-18Ra normalizadagpara
IL-18 WT
hIL-18 WT 2,40E-08 7,08E-09 2,95E-01 1
hA8 5,77E-08 NBD >3 47E+02 >1,17E+03
hH3 8,38E-08 NBD >2,39E+02 >8,09E+02
hB9 1,27E-07 NBD >1,57E+02 >5,34E+02
hCS1 6,44E-08 1,93E-05 3,00E+02 1,02E+03
hCS2 9,15E-08 NBD >2 19E+02 >7 41E+02
hCS3 1,13E-07 1,16E-05 1,03E+02 3,48E+02
hCS4 1,60E-07 NBD >1,25E+02 >4, 24E+02
6-31 4,1E-08 NBD 4,9E+02 >7,2E+03
6-20 N,D, 34E-07 | e | e
6-12 1,7E-08 NBD 1,2E+03 >1,7E+04
6-27 4,2E-08 NBD 4,8E+02 >7,0E+03
6-29 3,7E-08 NBD 5,4E+02 >8,0E+03

NBD, sem liga¢ao detectada (20 uM usado para célculos de razio)
------ , valor ndo determinado

Tabela 7: Afinidades de ligacdo delL.-18Ra e IL-18BP dos variantes de IL-18

de humano por SPR
Razio de constante
Variante de IL- Razao Kbp: de dissociacao
18 Ko IL-18Ra M) | Ko IL-I8BP M) | ;epp/i1. 18Ra | normalizada para
IL-18 WT
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hIL-18 WT 2,93E-09 1,90E-12 6,48E-04 1
N e e e—
hH3 | =
B9 |
hCS1 8,05E-09 1,94E-08 2.41E+00 3,72E+03
hCS2 131E08 |  — | T
hCS3 8,18E-09 1,86E-08 2,27E+00 3,50E+03
hCS4 4,38E-09 1,83E-07 4,18E+01 6,45E+04

------ , valor no determinado

Caracterizagdo funcional de variantes de DR-I1.-18 de humano
[00350]
Acad Sci U S A, 98(6):3304-9) descreveu variantes de 3 hIL-18 com melhor
atividade e inibi¢do supostamente diminuida por IL-18BP: E42A, K89A, e

Um relatério prévio de Kim et al (Kim et al., 2001, Proc Natl

E42A/K89A. Estes variantes de citocina foram exibidos em levedura e a
inibicao de IL-18BP por ligacdo de IL-18Ra foi avaliada por citometria de
fluxo. Da maneira observada na figura 6A, enquanto os variantes de DR-hIL-
18 foram insensiveis a inibicdo de ligacdo de hIL-18Ra por hIL-18BP, os
variantes de Kim et al mostraram neutralizacdo de hIL-18BP
aproximadamente equivalente, comparada a hIL-18 WT. Estes resultados
indicam que os variantes de DR-hIL-18 sdo independentes de IL-18BP, ao
passo que os variantes de Kim et al sdo muito sensiveis a inibi¢do de IL-
18BP, similar a hIL.-18 WT.

[00351]

produtiva através do receptor de IL-18 em um contexto celular, os

Para confirmar que a DR-hIL-18 pode render sinalizacdo

experimentos de concentracdo-resposta foram realizados usando a linhagem
celular reporter HEK-blue IL-18. Neste sistema, a sinalizacdo de IL-18R €
lida pela expressdao de fosfatase alcalina secretada (SEAP) a jusante de um
promotor NFxb/AP1. Na auséncia de IL-18BP, variantes de DR-hIL-18
renderam valores de sinalizacdo de ECS50 proporcionais a hIL-18 WT.
Entretanto, os variantes de DR-hIL-18 nao demonstraram virtualmente
nenhuma inibicdo por hIL-18BP, sem nenhuma inibicdo detectivel em IL-
18BP 1 uM (Figura 6B). Obtidos juntos, estes estudos estabelecem que os
variantes de DR-hIL-18 sdo biologicamente ativos e insensiveis a

neutralizac¢do por IL-18BP em um contexto de sinalizacao celular.
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Modificacdo genética e caracterizacdo de variantes de IL.-18 de humano de

segunda geracao que sao resistentes a inibicao por IL-18BP (variantes de DR-
IL-18 v2.0 de humano)
[00352] Para obter variantes de DR-IL-18 de humano adicionais e

potencialmente melhorados, uma segunda biblioteca de IL.-18 de humano
tornada aleatdria em 11 posi¢cdes (Figura 7A) foi determinada, e a levedura foi
transformada da maneira descrita anteriormente. A biblioteca resultante de 6 x
10® transformantes foi selecionada da maneira esbocada em (Figura 7B),
produzindo uma forte preferéncia por IL-18Ra, comparada a IL-18BP, com
sucessivas etapas de selecdo (Figura 7C). 17 sequéncias exclusivas foram
registradas apds 5-6 ciclos de selecao (Figura 8). (Figura 9A) Comparados a
IL-18 WT, os clones 6-12, 6-27, 6-29 e 6-31 apresentaram ligacdo igual ou de
alguma maneira mais forte a IL18Ra, da maneira medida por isotermas que se
ligam a levedura com IL18Ra biotinilada. (Figura 9B) Entretanto, estes
clones ndo exibiram nenhuma ligacdo aparente a IL-18BP. (Figura 9C) A
medi¢do da estabilidade térmica aplicando uma faixa de temperaturas aos
clones exibidos em levedura mostrou que estes foram mais estaveis
termicamente do que IL-18 WT a 7-13 °C. Estes resultados sdo sumarizados
em (Figura 9D).

Variantes de 1L.-18 geneticamente modificados que s@o resistentes a inibi¢ao

de IL-18BP (variantes de DR-IL.-18 de murino)

[00353] Uma vez que a reatividade cruzada entre espécies de 1L-18
para IL-18Ra de humano e camundongo € pobre, equivalentes murinos dos
variantes de DR-IL-18 que podem ser usados para estudos em camundongos
foram criados. Similar a abordagem obtida para hIL-18 anterior, uma
biblioteca combinatéria de variantes mIL-18 que torna aleatério um conjunto
similar de residuos de contato mlL-18Ro/mIL-18BP (Tabela 3) foi criada,
produzindo uma biblioteca de 4 x 10® transformantes. A evolugdo direcionada

foi realizada nesta biblioteca similar a como foi realizada com a biblioteca de

Peticao 870200029411, de 04/03/2020, pag. 188/275



1717208

IL-18 de humano; a estratégia de selecdo € resumida na figura 10A. Apds a
finalizacdo de seis ciclos de selecdo, os clones restantes apresentaram uma
preferéncia quase completa por mIL-18Ra em relacio a mIL-18BP (Figura
10B). A andlise de 96 clones revelou 11 sequéncias exclusivas, das quais
foram derivadas duas sequéncias consensuais mCS1 e mCS2 (Figura 10C).
Os experimentos com isotermas de ligacdo de levedura e ressonancia
plasmatica de superficie confirmaram que estes clones DR-IL-18
apresentaram uma independéncia ainda maior para IL-18BP do que os
variantes de IL-18 de humano aqui descritos, com a KD de ligacdo de mIL-
18BP sendo bem acima de 1 uM, com a ligacdo de mIL-18Ra permanecendo
aproximadamente igual a mIL-18 WT (Figura 11A, Figura 11B, Tabelas 8 e
9).

Tabela 8: Afinidades de ligacdo de IL-18Ra e IL-18BP dos variantes de IL-18

de camundongo por isotermas que se ligam em leveduras

Razao de constante
variante de IL- Razao Kp: de dissociacao
18 Ko IL-18Ra (M) | Ko IL-18BP (M) |y _;gpp/11.-18Ra [normalizada pgra IL-
18 WT
mIL-18 WT 1,13E-08 2,13E-09 1,88E-01 1
mA7 1,35E-08 NBD >7,41E+02 >3,93E+03
mB1 1,79E-08 NBD >5,59E+02 >2,96E+03
mES 4,20E-08 NBD >2,38E+02 >1,26E+03
mCl1 4,30E-08 NBD >2,33E+02 >1,23E+03
mCS1 1,07E-08 NBD >9,35E+02 >4,96E+03
mCS2 1,13E-08 NBD >8,85E+02 >4,69E+03

NBD, nenhuma ligacao detectada (10 pM usados para cdlculos de razao)
Tabela 9: Afinidades de ligacao de IL-18Ra e IL-18BP dos variantes de IL-18

de camundongo por SPR

Razao de constante de
variante de IL- Razao Kbp: dissociacao
18 Ko IL-18Ro (M) | Ko IL-I8BP M) |y epp/if -18Ra |normalizada (;;)ara IL-
18 WT
mlL-18 WT 6,00E-10 1,10E-12 1,83E-03 1
mA7 2,20E-10 1,39E-05 6,32E+04 3,45E+07
mB1 7,00E-10 1,47E-05 2,10E+04 1,15E+07
mES8 1,69E-09 NBD >1,78 E+04 >9,68E+06
mCl1 1,09E-09 2,87E-05 2,63E+04 1,44E+07
mCS1 5,40E-10 3,80E-06 7,04E+03 3,84E+06
mCS?2 7,90E-11 1,05E-05 1,33E+05 7,25E+07

NBD, nenhuma ligacdo detectada (30uM usado para cédlculos de razao)

Estudos de farmacodinamica in vivo de variantes de DR-IL-18
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[00354] Para avaliar os efeitos bioldgicos da administracdo dos
variantes de DR-IL-18 in vivo, estudos de farmacodinamica foram realizados
em camundongos, comparando mIL-18 WT com mCS2. No primeiro estudo,
os camundongos foram tratados com veiculo (PBS), mIL-18 (1 mg/kg/dia), ou
mCS2 (1 mg/kg/dia) por um total de sete injecOes (Figura 12A). A analise de
fendtipos de sangue periférico por citometria de fluxo mostrou que tanto mIL-
18 WT quanto mCS2 aumentaram numeros de célula NK periférica acima de
dez vezes, e contagens de mondcito periférico acima de cinco vezes,
comparado ao tratamento com veiculo; as contagens totais de célula CD4 e
CD8 nao foram afetadas significativamente (Figura 12B). O estado de exame
de ativacdo celular pela inducdo de CD69 revelou que o tratamento com
mCS2 aumentou muito os niveis de CD69 em células CD4 e CD8, comparado
ao tratamento com mlL-18 ou veiculo; atingindo acima de 30% e acima de
50% de positividade para subconjuntos de CD4 e CDS8, respectivamente
(Figura 12C). Embora tanto mlIL-18 quanto mCS2 tenham estimulado a
expressao de CD69 em células NK periféricas acima de 20% positivo no dia
3, os niveis de CD69 diminuiram para niveis ndo significativos para mIL-18
no dia 6, mas permaneceram significativamente elevados com o tratamento
com mCS2 (Figura 12C). Os niveis de citocina periférica também foram
medidos com um painel Luminex multiplex. Da maneira observada na figura
12D, tanto mlIL-18 quanto mCS2 aumentaram IFN-g, MIP1b, e G-CSF
séricos, comparado ao tratamento com veiculo, mas mCS2 atingiu niveis
muito maiores do que mIL-18 no dia 6 para cada uma destas citocinas, uma
vez que mlIL-18 exibiu taquifilaxia com niveis de citocina induzida estaveis
ou menores com a administracdo subsequente.

Efeito de mCS2 em composicao de gordura corporal

[00355] Para avaliar o efeito dos variantes de DR-IL.-18 na composicao
de gordura corporal, foi administrado IL-18 WT em 1 mg/kg ou 0,01, 0,1, ou
I mg/kg de mCS2 por injecdo intraperitoneal em camundongos C57BL/6 a
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cada trés dias. A composi¢do de gordura corporal e massa magra foram
monitorados por echoMRI. Todas as doses de mCS2 testadas (1 mg/kg, 0,1
mg/kg, e 0,01 mg/kg) resultaram em diminiucdo acentuada no percentual
geral de gordura corporal no dia 12, embora os camundongos tratados com
veiculo e mIL-18 ndo tenham apresentado uma alteracdo significativa na
composicdo de gordura corporal total (Figura 13, top). Especificamente,
camundongos tratados com mCS?2 apresentaram tanto niveis reduzidos quanto
estaveis de massa gorda total durante o experimento (Figura 13, inferior a
esquerda), mas substancialmente aumentaram sua massa magra total (Figura
13, inferior a direita). Estes resultados indicam que mCS2, e outros variantes
aqui descritos, podem ser usados para diminuir terapeuticamente a
composicdo de gordura corporal (por exemplo, para o tratamento de
obesidade, diabetes, e/ou sindrome metabdlica).

Eficiéncia antitumor de variantes de DR-1L.-18

[00356] A eficiéncia antitumor de DR-IL-18 (mCS2) foi avaliada

usando o modelo de tumor de melanoma maligno YUMMERI1.7 singénico,
transplantdvel. mIL-18 WT e mCS2 foram administrados aos camundongos
que carregam tumores YUMMER1.7 duas vezes por semana em uma dose de
0,32 mg/kg, com ou sem co-administracio de anticorpos anti-PD1 (8
mg/kg/q3d). Consistente com relatos prévios em seu uso em camundongos €
humanos, IL-18 WT nao afetou o crescimento de tumor ou sobrevivéncia
comparada ao veiculo (salina), e melhorou apenas marginalmente a eficiéncia
anti-PD1 quando administrado em combinac¢do. Entretanto, mCS2 curou 27%
dos camundongos tratados como uma monoterapia, € produziu uma resposta
parcial em mais 27%, um efeito proporcional com tratamento anti-PD1. A
combinacdo de mCS2 com anti-PD1 curou 80% de camundongos tratados
(Figura 14A e Figura 14B).

[00357] Para estabelecer o mecanismo de acdo de DR-IL-18 em

tumores YUMMERI1.7, estudos de deplecdo celular foram realizados usando
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anticorpos contra CDS8, CD4, NKI.1, e Interferon-gama. Da maneira
observada na figura 15A e figura 15B, a deplecdo de células CD8 ou
neutralizacdo de interferon-gama anulou completamente a eficiéncia de DR-
IL-18. A deplecdo de células CD4 ndo afetou a atividade inicial de DR-IL-18
em termos de crescimento de tumor, entretanto, em camundongos tratados
com CD4, as resposta terapéuticas nao sao mantidas, sugerindo um papel de
células CD4 no suporte e sustentacdo de imunidade antitumor. A deplecdo de
células NK ndo afetou o crescimento de tumor ou sobrevivéncia em células
YUMMERL1.7.

[00358] A atividade de DR-IL-18 foi avaliada adicionalmente no
modelo de tumor colorretal MC38 imunogénico. Um estudo de determinagio
da dose foi primeiro realizado administrando salina, IL-18 WT (1mg/kg duas
vezes por semana), ou uma faixa de doses de DR-IL-18 de 0,01mg/kg,
0,1mg/kg, ou Img/kg duas vezes por semana. Da maneira observada na figura
16, IL-18 WT ndo apresentou nenhum efeito no crescimento de tumor, ao
passo que DR-IL-18 (mCS2) mostrou eficiéncia dose-dependente, retardando
o crescimento de tumor em 0,1mg/kg e produzindo regressdo do tumor em
Img/kg. Os coortes foram entdo expandidos e o sinergismo potencial com
ponto de controle imunolégico inibicdo foi avaliado. Novamente, 1L-18 WT
ndo apresentou efeito como uma monoterapia, € ndo mostrou nenhuma
melhoria de eficiéncia anti-PD1. Em contrapartida, DR-IL-18 exibiu atividade
monoterapéutica robusta, comparada ou superior ao anti-PD1, e as duas
terapias fornecidas juntas exibiram sinergismo excepcional, produzindo
regressao completa em todos os camundongos tratados (Figura 17).

[00359] Para caracterizar adicionalmente o mecanismo de DR-IL-18,
estudos de citometria de fluxo foram realizados no infiltrado imune de
tumores MC38, a partir de camundongos tratados com salina, IL-18 WT, ou
DR-IL-18 (mCS2). Com relacao a salina ou IL-18 WT, o tratamento com DR-

IL-18 aumentou a infiltracdo de célula CD8 e NK por mg de tumor e,
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adicionalmente, resultou em regulacdo crescente de marcadores de ativagcao
de células efetoras, tais como granzima B e KLRGI1 (Figura 18A, linha
superior). Ao contrdrio de outras terapias com citocina, tal como IL-2 ou IL-
15, DR-IL-18 n3o aumentou a razdo CD8:Treg nos tumores, comparado ao
tratamento com salina. Entretanto, o tratamento com DR-IL-18 leva a um
microambiente imune do tumor mais favoravel, aumentando a razao de
células CD8 para macrofagos associados ao tumor (TAMs), e mieloides
monociticos e granulociticos derivados de células supressoras (MDSCs). O
perfil de liberacdo de citocina secundaria também foi medido a partir do soro
dos mesmos camundongos usando um ensaio Luminex. Da maneira
observada na figura 18B, o tratamento com DR-IL-18 aumentou os niveis
sisttmicos de Interferon-gama, IL-7, e IL-15 mais de 100 vezes com relacdo
ao tratamento com IL-18 WT. Obtidos em conjunto, estes resultados indicam
que DR-IL-18 produz efici€éncia antitumor por meio de um mecanismo de
acdo exclusivo, distinto do tratamento com IL-2, IL.-15 ou IL-18 WT.

[00360] Algumas das citocinas secundérias induzidas pela terapia com
DR-IL-18 podem ser previstas para contribuir potencialmente com toxicidade
e/ou menor eficiéncia. Por exemplo, IL-17 que € regulada de maneira
crescente >100 vezes por DR-IL-18 contribui para colite e psoriase, e
estimula adicionalmente granuldcitos que podem se tornar células supressoras
derivadas de mieloide imunossupressivo. IL-5 e IL-13 sdo citocinas do tipo 2,
também reguladas de maneira crescente por DR-IL-18, e podem contribuir
com alergia, exacerbacdo de asma ou analfilaxia. As células T Th2 ndo
contribuem para respostas imunoterapéuticas e podem promover o
desenvolvimento de Treg imunossupressivo. Como tal, em certos exemplos, a
eficiéncia e seguranca de DR-IL-18 pode ser melhorada por inibi¢io seletiva
de citocinas secunddrias indesejadas, tais como IL-17, IL-5 e IL-13, por
exemplo, por um anticorpo neutralizante.

[00361] Muitos tumores sao resistentes a inibicdo do ponto de controle
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imunoldgico, tanto na apresentacao inicial (resisténcia primdria) quanto apos
uma resposta inicial ao tratamento (resisténcia secunddria). A causa mais
prevalente de resisténcia de inibidores de ponto de controle é a perda de
apresentacdo de antigeno por meio de MHC de classe I. A perda do MHC de
classe I de superficie € associada de maneira cldssica a citolise mediada por
célula NK, entretanto, células NK podem ser tornar exaustas em tumores
dificientes em MHC 1. As células NK expressam a IL-18R e seus resultados
prévios em MC38 indicaram que células NK sdo expandidas e ativadas por
DR-IL-18, assim, testou-se se DR-IL-18 poderia estimular o ataque de célula
NK contra tumores deficiente em MHC I. Foi usado CRISPR/cas9 para
neutralizar B2m na linhagem celular Yummerl.7, e foi observado que
tumores YUMMERI1.7 deficientes em B2m implantados foram refratarios
mesmo ao tratamento combinado tanto com anti-CTLA4 quanto com anti-
PD1 (Figura 19A e Figura 19B), uma combinag¢do que cura rotineiramente
perto de 100% dos tumores Yummerl.7 parentais. Entretanto, o tratamento de
agente unico com DR-IL-18 (mCS2) curou 60% de tumores YUMMERI1.7
deficientes em B2m de uma maneira dependente de célula NK, uma vez que a
deplecdo com anti-NK1.1 anulou o efeito (Figura 19A e Figura 19B). Os
experimentos foram conduzidos para entender o efeito que DR-IL-18
apresentou em cé€lulas NK intratumorais, no ambiente de um tumor deficiente
em MHC de classe 1. Estudos de imunofenotipagem foram realizados com
citometria de fluxo em tumores Yummer.17 deficientes em B2m, a partir de
camundongos tratados com salina ou DR-IL-18. 24 horas apos a 3* dose de
tratamento, os camundongos foram sacrificados, os tumores foram
dissociados, € a suspensdo celular foi tratada com PMA/ionomicina por
quatro horas. O indice proliferativo e a capacidade funcional das células NK
foram a seguir analisadas por citometria de fluxo intracelular com Ki67 e
Interferon-gama. Da maneira observada na figura 19C, células NK de tumores

YUMMERI1.7 deficientes em B2m tratados com salina apresentaram
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producdo escassa de Interferon-gama e niveis de Ki67, indicando um fenétipo
esgotado. Em contrapartida, células NK de tumores tratados com DR-IL-18
apresentaram producdo robusta de Interferon-gama e niveis de Ki67, com a
maioria das células NK sendo positivas para ambos os marcadores. Estes
resultados estabelecem assim que DR-IL-18 € eficiente no tratamento de
tumores deficiente em MHC de classe I, que sdo refratarios ao bloqueio do
ponto de controle imunoldgico de uma maneira dependente de célula NK.
[00362] Estes resultados estabelecem DR-IL-18 como um
imunoterap€utico para tumor muito promissor, € podem prover forte
evidéncia que IL-18BP limita muito a eficiéncia da terapia com IL-18, dada a
atividade muito melhor do variante de DR-IL-18 mCS2. A partir destes
resultados, pode-se prever que outras estratégias, tal como bloqueio de IL-
18BP com um anticorpo, proteina pequena e/ou molécula pequena podem
aumentar a terapia de IL-18 e outros regimes imunoterapéuticos.

[00363] Foram empreendidos esfor¢os para modificar geneticamente
um antagonista de IL-18BP, criando um “chamariz-para-o-chamariz” (D2D),
ou variantes de IL-18 que se ligam especificamente a IL-18BP, mas néo se
ligam a IL-18Ra e, assim, ndo sinalizam. A vantagem potencial de um agente
como este € que poderia funcionar para neutralizar IL-18BP e melhorar a
atividade de IL-18 enddgena, ao contrario da sinaliza¢do direcionada de IL-
18R sistemicamente. IL-18 tornou aleatdério assim, em posi¢cOes de contato
com IL-18Ra (Figura 20A), e uma biblioteca exibida em leveduras foi
preparada da maneira descrita previamente para DR-IL-18 de humano e
camundongo. A biblioteca resultante de 3,9 x 10% transformantes foi
selecionada por 3 ciclos, da maneira indicada em (Figura 20B), selecionando
ligacdo a IL-18BP mantida, contra-selecionando ao mesmo tempo contra IL-
18Ra. Da maneira observada em (Figura 20C), cada ciclo de selecdo conferiu
aumento para ligacdo a IL-18BP (humano e camundongo), mas sem aquisi¢ao

de ligacdo a IL-18Ra. 96 clones foram sequenciados, produzindo 31
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sequéncias exclusivas, a partir das quais trés sequéncias consensuais hD2D-
CS1, hD2D-CS2, e hD2D-CS3 foram derivadas (Figura 21). A caracterizacao
biofisica dos clones resultantes indicou que estes exibiram isotermas de
ligacdo similares a IL-18BP como IL-18 WT (Figura 22A), mas com ligacao
muito diminuida/ausente para IL-18Ra (Figura 22B). Estes dados sao
sumarizados em (Figura 22C). Um processo de sele¢ao idéntico foi realizado
para IL-18 de murino, criando uma biblioteca de 2,0 x 10® transformantes,

que foi selecionada para obter 51 sequéncias exclusivas (sumarizadas na

figura 23).

Exemplo 2: Medi¢des de afinidade de ligacdo de variantes de segunda
geragdo

[00364] Ressonancia plasmatica de superficie (SPR) foi usada para

realizar medicdes de afinidade biofisica de variantes de segunda geracdo de
DR-IL-18 (ligacdo a IL.-18R vs IL-18BP). Vide figura 24 para os sensogramas
gerados. A tabela 10 € um sumadrio da cinética medida, a tabela 11 é um
sumario das medicdes de afinidade, e a tabela 12 é um sumario geral,
incluindo resultados para a razdo de constantes de dissociacdo dos variantes
de segunda geracdo de DR-IL-18.

Tabela 10: Sumério de dados SPR para variantes de hDR-IL-18 de segunda

geracao (cinética)

Is“l‘lgpi‘;tffc‘ll: Analito | ka (1/Ms) | kd (1/s) KE%“;) 1;111(’1\11) % Rmax
hIL-18Ra hIL-18 5,55E+05 2,97E-03 5,36E-09 5,35E-09 32
hIL-18Ra 6-12 4,95E+05 9,10E-04 1,84E-09 2,24E-09 35
hIL-18Ra 6-27 6,31E+05 2,43E-03 3,85E-09 3,48E-09 35
hIL-18Ra 6-29 5,75E+05 1,19E-03 2,07E-09 2,65E-09 36
hIL-18Ra 6-31 2,18E+05 3,32E-03 1,52E-08 1,94E-08 19
hIL-18BP hIL-18 5,18E+05 2,23E-07 4,30E-13 6,94E-13 48
hIL-18BP 6-12 Muito fraco para avaliar -1
hIL-18BP 6-27 Muito fraco para avaliar 2
hIL-18BP 6-29 Muito fraco para avaliar 0
hIL-18BP 6-31 Muito fraco para avaliar -1

Tabela 11: Sumadrio de dados de SPR para variantes de hDR-IL-18 de

segunda geracdo (afinidade)
Amostra KDaparente hIL-18Ra ( nM) KDaparente hIL-18BP ( IIM)
hIL-18 54,54 <0,1
6-12 1,8,22 muito fraco
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6-27 3,9, 3,5 muito fraco
6-29 21,27 muito fraco
6-31 15,2, 194 muito fraco

Tabela 12: Sumario de medi¢des de afinidade SPR. Sumario das medicoes de
afinidade SPR de variantes de hDR-IL-18 de segunda geragdo para IL-18Ra e
IL-18BP. A razdo de constante de dissociacdo de IL.-18 BP:Ra € a razdo da
KD para IL-18BP para a KD para IL-18Ra normalizada com a mesma razio
de IL-18 WT. Um numero maior para esta razao indica que o variante de IL-
18 apresenta uma maior preferéncia para se ligar a IL-18Ra em relagcdo a IL-
18BP, comparado a IL-18 WT. *Média de 2 estudos. k é um multiplo de
1.000. m é um multiplo de 1.000.000.

Proteina SPR: SPR: IL-18 BP:Ra
Kp Ra ( nM) Kp BP ( nM) Razao de constante de
dissociacao
hIL-18 WT 4,1% 0,002 1
hCS1 8,0* 11,8* 3.024
hCS3 9,1% 19,3* 4.348
hCS4 7,7% 121* 32.215
6-12 2,2 >10.000 >9.318.275
6-27 3,5 >10.000 >5.857.201
6-29 2,7 >10.000 >7.592.669
6-31 19,4 >10.000 >1.056.712
mIL-18 WT 0,60 0,0011 1
mCS2 0,08 11.000 >75.000.136
A7,B1,Cl1,E8 0,22-1,7 14k - 29k 9.3m - 35m

Exemplo 3: Eficiéncia para tratamento de cancer

[00365] A eficiéncia de variantes de DR-IL-18 foi testada usando

multiplos modelos diferentes de cancer, incluindo modelos de tumores
colorretais, cancer de mama, melanoma, e tumores deficientes em MHC de
classe I que sdo resistentes aos inibidores de ponto de controle imunolédgico.
Os resultados mostraram que os variantes de DR-IL-18 com um viés para se
ligar a IL-18R e ndo a IL-18BP podem ser usados para tratar uma ampla
abordagem de canceres (ndo limitados apenas aqueles que foram testados).

[00366] Figura 25A e 25B: dados que demonstram eficiéncia de DR-
IL-18 no modelo de tumor colorretal CT26. 250.000 células CT26 foram
implantadas subcutaneamente e o tratamento iniciou no dia 7, uma vez que 0s
tumores apresentavam ~60 mm3 em média. IL-18 WT e mCS2 foram dosados

em 0,32mg/kg duas vezes por semana, por um total de 5 doses. Anti-PD1 foi

Peticao 870200029411, de 04/03/2020, pag. 197/275



180 /208

fornecido em 10mg/kg no mesmo esquema. (A) Sobreposicdo de gréficos de
radar mostrando crescimento de tumor de animais tratados com salina (PBS)
em linhas pretas (circulos), IL-18 WT em linhas azuis (quadrados), e DR-IL-
18 (mCS2) em rosa (tridngulos). Apenas o tratamento com DR-IL-18, mas
nio com IL-18 WT, resultou em inibicdo do crescimento de tumor e
eliminacdo do tumor em um subconjunto de animais. (B) Curvas de
sobrevivéncia para camundongos tratados com anti-PD-1, IL-18 WT, e DR-
IL-18 (mCS2). Numeros de respostas completas sido indicados entre
parénteses. DR-IL-18, mas ndo IL-18 WT, resultou em sobrevivéncia
prolongada e elimina¢do do tumor em 40% de camundongos, uma melhoria
com relacao ao inibidor de ponto de controle anti-PD-1.

[00367] Figura 26A e 26B: dados que demonstram eficiéncia de DR-
IL-18 no modelo de cancer de mama 4T1 e modelo de melanoma B16-F10.
(A) Curvas de crescimento de tumor de tumores 4T1 enxertados em
camundongos BALB/C ap6s tratamento com salina (PBS; preto), IL-18 WT
(azul), ou o variante de DR-IL-18 CS2 (rosa). (B) Curvas de crescimento de
tumor de tumores B16-F10 enxertados em camundongos C57BL/6 apds
tratamento com salina (PBS; preto), IL-18 WT (azul), ou o variante de DR-
IL-18 CS2 (rosa). Em ambos os modelos, apenas DR-IL-18, mas ndo IL-18
WT, resultou na inibi¢do do crescimento de tumor. Os tartamentos foram
administrados apés os tumores excederem um volume médio de 50 mm?, da
maneira indicada pelas caixas marcadas com “t”.

[00368] Figura 27A e 27B: Estes dados ampliam aqueles da figura 19A
até 19C. Sao representados dados que demonstram eficiéncia de DR-IL-18 no
tratamento de modelos adicionais de tumor deficiente em MHC de classe |
que sdo resistentes aos inibidores de ponto de controle imunolégico. (A)
células MC38 deficientes em B2m foram preparadas usando eliminagdo
mediada por CRISPR/Cas9, da maneira descrita para células YUMMER

deficientes em B2m. As células B2m-/- MC38 foram implantadas
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subcutaneamente e o tratamento iniciou no dia 7, uma vez que os tumores
apresentavam ~65 mm3 em média. mCS2 foi dosado em 0,32mg/kg duas
vezes por semana por 5 doses. Anti-PD1 e anti-CTLA4 foram fornecidos em
8mg/kg no mesmo esquema. (B) RMA/S é um variante da linhagem de
linfoma RMA que contém uma mutacao espontanea em Tapasina. O resultado
¢ um defeito na carga de antigeno e, portanto, menor expressio de MHC de
classe I de superficie. E congénito com C57BL/6 e refratario aos inibidores de
ponto de controle imunoldégico. Camundongos foram implantadas com
1.000.000 células RMA/S subcutaneamente e o tratamento iniciou no dia 7.
mCS2 foi dosado em 0,32mg/kg duas vezes por semana. Anti-PD1 foi
fornecido em 8mg/kg no mesmo esquema.

Exemplo 4: Terapia de combinacao

[00369] Figura 28: dados que demonstram eficiéncia de variantes de
DR-IL-18 para melhorar a citotoxicidade mediada por célula dependente de
anticorpo antitumor (ADCC) (que suporta terapia de combinacdo com agentes
de opsonizagcdo tais como anticorpos que alvejam tumor). Estudos de
citotoxicidade ex vivo usaram células Raji marcadas com CFSE (linfoma de
célula B) e isolaram células mononucleares do sangue periférico de humano
(PBMCs). PBMCs e células Raji marcadas foram incubadas juntas em uma
razao efetora:alvo (E:T) de 1:10 por 25 horas. O variante de DR-IL-18 hCS-
Ide humano (1uM), rituximabe (10 ug/mL), ou a combinacdo de ambos os
agentes foram aplicados nas amostras da maneira indicada. A citotoxicidade
foi medida por citometria de fluxo e calculada como a fracao de células CFSE
que se tornam DAPI positivas. * p<0,05 por ANOVA de dois fatores com
correcdo de Tukey para comparagcdes multiplas.

Exemplo 5: Eficiéncia contra infeccoes virais

[00370] Figura 29A e 29B: dados que demonstram eficiéncia anti-viral
de variantes de DR-18 para o tratamento de doenga infecciosa (por exemplo,

para infecgdes virais, por exemplo, neste exemplo ilustrativo, mCS2 foi usado
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para tratamento de infeccdo sist€émica com virus vaccinia). (A) Esquema de
desenho experimental. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 10°
PFU de virus Vaccinia (VACYV) intraperitonealmente (IP) e administrados
com 1 mg/kg de mIL-18 WT ou mCS2 IP. Os camundongos foram
sacrificados e as titulacdes virais foram medidas no sangue e ovarios por RT-
PCR no dia 3 apés a infecc¢do. (B) Quantificacdo de copias virais de VACV
nos ovarios e sangue de camundongos tratados no dia 3 apds a infec¢cdao. O
tratamento com CS2 mostrou uma redugdo significativa de titulagdes virais,
ao passo que IL-18 WT nao foi eficiente. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Exemplo 6: Variantes de DR-IL-18 de humano de segunda geracao

[00371] Figura 30A representa dados que demonstram que os variantes
de DR-IL-18 de humano de segunda geracdo sdo ativos. (Figura 30A) IL-18
WT e h6-12, h6-27, h6-29, e h6-31 estimulam células reporteres 1L.-18 HEK-
Blue. h6-12, h6-27, e h6-29 mostraram melhor efici€éncia comparada a hIL-18
WT, ao passo que h6-31 apresenta efici€éncia equivalente a hIL-18 WT. Os
dados demonstram, portanto, que todos os variantes de DR-IL-18 de humano
de segunda geracdo testados sinalizam ativamente através de IL-18R.
Sequéncias de aminodcido IL.-18 tipo selvagem

HUMAN Interleucina-18 (forma madura)

[00372] YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCR
DNAPRTIFIISMYKDSQPRGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPP
DNIKDTKSDIFFQRSVPGHDNKMQFESSSYEGYFLACEKERDLFKLIL
KKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 30)

Interleucina-18 de camundongo (forma madura)

[00373] NFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQS
ASEPQTRLIITYMYKDSEVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDP
PENIDDIQSDLIFFQKRVPGHNKMEFESSLYEGHFLACQKEDDAFKLIL
KKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 31)
Q14116lIL18_HUMAN Interleucina-18 (precursor ndo clivado)
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[00374] MAAEPVEDNCINFVAMKFIDNTLYFIAEDDENLESDYF
GKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISM
YKDSQPRGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIF
FQRSVPGHDNKMQFESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSI
MFTVQNED (SEQ ID NO: 32)

P70380IIL18_MOUSE Interleucina-18 (precursor ndo clivado)

[00375] MAAMSEDSCVNFKEMMFIDNTLYFIPEENGDLESDNFG
RLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYMY
KDSEVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFF
QKRVPGHNKMEFESSLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSV
MFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 33)

Sequéncias de aminoacidos variantes resistentes a chamariz de interleucina 18

de humano de geracido 1

YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYKDSQPR
hCS1 |GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRDVPGHKHKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 34)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYKDKQPR
hCS2 | AKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRDVPGHKHKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTIQNED (SEQ ID NO: 35)
RFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYKDSQPR
hCS3 | GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRDVPGHKHKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 36)
RFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYRDSQPR
hCS4 | GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRNVPGHKYKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 37)
YFGKLESQLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYKDKQPR
TKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRRVPGHHNKMOQFES
SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQKED (SEQ ID NO: 38)
YFGKLESRLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYKDKQPR
AQAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRDVPGHKHKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTIQNED (SEQ ID NO: 39)
YFGKLESRLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISDYKDKQPR
AXAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRDVPGHKHKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTIQNED (SEQ ID NO: 40)
YFGKHESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYRDSQPR
GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIITFFQRDVPGHNNKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTTQNED (SEQ ID NO: 41)
YFGKIESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYKDKQPR
AQAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRKVPGHQHKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQKED (SEQ ID NO: 42)
YFGKIESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYKDRQPR
GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFERD VPGHHHKMQFES
SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTIQNED (SEQ ID NO: 43)
YFGKIESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYKDKQPR
GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRDVPGHKHKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTTQHED (SEQ ID NO: 44)

hC4

hAS8

hD6

hH12

hBI11

hC3

hC2
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YFGKIESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYKDKQPR
AKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRRVPGHHHKMOQFES
SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTIQKED (SEQ ID NO: 45)
YFGKIESRLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYKDKQPR
GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIITFFQRDVPGHDYKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTIQKED (SEQ ID NO: 46)
YFGKYESRLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYRDSQPR
GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRDVPGHEHKMQFES
SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQKED (SEQ ID NO: 47)
HFGKYESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYRDSQPR
GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIITFFQRDVPGHHNKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQKED (SEQ ID NO: 48)
RFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYRDSQPR
AKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRDVPGHQHKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTAQKED (SEQ ID NO: 49)
RFGKLESRLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISDYRDSQPR
GRAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFKRNVPGHKYKMOQFES
SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQHED (SEQ ID NO: 50)
RFGKLESRLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISNYRDSQPR
GQAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFKRRVPGHNHKMQFES
SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQKED (SEQ ID NO: 51)
RFGKLESRLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYKDSQPR
GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIITFFQRDVPGHKHKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 52)
RFGKHESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYRDSQPR
GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFERNVPGHKYKMQFES
SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 53)
RFGKLESRLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYRDSQPR
hH4 |AKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFERDVPGHQHKMOQFES
SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTIQXED (SEQ ID NO: 54)
RFGKLESRLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYRDSQPR

hG10

hG1

hF1

hD2

hAl

hB3

hB4

hH3

hHS

hEI TKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRNVPGHHDKMQFES
SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQHED (SEQ ID NO: 55)
hG2 RFGKLESRLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYKDSQPR

AKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFERD VPGHQHKMQFES
SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTIQKED (SEQ ID NO: 56)
RFGKHESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYRDSQPR
hB9 |GKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFERNVPGHKYKMQFES
SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 57)
RFGKYESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYKDSQPR
hE12 |TKAVTISVKCEKISTLSCDNKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRDVPGHKHKMQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 58)
RFGKLESRLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISTYRDSQPR
hC5 |[TKAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRKVPGHNHKMQFES

SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQKED (SEQ ID NO: 59)

Sequéncias de aminoacidos variantes resistentes a chamariz de interleucina 18

de humano de geracao 2

YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISEYKDSELRG
5-18 |RAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFPRAVPGHNRKVQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 73)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYKDSAGRG
5-29 |LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFERDVPGHSNKVQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 74)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYGDSAARG
5-8 [LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRSVPGHKRKMQFESSSY

EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 75)
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YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYGDSRGRG
5-6 |LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFERDVPGHNSKRQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 76)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYGDSVPRG
5-27 |LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFARAVPGHSRKTQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 77)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYSDSGARG
5-20 |[LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFARAVPGHGRKTQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 78)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYSDSKARG
5-2  IMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFARDVPGHSSKRQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 79)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYSDSLARG
59 [LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRDVPGHSRKMQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 80)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYSDSRARG
5-42 | LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRNVPGHGRKMQFESSS
YEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 81)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYSDSRARG
5-13 |LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFARSVPGHGRKTQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 82)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYSDSRARG
5-12  |[LAVTISVKCEKISTLSCENKISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFARDVPGHSGKRQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 83)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYTDSRPRG
5-1 |LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFERDVPGHSSKKQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 84)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYTDSRARG
5-33 | MAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFERDVPGHNDKRQFESSS
YEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 85)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISRYKDSGKRG
5-21 |LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFRRSVPGHSRKVQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 86)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYGDSGARG
6-31 |LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFERDVPGHSGKVQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 87)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYGDSRPRG
6-20 |MAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRAVPGHNRKMQFESSS
YEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 88)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYSDSLARG
6-12 [LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRDVPGHSRKMQFESSSY|
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 89)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYSDSRARG
6-27 |LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFARSVPGHGRKTQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 90)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYSDSRARG
6-29 | LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFQRNVPGHGRKMQFESSS
YEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 91)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYGDSVPRG
5-26 |LAVTISVKCEKISTLSCENKISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFARAVPGHSRKTQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 191)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYSDSRARG
5-17 |LAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFARSVPGHGRKTQFESSSY
EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 192)
YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISKYSDSRARG
5-41 |LAVTISVKCEKISTLSCENKISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFARDVPGHSGKRQFESSSY

EGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 193)

Sequéncias de aminoacido variantes resistentes a chamariz de interleucina 18

de camundongo
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NFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYGYADSRVR
mCS1 |GKAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKRVPGHNKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 60)
HFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYAYGDSRAR
mCS2 |GKAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKRVPGHNKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 61)
NFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYAYVDRRLR
mC1 |GKAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKKVPGHNKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 62)
NFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLITYSYSDKHMR
mA12 |GKAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKLVPGHNKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 63)
NFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIITY VYTDGRRR
GKAVTLSVKDSKMSTLSCKNKISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKKVPGHDKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 64)
HFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYAYGDSHMR
GKAVTLSVKDSKMSTLSCKNKISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKQVPGHNKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTVTNLHQS (SEQ ID NO: 65)
HFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYAYGDSNAG
GRAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKKVPGHNKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 66)
HFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYGYADSDAR
AKAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKSVPGHNKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTVTNLHQS (SEQ ID NO: 67)
HFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYGYSDRGSK
GKAVTLSVKDSKMSTLSCKNKISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKQVPGHNKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 68)
YFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYMYADRRAR
GKAVTLSVKDSKMSTLSCKNKISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKKVPGHDKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTVTNLHQS (SEQ ID NO: 69)
YFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYAYGDNRVR
GKAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKRVPGHNKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 70)
YFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYGYGDSERG
GRAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKRVPGHDKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 71)
YFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYTRTDGGQK
GVAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKRVPGHDKMEFES
SLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO: 72)

mES8

mC10

mB1

mD1

mH7

mA7

mE1

mH3

Sequéncias de aminoacido variantes de chamariz-para-o-chamariz (D2D) de

humano

HFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFKDMTASDCRANAPRTIFIISFYKDSQP
RGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIFFIRSVPGADNKFQF
hD2D-5F12 ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 92)
DFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFADMTDNPCRSNAPRTIFIISFYKDSQP
RGIAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGPDNKMQF
hD2D-5F11 ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 93)
HFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFADMEASPCRDNAPRTIFIISFYKDSQP
RGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGHDNKMQF
hD2D-5F10 ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 94)
LFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFADMTSSPCRSRAPRTIFIISFYKDSQPR
GFAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGHDNKIQFES
hD2D-5F08 SSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 95)
HFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFTDMESKPCRDSAPRTIFIISMYKDSQP
RGIAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGHDNKFQFE
hD2D-5F06 SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 96)
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hD2D-5F04

YFGKLESKLSVIRNLNRQVLFIDQGNRPLFTDMTYKDCRDNAPRTIFIISFYKDSQP
RGFAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGADNKIQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 97)

hD2D-5F02

HFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFGDMEASPCRDNAPRTIFIISFYKDSQP
RGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGADNKLQF
ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 98)

hD2D-5F01

HFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFTDMTSSDCRDKAPRTIFIISFYKDSQP
RGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIFFLRSVPGPDNKFQF
ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 99)

hD2D-5E10

HFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFADMESNRCRDSAPRTIFIISMYKDSQ
PRGFAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGHDNKIQF
ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 100)

hD2D-5E08

YFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFTDMTASPCRDNAPRTIFIISFYKDSQP
RGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGHDNKIQF
ESSSYEGYFLACEKERSLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 101)

hD2D-5E03

DFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFADMKSNVCRANAPRTIFIISMYKDSQ
PRGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGPDNKLQ
FESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 102)

hD2D-5E02

HFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFGDMEASPCRAKAPRTIFIISTYKDSQP
RGFAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGHDNKFQF
ESSSYEGYFLACEKERSLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 103)

hD2D-5D10

HFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFADMASNRCRANAPRTIFIISMYKDSQ
PRGFAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGPDNKFQF
ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 104)

hD2D-5D08

YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFADMKAKACRSNAPRTIFIISFYKDSQ
PRGFAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGADNKIQF
ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 105)

hD2D-5D06

HFGKLESKLSVIRNLNHQVLFIDQGNRPLFTDMADNACRDNAPRTIFIISFYKDSQ
PRGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGDDNKMQ
FESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 106)

hD2D-5D05

YFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFTDMKSNLCRSNAPRTIFIISFYKDSQP
RGIAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGDDNKIQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 107)

hD2D-5D03

HFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFRDMAASHCRDSAPRTIFIISTYKDSQP
RGFAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGHDNKIQFE
SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 108)

hD2D-5D02

YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFADMASNPCRYKAPRTIFIISMYKDSQ
PRGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGADNKLQ
FESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 109)

hD2D-5C10

HFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFTDMASNHCRYNAPRTIFIISMYKDSQ
PRGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIFFLRSVPGADNKIQH
ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 110)

hD2D-5C09

HFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFADMTDNPCRSRAPRTIFIISFYKDSQP
RGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIFFIRSVPGHDNKFQF
ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 111)

hD2D-5C08

YFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFTDMTASHCRSSAPRTIFIISLYKDSQP
RGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGHDNKFQF
ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 112)

hD2D-5C05

YFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFTDMEYRLCRANAPRTIFIISFYKDSHP
RGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGDDNKLQF
ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 113)

hD2D-5C04

YFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFTDMESSLCRDNAPRTIFIISLYKDSQP
RGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGADNKFQF
ESSSYEGYFLACEKERSLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 114)

hD2D-5C03

YFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFKDMEANDCRSSAPRTIFIISTYKDSQP
RGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGADNKMQF
ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 115)

hD2D-5B11

DFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFADMKASACRANAPRTIFIISMYKDSQ
PRGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGHDNKFQ

FESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 116)
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YFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFGDMTAKHCRARAPRTIFIISFYKDSQ
PRGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGADNKFQ
hD2D-5B10 | FESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 117)
FFGKFESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFTDMESKDCRDRAPRTIFIISFYKDSQP
RGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIFFLRSVPGHDNKLQF
hD2D-5B06 ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 118)
FFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFADMASNHCRANAPRTIFIISLYKDSQP
RGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGHDNKMQF
hD2D-5B05 ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 119)
YFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFADMTSKRCRDNAPRTIFIISLYKDSQP
RGFAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIFFIRS VPGHDNKIQFE
hD2D-5B02 SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 120)
LFGKHESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFGDMESSPCRYNAPRTIFIISFYKDSQP
RGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFIRSVPGHDNKMQF
hD2D-5A09 ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 121)
YFGKLESKLSVIRNLNAQVLFIDQGNRPLFTDMTASPCRSSAPRTIFIISLYKDSQP
RGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGPDNKIQFE
hD2D-5A02 SSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 122)
YFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFADMTDSDCRDNAPRTIFIISMYKDSQ
PRGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGHDNKM
hD2D-CS1  |QFESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 123)
YFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFADMTSSDCRDNAPRTIFIISFYKDSQP
RGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIFFLRSVPGHDNKMQ
hD2D-CS2 | FESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 124)
YFGKLESKLSVIRNLNGQVLFIDQGNRPLFADMESSDCRDNAPRTIFIISFYKDSQP
RGLAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNPPDNIKDTKSDIIFFLRSVPGHDNKMQH
hD2D-CS3 ESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIMFTVQNED (SEQ ID NO: 125)

Sequéncias de aminoacido variantes de chamariz-para-o-chamariz (D2D) de

camundongo

YFGRYHCTTAVIRNINQQVLFVDKRQPVFADMGYTVQSASEPQTRLIIYMYKDS
EVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKEVPGHRK
LEFESSLYEGHFLACQKEDEAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID

mD2D-AS NO: 126)
DFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFADMGSIAQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMYTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKAVPGDNKI
EFESSLYEGHFLACQKEATAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
mD2D-A6 NO: 127)
YFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFRDMADTVQSASEPQTRLIIYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGASKM
EFESSLYEGHFLACQKEAGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
mD2D-A7 NO: 128)
HFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFKDMEYTVQSASEPQTRLIIYMYKDS
EVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKAVPGDRKI
EFESSLYEGHFLACQKEDNAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
mD2D-A8 NO: 129)
YFGRLHCTTAVIRNINAQVLFVDKRQPVFADMADKGQSASEPQTRLIIYMYKDS
EVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKPVPGDTK
MEFESSLYEGHFLACQKEFGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
mD2D-A9 NO: 130)
YFGRLHCTTAVIRNINEQVLFVDKRQPVFADMGDRHQSASEPQTRLITYMYKDS
EVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGASKL
EFESSLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
mD2D-Al1 NO: 131)
HFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFRDMGAIGQSASEPQTRLIIYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGDSKLE
FESSLYEGHFLACQKEVDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
mD2D-A12 132)
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mD2D-B4

HFGRLHCTTAVIRNINSQVLFVDKRQPVFTDMGSIVQSASEPQTRLIIYMYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKGVPGDNKIE

FESSLYEGHFLACQKEDRAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
133)

mD2D-B7

YFGRLHCTTAVIRNINSQVLFVDKRQPVFRDMEDTPQSASEPQTRLIIYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKRVPGDSKLE

FESSLYEGHFLACQKEFEAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
134)

mD2D-B11

HFGRLHCTTAVIRNINAQVLEVDKRQPVEGDMTATVQSASEPQTRLITYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGDSKLE

FESSLYEGHFLACQKEDNAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
135)

mD2D-B12

NFGRLHCTTAVIRNINNQVLEVDKRQPVFKDMEYTLQSASEPQTRLITYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGDNKLE

FESSLYEGHFLACQKEYEAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
136)

mD2D-Cl1

YFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFADMEATRQSASEPQTRLIIYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKGVPGANKM

EFESSLYEGHFLACQKEDGAFKLILKKKDENGDNSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 137)

mD2D-C3

NFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFADMRAILQSASEPQTRLIIYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGDNKL

EFESSLYEGHFLACQKEDRAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 138)

mD2D-C5

YFGRLHCTTAVIRNINAQVLEVDKRQPVFADMEATAQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKGVPGASKM
EFESSLYEGHFLACQKEDGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 139)

mD2D-C6

LFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFADMGATLQSASEPQTRLIIYMYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKPVPGDTKM

EFESSLYEGHFLACQKEASAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 140)

mD2D-C9

NFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFEDMAYTVQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKGVPGDSKM
EFESSLYEGHFLACQKEYDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 141)

mD2D-C10

DFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFKDMESKPQSASEPQTRLIIYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKAVPGASKL
EFESSLYEGHFLACQKEANAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 142)

mD2D-Cl11

LFGRLHCTTAVIRNINGQVLEVDKRQPVFADMGDKVQSASEPQTRLITYMYKDS

EVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGDNKL

EFESSLYEGHFLACQKEDEAFKLILKTKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 143)

mD2D-D1

YFGRHHCTTAVIRNINQQVLFVDKRQPVFRDMAATRQSASEPQTRLITYMYKDS
EVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGDNK
MEFESSLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 144)

mD2D-D9

NFGRLHCTTAVIRNINQQVLFVDKRQPVFTDMESIGQSASEPQTRLIIYFYKDSEV

RGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKAVPGANKLE

FESSLYEGHFLACQKEDSAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
145)

mD2D-D12

FFGRHHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFGDMGDRVQSASEPQTRLITYMYKDS
EVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKAVPGDSKI
EFESSLYEGHFLACQKEDGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 146)

mD2D-E3

VFGRHHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFKDMTYIDQSASEPQTRLIIYMYKDSE
IVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKAVPGDTKM
EFESSLYEGHFLACQKEAQAFKLILKKKDEIGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:

147)
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mD2D-E4

NFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFADMTATRQSASEPQTRLITYMYKDS
EVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKQVPGANKI
EFESSLYEGHFLACQKEFRAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 148)

mD2D-ES

DFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFGDMAYIGQSASEPQTRLIIYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKAVPGHSKIE

FESSLYEGHFLACQKESGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
149)

mD2D-E7

YFGRLHCTTAVIRNINDQVLEVDKRQPVERDMGSIAQSASEPQTRLITYMYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGATKLE

FESSLYEGHFLACQKEDGAFKLILKKKDENGDNSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
150)

mD2D-ES§

YFGRLHCTTAVIRNINEQVLFVDKRQPVFTDMEAIGQSASEPQTRLITYFYKDSEV

RGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKGVPGDRKME

FESSLYEGHFLACQKEDGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
151)

mD2D-E9

FFGRLHCTTAVIRNINNQVLFVDKRQPVFEDMEYRLQSASEPQTRLITYMYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKPVPGASKL
EFESSLYEGHFLACQKESDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 152)

mD2D-E10

NFGRLHCTTAVIRNINNQVLFVDKRQPVFADMEDRLQSASEPQTRLIIYMYKDS
EVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGDNK
MEFESSLYEGHFLACQKEDHAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 153)

mD2D-El1

YFGRLHCTTAVIRNINAQVLFVDKRQPVERDMGYILQSASEPQTRLIIYLYKDSE

VRGLAVTLSVKESKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKPVPGDTKIE

FESSLYEGHFLACQKEDNAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
154)

mD2D-E12

YFGRLHCTTAVIRNINDQVLFVDKRQPVFGDMADTAQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGDSKM
EFESSLYEGHFLACQKEADAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 155)

mD2D-F3

DFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFEDMAYIAQSASEPQTRLIIYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGDSKIE

FESSLYEGHFLACQKEADAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
156)

mD2D-F4

NFGRLHCTTAVIRNINEQVLSVDKRQPVFRDMKYILQSASEPQTRLIIYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGDNK

MEFESSLYEGHFLACQKEYGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 157)

mD2D-F5

DFGRLHCTTAVIRNINEQVLEFVDKRQPVFTDMAYILQSASEPQTRLIIYFYKDSEV
RGLAVTLSVKESKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKAVPGDSKLEF
ESSLYEGHFLACQKEDTAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
158)

mD2D-F7

DFGRLHCTTAVIRNINNQVLFVDKRQPVFKDMESTAQSASEPQTRLIIYMYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGASKL
EFESSLYEGHFLACQKEAGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 159)

mD2D-F8

HFGRLHCTTAVIRNINEQVLFVDKRQPVFADMEAIGQSASEPQTRLIYFYKDSE

VRGLAVTLSVKESKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKGVPGDTKLE

FESSLYAGHFLACQKEDGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
160)

mD2D-F9

IFGRLHCTTAVIRNINEQVLFVDKRQPVFKDMRYIVQSASEPQTRLITYFYKDSEV
RGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKEVPGASKLEF
ESSLYEGHFLACQKEDEAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
161)

mD2D-G1

YFGRLHCTTAVIRNINAQVLFVDKRQPVFTDMGYTLQSASEPQTRLIIYLYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGHNKIE
FESSLYEGHFLACQKEDRAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:

162)

Peticao 870200029411, de 04/03/2020, pag. 208/275



1917208

mD2D-G7

INFGRLHCTTAVIRNINNQVLFVDKRQPVFRDMASTAQSASEPQTRLIIYMYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKGVPGANKIE

FESSLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
163)

mD2D-G9

DFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFEDMKDRAQSASEPQTRLIIYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKAVPGHSKM
EFESSLYEGHFLACQKEDEAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 164)

mD2D-H7

NFGRLHCTTAVIRNINEQVLEVDKRQPVFADMTDIAQSASEPQTRLITYMYKDSE
VRGLAVTLSVKESKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKPVPGDIKM
EFESSLYEGHFLACQKEYGAFKLILKKKDENGDNSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 165)

mD2D-E1

YFGRLHCTTAVIRNINEQVLFVDKRQPVFADMTDTLQSASEPQTRLIIYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGDNK

MEFESSLYEGHFLACQKEDTAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 166)

mD2D-G8

YFGRLHCTTAVIRNINEQVLFVDKRQPVFADMTDTLQSASEPQTRLIIYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGDNK

MEFESSLYEGHFLACQKEDTAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 167)

mD2D-H3

YFGRLHCTTAVIRNINEQVLFVDKRQPVFADMTDTLQSASEPQTRLIIYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGDNK

MEFESSLYEGHFLACQKEDTAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 168)

mD2D-A10

HFGRLHCTTAVIRNINGQVLEFVDKRQPVFKDMKYIVQSASEPQTRLITYMYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLK AVPGHSKIE

FESSLYEGHFLACQKEDSAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
169)

mD2D-H1

HEGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFKDMKYIVQSASEPQTRLITYMYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKAVPGHSKIE]

FESSLYEGHFLACQKEDSAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
170)

mD2D-F12

YFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFEDMKAKAQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGASKM
EFESSLYEGHFLACQKEDGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 171)

mD2D-G10

YFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFEDMKAKAQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGASKM
EFESSLYEGHFLACQKEDGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 172)

mD2D-G12

YFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFEDMKAKAQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKPVPGASKM
EFESSLYEGHFLACQKEDGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 173)

mD2D-E2

LEGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFGDMGSIPQSASEPQTRLITYFYKDSEV

RGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKHVPGATKME

FESSLYEGHFLACQKEDNAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
174)

mD2D-G11

LFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFGDMGSIPQSASEPQTRLITYFYKDSEV

RGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKHVPGATKME

FESSLYEGHFLACQKEDNAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
175)

mD2D-C4

YFGRLHCTTAVIRNINSQVLFVDKRQPVFTDMAYTVQSASEPQTRLIIYFYKDSE

VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKAVPGDSKLE

FESSLYEGHFLACQKEDNAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
176)

mD2D-F11

YFGRLHCTTAVIRNINSQVLFVDKRQPVFTDMAYTVQSASEPQTRLIITYFYKDSE
IVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKAVPGDSKLE
FESSLYEGHFLACQKEDNAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:

177)
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mD2D-C2

YFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFTDMGARVQSASEPQTRLIIYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMYTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKPVPGDNKL
EFESSLYEGHFLACQKESGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 178)

mD2D-F10

YFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFTDMGARVQSASEPQTRLIIYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMYTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKPVPGDNKL
EFESSLYEGHFLACQKESGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 179)

mD2D-A2

DFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFGDMKATGQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKAVPGANKL
EFESSLYEGHFLACQKEAGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 180)

mD2D-F6

DFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFGDMKATGQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFIKAVPGANKL
EFESSLYEGHFLACQKEAGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 181)

mD2D-A1

DFEGRLHCTTAVIRNINSQVLFVDKRQPVFRDMGSIHQSASEPQTRLIIYFYKDSEV

RGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKAVPGANKLE

FESSLYEGHFLACQKEDGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
182)

mD2D-E6

DFGRLHCTTAVIRNINSQVLFVDKRQPVFRDMGSIHQSASEPQTRLIIYFYKDSEV

RGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKAVPGANKLE

FESSLYEGHFLACQKEDGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID NO:
183)

mD2D-D4

YFGRLHCTTAVIRNINEQVLFVDKRQPVFKDMKDKLQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGDNKL
EFESSLYEGHFLACQKEFGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 184)

mD2D-D6

YFGRLHCTTAVIRNINEQVLFVDKRQPVFKDMKDKLQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGDNKL
EFESSLYEGHFLACQKEFGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 185)

mD2D-A3

YFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFADMASTHQSASEPQTRLIITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGANKI
EFESSLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 186)

mD2D-A4

YFGRLHCTTAVIRNINGQVLFVDKRQPVFADMASTHQSASEPQTRLIIYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGANKI
EFESSLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 187)

mD2D-B10

YFGRLHCTTAVIRNINGQVLEVDKRQPVFADMASTHQSASEPQTRLITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGANKI
EFESSLYEGHFLACQKEDDAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 188)

mD2D-B8

YFGRLHCTTAVIRNINSQVLFVDKRQPVFGDMKYIVQSASEPQTRLIITYFYKDSE

IVRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGDTKM

EFESSLYEGHFLACQKESGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID
NO: 189)

mD2D-B9

YFGRLHCTTAVIRNINSQVLFVDKRQPVFGDMKYIVQSASEPQTRLIITYFYKDSE
VRGLAVTLSVKDSKMSTLSCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFLKGVPGDTKM
EFESSLYEGHFLACQKESGAFKLILKKKDENGDKSVMFTLTNLHQS (SEQ ID

NO: 190)

Aspectos nao limitantes exemplares da descricao

[00376]

Aspectos, incluindo modalidades, do presente assunto em

questdo descrito anteriormente podem ser benéficos sozinhos ou em

combinagdo com um ou mais outros aspectos ou modalidades. Sem limitar a
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descri¢cdo precedente, certos aspectos nao limitantes da descricdo sdo providos
a seguir em CONJUNTO a e CONJUNTO B. Como serd evidente para os
versados na técnica, mediante leitura desta descricdo, cada um dos aspectos
numerados individualmente pode ser usado ou combinado com qualquer dos
aspectos precedentes ou numerados individualmente a seguir. Isto €
pretendido para prover auxilio para todas tais combinacOes de aspectos € ndo
¢ limitado as combinacOes de aspectos explicitamente providas a seguir.
Serpa evidente para os versados na técnica que vdrias alteracdoes e

modificacoes podem ser realizadas sem fugir do espirito ou escopo da

invengao.
CONJUNTO A
[00377] 1. Uma composi¢ao que compreende um polipeptideo variante

de IL-18, em que o polipeptideo variante de IL-18 se liga especificamente ao
receptor de IL-18 (IL-18R), e em que o polipeptideo variante de IL.-18 exibe
ligacdo substancialmente reduzida a proteina de ligacdo de IL-18 (IL-18BP).

[00378] 2. A composi¢do de 1, em que o polipeptideo variante de IL-18
compreende pelo menos uma mutacdo relacionada a IL-18 tipo selvagem
(WT).

[00379] 3. A composicao de 2, em que a IL-18 WT ¢ IL.-18 de humano

compreendendo a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 30.

[00380] 4. A composicao de 2, em que a IL-18 WT € IL-18 de murino
compreendendo a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 31.

[00381] 5. A composig¢do de 3, em que o polipeptideo variante de IL-18
compreende pelo menos uma mutagdo selecionada a partir do grupo que
consiste em Y1X, L5X, K8X, M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X,
M60X, E77X, Q103X, S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X,
com relacdo a SEQ ID NO: 30.

[00382] 6. A composi¢do de 3, em que o polipeptideo variante de IL-18

compreende pelo menos uma mutagcdo selecionada a partir do grupo que
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consiste em Y1H, Y1R, L5H, L5I, L5Y, K8Q, K8R, M51T, M51K, M51D,
MSIN, MSIE, M5IR, K53R, K53G, KS53S, K53T, S55K, S55R, QS6E,
Q56A, Q56R, Q56V, Q56G, Q56K, Q56L, P57L, P57G, P57A, PS7K, G59T,
G59A, M60K, M60Q, M60R, M60L, E77D, Q103E, Q103K, Q103P, Q103A,
QI03R, SI105R, S105D, S105K, S105N, S105A, D110H, D110K, D110N,
D110Q, D110E, D110S, D110G, N111H, N111Y, N111D, N111R, N1118,
N111G, M113V, M113R, M113T, M113K, V1531, V153T, V153A, N155K,
e N155H com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[00383] 7. A composi¢ao de 2, em que o polipeptideo variante de IL-18
compreende pelo menos um polipeptideo variante de IL.-18 selecionado a
partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID
NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40,
SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID
NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49,
SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID
NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58,
SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 75, SEQ ID
NO: 76, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 80,
SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 84, SEQ ID
NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 89,
SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 91, ou um fragmento dos mesmos.

[00384] 8. A composi¢do de 4, em que o polipeptideo variante de IL-18
compreende pelo menos uma mutagcdo selecionada a partir do grupo que
consiste em N1X, M50X, Y51X, K52X, S54X, E55X, V56X, R57X, G58X,
L59X, R104X, N109X, e L151X com relagdo a SEQ ID NO: 31.

[00385] 9. A composi¢do de 4, em que o polipeptideo variante de IL-18
compreende pelo menos uma mutagcdo selecionada a partir do grupo que
consiste em N1H, N1Y, M50A, M50S, M50V, M50G, M50T, Y51R, K52V,
K528, K52T, K52G, K52A, S54R, S54K, S54G, S54N, ESSR, E55H, ESS5N,
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E55D, E55G, V56L, V56M, V56R, V56A, V56S, V56Q, R57G, RS57K,
G58A, L59K, L59R, L59V, R104K, R104L, R104Q, R104S, N109D, e
L151V com relagdo a SEQ ID NO: 31.

[00386] 10. A composi¢do de 2, em que o polipeptideo variante de 1L-
18 compreende pelo menos um polipeptideo variante de IL-18 selecionado a
partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID
NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66,
SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID
NO: 71, SEQ ID NO: 72, ou um fragmento dos mesmos.

[00387] 11. Uma composi¢ao que compreende um dcido nucleico que
codifica pelo menos um dos polipeptideos variantes de IL-18 de 1-10.

[00388] 12. Um método para tratar ou prevenir uma doenga ou
distarbio em um individuo em necessidade do mesmo, compreendendo
administrar ao individuo pelo menos uma composicao de 1-11.

[00389] 13. O método de 12, em que a doencga ou disturbio € cancer.
[00390] 14. O método de 13, em que o cancer é um cancer que ¢
resistente aos inibidores de ponto de controle imunolégico (ICIs).

[00391] 15. O método de 13, em que o cancer € associado a um tumor
que perdeu a expressao de MHC de classe L.

[00392] 16. O método de 12, em que a doencga ou distirbio é uma

doencga ou disturbio metabdlico.

[00393] 17. O método de 12, em que a doencga ou distirbio é uma
doenca infecciosa.
[00394] 18, O método de 12, compreendendo administrar

adicionalmente ao individuo pelo menos um outro agente.

[00395] 19. O método de 18, em que o pelo menos um outro agente
compreende um inibidor de uma ou mais citocinas secunddrias.

[00396] 20. O método de 19, em que a uma ou mais citocinas

secundarias € pelo menos uma selecionada a partir do grupo que consiste em
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IL-17, IL-5, e IL-13.

[00397] 21. O método de 19, em que o inibidor de uma ou mais
citocinas secunddrias compreende pelo menos um selecionado a partir do
grupo que consiste em: um composto quimico, um polipeptideo, um peptideo,
um peptidomimético, um anticorpo, uma ribozima, um composto quimico de
molécula pequena, e uma molécula de 4dcido nucleico anti-sentido.

[00398] 22. Uma composi¢ao que compreende um inibidor de IL-18BP
ou antagonista de IL-18BP, em que o inibidor ou antagonista inibe a
capacidade de IL18BP neutralizar IL-18 end6gena.

[00399] 23. A composicao de 22, em que o inibidor ou antagonista
compreende pelo menos um selecionado a partir do grupo que consiste em:
um composto quimico, um polipeptideo, um peptideo, um peptidomimético,
um anticorpo, uma ribozima, um composto quimico de molécula pequena, e
uma molécula de acido nucleico anti-sentido.

[00400] 24. A composi¢do de 22 compreendendo um polipeptideo
variante de IL-18, em que o polipeptideo variante de IL-18 se liga
especificamente a proteina de ligacdo de IL-18 (IL-18BP), e em que o
polipeptideo variante de IL-18 exibe ligacdo substancialmente reduzida ao

receptor de IL-18 (IL-18R).

[00401] 25. A composi¢do de 24, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende pelo menos uma mutagdo relacionada a IL-18 tipo selvagem
(WT).

[00402] 26. A composi¢ao de 24, em que a IL-18 WT é IL-18 de

humano compreendendo a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 30.
[00403] 27. A composi¢ao de 24, em que a IL-18 WT é IL-18 de
murino compreendendo a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 31.
[00404] 28. A composic¢do de 26, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que

consiste em Y1X, L5X, D17X, E31X, T34X, D35X, S36X, D37X, D40X,
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N41X, M51X, Q56X, M60X, Q103X, H109X, M113X, e R131X com relacdo
a SEQ ID NO: 30.

[00405] 29. A composi¢do de 26, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que
consiste em Y1D, Y1F, YIH, Y1L, L5F, L5H, D17A, D17G, D17R, D17H,
E31A, E31T, E31G, E31K, E31R, T34A, T34K T34E, D35S, D35A, D35Y,
S36N, S36K, S36R, D37P, D37A, D37R, D37H, D37L, D37V, D40Y D40S,
D40A, N41K, N41S, N41R, M51F, M51L, M511, Q56H, M60L, M60F,
M601, Q103L, Q1031, H109A, H109P, H109D, M113L, M1131, M113F, e
R131S com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[00406] 30. A composicao de 24, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende pelo menos um polipeptideo variante de IL-18 selecionado a
partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID
NO: 94, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 98,
SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 102, SEQ
ID NO: 103, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106, SEQ ID
NO: 107, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 110, SEQ ID
NO: 111, SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 114, SEQ ID
NO: 115, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 118, SEQ ID
NO: 119, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 122, SEQ ID
NO: 123, SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 125, ou um fragmento dos mesmos.
[00407] 31. A composicao de 27, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que
consiste em N1X, L5X, D17X, E30X, T33X, D34X, 135X, D36X, M50X,
Q102X, R104, H108X, N109X, M111X, D129X, e D130X com relacdo a
SEQ ID NO: 31.

[00408] 32. A composicao de 4, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que

consiste em N1Y, N1D, NI1H, NIL, N1F, N1V, NI1I, L5Y, L5H, DI17Q,
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D17G, D17A, D17E, D17S, D17N, E30A, E30R, E30K, E30T, E30G, T33G,
T33A, T33E, T33R, T33K, D34Y, D34S, D34A, 135T, 135K, I35R, D36V,
D36A, D36G, D36H, D36P, D36R, D36L, M50F, M50L, Q102L, Q1021,
R104E, R104A, R104P, R104G, R104Q, R104H, H108D, H108A, N109R,
N109S, N109T, N1091, M111L, M111I, D129A, DI129F, D129V, D129Y,
D129S, D130E, D130T, D130G, D130N, D130R, D130S, D130Q, e D130H
com relacdo a SEQ ID NO: 31.

[00409]
18 compreende pelo menos um polipeptideo variante de IL-18 selecionado a
partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 127, SEQ ID
NO: 128, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID
NO: 132, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 135, SEQ ID

33. A composicdo de 2, em que o polipeptideo variante de IL-

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
[00410]

136, SEQ ID NO:
140, SEQ ID NO:
144, SEQ ID NO:
148, SEQ ID NO:
152, SEQ ID NO:
156, SEQ ID NO:
160, SEQ ID NO:
164, SEQ ID NO:
168, SEQ ID NO:
172, SEQ ID NO:
176, SEQ ID NO:
180, SEQ ID NO:
184, SEQ ID NO:

137, SEQ ID NO:
141, SEQ ID NO:
145, SEQ ID NO:
149, SEQ ID NO:
153, SEQ ID NO:
157, SEQ ID NO:
161, SEQ ID NO:
165, SEQ ID NO:
169, SEQ ID NO:
173, SEQ ID NO:
177, SEQ ID NO:
181, SEQ ID NO:
185, SEQ ID NO:

138, SEQ ID NO:
142, SEQ ID NO:
146, SEQ ID NO:
150, SEQ ID NO:
154, SEQ ID NO:
158, SEQ ID NO:
162, SEQ ID NO:
166, SEQ ID NO:
170, SEQ ID NO:
174, SEQ ID NO:
178, SEQ ID NO:
182, SEQ ID NO:
186, SEQ ID NO:

139, SEQ ID
143, SEQ ID
147, SEQ ID
151, SEQ ID
155, SEQ ID
159, SEQ ID
163, SEQ ID
167, SEQ ID
171, SEQ ID
175, SEQ ID
179, SEQ ID
183, SEQ ID
187, SEQ ID

188, SEQ ID NO: 189, SEQ ID NO: 190, ou um fragmento dos mesmos.

34. Uma composi¢do que compreende um acido nucleico que

codifica pelo menos um dos polipeptideos variantes de IL-18 de 24-33.

[00411]
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distarbio em um individuo em necessidade do mesmo, compreendendo
administrar ao individuo pelo menos uma composi¢ao de 22-34.

[00412] 36. O método de 35, em que a doenca ou distirbio € cancer.
[00413] 37. O método de 36, em que o cancer € um cancer que €
resistente aos inibidores de ponto de controle imunolégico (ICIs).

[00414] 38. O método de 36, em que o cancer é associado a um tumor
que perdeu a expressao de MHC de classe L.

[00415] 39. O método de 35, em que a doenca ou distirbio € uma
doenca ou disturbio metabdlico.

[00416] 40. O método de 35, em que a doencga ou distirbio é uma
doenca infecciosa.

[00417] 41. O método de 35, compreendendo administrar
adicionalmente ao individuo pelo menos um outro agente.

[00418] 42. O método de 41, em que o pelo menos um outro agente
compreende um inibidor de uma ou mais citocinas secunddrias.

[00419] 43. O método de 42, em que a uma ou mais citocinas
secundarias € pelo menos uma selecionada a partir do grupo que consiste em
IL-17, IL-5, e IL-13.

[00420] 44. O método de 42, em que o inibidor de uma ou mais
citocinas secunddrias compreende pelo menos um selecionado a partir do
grupo que consiste em: um composto quimico, um polipeptideo, um peptideo,
um peptidomimético, um anticorpo, uma ribozima, um composto quimico de
molécula pequena, e uma molécula de 4cido nucleico anti-sentido.

CONJUNTO B

[00421] 1. Uma composi¢ao que compreende um polipeptideo variante
de IL-18, em que o polipeptideo variante de IL-18 se liga especificamente ao
receptor de IL-18 (IL-18R), e em que o polipeptideo variante de IL.-18 exibe
ligacdo substancialmente reduzida a proteina de ligacdo de IL-18 (IL-18BP).

[00422] 2. A composi¢do de 1, em que o polipeptideo variante de IL-18
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compreende pelo menos uma mutacdo relacionada a IL-18 tipo selvagem
(WT).

[00423] 3. A composicao de 2, em que a IL-18 WT ¢ IL.-18 de humano
compreendendo a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 30.

[00424] 4. A composicao de 2, em que a IL-18 WT € IL-18 de murino
compreendendo a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 31.

[00425] 5. A composi¢do de 3, em que o polipeptideo variante de IL-18
compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que
consiste em Y1X, L5X, K8X, M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X,
M60X, E77X, Q103X, S105X, D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X
com relacdo a SEQ ID NO: 30.

[00426] 6. A composi¢do de 3, em que o polipeptideo variante de IL-18
compreende pelo menos uma mutagcdo selecionada a partir do grupo que
consiste em Y1H, YIR, L5H, L5I, L5Y, K8Q, K8R, M51T, M51K, M51D,
MSIN, MSIE, M5IR, K53R, K53G, KS53S, K53T, S55K, S55R, QS6E,
Q56A, Q56R, Q56V, Q56G, Q56K, Q56L, P57L, P57G, P57A, P5S7K, G59T,
G59A, M60K, M60Q, M60R, M60L, E77D, Q103E, Q103K, Q103P, Q103A,
QI03R, SI105R, S105D, S105K, S105N, S105A, D110H, D110K, D110ON,
D110Q, D110E, D110S, D110G, N111H, N111Y, N111D, N111R, N1118,
N111G, M113V, M113R, M113T, M113K, V1531, V153T, V153A, N155K,
e N155H com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[00427] 7. A composicao de 3, em que o polipeptideo variante de IL-18
compreende as mutacdes MS51X, M60X, S105X, D110X, e N111X com
relacdo a SEQ ID NO: 30.

[00428] 8. A composi¢do de 3, em que o polipeptideo variante de IL-18
compreende as mutagdes MS51X, K53X, Q56X, S105X, e N111X com relagcdo
a SEQ ID NO: 30.

[00429] 9. A composi¢do de 2, em que o polipeptideo variante de IL-18

compreende a sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das
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SEQ ID NOs.: 34-59, 73-91, e 191-193, ou um fragmento dos mesmos.
[00430] 10. A composi¢do de 4, em que o polipeptideo variante de 1L-
18 compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que
consiste em N1X, M50X, Y51X, K52X, S54X, E55X, V56X, R57X, G58X,
L59X, R104X, N109X, e L151X com relagdo a SEQ ID NO: 31.

[00431] 11. A composi¢do de 4, em que o polipeptideo variante de 1L-
18 compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que
consiste em N1H, N1Y, M50A, M50S, M50V, M50G, M50T, Y51R, K52V,
K528, K52T, K52G, K52A, S54R, S54K, S54G, S54N, ESSR, E55H, ESSN,
ES55D, E55G, V56L, V56M, V56R, V56A, V56S, V56Q, R57G, RS57K,
G58A, L59K, L59R, L59V, R104K, R104L, R104Q, R104S, N109D, e
L151V com relagdo a SEQ ID NO: 31.

[00432] 12. A composi¢do de 2, em que o polipeptideo variante de 1L-
18 compreende a sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das
SEQ ID NOs.: 60-72, ou um fragmento dos mesmos.

[00433] 13. Uma composi¢ao que compreende um dcido nucleico que
codifica o polipeptideo variante de IL-18 da composicao de qualquer um de 1-
12.

[00434] 14. A composi¢ao de qualquer um de 1-13, compreendendo
adicionalmente um ou mais agentes selecionados a partir de: (i) um inibidor
do ponto de controle imunoldgico; (i1) um agente que inibe uma ou mais
proteinas selecionadas a partir de PD-L1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3,
B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR, 41BB, 0X40, e CD40; (ii1) um agente de
opsonizacdo de células de cancer; e (iv) um agente que alveja um ou mais
antigenos selecionados a partir de: CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30,
CD33, CD37, CD38, CD44, CD45, CD47, CD51, CD52, CD56, CD62L,
CD70, CD74, CD79, CD80, CD96, CD97, CD99, CD123, CD134, CD138,
CD152 (CTLA-4), CD200, CD213A2, CD221, CD248, CD276 (B7-H3), B7-
H4, CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), CD319, EGFR, EPCAM, 17-1A, HER1,
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HER2, HER3, CD117, C-Met, HGFR, PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2,
HAVCR2 (TIM3), gangliosideo GD2, MUCI1, mucina CanAg, mesotelina,
endoglina, antigeno de Lewis-Y, CEA, CEACAMI1, CEACAMS, CA-125,
PSMA, BAFF, FGFR2, MARCACAO-72, gelatinase B, glipicana 3, nectina-
4, BCMA, CSFIR, SLAMF7, integrina a,33, TYRP1, GP NMB, CLDN18.2,
FOLRI1, CCR4, CXCR4, MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7,
vimentina, dominio extra de fibronectina B, TROP-2, LRRC15, FAP,
SLITRK6, NOTCH2, NOTCH3, Tenascina-3, STEAP1, e NRP1.

[00435] 15. Um método para tratar ou prevenir uma doenga ou
distarbio em um individuo em necessidade do mesmo, compreendendo
administrar ao individuo a composi¢do de qualquer um de 1-14.

[00436] 16. O método de 15, em que a doencga ou disturbio € cancer.
[00437] 17. O método de 16, em que o cancer é um cancer que ¢
resistente aos inibidores de ponto de controle imunolégico (ICIs).

[00438] 18. O método de 16, em que o cancer é associado a um tumor
que perdeu a expressao de MHC de classe L.

[00439] 19. O método de 15, em que a doencga ou distirbio é uma
doencga ou disturbio metabdlico.

[00440] 20. O método de 15, em que a doencga ou distirbio é uma
doenca infecciosa.

[00441] 21. O método de qualquer um de 15-20, em que o método
compreende administrar ao individuo o polipeptideo variante de IL-18 e pelo
menos um outro agente.

[00442] 22. O método de 21, em que o pelo menos um outro agente
compreende um inibidor do ponto de controle imunoldgico.

[00443] 23. O método de 22, em que o inibidor do ponto de controle
imunolégico € um agente que inibe PD-L1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT,
LAG3, B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR, 41BB, 0X40, ou CD40, ou

qualquer combina¢do dos mesmos.
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[00444] 24. O método de 21, em que o pelo menos um outro agente
compreende um agente de opsonizacao de células de cancer.

[00445] 25. O método de 24, em que o pelo menos um outro agente
alveja um ou mais antigenos selecionados a partir de: CD19, CD20, CD22,
CD24, CD25, CD30, CD33, CD37, CD38, CD44, CD45, CD47, CDs5l,
CD52, CD56, CD62L, CD70, CD74, CD79, CD80, CD96, CD97, CD99,
CD123, CD134, CD138, CD152 (CTLA-4), CD200, CD213A2, CD221,
CD248, CD276 (B7-H3), B7-H4, CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), CD319,
EGFR, EPCAM, 17-1A, HER1, HER2, HER3, CD117, C-Met, HGFR,
PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2, HAVCR?2 (TIM3), gangliosideo GD2,
MUCI, mucina CanAg, mesotelina, endoglina, antigeno de Lewis-Y, CEA,
CEACAM1, CEACAMS5, CA-125, PSMA, BAFF, FGFR2, MARCACAO-72,
gelatinase B, glipicana 3, nectina-4, BCMA, CSFIR, SLAMF7,
integrina o3, TYRP1, GP NMB, CLDN18.2, FOLR1, CCR4, CXCR4,
MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7, vimentina, dominio extra de
fibronectina B, TROP-2, LRRC15, FAP, SLITRK6, NOTCH2, NOTCH3,
Tenascina-3, STEAPI, e NRP1.

[00446] 26. O método de qualquer um de 21-25, em que o pelo menos
um outro agente € conjugado com o polipeptideo variante de IL-18.

[00447] 27. O método de 21, em que o pelo menos um outro agente é
uma célula T ou célula NK alterada.

[00448] 28. O método de 21, em que o pelo menos um outro agente é
um virus oncolitico.

[00449] 29. Uma composi¢ao que compreende um inibidor de IL-18BP
ou antagonista de IL-18BP, em que o inibidor ou antagonista inibe a
capacidade de IL18BP to neutralize IL-18 enddgena.

[00450] 30. A composi¢ao de 29, em que o inibidor ou antagonista
compreende pelo menos um selecionado a partir do grupo que consiste em:

um composto quimico, um polipeptideo, um peptideo, um peptidomimético,
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um anticorpo, uma ribozima, um composto quimico de molécula pequena, e
uma molécula de acido nucleico anti-sentido.

[00451] 31. A composi¢ao de 30, compreendendo um polipeptideo
variante de IL-18, em que o polipeptideo variante de IL-18 se liga
especificamente a proteina de ligacdo de IL-18 (IL-18BP), e em que o
polipeptideo variante de IL-18 exibe ligagdo substancialmente reduzida ao

receptor de IL-18 (IL-18R).

[00452] 32. A composicao de 31, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende pelo menos uma mutagdo relacionada a IL-18 tipo selvagem
(WT).

[00453] 33. A composi¢do de 32, em que a IL-18 WT ¢ IL-18 de

humano compreendendo a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 30.
[00454] 34. A composi¢do de 32, em que a IL-18 WT ¢ IL-18 de
murino compreendendo a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 31.
[00455] 35. A composicado de 33, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que
consiste em Y1X, L5X, D17X, E31X, T34X, D35X, S36X, D37X, D40X,
N41X, M51X, Q56X, M60X, Q103X, H109X, M113X, e R131X com relagdao
a SEQ ID NO: 30.

[00456] 36. A composicao de 33, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que
consiste em Y1D, Y1F, YIH, Y1L, L5F, L5H, D17A, D17G, D17R, D17H,
E31A, E31T, E31G, E31K, E31R, T34A, T34K T34E, D35S, D35A, D35Y,
S36N, S36K, S36R, D37P, D37A, D37R, D37H, D37L, D37V, D40Y D40S,
D40A, N41K, N41S, N41R, M51F, M51L, M511, Q56H, M60L, M60F,
M60I, Q103L, QI103I, H109A, H109P, H109D, M113L, M113I, M113F, e
R131S com relagdo a SEQ ID NO: 30.

[00457] 37. A composicao de 33, em que o polipeptideo variante de IL-

18 compreende a sequéncia de aminoacido apresentada em qualquer uma das
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SEQ ID NOs.: 92-125, ou um fragmento dos mesmos.

[00458] 38. A composicao de 33, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende as mutacdes D17X, E30X, e Q103X com relagdo a SEQ ID
NO: 30.

[00459] 39. A composicao de 33, em que o polipeptideo variante de IL-

18 compreende as mutacoes D17X, E30X, D35X, M51X, e Q103X com
relacdo a SEQ ID NO: 30.

[00460] 40. A composi¢ao de 34, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que
consiste em N1X, L5X, D17X, E30X, T33X, D34X, 135X, D36X, M50X,
Q102X, R104, H108X, N109X, M111X, D129X, e D130X com relacdo a
SEQ ID NO: 31.

[00461] 41. A composi¢ao de 34, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que
consiste em N1Y, N1D, NI1H, N1L, N1F, N1V, NI1I, L5Y, L5H, D17Q,
D17G, D17A, D17E, D17S, D17N, E30A, E30R, E30K, E30T, E30G, T33G,
T33A, T33E, T33R, T33K, D34Y, D34S, D34A, 135T, 135K, I35R, D36V,
D36A, D36G, D36H, D36P, D36R, D361, M50F, M50L, Q102L, Q102I,
R104E, R104A, R104P, R104G, R104Q, R104H, H108D, H108A, N109R,
N109S, N109T, N1091, M111L, M111I, D129A, DI129F, D129V, D129Y,
D129S, D130E, D130T, D130G, D130N, D130R, D130S, D130Q, e D130H
com relacdo a SEQ ID NO: 31.

[00462] 42. A composi¢ao de 34, em que o polipeptideo variante de IL-
18 compreende a sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das
SEQ ID NOs.: 126-190, ou um fragmento dos mesmos.

[00463] 43. Uma composi¢do que compreende um 4cido nucleico que
codifica o polipeptideo variante de IL.-18 da composicdo de qualquer um de
31-42.

[00464] 44. A composicdo de qualquer um de 19-43, compreendendo
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adicionalmente um ou mais agentes selecionados a partir de: (i) um inibidor
do ponto de controle imunoldgico; (i1) um agente que inibe uma ou mais
proteinas selecionadas a partir de PD-L1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3,
B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR, 41BB, 0X40, e CD40; (ii1) um agente de
opsonizacao de células de cancer; e (iv) um agente que alveja um ou mais
antigenos selecionados a partir de: CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30,
CD33, CD37, CD38, CD44, CD45, CD47, CD51, CD52, CD56, CD62L,
CD70, CD74, CD79, CD80, CD96, CD97, CD99, CD123, CD134, CD138,
CD152 (CTLA-4), CD200, CD213A2, CD221, CD248, CD276 (B7-H3), B7-
H4, CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), CD319, EGFR, EPCAM, 17-1A, HER1,
HER2, HER3, CD117, C-Met, HGFR, PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2,
HAVCR2 (TIM3), gangliosideo GD2, MUCI1, mucina CanAg, mesotelina,
endoglina, antigeno de Lewis-Y, CEA, CEACAMI1, CEACAMS, CA-125,
PSMA, BAFF, FGFR2, MARCACAO-72, gelatinase B, glipicana 3, nectina-
4, BCMA, CSFIR, SLAMF7, integrina a,33, TYRP1, GP NMB, CLDN18.2,
FOLRI1, CCR4, CXCR4, MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7,
vimentina, dominio extra de fibronectina B, TROP-2, LRRC15, FAP,
SLITRK6, NOTCH2, NOTCH3, Tenascina-3, STEAP1, e NRP1.

[00465] 45. Um método para tratar ou prevenir uma doenga ou
distarbio em um individuo em necessidade do mesmo, compreendendo
administrar ao individuo a composi¢cdo de qualquer um de 29-44.

[00466] 46. O método de 45, em que a doenga ou disturbio € cancer.
[00467] 47. O método de 46, em que o cancer é um cancer que é
resistente aos inibidores de ponto de controle imunolédgico (ICIs).

[00468] 48. O método de 46, em que o cancer € associado a um tumor
que perdeu a expressao de MHC de classe L.

[00469] 49. O método de 45, em que a doenca ou distirbio é uma
doenca ou disturbio metabdlico.

[00470] 50. O método de 45, em que a doencga ou distirbio é uma
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doenca infecciosa.

[00471] 51. O método de qualquer um de 45-50, em que o método
compreende administrar ao individuo o polipeptideo variante de IL-18 e pelo
menos um outro agente.

[00472] 52. O método de 51, em que o pelo menos um outro agente
compreende um inibidor do ponto de controle imunolégico.

[00473] 53. O método de 52, em que o inibidor do ponto de controle
imunolégico € um agente que inibe PD-L1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT,
LAG3, B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR, 41BB, 0X40, ou CD40, ou
qualquer combina¢do dos mesmos.

[00474] 54. O método de 51, em que o pelo menos um outro agente
compreende um agente de opsonizacao de células de cancer.

[00475] 55. O método de 51, em que o pelo menos um outro agente
alveja um ou mais antigenos selecionados a partir de: CD19, CD20, CD22,
CD24, CD25, CD30, CD33, CD37, CD38, CD44, CD45, CD47, CDs5l,
CD52, CD56, CD62L, CD70, CD74, CD79, CD80, CD96, CD97, CD99,
CD123, CD134, CD138, CD152 (CTLA-4), CD200, CD213A2, CD221,
CD248, CD276 (B7-H3), B7-H4, CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), CD319,
EGFR, EPCAM, 17-1A, HER1, HER2, HER3, CD117, C-Met, HGFR,
PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2, HAVCR?2 (TIM3), gangliosideo GD2,
MUCI, mucina CanAg, mesotelina, endoglina, antigeno de Lewis-Y, CEA,
CEACAM1, CEACAMS5, CA-125, PSMA, BAFF, FGFR2, MARCACAO-72,
gelatinase B, glipicana 3, nectina-4, BCMA, CSFIR, SLAMF7,
integrina o3, TYRP1, GP NMB, CLDN18.2, FOLR1, CCR4, CXCR4,
MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7, vimentina, dominio extra de
fibronectina B, TROP-2, LRRC15, FAP, SLITRK6, NOTCH2, NOTCH3,
Tenascina-3, STEAPI, e NRP1.

[00476] 56. O método de qualquer um de 51-55, em que o pelo menos

um outro agente € conjugado com o polipeptideo variante de IL-18.

Peticao 870200029411, de 04/03/2020, pag. 225/275



208 /208

[00477] 57. O método de 51, em que o pelo menos um outro agente é
uma célula T ou célula NK alterada.

[00478] 58. O método de 51, em que o pelo menos um outro agente é
um virus oncolitico.

[00479] As descricdes de cada patente, pedido de patente e publicacio
aqui citadas s@o aqui incorporadas pela referéncia na sua integra. Embora esta
inveng¢do seja descrita com referéncia as modalidades especificas, € evidente
que outras modalidades e variacOes desta possam ser inventadas por outros
versados na técnica sem fugir do verdadeiro espirito e escopo da invengao.
Pretende-se que as reivindicacdes em anexo sejam interpretadas para incluir

todas as tais modalidades e variacdes equivalentes.
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REIVINDICACOES

1. Composic¢ao, caracterizada pelo fato de que compreende um
polipeptideo variante de IL-18, em que o polipeptideo variante de IL-18 se
liga especificamente ao receptor de IL.-18 (IL-18R), e em que o polipeptideo
variante de IL-18 exibe ligacdo substancialmente reduzida a proteina de
ligacdo de IL-18 (IL-18BP).

2. Composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que o polipeptideo variante de IL-18 compreende pelo menos
uma mutacao relacionada a IL-18 tipo selvagem (WT).

3. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizada
pelo fato de que a IL-18 WT € IL-18 de humano compreendendo a sequéncia
de aminoacido de SEQ ID NO: 30.

4. Composi¢ao de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizada
pelo fato de que a IL-18 WT € IL-18 de murino compreendendo a sequéncia
de aminodacido de SEQ ID NO: 31.

5. Composi¢do de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizada
pelo fato de que o polipeptideo variante de IL-18 compreende pelo menos
uma mutacdo selecionada a partir do grupo que consiste em Y 1X, L5X, K8X,
M51X, K53X, S55X, Q56X, P57X, G59X, M60X, E77X, Q103X, S105X,
D110X, N111X, M113X, V153X, e N155X com relacao a SEQ ID NO: 30.

6. Composi¢do de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizada
pelo fato de que o polipeptideo variante de IL-18 compreende pelo menos
uma mutacdo selecionada a partir do grupo que consiste em Y1H, YIR, L5H,
L5I, LSY, K8Q, K8R, M51T, M51K, M51D, M51IN, M51E, M51R, K53R,
K53G, K538, K53T, S55K, S55R, Q56E, Q56A, Q56R, Q56V, Q56G, Q56K,
Q56L, P57L, P57G, P57A, P57K, G59T, G59A, M60K, M60Q, M60R,
M60OL, E77D, QI103E, QI103K, Q103P, Q103A, QIO3R, S105R, S105D,
S105K, S105N, S105A, D110H, D110K, D110N, D110Q, DI110E, D110S,
D110G, N111H, N111Y, N111D, N111R, N111S, N111G, M113V, M113R,

Peticao 870200045201, de 09/04/2020, pag. 7/16



2/10

MI113T, M113K, V1531, V153T, V153A, N155K, e NI55H com relacdo a
SEQ ID NO: 30.

7. Composi¢ao de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizada
pelo fato de que o polipeptideo variante de IL.-18 compreende as mutagdes
M51X, M60X, S105X, D110X, e N111X com relagao a SEQ ID NO: 30.

8. Composi¢do de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizada
pelo fato de que o polipeptideo variante de IL.-18 compreende as mutagdes
M51X, K53X, Q56X, S105X, e N111X com relagao a SEQ ID NO: 30.

9. Composi¢ao de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizada
pelo fato de que o polipeptideo variante de IL-18 compreende a sequéncia de
aminodcido apresentada em qualquer uma das SEQ ID NOs.: 34-59, 73-91,
191-193, ou um fragmento dos mesmos.

10. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 4,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL.-18 compreende
pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que consiste em N1X,
MS50X, Y51X, K52X, S54X, E55X, V56X, R57X, G58X, L59X, R104X,
N109X, e L151X com relacdo a SEQ ID NO: 31.

11. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 4,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL.-18 compreende
pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que consiste em N1H,
N1Y, M50A, M50S, M50V, M50G, M50T, YS51R, K52V, K528, K52T,
K52G, K52A, S54R, S54K, S54G, S54N, ESSR, ESSH, E5S5N, E55D, ES5G,
V56L, V56M, V56R, V56A, V56S, V56Q, R57G, R57K, G58A, L59K,
L59R, L59V, R104K, R104L, R104Q, R104S, N109D, e L151V com relagao
a SEQ ID NO: 31.

12. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 2,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL-18 compreende a
sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das SEQ ID NOs.:

60-72, ou um fragmento dos mesmos.
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13. Composi¢ao, caracterizada pelo fato de que compreende
um 4cido nucleico que codifica o polipeptideo variante de IL-18 da
composicdo como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 12.

14. Composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 13, caracterizada pelo fato de que compreende
adicionalmente um ou mais agentes selecionados a partir de: (i) um inibidor
do ponto de controle imunoldgico; (i1) um agente que inibe uma ou mais
proteinas selecionadas a partir de PD-L1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3,
B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR, 41BB, 0X40, e CD40; (ii1) um agente de
opsonizacdo de células de cancer; e (iv) um agente que alveja um ou mais
antigenos selecionados a partir de: CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30,
CD33, CD37, CD38, CD44, CD45, CD47, CD51, CD52, CD56, CD62L,
CD70, CD74, CD79, CD80, CD96, CD97, CD99, CD123, CD134, CD138,
CD152 (CTLA-4), CD200, CD213A2, CD221, CD248, CD276 (B7-H3), B7-
H4, CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), CD319, EGFR, EPCAM, 17-1A, HER1,
HER2, HER3, CD117, C-Met, HGFR, PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2,
HAVCR2 (TIM3), gangliosideo GD2, MUCI, mucina CanAg, mesotelina,
endoglina, antigeno de Lewis-Y, CEA, CEACAMI1, CEACAMS, CA-125,
PSMA, BAFF, FGFR2, MARCACAO-72, gelatinase B, glipicana 3, nectina-
4, BCMA, CSFIR, SLAMF7, integrina avB3, TYRP1, GP NMB, CLDN18.2,
FOLRI1, CCR4, CXCR4, MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7,
vimentina, dominio extra de fibronectina B, TROP-2, LRRC15, FAP,
SLITRK6, NOTCH2, NOTCH3, Tenascina-3, STEAP1, e NRP1.

15. Método para tratar ou prevenir uma doenga ou distirbio
em um individuo em necessidade do mesmo, caracterizado pelo fato de que
compreende administrar ao individuo a composi¢do como definida em
qualquer uma das reivindicacoes 1 a 14.

16. Método de acordo com a reivindicacdo 15, caracterizado

pelo fato de que a doenca ou distirbio € cancer.
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17. Método de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado
pelo fato de que o cancer € um cancer que € resistente aos inibidores de ponto
de controle imunolégico (ICIs).

18. Método de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado
pelo fato de que o cancer é associado a um tumor que perdeu a expressao de
MHC de classe 1.

19. Método de acordo com a reivindicacdo 15, caracterizado
pelo fato de que a doenca ou distirbio € uma doenca ou distirbio metabdlico.

20. Método de acordo com a reivindicacdo 15, caracterizado
pelo fato de que a doenca ou distirbio € uma doenca infecciosa.

21. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
15 a 20, caracterizado pelo fato de que o método compreende administrar ao
individuo o polipeptideo variante de IL-18 e pelo menos um outro agente.

22. Método de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado
pelo fato de que o pelo menos um outro agente compreende um inibidor do
ponto de controle imunoldgico.

23. Método de acordo com a reivindicacdo 22, caracterizado
pelo fato de que o inibidor do ponto de controle imunolégico € um agente que
inibe PD-L1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3, B7H3, B7H4, VISTA,
ICOS, GITR, 41BB, 0X40, ou CD40, ou qualquer combinacdo dos mesmos.

24. Método de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado
pelo fato de que o pelo menos um outro agente compreende um agente de
opsonizacao de células de cancer.

25. Método de acordo com a reivindicacdo 24, caracterizado
pelo fato de que o pelo menos um outro agente alveja um ou mais antigenos
selecionados a partir de: CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30, CD33,
CD37, CD38, CD44, CD45, CD47, CD51, CD52, CD56, CD62L, CD70,
CD74, CD79, CD80, CD96, CD97, CD99, CD123, CD134, CD138, CD152
(CTLA-4), CD200, CD213A2, CD221, CD248, CD276 (B7-H3), B7-H4,
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CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), CD319, EGFR, EPCAM, 17-1A, HERI,
HER2, HER3, CD117, C-Met, HGFR, PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2,
HAVCR2 (TIM3), gangliosideo GD2, MUCI, mucina CanAg, mesotelina,
endoglina, antigeno de Lewis-Y, CEA, CEACAMI1, CEACAMS, CA-125,
PSMA, BAFF, FGFR2, MARCACAO-72, gelatinase B, glipicana 3, nectina-
4, BCMA, CSFIR, SLAMF7, integrina avB3, TYRP1, GP NMB, CLDN18.2,
FOLRI1, CCR4, CXCR4, MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7,
vimentina, dominio extra de fibronectina B, TROP-2, LRRC15, FAP,
SLITRK6, NOTCH2, NOTCH3, Tenascina-3, STEAP1, e NRP1.

26. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
21 a 25, caracterizado pelo fato de que o pelo menos um outro agente €
conjugado com o polipeptideo variante de IL.-18.

27. Método de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado
pelo fato de que o pelo menos um outro agente ¢ uma célula T ou célula NK
alterada.

28. Método de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado
pelo fato de que o pelo menos um outro agente € um virus oncolitico.

29. Composi¢ao, caracterizada pelo fato de que compreende
um inibidor de IL-18BP ou antagonista de IL-18BP, em que o inibidor ou
antagonista inibe a capacidade de IL18BP neutralizar IL-18 enddgena.

30. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 29,
caracterizada pelo fato de que o inibidor ou antagonista compreende pelo
menos um selecionado a partir do grupo que consiste em: um composto
quimico, um polipeptideo, um peptideo, um peptidomimético, um anticorpo,
uma ribozima, um composto quimico de molécula pequena, e uma molécula
de 4cido nucleico anti-sentido.

31. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 30,
caracterizada pelo fato de que compreende um polipeptideo variante de IL-18,

em que o polipeptideo variante de IL-18 se liga especificamente a proteina de
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ligacdo de IL-18 (IL-18BP), e em que o polipeptideo variante de IL.-18 exibe
ligacdo substancialmente reduzida ao receptor de IL-18 (IL-18R).

32. Composi¢do de acordo com a reivindicagio 31,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL.-18 compreende
pelo menos uma mutagdo relacionada a IL-18 tipo selvagem (WT).

33. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 32,
caracterizada pelo fato de que a IL-18 WT € IL-18 de humano
compreendendo a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 30.

34. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 32,
caracterizada pelo fato de que a IL-18 WT € IL-18 de murino compreendendo
a sequéncia de aminoécido de SEQ ID NO: 31.

35. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 33,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL.-18 compreende
pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que consiste em Y1X,
L5X, D17X, E31X, T34X, D35X, S36X, D37X, D40X, N41X, M51X, Q56X,
M60X, Q103X, H109X, M113X, e R131X com relacdao a SEQ ID NO: 30.

36. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 33,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL.-18 compreende
pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que consiste em Y 1D,
Y1F, YIH, Y1L, L5F, L5H, D17A, D17G, D17R, DI17H, E31A, E3IT,
E31G, E31K, E31R, T34A, T34K T34E, D35S, D35A, D35Y, S36N, S36K,
S36R, D37P, D37A, D37R, D37H, D37L, D37V, D40Y D40S, D40A, N41K,
N41S, N41R, M51F, MSIL, M511, Q56H, M60L, M60F, M60I, Q103L,
QI103I, HI09A, H109P, H109D, M113L, M113I, M113F, e R131S com
relacdo a SEQ ID NO: 30.

37. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 33,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL-18 compreende a
sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das SEQ ID NOs.:

92-125, ou um fragmento dos mesmos.
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38. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 33,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL-18 compreende as
mutacoes D17X, E30X, e Q103X com relacdao a SEQ ID NO: 30.

39. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 33,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL-18 compreende as
mutacdes D17X, E30X, D35X, M51X, e Q103X com relacdao a SEQ ID NO:
30.

40. Composicado de acordo com a reivindicacdo 34,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL.-18 compreende
pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que consiste em N1X,
L5X, D17X, E30X, T33X, D34X, I35X, D36X, M50X, Q102X, R104,
H108X, N109X, M111X, D129X, e D130X com relacdo a SEQ ID NO: 31.

41. Composi¢cdo de acordo com a reivindicagdo 34,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL.-18 compreende
pelo menos uma mutacdo selecionada a partir do grupo que consiste em N1Y,
N1D, N1H, NI1L, N1F, N1V, N1I, L5Y, L5H, D17Q, D17G, D17A, DI17E,
D17S, D17N, E30A, E30R, E30K, E30T, E30G, T33G, T33A, T33E, T33R,
T33K, D34Y, D34S, D34A, I35T, 135K, I35R, D36V, D36A, D36G, D36H,
D36P, D36R, D36L, M50F, M5OL, Q102L, Q102I, R1I04E, R104A, R104P,
R104G, R104Q, R104H, H108D, H108A, N109R, N109S, N109T, N109],
MI11L, M1111, D129A, DI29F, D129V, D129Y, D129S, D130E, D130T,
D130G, D130N, D130R, D130S, D130Q, e DI130H com relacdo a SEQ ID
NO: 31.

42. Composi¢cdo de acordo com a reivindicagdo 34,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo variante de IL-18 compreende a
sequéncia de aminodcido apresentada em qualquer uma das SEQ ID NOs.:
126-190, ou um fragmento dos mesmos.

43. Composicdo, caracterizada pelo fato de que compreende

um 4cido nucleico que codifica o polipeptideo variante de IL-18 da
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composicdo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 31-42.

44. Composi¢ado de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 29 a 43, caracterizada pelo fato de que compreende
adicionalmente um ou mais agentes selecionados a partir de: (i) um inibidor
do ponto de controle imunoldgico; (i1) um agente que inibe uma ou mais
proteinas selecionadas a partir de PD-L1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3,
B7H3, B7H4, VISTA, ICOS, GITR, 41BB, 0X40, e CD40; (ii1) um agente de
opsonizacao de células de cancer; e (iv) um agente que alveja um ou mais
antigenos selecionados a partir de: CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30,
CD33, CD37, CD38, CD44, CD45, CD47, CD51, CD52, CD56, CD62L,
CD70, CD74, CD79, CD80, CD96, CD97, CD99, CD123, CD134, CD138,
CD152 (CTLA-4), CD200, CD213A2, CD221, CD248, CD276 (B7-H3), B7-
H4, CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), CD319, EGFR, EPCAM, 17-1A, HER1,
HER2, HER3, CD117, C-Met, HGFR, PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2,
HAVCR2 (TIM3), gangliosideo GD2, MUCI, mucina CanAg, mesotelina,
endoglina, antigeno de Lewis-Y, CEA, CEACAMI1, CEACAMS, CA-125,
PSMA, BAFF, FGFR2, MARCACAO-72, gelatinase B, glipicana 3, nectina-
4, BCMA, CSFIR, SLAMF7, integrina avB3, TYRP1, GP NMB, CLDN18.2,
FOLRI1, CCR4, CXCR4, MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7,
vimentina, dominio extra de fibronectina B, TROP-2, LRRC15, FAP,
SLITRK6, NOTCH2, NOTCH3, Tenascina-3, STEAP1, e NRP1.

45. Método para tratar ou prevenir uma doenca ou distirbio
em um individuo em necessidade do mesmo, caracterizado pelo fato de que
compreende administrar ao individuo a composicdo como definida em
qualquer uma das reivindicacdes 29 a 44.

46. Método de acordo com a reivindicagcdo 45, caracterizado
pelo fato de que a doenca ou distirbio € cancer.

47. Método de acordo com a reivindicagcdo 46, caracterizado

pelo fato de que o cancer € um cancer que € resistente aos inibidores de ponto
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de controle imunolégico (ICIs).

48. Método de acordo com a reivindicagdo 46, caracterizado
pelo fato de que o cancer é associado a um tumor que perdeu a expressao de
MHC de classe 1.

49. Método de acordo com a reivindicagdo 45, caracterizado
pelo fato de que a doenca ou distirbio € uma doenca ou distirbio metabdlico.

50. Método de acordo com a reivindicacdo 45, caracterizado
pelo fato de que a doenca ou disturbio € uma doenca infecciosa.

51. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
45 a 50, caracterizado pelo fato de que o método compreende administrar ao
individuo pelo menos um outro agente além do inibidor de IL-18BP ou
antagonista de IL-18BP.

52. Método de acordo com a reivindicacdo 51, caracterizado
pelo fato de que o pelo menos um outro agente compreende um inibidor do
ponto de controle imunoldgico.

53. Método de acordo com a reivindicacdo 52, caracterizado
pelo fato de que o inibidor do ponto de controle imunolégico € um agente que
inibe PD-L1, PD1, CTLA4, TIM3, TIGIT, LAG3, B7H3, B7H4, VISTA,
ICOS, GITR, 41BB, 0X40, ou CD40, ou qualquer combinacdo dos mesmos.

54. Método de acordo com a reivindicacdo 51, caracterizado
pelo fato de que o pelo menos um outro agente compreende um agente de
opsonizacao de células de cancer.

55. Método de acordo com a reivindicacdo 51, caracterizado
pelo fato de que o pelo menos um outro agente alveja um ou mais antigenos
selecionados a partir de: CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30, CD33,
CD37, CD38, CD44, CD45, CD47, CD51, CD52, CD56, CD62L, CD70,
CD74, CD79, CD80, CD96, CD97, CD99, CD123, CD134, CD138, CD152
(CTLA-4), CD200, CD213A2, CD221, CD248, CD276 (B7-H3), B7-H4,
CD279 (PD-1), CD274 (PD-L1), CD319, EGFR, EPCAM, 17-1A, HERI,
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HER2, HER3, CD117, C-Met, HGFR, PDGFRA, AXL, TWEAKR, PTHR2,
HAVCR2 (TIM3), gangliosideo GD2, MUCI, mucina CanAg, mesotelina,
endoglina, antigeno de Lewis-Y, CEA, CEACAMI1, CEACAMS, CA-125,
PSMA, BAFF, FGFR2, MARCACAO-72, gelatinase B, glipicana 3, nectina-
4, BCMA, CSFIR, SLAMF7, integrina avB3, TYRP1, GP NMB, CLDN18.2,
FOLRI1, CCR4, CXCR4, MICA, antigeno C242, DLL3, DLL4, EGFL7,
vimentina, dominio extra de fibronectina B, TROP-2, LRRC15, FAP,
SLITRK6, NOTCH2, NOTCH3, Tenascina-3, STEAP1, e NRP1.

56. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
51 a 55, caracterizado pelo fato de que o inibidor ou antagonista é um
polipeptideo variante de IL-18, e o pelo menos um outro agente € conjugado
com o polipeptideo variante de IL.-18.

57. Método de acordo com a reivindicacdo 51, caracterizado
pelo fato de que o pelo menos um outro agente ¢ uma célula T ou célula NK
alterada.

58. Método de acordo com a reivindicacdo 51, caracterizado

pelo fato de que o pelo menos um outro agente € um virus oncolitico.
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FIG. 25A
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FIG. 28
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FIG. 30A

Ensaio de atividade de IL-18 HEK-Blue

:E; 2.0~ @\\ \ hiL18-WT
© N S h6-12
& 15"'
N\~ h6-27
A ,
S 1.0- =i NB-29
o
< W h6-31
0 9.5+
[}
s & id B
S
S
s 004 4
T 10 -9 -8 -7
LogiiL-18 (M)]

Peticao 870200029411, de 04/03/2020, pag. 273/275



1/1

RESUMO
COMPOSICAO, E, METODO PARA TRATAR OU PREVENIR UMA
DOENCA OU DISTURBIO EM UM INDIVIDUO EM NECESSIDADE DO
MESMO
A presente invengdo prové composicoes e métodos
compreendendo um ativador de atividade de IL-18 para uso em aplicacdes
terapéuticas e ndo terapéuticas. O ativador prové sinalizacao da atividade de

IL-18 mesmo na presenca de uma molécula inibidora, tal como IL-18BP.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

DAS580BD2ETC2T1F®6C2

Campo 2

BODO977B2B5EU4O0AS

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 140611.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 04/03/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 15:52:02
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: DA580BD2EC21F6C2
- Campo 2: BOD0977B2B5E40A5
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