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PROTEINAS DE FUSION DE IL-18 Y METODOS PARA PRODUCIR IL-18

REFERENCIA CRUZADA A LAS SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud incluye una reivindicacion de prioridad en virtud del titulo 35 del U.S.C.

8119(e) para la solicitud de patente provisional de Estados Unidos nim. 63/395,476, presentada el
5 de agosto de 2022, y la 63/463,505, presentada el 2 de mayo de 2023, la totalidad de ambas se

incorpora en la presente descripcion como referencia.

REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIAS
Esta solicitud contiene un Listado de secuencias presentado como un formulario legible por

computadora llamado “096034 000002WOPT SequenceListing.xml”, que tiene un tamafio en
bytes de 366,973 bytes, y se cred el 3 de agosto de 2023 (Fecha de produccion). La informacién
contenida en este formulario legible por computadora se incorpora en la presente descripcién como

referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a nuevas composiciones que permiten una mayor produccion (lo

que incluye la expresién, secrecion y purificacion) de citocinas IL-18 producidas de manera
recombinante, por ejemplo, en células de mamiferos, para enmascarar y desenmascarar la actividad
bioldgica de la IL-18, y/o para mejorar la especificidad de union de la IL-18 producida a su
receptor por sobre su proteina de union, al tiempo que mantiene al menos la afinidad de union a su

receptor, asi como también a métodos para preparar las composiciones.

ANTECEDENTES

Los miembros de la familia de citocinas de la interleucina (IL)-1 tienen roles establecidos en las

respuestas de defensa del huésped y en las respuestas inflamatorias que contribuyen a la
enfermedad. La IL-18 pertenece a la superfamilia de la IL-1, y es una citocina proinflamatoria que
facilita las respuestas inmunitarias de tipo 1. La IL-18, también conocida como factor inductor del
interferon gamma, esta codificada en los seres humanos por el gen IL-18. El gen IL-18, similar a
otros miembros de la familia de IL-1, carece de un péptido sefial. EI gen IL-18 codifica una
proteina precursora de 193 aminoacidos, sintetizada primero como un precursor inactivo de 24 kDa

sin péptido sefal, que es citosolica y se acumula en el citoplasma celular. EI documento WO
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97/24441 describe una proteina de 193 aminodcidos correspondiente al precursor de IL-18 y el
ADN codificante. El precursor de IL-18 (también denominado Pro-1L-18) se procesa
intracelularmente (por ejemplo, por la caspasa 1 (CASP1), quimasa y proteinasa B) a su molécula
bioldgicamente activa madura de 18 kDa (157 aminoéacidos; es decir, residuos de aminoacidos 37-
193 de Uniprot ID Q14116). Es decir, tras la escision, el propéptido se desprende del resto del
precursor, lo que da como resultado la IL-18 madura y el propéptido que anteriormente inactivaba
la IL-18 precursora.

Sin desear limitarse por una teoria en particular, la forma madura de IL-18 se secreta y se libera al
medio extracelular a través de al menos tres vias no convencionales. Esto es contrario a la
secreciéon convencional dependiente de péptido sefial y mediada por el trafico de ER-Golgi. Las
vias no convencionales enumeradas mas abajo no tienen un orden de frecuencia particular. La
primera se llama autofagia secretora, un proceso involucrado en la secrecién de proteinas
citosolicas sin un péptido sefial (cargas sin lider). Aqui, la IL-18 interactta con el receptor de carga
proteina 10 que contiene el dominio transmembrana emp24 (TMED10), y la interaccion media la
translocacion desde el citoplasma al compartimiento intermedio reticulo endoplasmaético (ER)-
Golgi (ERGIC), un compartimiento que contribuye con las membranas al autofagosoma en
formacion, que actia como un mecanismo para la entrada de carga secretora a la vesicula, por lo
tanto a la secrecion. El segundo y el tercer mecanismos informados de liberacion de IL-18 de las
células incluyen la rotura de células muertas que han sufrido apoptosis y/o permeabilizacion de la
membrana plasmatica dependiente de la gasdermina D (ver Tapia y otros, IMMUNOLOGY,
volumen 294, numero 21, p8,325-8,335, 2019).

La IL-18 madura se une al receptor del ligando receptor de IL-18 alfa (IL-18Ra), lo que induce el
reclutamiento de IL-18Rp (también llamada proteina accesoria del receptor de 1L-18 (IL-18RAP))
para formar un complejo de alta afinidad (aproximadamente 18 nM, ver Torigoe y otros,
Membranes and Bioenergetics, vol. 272, nUmero 41, pp25,737-25,742, 1997), que sefaliza a través
del dominio toll/receptor de interleucina-1 (TIR). Este dominio de sefializacion recluta la proteina
adaptadora MyD88 que activa programas proinflamatorios y la via NF-kB. La actividad de la IL-
18 puede suprimirse por la proteina de unién a la interleucina 18 extracelular (IL-18BP) que se une
a la IL-18 soluble con una mayor afinidad (aproximadamente 0.4 pM, ver Kim y otros, Proc Natl
Acad Sci USA. 2000;97(3):1190-1195) que el IL-18Ra, lo que evita por tanto la union de 1L-18 al
receptor de 1L-18.
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Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar composiciones de materia que
permitan una mejor produccion (lo que incluye expresion, secrecion y purificacion) de IL-18
producida de manera recombinante.

Es otro objetivo de la presente invencidn proporcionar composiciones de materia que permitan una
mayor produccion de IL-18 producida de manera recombinante, lo que incluye 1L-18 modificada o
un fragmento de esta, que mantiene una afinidad de union similar al IL-18Ra/b en comparacion
con la IL-18 natural, y tiene una afinidad de union reducida a la IL-18BP en comparacion con la
IL-18 natural (es decir, union a ambas a ~18 nM); o con mayor preferencia, la afinidad de union a
IL-18BP es mas débil que la de a IL-18Ra/b (es decir, union a IL-18BP <18 nM, unién a IL-
18Ra/b ~18 nM), para la IL-18 producida (0 su fragmento); asi como también métodos para
preparar estas composiciones.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar variantes de 1L-18 (o su fragmento).

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar composiciones que permitan la actividad
enmascarada en tejidos normales y la circulacién y liberacion especifica de la IL-18 (o su
fragmento) por proteasas en un microambiente tumoral.

Todas las publicaciones en la presente descripcion se incorporan como referencia en la misma
medida que si cada publicacion o solicitud de patente individual se indicara especifica e
individualmente para incorporarse como referencia. La siguiente descripcion incluye informacion
que puede ser atil para comprender la presente invencion. No es una admision de que cualquiera de
la informacion proporcionada en la presente descripcidn sea técnica anterior o relevante para la
invencion reivindicada en la presente, o que cualquier publicacién a la que se hace referencia

especifica o implicitamente sea técnica anterior.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Las siguientes modalidades y aspectos de estas se describen e ilustran junto con composiciones y

métodos que se pretende sean ilustrativos y de ejemplo, no limitantes en el alcance.

Diversas modalidades proporcionan una proteina de fusion, que comprende: un primer polipéptido
0 proteina capaz de translocarse a un reticulo endoplasmatico (ER) o un fragmento de estos; y una
interleucina 18 (IL-18), un fragmento de IL-18, una variante de IL-18, o un fragmento de la
variante de IL-18, en donde la IL-18, el fragmento de IL-18, la variante de 1L-18, o el fragmento
de la variante de IL-18 estd en el extremo C-terminal de la proteina de fusion con relacion al

primer polipéptido o proteina capaz de translocarse al ER.
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En diversas modalidades, la variante de IL-18 puede tener una secuencia de aminoécidos que
comprende las posiciones de aminoacidos 37-193 de la SEQ ID NO:250 con una a cinco
sustituciones de aminoacidos en las posiciones E42, M87, K89, M96 y M149 de la SEQ ID
NO:250.

En diversas modalidades, la variante de IL-18 puede tener una secuencia de aminoécidos que
comprende las posiciones 37-193 de la SEQ ID NO:251 con una a cinco sustituciones de
aminoéacidos en las posiciones E42, M87, K89, M96 y M149 de la SEQ ID NO:251

En diversas modalidades, la variante de IL-18 puede tener una secuencia de aminoacidos que
comprende las posiciones 37-193 de la SEQ ID NO:251 con una 0 ma&s sustituciones de
aminoacidos en las posiciones C74, C104, C112 y C164 y una a cinco sustituciones de
aminoéacidos en las posiciones E42, M87, K89, M96 y M149 de la SEQ ID NO:251

En diversas modalidades, las sustituciones de aminoacidos en una o méas de C74, C104, C112 y
C164 pueden ser cada una independientemente a valina, alanina o serina.

En diversas modalidades, las una a cinco sustituciones de aminoacidos pueden ser una 0 mas de:
E42K, E42R, E42A, E42H o E42Q; M87K o M87H; K89G, K89A o K89E; M96L o M96I; o
M149V o M149l.

En diversas modalidades, las una a cinco sustituciones de aminodcidos pueden ser E42K, E42R,
E42A, E42H o0 E42Q; M87K o0 M87H; K89G, K89A o K89E; M96L o0 M961; y M149V o M149l.
En diversas modalidades, la IL-18, un fragmento de IL-18, una variante de IL-18, o un fragmento
de la variante de I1L-18 comprende ademas su propéptido (PP) o una variante de PP.

En diversas modalidades, la variante de propéptido de IL-18 comprende un polipéptido que tiene
AAEPVEDNX:INFVAMKFIDNTLYFIAEDDEN (SEQ ID NO:238), en donde Xi: puede ser
cualquier aminoacido excepto cisteina.

En diversas modalidades, X1 puede ser alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina,
tirosina o triptéfano (SEQ ID NO:239). En diversas modalidades, X1 puede ser valina (SEQ ID
NO:78). En diversas modalidades, X1 puede ser serina, treonina, asparagina o glutamina (SEQ ID
NO:240). En diversas modalidades, X1 puede ser serina (SEQ ID NO:76).

En diversas modalidades, la proteina de fusion no comprende un polipéptido que consiste de la
secuencia X1-X2-X3-X4 entre el propéptido o la variante de propéptido, y la IL-18 madura o la
variante de IL-18 madura, en donde X; es L o esta ausente, X> es E o0 esta ausente, X3 es S 0 esta
ausente, y X4 es D 0 estd ausente, y cuando Xi, Xz, X3y X4 estan presentes, el polipéptido que
consiste de la secuencia X1-X2-X3-X4 es LESD (SEQ ID NO:253).
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En diversas modalidades, el PP o la variante de PP puede estar en el extremo N-terminal con
relacion a la IL-18, el fragmento de IL-18, la variante de IL-18, o el fragmento de la variante de
IL-18.

En diversas modalidades, el PP o la variante de PP sirve como un dominio de enmascaramiento.

En diversas modalidades, la proteina de fusion comprende ademas uno o mas sitios de escision por
proteasas.

En diversas modalidades, los uno o mas sitios de escision por proteasas pueden estar entre la IL-
18, un fragmento de IL-18, una variante de IL-18, o un fragmento de la variante de IL-18 y la
primera proteina capaz de translocarse a un reticulo endoplasmaético (ER) o fragmento de esta, o
dentro del PP, entre el PP o la variante de PP y la IL-18, un fragmento de IL-18, una variante de
IL-18, o un fragmento de la variante de IL-18, o dentro del PP, entre el PP o la variante de PP, y la
primera proteina capaz de translocarse a un reticulo endoplasmatico (ER) o fragmento de esta, o
dentro de la IL-18, un fragmento de 1L-18, una variante de IL-18, o un fragmento de la variante de
IL-18, o dentro del PP, o una de sus combinaciones.

En diversas modalidades, la proteina de fusién comprende ademas una segunda proteina capaz de
translocarse al ER o un fragmento de esta, en donde la segunda proteina capaz de translocarse al
ER puede estar en el extremo C-terminal con relacion a la interleucina 18 (I1L-18), el fragmento de
la IL-18, la variante de IL-18, o el fragmento de la variante de IL-18.

En diversas modalidades, la proteina de fusiébn comprende ademas un sitio de escision por
proteasas entre la IL-18, un fragmento de IL-18, una variante de IL-18, o un fragmento de la
variante de IL-18, y la segunda proteina capaz de translocarse a un reticulo endoplasmatico (ER) o
fragmento de esta.

En diversas modalidades, la interleucina 18 (IL-18), el fragmento de la IL-18, la variante de 1L-18,
o el fragmento de la variante de 1L-18 pueden fusionarse al extremo C-terminal de la primera
proteina capaz de translocarse al ER.

En diversas modalidades, la segunda proteina capaz de translocarse al ER o un fragmento de esta
puede fusionarse al extremo C-terminal de la interleucina 18 (IL-18), el fragmento de la IL-18, la
variante de IL-18, o el fragmento de la variante de 1L-18.

En diversas modalidades, la variante de IL-18 puede tener una union disminuida a la proteina de
unién a IL-18 (IL-18BP), en comparacion con una IL-18 de tipo salvaje (wt). En diversas
modalidades, la variante de IL-18 tiene una afinidad de union al receptor de IL-18 humana (IL-

18R) dentro de 30 veces la de la IL-18 de tipo salvaje. En diversas modalidades, la relacion de
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afinidad de union de la proteina de fusion que comprende la variante de IL-18 a IL-18BP: afinidad
de unidn de la proteina de fusion que comprende la variante de IL-18 a IL-18R no puede ser mayor
que 3:1.

En diversas modalidades, la primera proteina capaz de translocarse al ER o un fragmento de esta
puede ser una proteina globular, proteina inmunoglobular, o un fragmento de esta, o puede ser un
polipéptido o proteina cortos modificados genéticamente con un péptido sefial para translocarse al
ER, opcionalmente el polipéptido o proteina cortos son de aproximadamente 2 kDa 0 no mayores
que 250 kDa.

En diversas modalidades, la primera proteina capaz de translocarse al ER o un fragmento de esta
puede seleccionarse del grupo que consiste en una region de fragmento cristalizable (Fc), albimina
sérica humana (HSA), beta2microglobulina, transferrina, region del fragmento de unién a antigeno
(region Fab), anticuerpo VHH, fragmento variable de cadena simple (scFv), anticalina, proteina de
repeticién de anquirinas disefiada (DARPIn), un dominio de unién de estas, y un fragmento de
estas.

En diversas modalidades, la primera proteina capaz de translocarse al ER o un fragmento de esta
de la proteina de fusion, puede ser una proteina transmembrana de tipo | o un fragmento de esta o
una proteina transmembrana de tipo 1l o un fragmento de esta.

En diversas modalidades, la segunda proteina capaz de translocarse al ER o un fragmento de esta
puede ser una proteina globular, proteina inmunoglobular, o un fragmento de esta, 0 puede ser un
polipéptido o proteina cortos modificados genéticamente con un péptido sefial para translocarse al
ER, opcionalmente el polipéptido o proteina cortos son de aproximadamente 2 kDa o0 no mayores
de 250 kDa.

En diversas modalidades, la segunda proteina capaz de translocarse al ER o un fragmento de esta
puede seleccionarse del grupo que consiste en una region de fragmento cristalizable (Fc), albumina
sérica humana (HSA), beta2microglobulina, transferrina, region del fragmento de unién a antigeno
(region Fab), anticuerpo VHH, fragmento variable de cadena simple (scFv), anticalina, proteina de
repeticion de anquirinas disefiada (DARPin), un dominio de union de estas, y un fragmento de
estas.

En diversas modalidades, la segunda proteina capaz de translocarse al ER o un fragmento de esta
de la proteina de fusion, puede ser una proteina transmembrana de tipo | o un fragmento de esta, 0

una proteina transmembrana de tipo Il o un fragmento de esta.



7129

En diversas modalidades, la region Fc puede ser una region Fc de IgA, IgM, 1gG o IgE. En
diversas modalidades, la regién Fc puede ser una region Fc de 1gG4, KiH o IgG1l. En diversas
modalidades, la region Fc puede ser una region Fc de boton en ojal, HA-TF, Xmab, ZW1, 7.8.60,
orientacion por interaccion electrostatica, DD-KK, EW-RVT, A107, o Duocuerpo.

En diversas modalidades, pueden modificarse una o mas cisteinas en la proteina de fusion. En
diversas modalidades, una o mas cisteinas en la proteina de fusién pueden reemplazarse por un
aminoacido natural o no natural.

En diversas modalidades, una o mas cisteinas en la IL-18, el fragmento de IL-18, la variante de IL-
18, o el fragmento de la variante de IL-18 de la proteina de fusion, pueden modificarse o
reemplazarse por un aminoacido natural o no natural.

En diversas modalidades, las una 0 mas cisteinas en el PP o la variante de PP de la proteina de
fusion, pueden modificarse o reemplazarse por un aminoacido natural o no natural.

En diversas modalidades, el aminoécido natural puede ser cargado, polar no cargado, o hidrofobo.
En diversas modalidades, el amino&cido natural puede seleccionarse cada uno independientemente
de serina y valina. En diversas modalidades, el aminoacido natural puede seleccionarse cada uno
independientemente de treonina, asparagina y glutamina.

En diversas modalidades, el aminoacido natural puede seleccionarse cada uno independientemente
de alanina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, tirosina y triptéfano. En diversas
modalidades, el aminoacido natural puede seleccionarse cada uno independientemente de
fenilalanina, alanina, acido aspartico y asparagina. En diversas modalidades, el aminoacido natural
puede ser valina. En diversas modalidades, el aminoacido natural puede seleccionarse cada uno
independientemente de treonina, glutamina, acido aspartico, fenilalanina, isoleucina e histidina.

En diversas modalidades, la proteasa puede seleccionarse del grupo que consiste en EK, TEV,
Adaml7, catepsina, MMP2, MMP9, MMP14, granzima A, granzima B, granzima M, granzima K,
y sus combinaciones.

En diversas modalidades, la proteina de fusion puede tener una 0 mas secuencias Como se expone
en una cualquiera de las Tablas 1y 4.

En diversas modalidades, la proteina de fusién puede tener el polipéptido 1 y un polipéptido 2, y
opcionalmente el polipéptido 3, seleccionados de la Tabla 1. En diversas modalidades, la proteina
de fusion puede tener el polipéptido 1 y el polipéeptido 2, y opcionalmente el polipéptido 3,
seleccionados de la Tabla 1, en donde el polipéptido 1 y el polipéptido 2, y opcionalmente el

polipéptido 3, pueden seleccionarse de la misma hilera de la Tabla 1. En diversas modalidades, la
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proteina de fusion puede tener el polipéptido 1 seleccionado de la Tabla 1, en donde el polipéptido
1 comprende HSA.

En diversas modalidades, la variante de IL-18 puede tener una secuencia de aminoacidos
seleccionada de la columna de IL-18 madura en la Tabla 1.

En diversas modalidades, la variante de IL-18 puede tener una secuencia de aminoacidos
seleccionada de la columna de IL-18 madura en la Tabla 1, y el propéptido puede tener una
secuencia de aminoacidos seleccionada de la columna de Propéptido en la Tabla 1, opcionalmente
la misma de la misma hilera.

Diversas modalidades proporcionan una variante de propéptido de IL-18 que comprende un
polipéptido que tiene AAEPVEDNX:INFVAMKFIDNTLYFIAEDDEN, en donde X; puede ser
cualquier aminoacido excepto cisteina (SEQ ID NO:238).

En diversas modalidades, X1 puede ser alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina,
tirosina o triptéfano (SEQ ID NO:239). En diversas modalidades, X1 puede ser valina (SEQ ID
NO:78). En diversas modalidades, X1 puede ser serina, treonina, asparagina o glutamina (SEQ ID
NO:240). En diversas modalidades, X1 puede ser serina (SEQ ID NO:76).

Diversas modalidades proporcionan un polinucleétido que codifica una cualquiera de las proteinas
de fusion de la invencion descritas en la presente descripcion. En diversas modalidades, la primera
proteina capaz de translocarse al ER puede codificarse por un polinucleétido que tiene una 0 mas
secuencias como se expone en la Tabla 2. En diversas modalidades, el polinucle6tido puede tener
una o mas secuencias de la misma hilera como se expone en la Tabla 2.

Diversas modalidades proporcionan un vector de expresién que comprende uno cualquiera de los
polinucledtidos de la invencion descritos en la presente descripcion.

Diversas modalidades proporcionan una célula transfectada con uno cualquiera de los vectores de
expresion de la invencidn descritos en la presente descripcion. En diversas modalidades, la célula
puede ser una célula de mamifero. En diversas modalidades, la célula puede ser una célula
bacteriana.

Diversas modalidades proporcionan un método para producir una proteina de fusion, que
comprende: cultivar una célula transfectada con uno cualquiera de los vectores de expresion de la
invencidn como se describe en la presente descripcion, en un medio de cultivo celular para permitir
que la proteina de fusion se secrete al medio de cultivo celular.

En diversas modalidades, el método comprende ademas aislar la proteina de fusion del medio de

cultivo. En diversas modalidades, el método comprende ademas purificar la proteina de fusion. En
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diversas modalidades, la proteina de fusion puede producirse a mas de 135 mg/l bajo transfeccion
transitoria en células CHO o células HEK-293.

Diversas modalidades proporcionan un método para producir interleucina 18 (I1L-18), un fragmento
de esta, una variante de IL-18, o un fragmento de la variante de IL-18, que comprende: cultivar una
celula transfectada con uno cualquiera de los vectores de expresion de la invencion como se
describe en la presente descripcion, en un medio de cultivo celular para permitir que se produzca
una proteina de fusion y se secrete al espacio extracelular; y poner en contacto una proteasa con la
proteina de fusion para escindir la proteina de fusion y producir la 1L-18, el fragmento de esta, la
variante de IL-18, o el fragmento de la variante de IL-18.

En diversas modalidades, el método comprende ademas aislar la proteina de fusion del medio de
cultivo. En diversas modalidades, el método comprende ademas purificar la proteina de fusion. En
diversas modalidades, poner en contacto la proteasa con la proteina de fusion comprende incluir la
proteasa en el medio de cultivo celular.

En diversas modalidades, la proteasa puede seleccionarse del grupo que consiste en EK, TEV,
Adaml7, catepsina, MMP2, MMP9, MMP14, granzima A, granzima B, granzima M, y sus
combinaciones.

En diversas modalidades, la IL-18, el fragmento de esta, la variante de IL-18, o el fragmento de la
variante de IL-18, pueden producirse a mas de 135 mg/I.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion se haran evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada, tomada junto con las figuras adjuntas, que ilustran, a manera de ejemplo,

diversas caracteristicas de modalidades de la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Modalidades ilustrativas se ilustran en las figuras de referencia. Se pretende que las modalidades y

figuras descritas en la presente descripcion se consideren ilustrativas en lugar de restrictivas.

La Figura 1 (paneles A-E) representa proteinas de fusion ilustrativas en las que el extremo N-
terminal de la pro-IL-18 se fusiona al extremo C-terminal del boton de una proteina 1gG1
heterodimérica de boton en ojal; que tiene una estructura del extremo N-terminal al extremo C-
terminal que comprende Fc de botones-en-ojal (KiH) — propéptido (pp) — sitio escindible por
enterocinasa (EK) — IL-18 de tipo salvaje 0 sus variantes. Esta representa proteinas de fusion
ilustrativas tales como las ID: FUSE-480, FUSE-481 y FUSE-442 en la Tabla 1. Se realizd una

modificacion adicional a la pro-1L-18 para reducir la agregacion de la molécula, en donde cada
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residuo de cisteina tanto en el propéptido como en la IL-18 madura se reemplazé con serina (como
en FUSE-480, indicada como “IL-18AS”), con alanina (como en FUSE-481, indicada como “IL-
18AA”), o con valina (como en FUSE-442, indicada como “IL-18AV”). Alternativamente, el
extremo N-terminal de la pro-1L-18 puede fusionarse al extremo C-terminal de la cadena de ojal de
una proteina IgG1 heterodimérica de KiH. La actividad bioldgica definida como la EC50-SEAP
para cada compuesto, se muestra en el panel E.

La Figura 2 (paneles A-E) representa proteinas de fusion ilustrativas en las que el extremo N-
terminal de la pro 1L-18 se fusion6 al extremo C-terminal de un dominio CH3 de IgG1 (que
también es una cadena de boton de una proteina 1IgG1 heterodimérica de boton en ojal como en la
Figura 1), y la pro IL-18 incorpor6 cuatro sustituciones de aminoacidos que se plantea como
hipdtesis que reducen la union a IL-18BP al tiempo que mantienen la unién de tipo salvaje al
complejo de receptor de IL-18, indicada como “pro-IL-18mut2”. Estas proteinas de fusion tienen
una estructura desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal que comprende Fc de botones en
ojal (KiH) — propéptido (PP) — sitio escindible por enterocinasa (EK) — IL-18mut2. Se realizé una
modificacion adicional a la pro-1L-18mut2 para reducir la agregacion de la molécula, en donde
cada residuo de cisteina tanto en el propéptido como en la IL-18mut2 madura se sustituyé con
serina (indicada como “IL-18mut2AS”, como en FUSE-422; panel B), con alanina (indicada como
“IL-18mut2AA”, como en FUSE-423; panel C), o con valina (indicada como “IL-18mut2AV”,
como en FUSE-424; panel D). La actividad bioldgica definida como la EC50-SEAP para cada
compuesto, se muestra en el panel E.

La Figura 3 (paneles A-D) representa proteinas de fusion ilustrativas con (panel A) o sin (panel B)
el propéptido para examinar el impacto en el enmascaramiento de la actividad bioldgica de “IL-
18AV” (panel C), en donde las variantes de fusion con Fc se generaron incorporando “IL-18AV”
con el propéptido (panel A; FUSE-442) o sin el propéptido (panel B; FUSE-505). La actividad
bioldgica definida como la EC50-SEAP para cada compuesto, se muestra en el panel D.

La Figura 4 (paneles A-D) representa proteinas de fusion ilustrativas con (panel A) o sin (panel B)
el propéptido para examinar el impacto del propéptido en el enmascaramiento de la actividad
biologica de “IL-18mut2AV”, en donde las variantes de fusiéon con Fc se generaron incorporando
“IL-18mut2AV” sin el propéptido (por lo tanto, una IL-18 madura con mutacion, indicada como
“matIL-18mut2-AV”, ver el panel B; FUSE-441) o con el propéptido (panel A; FUSE-424). Para
una proteina de fusion desprovista del propéptido, el sitio de escision por EK que reemplazo el

sitio de caspasa 1 se movio a una posicién directamente entre el dominio CH3 del boton y la IL-
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18AV madura sin la adicion de un enlazador flexible. El panel C representa la lectura de la
activacion mediante el uso del ensayo de células indicadoras HEK-Blue IL-18AV después de la
exposicion a una titulacion de FUSE-441 (Fc-EK-IL-18AV) o FUSE-424 (Fc-EKpp-1L-18AV) con
o sin tratamiento con EK. La actividad bioldgica definida como la EC50-SEAP para cada
compuesto, se muestra en el panel D.

La Figura 5 (paneles A-D) representa proteinas de fusion ilustrativas en las que el extremo N-
terminal de la pro-IL-18 se fusiona al extremo C-terminal de la proteina Fc de IgG1 o Fc de 1gG4;
que tiene una estructura del extremo N-terminal al extremo C-terminal que comprende Fc de IgG1-
propéptido (pp) - IL-18AV (FUSE-507; panel A) y Fc de 1gG4- propéptido (PP) - IL-18AV
(FUSE-509; panel B). El panel C representa la lectura de la activacién mediante el uso del ensayo
de células indicadoras HEK-Blue IL-18AV de exponer las células a una titulacion de FUSE-507 o
FUSE-509 con o sin tratamiento con EK. La actividad bioldgica definida como la EC50-SEAP
para cada compuesto, se muestra en el panel D.

La Figura 6 (paneles A-E) representa proteinas de fusién ilustrativas en las que el extremo N-
terminal de la pro-IL-18 se fusiona al extremo C-terminal de HSA con o sin el propéptido (pp); que
tiene una estructura del extremo N-terminal al extremo C-terminal que comprende HSA-
propéptido (PP) - IL-18AV (FUSE-501; panel A) y HSA- IL-18AV (FUSE-503; panel B). Los
paneles C y D representan la lectura de la activacion. La actividad bioldgica definida como la
EC50-SEAP para cada compuesto, se muestra en el panel E.

La Figura 7 (paneles A-E) representa proteinas de fusion ilustrativas en las que el extremo N-
terminal de la pro-1L-18mut2 se fusiona al extremo C-terminal de HSA con o sin el propéptido
(PP); que tiene una estructura del extremo N-terminal al extremo C-terminal que comprende HSA-
propéptido (PP) - IL-18mut2AV (FUSE-502; panel A) y HSA- IL-18mut2AV (FUSE-504; panel
B). Los paneles C y D representan la lectura de la activacién. La actividad biol6gica definida como
la EC50-SEAP para cada compuesto, se muestra en el panel E.

La Figura 8 (paneles A-D) representa proteinas de fusion ilustrativas en las que el extremo C-
terminal de la pro-1L-18 se fusiona al extremo N-terminal de una proteina IgG1 heterodimérica de
botén en ojal con o sin el propéptido (PP); que tiene una estructura del extremo N-terminal al
extremo C-terminal que comprende (PP) - IL-18AV - Fc de botones en ojal (KiH) (FUSE-499;
panel A) e IL-18AV - Fc de botones en ojal (KiH) (FUSE-500; panel B). El panel C representa la
lectura de la activacion. La actividad biologica definida como la EC50-SEAP con 0 sin exposicion

a la caspasa 1 para cada compuesto, se muestra en el panel D.
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Las Figuras 9A y 9D representan proteinas de fusion ilustrativas con una estructura del extremo N-
terminal al extremo C-terminal: Fc-ppMMP2/9-sitios de escision-1L-18-AV (FUSE-486), Fc-
pPpMMP9/2-sitios de escision-IL-18-AV (FUSE-487), en las que los sitios de escision son
especificos para las metaloproteasas, MMP2 y MMP9, con la enzima preferida a la izquierda de la
barra diagonal, o FUSE-485 (Fc-GzmBpp-IL-18AV) y FUSE-462 (Fc-GzmBpp-IL-18mut2AV).
La Figura 9B representa la lectura de la activacion relacionada con FUSE-486 y FUSE-487, con 0
sin tratamiento con MMP2. La actividad bioldgica definida como la EC50-SEAP para cada una de
FUSE-486 y FUSE-487, con o sin tratamiento con MMP2, se muestra en la Figura 9B. La Figura
9C muestra que FUSE587 se atenu6 aproximadamente 3,000 veces con relacion a la IL-18 humana
recombinante. Curiosamente, observamos que la escision de FUSE587 con MMP2 liber6 una
variante de IL-18AV que aln estaba aproximadamente 100 veces atenuada con relacion a la 1L-18
recombinante. Por el contrario, la escision con granzima B liberé una variante de IL-18AV con
actividad similar a la 1L-18 recombinante. La escision con granzima B da como resultado la
liberacion de IL-18 AV madura sin ningln residuo N-terminal que constituya un saliente, mientras
que permanecen salientes de polipéptidos N-terminal de 11 y 15 aminoacidos después de la
escision de FUSE486 y FUSES87, respectivamente, con MMP2. Especulamos que estos salientes
podrian estar atenuando la actividad de la IL-18AV, aunque en menor grado que la variante de
propéptido de tamafio completo. Este fendmeno se investigd adicionalmente en la Figura 11 y la
Figura 13. Las Figuras 9D y 9G también representan proteinas de fusion ilustrativas con una
estructura del extremo N-terminal al extremo C-terminal: Fc-ppGb-sitios de escision-IL-18-AV
(FUSE-485; 9D) o Fc-ppGb-sitios de escision-1L-18mut2-AV (FUSE-462; 9D) o Fab-cetuximab-
Fc-ppGb-sitios de escision-1L-18-AV (FUSE-517; 9G), en las cuales el sitio de escision es
especifico para la granzima B (Gb). La Figura 9E representa la lectura de la activacién relacionada
con FUSE-462 y FUSE-485, con o sin tratamiento con granzima B. La Figura 9F muestra la
actividad bioldgica definida como la EC50-SEAP para cada una de FUSE-462 y FUSE-485, con o
sin tratamiento con granzima B. La Figura 9H representa la lectura de la activacion relacionada
con FUSE-517, con o sin tratamiento enzimatico. La Figura 91 muestra la actividad biologica
definida como la EC50-SEAP para FUSE-517, con o sin tratamiento con granzima B.

La Figura 10 (paneles A-G) representa el impacto de la IL-18BP en la actividad bioldgica de la IL-
18 humana recombinante (rh1L-18) y los productos de escision con EK de las proteinas de fusion
ilustrativas, Fc-ppEK-IL-18-AV (FUSE-442) y Fc-ppEK-IL-18mut2AV (FUSE-424). La actividad

bioldgica definida como la EC50-SEAP para cada compuesto con y sin la adicién de IL-18BP
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(ensayo de competencia), se muestra en los paneles B, D y F, con la actividad biologica
correspondiente definida como la EC50-SEAP mostrada en los paneles C, E y G, respectivamente.
La Figura 11 (panel A) ilustra diagramas de proteinas de fusion ilustrativas en las que el extremo
C-terminal de pro-IL-18 se fusiona al extremo N-terminal del boton de una proteina 1gG1l
heterodimérica de boton en ojal con polipéptidos de diferentes tamafios fusionados al extremo N-
terminal de la IL-18 madura. La Figura 11 (panel B) representa la actividad bioldgica de cada
proteina de fusion mediante el uso de la linea celular indicadora de IL-18, HEK-Blue IL-18.

Las Figuras 12A, 12B(i), 12B(ii), 12C, 12D(i), 12D(ii) y 12E representan proteinas de fusion
mutantes modificadas genéticamente de IL-18 humana de acuerdo con diversas modalidades de la
invencion.

La Figura 13 muestra el impacto del tamafio de los polipéptidos fusionados al extremo N-terminal
de la IL-18 madura en la actividad biologica de una sola IL-18AV fusionada al extremo N-terminal
del Fc de 1gG1.

La Figura 14A-14H muestra el impacto de la sustitucion del residuo de cisteina en el propéptido y
los residuos de cisteina en la IL18 madura, que se fusionaron entre si para formar el casete de
variante de pro-1L-18, en la actividad biologica de cada variante mediante el uso del sistema de
ensayo HEK-Blue IL18.

La Figura 15A-15B muestra el impacto del direccionamiento de pro-IL18 a la proximidad cercana

de su complejo receptor (es decir, “actividad cis”).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Todas las referencias citadas en la presente descripcion se incorporan como referencia en su

totalidad como si estuvieran completamente expuestas. A menos que se defina de cualquier otra
manera, los términos técnicos y cientificos usados en la presente descripcion tienen el mismo
significado que el que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece esta
invencion. Singleton y otros, Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 3" ed., Revisada,
J. Wiley & Sons (Nueva York, NY 2006); March, Advanced Organic Chemistry Reactions,
Mechanisms and Structure 7% ed., J. Wiley & Sons (Nueva York, NY 2013); y Sambrook y Russel,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual 4% ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (Cold
Spring Harbor, NY 2012), proporcionan a un experto en la técnica una guia general de muchos de
los términos usados en la presente solicitud. Para obtener referencias sobre como preparar

anticuerpos, ver D. Lane, Antibodies: A Laboratory Manual 2% ed. (Cold Spring Harbor Press,
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Cold Spring Harbor NY, 2013); Kohler y Milstein, (1976) Eur. J. Immunol. 6: 511; Queen y otros,
Patente de Estados Unidos nim. 5,585,089; y Riechmann y otros, Nature 332: 323 (1988); la
patente de Estados Unidos num. 4,946,778; Bird, Science 242:423-42 (1988); Huston y otros, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988); Ward y otros, Nature 334:544-54 (1989); Tomlinson
I. y Holliger P. (2000) Methods Enzymol, 326, 461-479; Holliger P. (2005) Nat. Biotechnol.
Sep;23(9):1126-36).

Un experto en la técnica reconocera muchos métodos y materiales similares o equivalentes a los
descritos en la presente descripcidn, que podrian usarse en la practica de la presente invencién. De
hecho, la presente invencion no se limita de ninguna manera a los métodos y materiales descritos.
A los propésitos de la presente invencion, los siguientes términos se definen més abajo.

Como se usa en la presente descripcion, el término “aproximadamente” o “de manera
aproximada”, cuando se usa en relaciéon con una indicacidon numérica de referencia, significa la
indicacion numérica de referencia mas o menos hasta el 5 % de esa indicacion numérica de
referencia, a menos que se disponga especificamente de cualquier otra manera en la presente
descripcion. Por ejemplo, el lenguaje “aproximadamente 50 %” cubre el intervalo del 45 % al 55
%. En diversas modalidades, el término “aproximadamente”, cuando se usa en relacion con una
indicacion numérica de referencia, puede significar la indicacion numérica de referencia mas o
menos hasta el 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0.5 % o0 0.25 % de esa indicacion numérica de referencia, si se
dispone especificamente en las reivindicaciones.

Como se usa en la presente descripcion, el término “region constante de la cadena pesada de
inmunoglobulina” se usa indistintamente con el término “region F¢” y se entiende que significa la
porcién carboxilo terminal de una region constante de la cadena pesada de inmunoglobulina, o un
anadlogo o porcion de esta capaz de unirse a un receptor Fc. Cada regién constante de la cadena
pesada de inmunoglobulina comprende cuatro o cinco dominios. Los dominios se nombran
secuencialmente de la siguiente manera: CH1-bisagra-CH2-CH3(-CH4). CH4 esta presente en la
IgM, que no tiene region bisagra. La region constante de la cadena pesada de inmunoglobulina
adecuada para la invencion comprende preferentemente una region bisagra de inmunoglobulina, y
preferentemente incluye ademas un dominio CH3. La region constante de la cadena pesada de
inmunoglobulina comprende con la maxima preferencia una region bisagra de inmunoglobulina,
un dominio CH2 y un dominio CH3.

Como se usa en la presente descripcion, se entiende que el término “regidon bisagra” de

inmunoglobulina significa una regidén bisagra de inmunoglobulina completa o al menos una



15/29

porcién de la region bisagra de inmunoglobulina suficiente para formar uno o mas enlaces
disulfuro con una segunda region bisagra de inmunoglobulina.

Como se usa en la presente descripcion, se entiende que el término “vector” significa cualquier
acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos competente para incorporarse en una
celula huésped y recombinarse con, e integrarse, en el genoma de la célula huésped, o replicarse de
manera autonoma como un episoma. Dichos vectores incluyen &cidos nucleicos lineales,
plasmidos, fagémidos, cosmidos, vectores de ARN, vectores virales y similares. Los ejemplos no
limitantes de un vector viral incluyen un retrovirus, un adenovirus y un virus adenoasociado.

Como se usa en la presente descripcion, el término “expresion génica” o “expresion” de una
proteina de fusion, se entiende que significa la transcripcion de una secuencia de ADN, la
traduccion del transcrito de ARNm y la secrecion de un producto de proteina de fusion. En algunas
modalidades, el proceso de expresion incluye ademas o es seguido por la purificacién; por
ejemplo, puede usarse para la purificacion la cromatografia de afinidad de proteina A u otros
medios tales como la cromatografia de exclusion por tamafio.

Como se usa en la presente descripcion, “proteina de fusion de IL-18” se refiere a una proteina de
fusion que incluye la IL-18 de tipo salvaje o variantes de IL-18, a menos que se indique
especificamente que incluye solo la 1L-18 de tipo salvaje, o que incluye solo la variante de IL-18.
Por lo tanto, en modalidades particulares, la “proteina de fusion de IL-18” incluye solo una
cualquiera de las variantes de IL-18 como se describen en la presente descripcion.

El término “enlazador” con respecto al enlazador de aminoéacidos en un polipéptido, puede ser un
péptido corto, tal como un dimero de dos aminoacidos, un trimero de tres aminoacidos, o un
péptido seleccionado del grupo que consiste en T, PT, MPT, S, GS, GGS, GGGS (SEQ ID
NO:235), y (GGGGX, (SEQ ID NO:236))n, en donde X, es Q, A, E 0 S y n=1-5 0 un nlimero
entero mayor que 5. En algunas modalidades, el enlazador de aminoacidos tiene la secuencia de
aminoacidos de (GGGGS (SEQ ID NO:237))n, donde n es un nimero entero entre 1 y 5, por lo
tanto, un enlazador de amino&cidos de 25 aminoacidos de longitud o mas corto. En algunas
modalidades, el enlazador de aminoacidos es un propéptido de IL-18 o una variante de propéptido
de IL-18. En algunas modalidades, el enlazador de aminoacidos es un fragmento de un propéptido
de IL-18 o una variante de propéptido de IL-18; por ejemplo, de aproximadamente 30-36
aminoacidos de longitud, aproximadamente 5-10, 11-20, 21-30 o 31-40 aminoacidos de longitud.

Proteinas de fusion



16/29

Diversas modalidades proporcionan una 0 mas proteinas de fusion, cada una que comprende (i)
una IL-18, un fragmento de IL-18, una variante de IL-18, o un fragmento de la variante de IL-18, y
(if) una primera proteina capaz de translocarse a un reticulo endoplasmatico (ER) que incluye una
proteina citosélica o nuclear modificada genéticamente para translocarse a un reticulo
endoplasmatico (ER) por medio de la adicion de una secuencia lider/péptido sefial en el extremo
N-terminal de dicha proteina modificada genéticamente, o un fragmento de dichas proteinas.
Preferentemente, la proteina capaz de translocarse a un ER tiene una secuencia de aminoacidos que
inicia el transporte de una proteina (por ejemplo, la IL-18 o su fragmento, variante, o un fragmento
de su variante) a traves de la membrana del reticulo endoplasmético. En diversas modalidades, la
proteina de fusion comprende ademés un enlazador de aminoacidos. Por ejemplo, el enlazador de
aminoacidos puede ser entre (a) la proteina capaz de translocarse a un reticulo endoplasmatico
(ER) y (b) el propéptido (o variante) o la IL-18 (o variante).

En algunas modalidades, las una o0 méas proteinas de fusion no comprenden un propéptido de 1L-18
o su variante. Un “propéptido de IL-18", o “propéptido” o “PP” en esta invencion, también puede
usarse indistintamente, que describe una secuencia de aminoacidos enlazada a la 1L-18 o variante
de IL-18 en un precursor de 1L-18 o un precursor de la variante de I1L-18, y que después de la
eliminacion proporciona una IL-18 madura o su fragmento, o una variante de IL-18 o el fragmento
de esta. Por ejemplo, un propéptido de IL-18 puede tener una secuencia de los residuos de
aminoéacidos 1-36 de Uniprot ID Q14116.

En algunas modalidades, las una o mas proteinas de fusién incluyen ademas un propéptido (PP) o
su variante. En la presente descripcion se proporcionan ejemplos de variantes de propéptidos, lo
que incluye las de la Tabla 1. Esto puede inactivar la IL-18 o la variante de IL-18, y por lo tanto un
propéptido enlazado directa o indirectamente a la IL-18 o la variante de I1L-18 forma una IL-18
precursora o variante de 1L-18 precursora. Preferentemente, el PP o su variante esta en el extremo
N-terminal con relacién a la IL-18 (o su fragmento, variante, o un fragmento de su variante) en la
proteina de fusion.

En algunas modalidades, las una 0 méas proteinas de fusion incluyen ademas un sitio de escision,
que se basa preferentemente en un sustrato peptidico sensible a la escision enzimatica/por proteasa.
El sitio de escisidn puede colocarse dentro del PP, entre el PP o su variante (si esta presente) y la
IL-18 (o su fragmento, variante, o un fragmento de su variante); o puede colocarse entre la proteina
capaz de translocarse a un ER y el PP (si estd presente); o puede posicionarse entre la proteina

capaz de translocarse a un ER y la IL-18 o su fragmento, variante, o un fragmento de su variante,
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especialmente en la ausencia de un PP. En algunas modalidades, cuando el PP est4 presente, el
sitio de escision se coloca dentro del PP. En modalidades adicionales, las una o més proteinas de
fusion incluyen (i) una IL-18, un fragmento de IL-18, una variante de I1L-18, o un fragmento de la
variante de IL-18, (ii), un propéptido (PP) o su variante, que inactiva la IL-18, y un sitio de
escision.

Los ejemplos de variantes de propéptidos incluyen un polipéptido que tiene
AAEPVEDNX;:INFVAMKFIDNTLYFIAEDDEN, en donde X; es cualquier aminoacido excepto
cisteina (SEQ ID NO:238). En diversas modalidades, X1 es alanina, valina, isoleucina, leucina,
metionina, fenilalanina, tirosina o triptéfano (SEQ ID NO:239). En diversas modalidades, X1 es
valina (SEQ ID NO:78). En diversas modalidades, X1 es serina, treonina, asparagina o glutamina
(SEQ ID NO:240). En diversas modalidades, X es serina (SEQ ID NO:76).

En diversas modalidades, la proteina de fusion no comprende un polipéptido que consiste de la
secuencia X1-X2-X3-Xa entre el (i) propéptido o variante de propéptido, y (ii) la IL-18 madura o
variante de I1L-18 madura, en donde X es L o esta ausente, X, es E 0 esta ausente, X3 es S 0 esta
ausente, y X4 es D 0 estad ausente, cuando Xi, Xz, X3y X4 estan todos presentes, la secuencia es
LESD (SEQ ID NO:253).

En diversos aspectos de las proteinas de fusién, la IL-18 (o su fragmento, variante, o fragmento de
su variante) se enlaza mediante un enlace polipeptidico a la primera proteina capaz de translocarse
al ER. Las proteinas de fusion pueden tener una variedad de configuraciones. Preferentemente, el
extremo N-terminal de la IL-18 (o su fragmento, variante, o un fragmento de su variante) se enlaza
mediante un enlace polipeptidico directa o indirectamente al extremo C-terminal de la primera
proteina capaz de translocarse al ER.

Aln en otras modalidades, el extremo C-terminal de la IL-18 (o su fragmento, variante, 0 un
fragmento de su variante) se enlaza mediante un enlace polipeptidico directa o indirectamente al
extremo N-terminal de la primera proteina capaz de translocarse al ER. Como un ejemplo no
limitante, la variante de I1L-18 (o IL-18, un fragmento de IL-18, un fragmento de la variante de IL-
18) se fusiona al extremo N-terminal de un boton de una proteina IgG1 heterodimérica de boton en
ojal con o sin un propéptido (pp).

En modalidades adicionales, cuando el extremo C-terminal de la IL-18 se enlaza al extremo N-
terminal de la primera proteina capaz de translocarse a (o a través de) el ER, se fusiona a menudo
una segunda proteina capaz de translocarse a través del ER al extremo N-terminal de la IL-18 para

mediar el enmascaramiento. Se contempla que una proteina de fusién comprende ademas (iii) una
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segunda proteina capaz de translocarse en/a través de un ER, o un “andamio” tal como proteinas de
choque térmico (HSP) que pueden no translocarse a través del ER. En algunas modalidades, si se
fusiona una HSP (proteina nuclear) o una proteina citosélica al extremo N-terminal de la 1L-18
para mediar el enmascaramiento, a menudo requiere un péptido sefial fusionado al extremo N-
terminal del “andamio” para mediar el transporte al ER; y, si el andamio se fusiona al extremo C-
terminal de la IL-18 para servir para estabilizar el complejo, entonces se fusiona a menudo una
segunda proteina capaz de translocarse a través del ER al extremo N-terminal de la IL-18 para
mediar el enmascaramiento. Por lo tanto, en algunas modalidades, la IL-18 (0 su fragmento,
variante, o un fragmento de su variante) esta en el extremo C-terminal de la proteina de fusion; en
algunas modalidades, el extremo N-terminal de la IL-18 (o su fragmento, variante, o un fragmento
de su variante) esta en el extremo C-terminal con relacion a la primera proteina capaz de
translocarse al RE, y el extremo C-terminal de la IL-18 (o su fragmento, variante, o un fragmento
de su variante) estad en el extremo N-terminal con relacion a la segunda proteina capaz de
translocarse al ER. La “primera” o “segunda” proteina capaz de translocarse en un ER se usa como
una referencia relativa.

Una o0 més secuencias de aminoacidos ilustrativas de cada componente de la proteina de fusion se
muestran en las Tablas 1y 4.

Algunas modalidades disponen que la primera proteina/polipéptido capaz de translocarse a un ER
comprende una region constante de la cadena pesada de inmunoglobulina. En algunas
modalidades, la region constante de la cadena pesada de inmunoglobulina comprende un dominio
de region constante de la cadena pesada de inmunoglobulina seleccionado del grupo que consiste
en un dominio CH2, un dominio CH3, y un dominio CH4, o una de sus combinaciones. En algunas
modalidades, en donde la regién constante de la cadena pesada de inmunoglobulina comprende un
dominio CH2 y un dominio CH3. En algunas modalidades, la region constante de la cadena pesada
de inmunoglobulina carece de al menos un dominio CH1. En algunas modalidades, la region
constante de la cadena pesada de inmunoglobulina es una region constante de la cadena pesada de
inmunoglobulina humana. En algunas modalidades, la region constante de la cadena pesada de
inmunoglobulina es una regién constante de la cadena pesada de inmunoglobulina presente en la
misma especie que la IL-18. En otras modalidades, la region constante de la cadena pesada de
inmunoglobulina es una region constante de la cadena pesada de inmunoglobulina presente en la
misma especie que un organismo con el que se transforma o transfecta una molécula de acido

nucleico que codifica la proteina de fusién o un precursor de la proteina de fusion. Modalidades
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adicionales disponen que la proteina de fusion carece de un dominio variable de inmunoglobulina
(VH).

En diversas modalidades, la IL-18 (o su fragmento, variante, o fragmento de su variante) es
idéntica (en secuencia) a la de un origen humano, y la region constante de la cadena pesada de
inmunoglobulina comprende una region bisagra, y un dominio CH2 o un dominio CH3, y con
mayor preferencia comprende una region bisagra y tanto un dominio CH2 como un dominio CH3.
En diversas modalidades, la IL-18 (o su fragmento, variante, o fragmento de su variante) es al
menos 95 %, 90 %, o 85 % idéntica (en secuencia) a la de un origen humano, pero con
sustituciones de aminoécidos u otras modificaciones que reducen la afinidad de la IL-18 (0 su
fragmento, variante, o fragmento de su variante) por la IL-18BP. Se contempla que las regiones
constantes de la cadena pesada de inmunoglobulina adecuadas para la invencion pueden derivarse
de inmunoglobulinas que pertenecen a cualquiera de las cinco clases de inmunoglobulinas
denominadas en la técnica IgA (Iga), IgD (Igd), IgE (Ige), IgG (Igy) e IgM (Igp). Sin embargo, se
prefieren regiones constantes de la cadena pesada de inmunoglobulina de la clase 1gG. Ademas, las
regiones constantes de la cadena pesada de inmunoglobulina pueden derivarse de cualquiera de las
subclases de anticuerpos IgG denominadas en la técnica como IgGl, 1gG2, 1gG3 e IgG4. Los
dominios de la regién constante de la cadena pesada de inmunoglobulina tienen una homologia
cruzada entre las clases de inmunoglobulinas. Por ejemplo, el dominio CH2 de IgG es homdlogo al
dominio CH2 de IgA e IgD, y al dominio CH3 de IgM e IgE. Las regiones constantes de la cadena
pesada de inmunoglobulina preferidas incluyen dominios de proteinas correspondientes a una
region CH2 y una regién CH3 de IgG, o porciones funcionales o derivados de estas. Una
descripcion adicional de las regiones constantes de la cadena pesada de inmunoglobulina se analiza
en detalle la patente de Estados Unidos nim. 5,541,087, y la patente de Estados Unidos num.
5,726,044, que se incorporan como referencia en la presente descripcion.

En mdltiples modalidades, la proteina/polipéptido que se fusionara con la IL-18 (o su fragmento,
variante, o un fragmento de su variante) es un dimero de dos regiones/cadenas constantes de la
cadena pesada de inmunoglobulina, opcionalmente reticuladas mediante un par de enlaces
disulfuro entre cisteinas en regiones bisagra adyacentes. En algunas modalidades, una region
bisagra puede tener un dominio de bisagra superior, un dominio de bisagra central, y un dominio
de bisagra inferior. En algunas modalidades, una porcion superior del dominio de bisagra puede
incluir o eliminar la cisteina que se conoce que forma un enlace disulfuro con la cadena ligera o un
Fab, lo que da como resultado secuencias tales como EPKSC (SEQ ID NO:241) o EPKSS (SEQ
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ID NO:242) o EPKSA (SEQ ID NO:243). Por ejemplo, las proteinas de fusion que incluyen una
proteina que se transloca al ER basada en 1gG1, excepto FUSE-501, FUSE-503, y FUSE-509,
pueden tener eliminada la cisteina de la region bisagra, por ejemplo, EPKSS (SEQ ID NO:242) en
la proteina que se transloca al ER basada en IgG1, excepto por FUSE-507 (FUSE-507 tiene
EPKSA (SEQ ID NO:243) en la regién bisagra). Una region bisagra también puede contener un
dominio de bisagra central, tal como que comprende una secuencia CPPCP (SEQ ID NO:244) o
una variante donde se reemplaza la cisteina. Una region bisagra puede incluir ademas un dominio
de bisagra inferior, tal como que comprende una secuencia APELLGGP (SEQ ID NO:245) o
APEAAGGP (SEQ ID NO:246). En otro ejemplo, FUSE-509 tiene una proteina que se transloca al
ER basada en IgG4, mediante el uso de una region bisagra como se representa en Chiu y otros,
Antibodies 2019, 8(4), 55, 2019. Si bien se prefieren constructos que incluyen regiones bisagra de
inmunoglobulinas, como se representa en los dibujos, la invencion contempla puede elegirse segun
se desee la reticulacion en otras posiciones. Ademas, en algunos casos, dos 0 mas mondmeros
pueden asociarse de manera no covalente para producir dimeros o multimeros. En diversos
aspectos en donde la proteina/polipéptido es un dimero de dos regiones/cadenas constantes de la
cadena pesada de inmunoglobulina, la IL-18 (o su fragmento, variante, o un fragmento de su
variante) se enlaza a una, y solo una, de las dos (0 mas) regiones/cadenas constantes de la cadena
pesada de inmunoglobulina. En el caso de una IgG-Fc de tipo salvaje que forma un homodimero,
en diversos casos, se coloca una IL-18 en el extremo C-terminal de cada monomero del Fc, de esta
manera tienen dos IL-18 colocadas en el extremo C-terminal del Fc. En algunos casos, puede
formarse un heterodimero (por ejemplo, en la etapa de purificacién) cuando un Fc de tipo salvaje
fusionado a una IL-18 se mezcla con otro Fc de tipo salvaje no fusionado a una IL-18. En otros
aspectos, una IL-18 (o su fragmento, variante, o un fragmento de su variante) se enlaza a cada una
de las dos (0 mas) regiones/cadenas constantes de la cadena pesada de inmunoglobulina en la
proteina de fusion.

En algunas modalidades, dos brazos (o cadenas) de regiones constantes de la cadena pesada de
inmunoglobulina (por ejemplo, polipéptidos Fc) pueden heterodimerizarse mediante la creacion de
mutaciones de “botones en ojales” (KiH) en el dominio CH3. Esta caracteristica estructural en los
brazos de polipéptidos permite el ensamblaje de dos medio anticuerpos (por ejemplo, heterodimero
Fc; y dominios VH-CH y VL-CL). Por ejemplo, un heteromultimero (lo que incluye un
heterodimero) puede comprender un primer polipéptido y un segundo polipéptido que comprenden

cada uno un dominio CH3, en donde los polipéptidos se unen en una interfaz modificada
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genéticamente dentro del dominio CH3, y el primer polipéptido contiene una protuberancia
modificada genéticamente (“botén”) en la interfaz con al menos un residuo de contacto
reemplazado con un residuo importado que tiene un volumen de cadena lateral mayor que el
residuo original, y el segundo polipéptido contiene una cavidad modificada genéticamente (“ojal”)
en la interfaz con al menos un residuo de contacto reemplazado con un residuo importado que tiene
un volumen de cadena lateral mas pequefio que el residuo original. En algunas modalidades, la
interfaz modificada genéticamente de un heteromultimero incluye al menos dos pares de mutantes
de protuberancia en cavidad. Los volumenes y las areas de superficie accesibles de cada
aminodcido se describen en A. A. Zamyatnin, Prog. Biophys. Mol. Biol. 24: 107-123, 1972 y C.
Chothia, J. Mol. Biol. 105: 1-14, 1975. Por ejemplo, los residuos importados para la formacion de
una protuberancia pueden ser arginina (R), fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W); y
preferentemente el residuo original para la formacion de la protuberancia tiene un volumen de
cadena lateral pequefio, tal como alanina, asparagina, acido aspartico, glicina, serina, treonina o
valina. Como otro ejemplo, los residuos importados para la formacién de una cavidad pueden ser
alanina (A), serina (S), treonina (T) y valina (V); y preferentemente el residuo original para la
formacion de la cavidad tiene un volumen de cadena lateral grande, tal como tirosina, arginina,
fenilalanina o triptéfano. Por ejemplo, una mutacion T366W en el dominio CH3 para la cadena con
protuberancia/“boton”, y una mutacion T366S/L368A/Y407V en el dominio CH3 para la cadena
con cavidad/“ojal”. Adicionalmente, la configuracion KiH puede acoplar mutaciones adicionales
para permitir enlaces disulfuro S-S entre las dos cadenas. En diversos aspectos en donde la
proteina/polipéptido es un heterodimero de una configuracion KiH, la IL-18 (o su fragmento,
variante, o un fragmento de su variante) se enlaza a una, y solo una, de las dos (0 mas)
regiones/cadenas constantes de la cadena pesada de inmunoglobulina (es decir, boton u ojal).

En algunas modalidades, los dos o méas brazos (o cadenas) de regiones constantes de la cadena
pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, polipéptidos Fc) pueden contener otro disefio de
complementariedad estérica simétrica a asimétrica (por ejemplo, HA-TF, ZW1), una interaccion de
intercambio carga a carga (DD-KK), un intercambio carga a complementariedad estérica mas
interaccion electrostatica adicional de largo alcance (por ejemplo, EW-RVT), o un disefio de
intercambio de hebras de isotipo (por ejemplo, dominio modificado genéticamente por intercambio
de cadenas (SEED)), o Xmab, 7.8.60, orientacion por interaccion electrostatica, A107, o
Duocuerpo, para formar heterodimeros/heteromultimeros. Una descripcion adicional de estas

configuraciones y mutaciones/residuos ilustrativos se observa en Front Immunol. 2016; 7: 394.
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En modalidades adicionales, las proteinas adecuadas capaces de translocarse al ER o un fragmento
de estas de la proteina de fusion es una proteina globular, una proteina inmunoglobular, o un
fragmento de estas. En diversas modalidades, las proteinas adecuadas capaces de translocarse al
ER o un fragmento de estas de la proteina de fusion es un polipéptido o proteina cortos
modificados genéticamente con un péptido sefial para translocarse al ER. Por ejemplo, el
polipéptido o proteina cortos es de aproximadamente 2 kDa o no mayor de 250 kDa. Como
ejemplos adicionales, el polipéptido o proteina cortos es de aproximadamente 2-5 kDa,
aproximadamente 6-10kDa, aproximadamente 11-20 kDa, aproximadamente 21-30 kDa,
aproximadamente 31-40 kDa, aproximadamente 41-50 kDa, aproximadamente 51-75 KkDa,
aproximadamente 76-100 kDa, aproximadamente 101-125 kDa, aproximadamente 126-150 kDa,
aproximadamente 151-175 kDa, aproximadamente 176-200 kDa, aproximadamente 201-225 kDa,
0 aproximadamente 256-250 kDa.

En modalidades adicionales, las proteinas adecuadas capaces de translocarse en un ER pueden ser
una proteina globular, albimina sérica humana (HSA), beta2microglobulina, transferrina, region
de fragmento de unién a antigeno (region Fab), anticuerpo VHH, fragmento variable de cadena
simple (scFv), anticalina, proteina de repeticion de anquirinas disefiada (DARPIn), un dominio de
uniéon de estas, y un fragmento de estas. Las proteinas adecuadas adicionales capaces de
translocarse en un ER pueden incluir la proteinas transmembrana de tipo | o un fragmento de estas,
0 proteinas transmembrana de tipo 11 o un fragmento de estas.

En diversas modalidades, la proteina de fusion que comprende el polipéptido o proteina cortos y la
IL-18 o variante de IL-18, o fragmentos de estas, comprende ademas una segunda proteina capaz
de translocarse al ER o un fragmento de esta. La segunda proteina capaz de translocarse al ER 0 un
fragmento de esta puede ser un dominio Fc o HSA, beta2microglobulina, transferrina, region de
fragmento de unién a antigeno (regién Fab), anticuerpo VHH, fragmento variable de cadena simple
(scFv), anticalina, proteina de repeticion de anquirinas disefiada (DARPIn), un dominio de unién
de estas, y un fragmento de estas, o proteinas transmembrana de tipo | o un fragmento de estas, o
proteinas transmembrana de tipo 1l o un fragmento de estas, como se describe en la presente
descripcion. Las Figuras 8A y 11A (las primeras tres de izquierda a derecha) son ejemplos no
limitantes de dichas proteinas de fusion.

En adn otras modalidades, la proteina de fusion comprende ademas una proteina que no puede
translocarse naturalmente al ER tal como proteinas nucleares o citosolicas fusionadas al extremo

N-terminal de la IL-18. Para dichas proteinas, un péptido sefial (que puede denominarse una
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secuencia lider), tal como la secuencia lider de Ig-kappa (por ejemplo,
METDTLLLWVLLLWVPGSTG (SEQ ID NO:247)) en FUSE-499, 0 uno 0 mas otros péptidos
sefial, lo que incluye, pero no se limita a, los derivados de albumina humana y azurocidina
humana, ver Kober y otros, Biotechnol Bioeng. Abril de 2013;110(4):1164-73 se fusiona al
extremo N-terminal de la proteina que no se transloca al ER. Por ejemplo, el péptido sefial puede
estar en el extremo N-terminal del propéptido o de la IL-18 (o su fragmento, variante, 0 una
variante de su fragmento). Un ejemplo adicional de una proteina capaz de translocarse en/al/a
través del ER puede ser una proteina modificada genéticamente con un péptido sefial, por ejemplo,
en el extremo N-terminal. A modo de ejemplo, Hsp70 es una proteina nuclear, pero puede
modificarse genéticamente para ser una proteina que se transloca al ER cuando se fusiona o se
enlaza con un péptido sefial en el extremo N-terminal de Hsp70. En diversas modalidades, la
adicion de un péptido sefial N-terminal, tal como la secuencia lider de Ig-kappa, esta en lugar de un
Fc, proteina globular, 0 HSS que de cualquier otra manera estaria presente en una proteina de
fusion descrita en la presente descripcion.

En algunas modalidades, la proteina de fusion (por ejemplo, una IL-18 enmascarada) comprende
ademas un fragmento de direccionamiento al tumor, por ejemplo, un fragmento que se dirige a las
proteinas de la superficie celular, lo que incluye, pero no se limita a, un antigeno asociado al tumor
(TAA). Por ejemplo, FUSE-517 como se muestra en la Figura 9G, es una proteina de fusion de IL-
18 enmascarada que comprende ademas un fragmento de anticuerpo anti-EGFR, por ejemplo, Fab
de cetuximab. Se prevé que uno o mas fragmentos de direccionamiento a antigeno
(preferentemente dirigidos a antigenos tumorales) anticuerpos conocidos son compatibles con el
sistema de proteinas de fusion descrito en la presente descripcion.

En algunas modalidades, la proteina de fusion (por ejemplo, una IL-18 enmascarada) comprende
un fragmento de direccionamiento a receptores de activacion, por ejemplo, un fragmento que se
dirige a receptores de activacion en la superficie celular, lo que incluye, pero no se limita, CD16 en
la superficie de células asesinas naturales. Los receptores de activacion incluyen receptores
asociados a motivos de activacion basados en tirosina del inmunorreceptor (ITAM), tales como
CD16 y NKp46. Los receptores de activacion incluyen ademéas aquellos que participan en la
activacion espontanea de células NK, tales como NKp46 (CD335), NKp30 (CD337), NKp44
(CD336), NKG2D (CD314), DNAM-1 (CD226), 2B4 (CD244), LFA-1 (CD11a-CD18) y CD2. En
algunas modalidades, la proteina de fusion (por ejemplo, una IL-18 enmascarada) comprende tanto

un fragmento de direccionamiento a receptores de activacion como un fragmento de



24/29

direccionamiento al tumor. Los ejemplos de fragmentos anti-CD16 incluyen, pero no se limitan a,
dominios CH2 de IgG1, dominio CH2 de IgG4. En algunas modalidades, la proteina de fusion (por
ejemplo, una IL-18 enmascarada) comprende un fragmento de polipéptido que se dirige a un punto
de control inmunitario, por ejemplo, un fragmento gque se dirige a un punto de control inmunitario
expresado en un linfocito T. Por ejemplo, FUSE-694 como se muestra en la Figura 4, es una
proteina de fusion de IL-18 enmascarada que comprende ademéas un fragmento anti-PD1. Los
puntos de control inmunitario de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, PD-1, PD-L1, CTLA-4,
LAG-3. Se prevé que uno o mas fragmentos de anticuerpos conocidos dirigidos a puntos de control
inmunitario son compatibles con el sistema de proteinas de fusion descrito en la presente
descripcion. Los ejemplos de fragmentos anti-PD1 incluyen fragmentos (por ejemplo, Fab, Fv) de
pembrolizumab, nivolumab, pidilizumab, AMP-514, spartalizumab, cemiplimab, AK105, BCD-
100, BI 754091, JS001, LZM009, MGAO012, Sym021, TSR-042, MGD013, AK104, XmAb20717,
tislelizumab o PF-06801591.

En algunas modalidades, la proteina de fusién (por ejemplo, una IL-18 enmascarada) comprende
un polipéptido de direccionamiento, en donde el polipéptido de direccionamiento se dirige a una
proteina en la misma superficie que el RC de la IL-18. Los ejemplos de dichas proteinas incluyen,
pero no se limitan a, CD16, y9 TCR, 62 TCR 0 61 TCR, NKp46, CD137, CD40 o NKG2D. En
algunas modalidades, la proteina de fusion (por ejemplo, una IL-18 enmascarada) comprende un
polipéptido de direccionamiento, en donde el polipéptido de direccionamiento se dirige a una
proteina en una célula que no contiene un RC de la IL-18. En estas modalidades, la proteina de
fusion de IL-18 deberd suministrarse cerca del complejo IL-18R para que un efecto cis o de
densidad dé como resultado la interaccidn entre la proteina de fusion de IL-18 y el complejo IL-
18R. Por ejemplo, la proteina de fusion de IL-18 dirigida a TAA podria interactuar con el complejo
IL-18R en los linfocitos T si (a) la proteina de fusion unié linfocitos T con linfocitos TAA+ o (b) la
proteina de fusion se combind con otra proteina que unid linfocitos T con linfocitos TAA+ o (¢) la
proteina de fusion se unié a un linfocito TAA+ que interactué naturalmente con el linfocito T a
través de un medio secundario (por ejemplo, interaccion TCR/MHC). En otros ejemplos, la
proteina de fusion podria suministrarse a fibroblastos u otras células accesorias en el
microambiente tumoral y liberarse por proteasas de manera que pueda actuar sobre linfocitos T o
células NK IL-18R+ a una distancia.

Polipéptidos de direccionamiento ilustrativos incluyen los observados en la Tabla 5 o fragmentos

de estos. De los enumerados como anticuerpos de union a antigeno, sus regiones VHH, Fab, o
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fragmentos variables de cadena simple (scFv) pueden usarse como el sitio de union a antigeno de
los anticuerpos multiespecificos descritos en la presente descripcion.

En algunas modalidades, se usa la enterocinasa para la escision especifica de sitio de proteinas de
fusion recombinantes que contienen un sitio de reconocimiento de enterocinasa accesible. Por
ejemplo, la enterocinasa puede escindir especificamente después del extremo C-terminal del
residuo de lisina en su sitio de escision, Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (SEQ ID NO:87). Por lo tanto, el
fragmento producido a partir de esta reaccion de escision no hereda ningln residuo de la secuencia
de reconocimiento DDDDK (SEQ ID NO:87). Adicionalmente, DDDDK (SEQ ID NO:87) es una
parte de la etiqueta FLAG octapeptidica (DYKDDDDK (SEQ ID NO:248)), que puede utilizarse
como una etiqueta de fusion para el reconocimiento por anticuerpo, y para la deteccién de proteina
de fusion con analisis de inmunoelectrotransferencia, asi como también para la purificacion de la
proteina de fusion mediante cromatografia de afinidad anti-FLAG.

Preferentemente, un sitio de escisién puede basarse en sustratos peptidicos sensibles a otras
enzimas, especialmente proteasas altamente expresadas en el microambiente tumoral, tales como
granzima B, granzima A, granzima M, granzima K, metaloproteinasa de matriz (MMP) 1/2/9/14 u
otras MMP. Cabe destacar que las granzimas generalmente solo estan reguladas positivamente en
los tumores inflamados. Por ejemplo, una secuencia sustrato para la granzima B puede ser lle—
Glu—Xaa—Asp|Xaa—Gly (SEQ ID NO:249) con la escision en el enlace peptidico Asp]Xaa.
Alternativamente, una secuencia sustrato para la granzima B también puede ser lle-Glu—Xaa—
Asp], con la escision en el extremo C-terminal de Asp, y Xaa puede ser Gln (SEQ ID NO:88) u
otro aminoécido.

Varias células inmunitarias pueden liberar granzimas, tales como linfocitos T, células NK,
neutrofilos y mastocitos. En diversas modalidades, una proteina de fusion que comprende (a) un
fragmento de polipéptido que se dirige a un punto de control inmunitario expresado en una célula
inmunitaria y/o un fragmento de polipéptido que se dirige a un receptor de activacion en una célula
NK, y (b) un fragmento de direccionamiento al tumor, es efectiva para llevar la célula inmunitaria
(por ejemplo, linfocito T, célula NK) al tumor, que puede dar como resultado la liberacion de
granzimas que liberan la IL-18. Por ejemplo, una proteina de fusion de IL-18 que comprende un
fragmento de polipéptido que se dirige a una proteina de puntos de control inmunitario puede
revertir el agotamiento de celulas NK y/o T que luego son capaces de liberar mas granzimas.

En modalidades adicionales, la proteina de fusién comprende un sitio de escision reconocido por

una serina proteasa, una cisteina proteasa, una aspartato proteasa, una treonina proteasa, una acido
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glutdmico proteasa, una metaloproteinasa, una gelatinasa, o una péptido asparagina liasa. En
algunas modalidades, el sitio de escision por proteasa es reconocido por una catepsina B, una
catepsina C, una catepsina D, una catepsina E, una catepsina K, una catepsina L, una calicreina,
una hKIl, una hK10, una hK15, una plasmina, una colagenasa, una colagenasa de tipo IV, un
estromelisina, un Factor Xa, una proteasa similar a la quimotripsina, una proteasa similar a la
tripsina, una proteasa similar a la elastasa, una proteasa similar a la subtilisina, una actinidaina, una
bromelina, una calpaina, una caspasa, una caspasa-3, un Mir 1-CP, un papaina, una proteasa del
HIV-1, una proteasa del HSV, una proteasa del CMV, una quimosina, una renina, una pepsina, una
matriptasa, un legumaina, una plasmepsina, una nepentesina, una metaloexopeptidasa, una
metaloendopeptidasa, una metaloproteasa de matriz (MMP), una MMP1, una MMP2, una MMP3,
una MMP8, una MMP9, una MMP10, una MMP11, una MMP12, una MMP13, una MMP14, una
ADAM10, una ADAM17, una ADAM12, un activador del plasmindgeno urocinasa (UPA), una
enterocinasa, un objetivo especifico de la prostata (PSA, hK3), una enzima convertidora de la
interleucina-1p, una trombina, una FAP (FAP-a), una dipeptidil peptidasa, o dipeptidil peptidasa
IV (DPPIV/CD26), una serina proteasa transmembrana de tipo Il (TTSP), una elastasa de
neutrofilos, una catepsina G, una proteinasa 3, una serina proteasa de neutrofilos 4, una quimasa de
mastocitos, una triptasa de mastocitos, una dipeptidil peptidasa, y una dipeptidil peptidasa IV
(DPPIV/CD26). Ejemplos no limitantes de sitios de escision se incluyen en la Tabla 1. Como un
ejemplo particular, puede usarse IEQD (SEQ ID NO:88).

Se contempla que una variante, fragmento, o un fragmento de una variante de la IL-18 es
adecuada, y en algunas modalidades preferida, para la composicion de la proteina de fusion. Por
ejemplo, una variante de IL-18 madura puede tener una, dos, tres, cuatro, cinco, 0 mas
sustituciones de aminoacidos en comparacion con la IL-18 madura de tipo salvaje. Por ejemplo,
una 0 mas cisteinas en la IL-18 o su propéptido se reemplazan con un aminoacido natural o no
natural, tal como de Cys a Ser, Ala o Val, para reducir la agregacion de la molécula en la proteina
de fusion. Ejemplos adicionales incluyen cisteina a treonina, asparagina o glutamina; cisteina a
alanina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, tirosina o triptofano; cisteina a fenilalanina,
alanina, acido aspartico o asparagina; o cisteina a treonina, glutamina, acido aspartico, fenilalanina,
isoleucina o histidina.

Una variante de IL-18 puede tener una identidad de secuencia del 95 %, 90 %, 85 %, 83 %, 80 %,
75 %, 70 %, 65 % o al menos 60 % con la IL-18 de tipo salvaje. En algunas modalidades, una

variante de I1L-18 puede tener al menos 60 % y a lo maximo 83 % de identidad de secuencia con la
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IL-18 de tipo salvaje. En algunas modalidades, la variante de I1L-18 en la proteina de fusion se
libera como un fragmento funcional de aproximadamente 15 kDa (por ejemplo, en los geles de
electroforesis segun lo evaluado) cuando se escinde en un sitio de escision de la proteina de fusion.
(Se preve gue la proteina liberada puede ser IL-18 madura que funcionaria normalmente a 18 kDa,
pero puede aparecer como aproximadamente 15 kDa debido a la escalera que se usa o al porcentaje
especifico de poliacrilamida en un gel). Un fragmento de IL-18 puede tener una identidad de
secuencia (y/o longitud) del 95 %, 90 %, 85 %, 83 %, 80 %, 75 %, 70 %, 65 %, 0 al menos 60 %
con la IL-18 de tipo salvaje. En algunas modalidades, un fragmento de IL-18 producido por la
proteina de fusion descrita en la presente descripcion, especialmente después de la escision por
proteasa de la proteina de fusion, es menos del 85 % (por ejemplo, aproximadamente 83 %,
aproximadamente 83 %-80 %, aproximadamente 80 %-75 %, aproximadamente 75 %-70 %, o
aproximadamente 70 %-65 %) en tamafio en comparacién con la IL-18 madura natural/de tipo
salvaje; por ejemplo, un fragmento de IL-18 de aproximadamente 15 kDa, que tiene
preferentemente una afinidad de unién comparable para la IL-18Ra/b que la IL-18 madura de tipo
salvaje, se fusiona a un propéptido (o variante de PP) y una proteina de translocacién al ER (con o
sin mutaciones), y la proteina de fusion incluye ademas un sitio de escision por proteasa, de
manera que, tras la escision por la proteasa, se libera un pequefio fragmento de IL-18 (por ejemplo,
de aproximadamente 15 kDa). Preferentemente, este pequefio fragmento de IL-18 mantiene la
afinidad de union natural por IL-18Ra/b y una afinidad de union igual o menor con relacion a IL-
18Ra/b por la IL-18BP. Preferentemente, una variante, fragmento, o un fragmento de una variante
de la IL-18 es capaz de unirse al IL-18R y formar un complejo, para activar programas
proinflamatorios y/o la via NF-kB. En algunas modalidades, la variante, fragmento, o un fragmento
de una variante de la IL-18 es capaz de tener una mayor afinidad de unién (por ejemplo, 150 %,
140 %, 130 %, 120 %, 110 %, o al menos 100 % con relacién a la IL-18 de tipo salvaje) y/o de
inducir la actividad biolégica de al menos 150 %, 140 %, 130 %, 120 %, 110 %, 100 %, 90 %, 80
%, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, o0 10 %, en comparacion con la IL-18 de tipo salvaje. En
algunas modalidades, la variante, fragmento, o un fragmento de una variante de la IL-18 es capaz
de tener una mayor afinidad de unién al 120 %, 110 %, o al menos 100 % con relacién a la 1L-18
de tipo salvaje, y/o de inducir la actividad biolédgica del 120 %, 110 %, 100 %, 90 %, 80 %, 70 %,
60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, o el 10 %, en comparacion con la IL-18 de tipo salvaje, En

modalidades adicionales, una variante, fragmento, o un fragmento de una variante de la IL-18 tiene
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una union disminuida a la proteina de union a la IL-18 (IL-18BP), en comparacion con una IL-18
de tipo salvaje

En algunas modalidades, la IL-18 o su fragmento o variante escindida de la proteina de fusion tiene
al menos un aumento de 1,000, 2,000, 3,000, 5,000, 10,000, 30,000, 50,000, 70,000, 80,000,
90,000, o 100,000 veces en la actividad bioldgica (por ejemplo, union con IL-18R para formar el
complejo IL-18/IL-18Ro/B e inducir la sefializacion aguas abajo), en comparacion con una forma
no escindida en la proteina de fusion especialmente con propéptido. En modalidades adicionales, la
IL-18 o su fragmento o variante escindida de la proteina de fusion tiene una actividad bioldgica
comparable, o dentro de aproximadamente 10, 20, 30, 40, o 50 veces de diferencia, en la actividad
bioldgica, en comparacion con la IL-18 madura humana recombinante.

En algunas modalidades, la IL-18 o su fragmento o variante escindida de la proteina de fusién tiene
una afinidad de unién a su complejo IL-18R con una constante de disociacion de equilibrio (KD)
de aproximadamente 18 nM, (por ejemplo, 18 nM £ 0.3 nM, 18 nM = 0.5 nM, 18 nM = 1.0 nM).
En algunas modalidades, la IL-18 o su fragmento o variante escindida de la proteina de fusion tiene
una afinidad de union a su complejo IL-18R que es aproximadamente la misma, o al menos 100 %,
95 %, 0 90 %, en comparacion con la de la IL-18 de tipo salvaje. En algunas modalidades, la IL-18
o su fragmento o variante escindida de la proteina de fusion tiene una afinidad de union a su
complejo I1L-18R que es mayor que la de la IL-18 de tipo salvaje, por ejemplo, una afinidad de
union que es al menos 105 %, 110 % en comparacion con la de la 1L-18 de tipo salvaje, o que tiene
un valor de KD al menos 10 % o 20 % menor que la de la IL-18 de tipo salvaje. Preferentemente,
la IL-18 o su fragmento o variante escindida de la proteina de fusion tiene una afinidad de unién
reducida por la IL-18BP, en comparacion con la de la IL-18 de tipo salvaje. Por ejemplo, en
algunos casos, la IL-18 o su fragmento o variante escindida de la proteina de fusion tiene una KD
con IL-18BP de 18 nM o mayor, de manera que tiene una afinidad de unién menor a la IL-18BP
que al IL-18R. En algunos casos, la IL-18 o su fragmento o variante escindida de la proteina de
fusion tiene una KD con IL-18BP de 18 nM o mayor, mientras que la 1L-18 de tipo salvaje tiene
una KD con IL-18BP de aproximadamente 0.4 nM. También se prevé que la KD puede variar en
dependencia del instrumento y la configuracion del protocolo.

En diversas modalidades, la proteina de fusion comprende un primer polipéptido o proteina capaz
de translocarse a un reticulo endoplasmatico (ER) o un fragmento de estos; y una interleucina 18
(IL-18), un fragmento de IL-18, una variante de IL-18, o un fragmento de la variante de IL-18, en
donde la IL-18, el fragmento de 1L-18, la variante de IL-18, o el fragmento de la variante de IL-18



29/29

esta en el extremo C-terminal de la proteina de fusion con relacion al primer polipéptido o proteina
capaz de translocarse al ER. En diversas modalidades, el primer polipéptido no es el propéptido de
IL-18 de tipo salvaje. En diversas modalidades, la proteina capaz de translocarse a un reticulo
endoplasmatico (ER) o un fragmento de esta, no es el propéptido de IL-18 de tipo salvaje. Ademas
de estas caracteristicas, en la presente descripcion se analizan caracteristicas adicionales de la
proteina de fusion.

En algunas modalidades, la proteina de fusion comprende una variante de IL-18. En diversas
modalidades, la variante de IL-18 tiene una secuencia de aminoacidos que comprende o que
consiste de las posiciones de aminoacidos 37-193 de la SEQ ID NO:250 con una a cinco
sustituciones de aminoécidos en las posiciones E42, M87, K89, M9% y M149 de
MAAEPVEDNCINFVAMKFIDNTLYFIAEDDENIEQDYFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQG

NRPLFEDMTDSDVRDNAPRTIFIISMYKDSQPRGMAVTISVKVEKISTLSVENKIISFKEMNP
PDNIKDTKSDIIFFQRSVPGHDNKMQFESSSYEGYFLAVEKERDLFKLILKKEDELGDRSIM

FTVQONED (SEQ ID NO:250). En diversas modalidades, las una a cinco sustituciones de
aminoacidos es una sustitucion de aminodcidos. En otras modalidades, las una a cinco
sustituciones de aminoacidos son dos sustituciones de aminoacidos. En otras modalidades, las una
a cinco sustituciones de aminoacidos son tres sustituciones de aminoécidos. En otras modalidades,
las una a cinco sustituciones de aminoécidos son cuatro sustituciones de aminoécidos. En otras
modalidades, las una a cinco sustituciones de amino&cidos son cinco sustituciones de aminoacidos.
En diversas modalidades, la variante de IL-18 comprende no mas de cinco sustituciones de
aminoacidos, con la excepcidn de la sustitucion de cisteinas.

En diversas modalidades, la variante de I1L-18 tiene una secuencia de aminoécidos que comprende
0 que consiste de las posiciones de aminoacidos 37-193 de la SEQ ID NO:251 con una a cinco
sustituciones de aminoacidos en las posiciones E42, M87, K89, M9 y M149 de
MAAEPVEDNCINFVAMKFIDNTLYFIAEDDENIEQDYFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQG

NRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISMYKDSQPRGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNP
PDNIKDTKSDIIFFQRSVPGHDNKMQFESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIM

FTVQNED (SEQ ID NO:251).

En diversas modalidades, la variante de IL-18 tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
0 que consiste de las posiciones de aminoacidos 37-193 de la SEQ ID NO:251 con una 0 mas
sustituciones de aminoécidos en las posiciones C74, C104, C112 y C164, y una a cinco
sustituciones de aminoacidos en las posiciones E42, M87, K89, M96 y M149, de la SEQ ID
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NO:251. En diversas modalidades, las sustituciones de aminoacidos en una o mas de C74, C104,
C112 y C164 se sustituyen cada una independientemente por valina, alanina o serina. En diversas
modalidades, las sustituciones de aminoacidos en una o mas de C74, C104, C112 y C164 se
sustituyen cada una por alanina. En diversas modalidades, las sustituciones de aminoacidos en una
0 més de C74, C104, C112 y C164 se sustituyen cada una por serina.

En diversas modalidades, las una a cinco sustituciones de aminoécidos son una o mas de: E42K,
E42R, E42A, E42H o E42Q; M87K o M87H; K89G, K89A o K89E; M96L o M96I; o0 M149V o
M149I. En diversas modalidades, las una a cinco sustituciones de aminoacidos son E42K, E42R,
E42A, E42H o0 E42Q; M87K o M87H; K89G, K89A o K89E; M96L o M961; y M149V o M149l.
En diversas modalidades, la proteina de fusion comprende una variante de IL-18 seleccionada de la
Tabla 1. En diversas modalidades, la proteina de fusion que comprende la variante de 1L-18
seleccionada de la Tabla 1, comprende ademéas un propéptido que tiene una secuencia de
aminodcidos seleccionada de la columna de Propéptido en la Tabla 1, y opcionalmente de la misma
hilera que la variante de 1L-18. En diversas modalidades, la proteina de fusion que comprende la
variante de IL-18 seleccionada de la Tabla 1 y el propéptido seleccionado de la Tabla 1,
comprende ademas un péptido de escision seleccionado de la Tabla 1, y opcionalmente de la
misma hilera que la variante de IL-18 y el propéptido. Como un ejemplo particular, puede usarse
IEQD (SEQ ID NO:88).

En diversas modalidades, la variante de 1L-18 es una variante de IL-18 descrita en la patente de
Estados Unidos num. 7,524,488, publicacion de patente de Estados Unidos num. 2019/0070262,
publicacién de patente de Estados Unidos num. 2021/0015891, o la publicacion de PCT nim. WO
2022/038417, cuyas variantes de IL-18 y secuencias de cada una de estas patentes o publicaciones
se incorporan en la presente descripciébn como referencia como si estuvieran completamente
expuestas.

En diversas modalidades, la proteina de fusion comprende ademas un polipéptido de
direccionamiento. En algunas modalidades, el polipéptido de direccionamiento se dirige a una
proteina en una superficie celular, en donde la superficie celular tiene también un RC de IL-18 0 la
célula es capaz de expresar el RC de IL-18. En diversas modalidades, la proteina de fusion se une a
una célula que tiene un RC de IL-18 o capaz de expresar el RC de IL-18 tras la activacion de la
célula, y activa la sefial del RC de IL-18.

En otras modalidades, el polipéptido de direccionamiento se dirige a una proteina en una superficie

celular que no tiene un RC de IL-18, o la célula no es capaz de expresar el RC de IL-18. La célula
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que no tiene el RC de IL-18 en su superficie 0 que no es capaz de expresar el RC de IL-18, esta
cerca de una célula que expresa el RC de 1L-18 o es capaz de expresar el RC de IL-18. En otros
casos, la proteina de fusion puede llevar la célula que no tiene el RC de IL-18 en su superficie 0
que no es capaz de expresar el RC de 1L-18, cerca de una célula que expresa el RC de IL-18 o es
capaz de expresar el RC de IL-18.

En diversas modalidades, el polipéptido de direccionamiento comprende un dominio de unién a
antigeno asociado a un tumor.

En diversas modalidades, la proteina de fusion comprende ademas un dominio de union para una
proteina expresada en células inmunitarias. En diversas modalidades, la proteina de fusion
comprende ademéas un dominio de unidn para una proteina expresada en células inmunitarias que
expresan el complejo del receptor de IL-18 o en células inmunitarias que, tras la activacion,
expresan el complejo del receptor de IL-18.

En diversas modalidades, la proteina de fusion comprende ademés un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, y la proteina de fusién se une a una célula tumoral, o a una célula inmunitaria o célula
estromal en un tejido tumoral. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen fragmento Fc,
fragmento Fab, fragmento Fv, asi como también otros analizados en la presente descripcion.

En diversas modalidades, la proteina de fusion comprende ademas un dominio de
enmascaramiento. En estas modalidades, una IL-18 madura o variante de IL-18 madura puede
liberarse de un dominio de enmascaramiento por una proteasa. En diversas modalidades, la
proteasa es granzima, que puede liberarse de una célula inmunitaria. Los ejemplos de células
inmunitarias incluyen, pero no se limitan a, una célula NK, un linfocito T, un neutréfilo o un
mastocito. En diversas modalidades, la proteasa es una metaloproteasa, cuya metaloproteasa puede
expresarse en un microambiente tumoral. En la presente descripcion se describen ejemplos
adicionales de proteasas y tipos de granzimas. En diversas modalidades, la IL-18 madura aumenta
la actividad de las células NK o linfocitos T, y opcionalmente la actividad es una o mas de
proliferacion, supervivencia y citotoxicidad.

En diversas modalidades, la proteina de fusion comprende ademéas una molécula que extiende la
semivida. Un ejemplo no limitante de una molécula que extiende la semivida es un polipéptido que
extiende la semivida; por ejemplo, albimina sérica humana (HSA) o un fragmento de unién a
HSA. En diversas modalidades, la proteina de fusion tiene una actividad reducida en comparacion
con la IL-18 de tipo salvaje cuando no se une a una célula que tiene el RC de IL-18. En diversas
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modalidades, la actividad reducida es al menos un 75 % de reduccion en la actividad en
comparacion con la IL-18 de tipo salvaje.

En diversas modalidades, la proteina de fusion comprende el polipéptido 1 y el polipéptido 2
seleccionados de la Tabla 1. En diversas modalidades, la proteina de fusién comprende ademas el
polipéptido 3 seleccionado de la Tabla 1. En diversas modalidades, el polipéptido 1 y el
polipéptido 2, y opcionalmente el polipéptido 3, se seleccionan de la misma hilera de la Tabla 1.

En diversas modalidades, la proteina de fusion comprende el polipéptido 1 seleccionado de la
Tabla 1, en donde el polipéptido 1 comprende HSA.

En diversas modalidades, la proteina de fusion no comprende una variante de 1L-18 descrita en la
patente de Estados Unidos 7,524,488, la publicacién de patente de Estados Unidos nam.
2019/0070262, la publicacion de patente de Estados Unidos num. 2021/0015891, o la publicacion
de PCT num. WO 2022/038417, cuyas variantes y secuencias de IL-18 de cada una de estas
patentes o publicaciones se incorporan en la presente descripcion como referencia como si
estuvieran completamente expuestas.

Variantes de propéptidos

Diversas modalidades de la invencion proporcionan variantes de propéptidos. En diversas
modalidades, la variante de propéptido tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
AAEPVEDNX;:INFVAMKFIDNTLYFIAEDDEN, en donde Xi es cualquier aminoacido excepto
cisteina (SEQ ID NO:238). En diversas modalidades, X: es alanina, valina, isoleucina, leucina,
metionina, fenilalanina, tirosina o triptéfano (SEQ ID NO:239). En diversas modalidades, X es
valina (SEQ ID NO:78). En diversas modalidades, X1 es serina, treonina, asparagina o glutamina
(SEQ ID NO:240). En diversas modalidades, X es serina (SEQ ID NO:76).

Variantes de la IL-18

Diversas modalidades proporcionan variantes de 1L-18.

En diversas modalidades, la variante de IL-18 tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
0 que consiste de las posiciones de aminoacidos 37-193 de la SEQ ID NO:250 con una a cinco
sustituciones de aminoacidos en las posiciones E42, M87, K89, M9 y M149 de
MAAEPVEDNCINFVAMKFIDNTLYFIAEDDENIEQDYFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQG

NRPLFEDMTDSDVRDNAPRTIFIISMYKDSQPRGMAVTISVKVEKISTLSVENKIISFKEMNP
PDNIKDTKSDIIFFQRSVPGHDNKMQFESSSYEGYFLAVEKERDLFKLILKKEDELGDRSIM

FTVQNED (SEQ ID NO:250). En diversas modalidades, las una a cinco sustituciones de

aminoacidos es una sustitucion de aminodcidos. En otras modalidades, las una a cinco
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sustituciones de aminoacidos son dos sustituciones de amino&cidos. En otras modalidades, las una
a cinco sustituciones de aminoacidos son tres sustituciones de aminoécidos. En otras modalidades,
las una a cinco sustituciones de aminoacidos son cuatro sustituciones de aminoacidos. En otras
modalidades, las una a cinco sustituciones de amino&cidos son cinco sustituciones de aminoacidos.
En diversas modalidades, la variante de 1L-18 comprende no méas de cinco sustituciones de
aminoacidos, con la excepcidn de la sustitucion de cisteinas.

En diversas modalidades, la variante de IL-18 tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
0 que consiste de las posiciones de aminoacidos 37-193 de la SEQ ID NO:251 con una a cinco
sustituciones de aminoécidos en las posiciones E42, M87, K89, M9% y M149 de
MAAEPVEDNCINFVAMKFIDNTLYFIAEDDENIEQDYFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQG
NRPLFEDMTDSDCRDNAPRTIFIISMYKDSQPRGMAVTISVKCEKISTLSCENKIISFKEMNP
PDNIKDTKSDIFFQRSVPGHDNKMQFESSSYEGYFLACEKERDLFKLILKKEDELGDRSIM
FTVQNED (SEQ ID NO:251).

En diversas modalidades, la variante de I1L-18 tiene una secuencia de aminoécidos que comprende
0 que consiste de las posiciones de aminoacidos 37-193 de la SEQ ID NO:251 con una 0 mas
sustituciones de aminoacidos en las posiciones C74, C104, C112 y C164, y una a cinco
sustituciones de aminoacidos en las posiciones E42, M87, K89, M96 y M149, de la SEQ ID
NO:251. En diversas modalidades, las sustituciones de aminoacidos en una o mas de C74, C104,
C112 y C164 se sustituyen cada una independientemente por valina, alanina o serina.

En diversas modalidades, las una a cinco sustituciones de aminoécidos son una 0 més de: E42K,
E42R, E42A, E42H o E42Q; M87K o M87H; K89G, K89A o K89E; M96L o M961; o0 M149V o
M1491. En diversas modalidades, las una a cinco sustituciones de aminoécidos son E42K, E42R,
E42A, E42H o0 E42Q; M87K o0 M87H; K89G, K89A o K89E; M96L o0 M961; y M149V o0 M149lI.
En diversas modalidades, la variante de IL-18 se selecciona de la columna “Variante de IL18
madura” en la Tabla 1.

En diversas modalidades, la variante de IL-18 comprende ademas un propéptido de IL-18 o
variante de propéptido de IL-18.

En diversas modalidades, la variante de IL-18 comprende ademas una variante de propéptido de
IL-18 que tiene la siguiente secuencia de aminoéacidos:
AAEPVEDNX:INFVAMKFIDNTLYFIAEDDEN, en donde Xi es cualquier aminoacido excepto
cisteina (SEQ ID NO:238). En diversas modalidades, X1 es alanina, valina, isoleucina, leucina,

metionina, fenilalanina, tirosina o triptéfano (SEQ ID NO:239). En diversas modalidades, X1 es
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valina (SEQ ID NO:78). En diversas modalidades, X1 es serina, treonina, asparagina o glutamina
(SEQ ID NO:240). En diversas modalidades, X1 es serina (SEQ ID NO:76). En diversas
modalidades, la variante de IL-18 se selecciona de la columna “Variante de IL18 madura” de la
Tabla 1, y comprende ademas un propéptido que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada
de la columna “Propéptido” en la Tabla 1, y opcionalmente de la misma hilera que la variante de
IL-18.

En diversas modalidades, la variante de IL-18 comprende ademas una variante de propéptido de
IL-18, y un péptido de escision. En diversas modalidades, el péptido de escision seleccionado de la
Tabla 1. Como un ejemplo particular, puede usarse IEQD (SEQ ID NO:88).

En diversas modalidades, una proteina de fusibn que comprende una variante de I1L-18
seleccionada de la Tabla 1, un propéptido seleccionado de la Tabla 1, y un péptido de escision
seleccionado de la Tabla 1, y opcionalmente de la misma hilera que la variante y el propéptido de
IL-18.

En diversas modalidades, la variante de IL-18 no es una variante de IL-18 descrita en la patente de
Estados Unidos num. 7,524,488, publicacion de patente de Estados Unidos num. 2019/0070262,
publicacién de patente de Estados Unidos num. 2021/0015891, o publicacién de PCT nim. WO
2022/038417, cuyas variantes y secuencias de 1L-18 de cada una de estas patentes o publicaciones
se incorporan en la presente descripcion como referencia como si estuvieran completamente
expuestas.

Polinucledtidos, vectores y células

Diversas modalidades proporcionan polinucleétidos que codifican las proteinas de fusién descritas
en la presente descripcion. Por ejemplo, los polinucle6tidos pueden codificar en una direccion 5° a
3’, una primera proteina o polipéptido capaz de translocarse en un ER y una IL-18 (0 su fragmento,
variante, o un fragmento de su variante). Ejemplos no limitantes de dichos polinucleétidos se
encuentran en la Tabla 2.

Ademas, los polinucleotidos también pueden incluir opcionalmente una secuencia “lider” o “sefial”
basada en, por ejemplo, (1) un propéptido (PP) enlazado directamente a la IL-18 (o variante de IL-
18) como en FUSE499 o (2) una secuencia de cadena ligera de inmunoglobulina fusionada
directamente a una region bisagra de la regidn constante de la cadena pesada de inmunoglobulina.
En algunas modalidades, cuando la proteina/polipéptido capaz de translocarse en un ER se basa en
secuencias de 1gG, el acido nucleico codifica en una direccion 5’ a 3°, al menos una region bisagra

de inmunoglobulina (es decir, una region bisagra que contiene al menos un aminoacido cisteina
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capaz de formar un enlace disulfuro con una segunda secuencia de region bisagra de
inmunoglobulina), un dominio CH2 y un dominio CH3 de inmunoglobulina, y una IL-18 (0 su
fragmento, variante, o un fragmento de su variante).

En diversas modalidades, un polinucleétido que codifica las proteinas de fusién también puede
integrarse dentro de un vector de expresion replicable. Por tanto, también se proporciona un vector
que codifica la proteina de fusion, que puede expresar la proteina de fusion en, por ejemplo, un
huésped bacteriano, un receptor previsto, 0 ambos.

Modalidades adicionales proporcionan células transformadas o transfectadas con una o mas
moléculas de &cido nucleico (polinucledtidos) que codifican la proteina de fusion. La célula puede
ser una célula procariota. O la célula es una célula eucariota, preferentemente una célula de
mamifero, y con mayor preferencia, una célula humana. Los ejemplos de células de mamiferos
incluyen células de ovario de hdmster chino (CHO), células NSO (una linea celular de mieloma de
ratén), células PER.C6®, y células de rifion embrionario humano (células HEK).

En algunas modalidades, se proporciona ademas un organismo no humano transformado o
transfectado con una o mas moléculas de acido nucleico que codifican la proteina de fusion.
Composiciones

Modalidades adicionales proporcionan una composicién que comprende combinaciones de dos o
mas proteinas de fusion diferentes, o combinaciones de las secuencias de &cido nucleico que
codifican las proteinas de fusion. Por ejemplo, se proporciona una composicion farmacéutica, en
donde la proteina de fusién o una molécula de acido nucleico que codifica la proteina de fusion, es
un agente activo.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion pueden contener ademas cualquier
portador farmacéuticamente aceptable. “Cargador farmacéuticamente aceptable”, como se usa en la
presente descripcion, se refiere a un material, composicién, o vehiculo farmacéuticamente
aceptable que participa en portar o transportar un compuesto de interés desde un tejido, 6rgano, o
porcion del cuerpo, a otro tejido, 6rgano, o porcion del cuerpo. Por ejemplo, el portador puede ser
un relleno liquido o soélido, diluyente, excipiente, solvente, o material de encapsulacion, o una de
sus combinaciones. Cada componente del portador debe ser “farmacéuticamente aceptable” en el
sentido de que debe ser compatible con los otros ingredientes de la formulacion. También debe ser
adecuado para su uso en contacto con cualquier tejido u 6rgano con los que pueda entrar en
contacto, lo que significa que no debe portar un riesgo de toxicidad, irritacion, respuesta alérgica,

inmunogenicidad o cualquier otra complicacion que supere en exceso sus beneficios terapéuticos.
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Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion también pueden encapsularse,
conformarse en tabletas o prepararse en una emulsién o jarabe para la administracion oral. Pueden
afiadirse portadores sélidos o liquidos farmaceuticamente aceptables para potenciar o estabilizar la
composicion, o para facilitar la preparacion de la composicion. Los portadores liquidos incluyen
jarabe, aceite de mani, aceite de oliva, glicerina, solucion salina, alcoholes y agua. Los portadores
s6lidos incluyen almidén, lactosa, sulfato de calcio, dihidrato, terra alba, estearato de magnesio o
acido esteérico, talco, pectina, acacia, agar o gelatina. El portador puede incluir ademas un material
de liberacion sostenida tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo, solo o con
una cera. Las preparaciones farmacéuticas se preparan siguiendo las técnicas convencionales de
farmacia que implican molienda, mezcla, granulacién y compresion, cuando sea necesario, para
formas de tabletas; o molienda, mezcla y llenado para formas de capsulas de gelatina dura. Cuando
se usa un portador liquido, la preparacion estara en forma de un jarabe, elixir, emulsion o
suspension acuosa o no acuosa. Dicha formulacion liquida puede administrarse directamente p.o. 0
rellenarse en una cépsula de gelatina blanda. Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la
invencion pueden suministrarse en una cantidad terapéuticamente efectiva. La cantidad
terapéuticamente efectiva precisa es esa cantidad de la composicion que producira los resultados
mas efectivos en términos de eficacia del tratamiento en un sujeto determinado. Esta cantidad
variard en dependencia de una variedad de factores, lo que incluye, pero no se limita a, las
caracteristicas del compuesto terapéutico (lo que incluye la actividad, farmacocinética,
farmacodinamica y biodisponibilidad), el estado fisiologico del sujeto (lo que incluye la edad,
sexo, tipo de enfermedad y etapa, estado fisico general, capacidad de respuesta a una dosis
determinada, y tipo de medicamento), la naturaleza del portador o portadores farmacéuticamente
aceptables en la formulacion, y la via de administracion. Un experto en las técnicas clinicas y
farmacoldgicas podrd determinar una cantidad terapéuticamente efectiva a través de
experimentacién de rutina, por ejemplo, al monitorear la respuesta de un sujeto a la administracion
de un compuesto y ajustar la dosificacion en consecuencia. Para obtener orientacion adicional, ver
Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Gennaro ed. 202 edicion, Williams & Wilkins
PA, USA) (2000).

Métodos de produccién

Se proporcionan ademas métodos para fabricar las proteinas de fusion, o acidos nucleicos que
codifican las proteinas de fusion. Algunas modalidades disponen que se utilicen metodologias de

ADN recombinante convencional para generar las proteinas de fusion. Los constructos de fusion se
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generan preferentemente a nivel de ADN, y los ADN resultantes se integran en vectores de
expresion, y se expresan para producir las proteinas de fusion de la invencion. Subsecuentemente,
el vector se expresa en una célula huésped para obtener la proteina de fusion; y opcionalmente el
método incluye ademas una etapa de recuperar la proteina de fusion del cultivo de la célula
huésped. En algunas modalidades, un método para producir interleucina 18 (IL-18), un fragmento
de este, una variante de 1L-18, o un fragmento de la variante de IL-18, comprende cultivar una
célula transfectada con un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica una
proteina de fusion, en medio de cultivo celular para permitir que se produzca una proteina de
fusion y se secrete al espacio extracelular para la purificacion; dicha proteina, al entrar en contacto
una proteasa con la proteina de fusién para escindir la proteina de fusion y producir la 1L-18, el
fragmento de esta, la variante de IL-18, o el fragmento de la variante de IL-18. Las moléculas de
acido nucleico ilustrativas que codifican una proteina de fusion se observan en la Tabla 2. Otras
modalidades disponen que puede usarse la conjugacion quimica mediante el uso de reticulantes
quimicos convencionales para fusionar restos de proteinas.

En algunas modalidades, las moléculas de &cido nucleico que codifican las proteinas de fusion se
expresan en células CHO o HEK-293. Preferentemente, la expresion de las proteinas de fusion en
las células huésped da como resultado una proteina de fusion secretada recuperable de al menos
135 mg/l a partir del sobrenadante de las células huésped. En algunas modalidades, se obtiene un
rendimiento de la proteina de fusion de al menos 135 mg/l mediante transfeccion transitoria. En
algunas modalidades, se obtiene un rendimiento ain mayor de la proteina de fusion, por ejemplo,
al menos 150, 200, 250, o 300 mg/l, mediante clones de células productoras estables, o
agrupaciones de clones. En algunas modalidades, a partir de una transfeccién transitoria, un
rendimiento de la proteina de fusidn es aproximadamente 130-400 mg/l. En algunas modalidades,
una proteina de fusion, o la IL-18, el fragmento de esta, la variante de IL-18, o el fragmento de la
variante de IL-18 escindido de la proteina de fusidn, se recupera en mas de aproximadamente 400
mg/l, entre 350-400 mg/l, 300-350 mg/l, 200-300 mg/l, 100-200 mg/l, o al menos 50 mg/l a partir
del sobrenadante de las células huésped.

En algunas modalidades, mediante el uso de un sistema de expresion de ovario de hamster chino
(CHO), la proteina de fusién se produce mediante un proceso que incluye las etapas de: (1)
recuperacion de células, que puede ser recuperar células CHO congeladas mediante bafio de agua a
37 °C; (2) subcultivo de celulas, que puede ser subcultivar las células y ajustar la densidad celular

a 6x10%ml para la transfeccion; (3) transfeccion y expresion, mediante el uso de una solucién 1 (en
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la que un pladsmido se diluye con un agente diluyente), una solucion 2 (en la que un reactivo de
transfeccion se diluye con un/el agente diluyente), y después mezclar la solucion 1, la solucion 2 'y
las células CHO, seguido de la incubacion de la mezcla en un agitador para la expresion durante
12-14 dias a 32 °C para recolectar el sobrenadante del cultivo después de la centrifugacion.

En algunas modalidades, se realiza un proceso de purificacién después de la expresion de la
proteina de fusion. En algunas modalidades, un proceso de purificacion incluye las etapas de: (1)
lavar una columna con un tampén de unién (10 veces el volumen) a un régimen de flujo de 1
ml/min; (2) cargar una muestra que contiene la proteina de fusion en la columna a un régimen de
flujo de 1 ml/min; (3) lavar la columna con 10 veces el volumen de tampdn PBS con un régimen
de flujo de 1 ml/min; (4) eluir la proteina del sodio con 40 mM de citrato de sodio (pH3.4);
opcionalmente, la muestra de elucion puede recolectarse en tubos (1 ml/min) y medirse para
determinar la densidad dptica (DO) mediante el uso de NanoDrop a 280 nm; y (5) realizar la

didlisis, por ejemplo, contra el tampdn PBS en una bolsa de diélisis durante toda la noche.
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EJEMPLOS

Los ejemplos siguientes se proporcionan para ilustrar mejor la invencion reivindicada y no deben
interpretarse como limitantes del alcance de la invencion. En la medida en que se mencionen
materiales especificos, es simplemente para propositos ilustrativos y no pretende limitar la
invencion. Un experto en la técnica puede desarrollar medios o reactivos equivalentes sin el
ejercicio de la capacidad de la invencidn y sin apartarse del alcance de la invencion.

Ejemplo 1

El N-terminal de la pro-I1L-18 se fusiono al C-terminal de un dominio CH3 de 1gG1 para modificar
genéticamente una variante de IL-18 capaz de expresarse en células de mamiferos. La pro-1L-18 se
fusion6 al bot6on de una proteina IgGl heterodimérica de boton en ojal. Se realizd una
modificacion adicional a la pro-IL-18 para reducir la agregacion de la molécula de manera que
cada residuo de cisteina tanto en el propéptido como en la IL-18 madura se sustituyd por serina
(“IL-18AS”, como en FUSE-480), alanina (“IL-18AA”, como en FUSE-481), o valina (“IL-
18AV”, como en FUSE-442). llustraciones de las tres variantes se muestran en el panel A de la
Figura 1.

La transfeccion transitoria en el sistema ExpiCHO dio como resultado titulos de 191, 214 y 198
mg/l para FUSE-480, FUSE-481 y FUSE-442, respectivamente. Se plante6 la hipétesis de que
estas proteinas de fusién Fc-pro-IL-18 albergan una version “enmascarada” de la 1L-18, donde la
actividad biologica de la 1L-18 fusionada se reduciria hasta que se escinde el propéptido. Para
evaluar la escision del propéptido, se insertd un sitio de escision especifico para la enterocinasa
(EK) dentro del propéptido (“pp”) aguas arriba de la secuencia de IL-18 madura en la ubicacion
del sitio de caspasa 1 enddgeno. Se eligio la EK debido a su sélida actividad de proteasa y a su
actividad en solucién salina tamponada con fosfato. Para evaluar la actividad biol6gica de las
proteinas de fusién Fc-pro-1L-18 antes y después del tratamiento con EK, se usé un sistema
indicador. Aqui, se usaron células HEK-Blue-IL-18 para cuantificar la actividad de la IL-18. Las
células HEK-Blue IL-18 se generan a partir de HEK-293 modificadas genéticamente para expresar
el complejo de receptores de 1L-18 humana (IL-18Ro/B) y un gen indicador de fosfatasa alcalina
embrionaria secretada (SEAP) inducible por NF-kb/AP-1. Las células también se modificaron
genéticamente para no responder al TNF-a humano y a la IL-1p. Tras la exposicion a la IL-18, las
HEK-Blue IL-18 producen SEAP de una manera dependiente de la dosis, lo cual puede
cuantificarse mediante un ensayo colorimétrico. Observamos que en comparacion con la 1L-18

humana madura recombinante, los tres mutantes indujeron una actividad biologica inferior en mas
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de 1,000 veces y hasta 100,000 veces. Tras el desenmascaramiento (escision enzimética) mediante
tratamiento con EK, la actividad bioldgica de la proteina liberada del mutante sustituido con
alanina (FUSE-480) y el mutante sustituido con valina (FUSE-442) no fue sustancialmente
diferente de la IL-18 madura humana recombinante. Después de la liberacion del mutante de serina
con EK (1B), sin embargo, si bien la actividad bioldgica se restauré en >30,000 veces, fue ~50
veces menos potente que la IL-18 humana madura recombinante. La potencia se midié como la
concentracion del articulo de prueba que indujo a tener la maxima produccion de SEAP (EC50-
SEAP).

Como se muestra en la Figura 2, la pro-IL-18mut2 se fusiond al boton de una proteina 1gG1
heterodimérica de boton en ojal. La IL-18mut2 incorpora cuatro sustituciones de aminoacidos que
se plantea como hipotesis que reducen la union a la IL-18BP al tiempo que se mantiene la union de
tipo salvaje al complejo de receptores de la IL-18. Se realiz6 una modificacion adicional a la pro-
IL-18mut2 para reducir la agregacion de la molécula, de manera que cada residuo de cisteina tanto
en el propéptido como en la IL-18mut2 madura se sustituyd por serina (IL-18mut2AS), alanina
(IL-18mut2AA), o valina (IL-18mut2AV). llustraciones de las tres variantes se muestran en el
panel A de la Figura 2. Como en la Figura 1, la actividad bioldgica se evalu6 mediante el uso de
HEK-Blue. En comparacion con la IL-18 humana madura recombinante, los tres mutantes
indujeron una actividad bioldgica inferior de al menos 100,000 veces. Tras el desenmascaramiento
(escision enzimatica) mediante tratamiento con EK, la actividad biologica de la proteina liberada
del mutante sustituido con alanina (FUSE-423) y el mutante sustituido con valina (FUSE-424) no
fue sustancialmente diferente de la IL-18 madura humana recombinante. Después de la liberacion
del mutante de serina con (FUSE422), sin embargo, aunque la actividad bioldgica se restaur6 en
aproximadamente 100,000 veces, fue aproximadamente 100 veces menos potente que la IL-18
humana madura recombinante. La potencia se midié como la concentracion del articulo de prueba
que indujo a tener la maxima produccién de SEAP (EC50-SEAP).

Como se muestra en la Figura 3, examinamos el impacto de un propéptido en el enmascaramiento
de la actividad biologica de la IL-18AV en el contexto de variantes de fusion con Fc que
incorporan IL-18AV en el C-terminal del Fc con (panel A, FUSE-442; Fc-EKpp-IL-18AV) 0 sin
(panel B, FUSE-505; Fc-EK-IL-18AV) el propéptido. Para la fusion en la que se elimind el
propéptido, el sitio de escision por EK que reemplazo el sitio de caspasa 1 se movio a una posicion
directamente entre el dominio CH2 del boton y la IL-18AV madura sin la adicion de un enlazador

flexible. Mediante el uso del ensayo de células indicadoras HEK-Blue IL-18AV como lectura,
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expusimos estas células a una titulacion de FUSE-442 o FUSE-505 con o sin tratamiento con EK.
La actividad biologica, medida como la EC50-SEAP, de FUSE-442 y FUSE-505 se atenud en
comparacion con la IL-18AV recombinante humana en 6rdenes de ~150 veces y ~15,000 veces,
respectivamente (panel C) de manera que la incorporacion del propéptido contribuy6 a ~100 veces
una atenuacion adicional en comparacion con la fusion con Fc sola. El tratamiento con EK,
disefiado para escindir el fragmento de IL-18AV de FUSE-505 y FUSE-442, condujo a la
restauracion de la actividad bioldgica. En el caso de FUSE-442, el tratamiento con EK dio como
resultado una actividad biologica que no fue sustancialmente diferente de la IL-18AV humana
madura recombinante. Sin embargo, para FUSE-505, aunque la actividad bioldgica se restaurd
después del tratamiento con EK, la potencia se mantuvo reducida en ~30 veces en comparacion
con la IL-18AV humana madura recombinante. La EC50-SEAP para cada compuesto se muestra
en el panel D. Dado que tanto FUSE-505 como FUSE-442 albergan la mismo IL-18AV, la
diferencia en la actividad después del desenmascaramiento con EK no pudo explicarse por ninguna
diferencia en la variante de IL-18AV. Més bien, observamos que la EK fue mucho menos eficiente
en la liberacién de la IL-18AV de FUSE-505 (<10 % de eficiencia de escision) que de FUSE-4442
(>95 % de eficiencia de escision). Por lo tanto, la reduccion de la actividad bioldgica observada a
partir de la escisién por EK de FUSE-505 frente a la escision por EK de FUSE-442 fue el resultado
de la liberacion de menos IL-18AV por la primera en comparacion con la segunda. Planteamos la
hipétesis de que la ausencia de un enlazador flexible entre el dominio CH3 del botén y la IL-18AV
en FUSE-505 dio como resultado un sitio de escision por EK basicamente inaccesible. Por el
contrario, el propéptido incorporado en FUSE-442 permiti6 un acceso suficiente de la EK a su sitio
de escision para la liberacion eficiente de IL-18AV. Los datos indican firmemente que en el
contexto de una proteina de fusion con Fc de IL-18AV, el propéptido no es necesario, pero
contribuye al enmascaramiento de la actividad bioldgica de la IL-18AV. En ausencia del
propéptido, el enmascaramiento es probablemente la consecuencia de un impedimento estérico
mediado por la proteina fusionada al N-terminal de IL-18AV

Como se muestra en la Figura 4, como en la Figura 3 con IL-18AV, examinamos el impacto de un
propéptido en el enmascaramiento de la actividad bioldgica de la IL-18mut2AV en el contexto de
variantes de fusiones con Fc que incorporan IL-18AVmut2 en el C-terminal del Fc con (panel A de
la Figura 4, FUSE-424; Fc-EKpp-1L-18mut2AV) o sin (panel B, FUSE-441; Fc-EK-IL-
18mut2AV) el propéptido. La actividad bioldgica de FUSE-441 y FUSE424 se atenu6 mucho en

comparacion con la IL-18 humana recombinante en 6rdenes de >100,000 veces (panel C). El



136/29

tratamiento con EK condujo a la restauracion de la actividad biologica. En el caso de FUSE-424, el
tratamiento con EK dio como resultado una actividad biolégica que no fue sustancialmente
diferente de la IL-18 humana madura recombinante. Para FUSE-441, sin embargo, aunque la gran
mayoria de la actividad biologica se restauré después del tratamiento con EK, la potencia se
mantuvo reducida en ~10 veces en comparacion con la IL-18 humana madura recombinante. La
EC50-SEAP para cada compuesto se muestra en el panel D. Dado que tanto FUSE-441 como
FUSE-442 albergan la misma IL-18mut2AV, la diferencia en la actividad después del
desenmascaramiento con EK no pudo explicarse por ninguna diferencia en la variante de 1L-18.
Mas bien, observamos que la EK fue mucho menos eficiente en la liberacion de la IL-18mut2AV
de FUSE-441 (<20 % de eficiencia de escision) que de FUSE-424 (>95 % de eficiencia de
escision). Por lo tanto, la reduccion de la actividad biologica observada a partir de la escision por
EK de FUSE-441 frente a la escision por EK de FUSE-424 probablemente fue el resultado de la
liberacion de menos IL-18mut2AV por la primera en comparacion con la segunda. Planteamos la
hip6tesis de que la ausencia de un enlazador flexible entre el dominio CH3 del botén y la IL-
18mut2AV en FUSE-441 dio como resultado un sitio de escision por EK basicamente inaccesible.
Por ejemplo, un enlazador flexible puede ser el propéptido; o el propéptido se comporta como un
enlazador flexible. Por el contrario, el propéptido incorporado en FUSE-424 permitié un acceso
suficiente de la EK a su sitio de escision para la liberacion eficiente de IL-18mut2AV. Los datos
indican firmemente que en el contexto de una proteina de fusién con Fc de IL-18mut2AV, el
propéptido no es necesario para enmascarar la actividad biolégica de la IL-18mut2AV, sino que
mas bien es la consecuencia de un impedimento estérico mediado por la proteina fusionada al N-
terminal de IL-18mut2AV. Como tal, planteamos la hipétesis de que cualquier proteina N-terminal
de tamafio suficiente (por ejemplo, aproximadamente 4 kDa o mas grande, por ejemplo, el
propéptido es de aproximadamente 4 kDa, Fc es de aproximadamente 28 kDa como un monoémero,
la HSA es de aproximadamente 66 kDa, VHH es de aproximadamente 14 kDa) seria capaz de
enmascarar la actividad bioldgica de la IL-18mut2AV; y que un sitio de escision por EK que
contiene un enlazador de tamafio suficiente (por ejemplo, 25 aminoacidos 0 mas grande) para
permitir el acceso a la EK, cuando se incorpora entre el Fc u otra mascara de proteina N-terminal y
la IL-18mut2AV, sustituiria al propéptido que contiene EK. Ademaés, si dicha proteina de
enmascaramiento N-terminal o fragmento de esta se modificara genéticamente o se transportara

naturalmente a través del reticulo endoplasmatico (ER), esto daria como resultado rendimientos de
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expresion a partir de la transfeccion transitoria de células de mamiferos tales como Expi-CHO
aceptables para el desarrollo terapéutico.

Como se muestra en la Figura 5, examinamos el impacto de fusionar la fusion propéptido-I1L-18AV
con el extremo C terminal de IgG1 de tipo salvaje (FUSE-507, panel A) e 1gG4 de tipo salvaje
(FUSE-509, panel B). En ambos formatos, una molécula de la fusion propéptido-IL-18AV se
enlaza a cada Fc-dominio CH3, lo que da como resultado dos moléculas de la fusion de
propéptido-1L-18AV por homodimero de IgGl o IgG4. Como se describié anteriormente, se
insertd un sitio de escision especifico para EK entre el propéptido y la secuencia de IL-18 madura
en la ubicacion del sitio de caspasa-1 endégeno. Para evaluar la actividad bioldgica de las proteinas
de fusion Fc-pro-1L-18 antes y después del tratamiento con EK, se usé el sistema de indicador de
células HEK-Blue-IL-18. Mediante el uso estos sistemas como lectura, expusimos las células
HEK-Blue-IL-18 a una titulacién de FUSE-507 (IgG1Fc-EKpp-IL-18AV) o FUSE-509 (IgG4Fc-
EKpp-IL-18AV) con o sin tratamiento con EK. La actividad bioldgica, medida como la EC50-
SEAP, de FUSE-507 y FUSE-509 se atenu6 mucho en comparacion con la IL-18 recombinante
humana en érdenes de >10,000 veces (panel C). El tratamiento con EK, disefiado para separar el
fragmento de IL-18AV de FUSE-507 y FUSE-509, condujo a una restauracion de la actividad
biologica que fue aproximadamente 2 veces mayor que la hrlL-18. Esta diferencia probablemente
fue el resultado de la liberacién de dos moléculas de IL-18AV por fusion con IgG1 o 1gG4, lo que
dio como resultado una relacién molar de aproximadamente 2:1 de IL-18AV a hrlL-18 cuando las
proteinas de fusion con 1gG1 o 1gG4 se escindieron completamente por EK. La EC50-SEAP para
cada compuesto se muestra en el panel D. También generamos versiones de FUSE-507 y FUSE-
509 sin el propéptido; IgG1Fc-EK-IL-18AV e IgG4Fc-EK-IL-18AV, respectivamente. Estas no se
expresaron bien, probablemente debido a la propension de la IL-18 a formar homodimeros y a la
ausencia de un enlazador flexible entre el dominio CH3 de 1gG1 o 1gG4 y la IL-18AV madura
(datos no mostrados). Los datos indican que en el contexto de una fusion de propéptido-1L-182AV,
es posible obtener tanto una expresion que supere los 135 mg/l como un
enmascaramiento/atenuacion de la actividad bioldgica de la IL-18AV tan alta 0 mayor que 100,000
veces (comparar la Figura 5 con la Figura 1 y 3) si IL-18AV se fusiona al extremo C terminal de
IgG1 o IgG4 de tipo salvaje (dos moléculas de IL-18AV) o a un botdn de IgG1 en el heterodimero
ojal (una molécula de IL-18AV). Los formatos que utilizan 1gG1 o 1gG4 de tipo salvaje indican la
posibilidad de una fusion lista para usar directa de fusiones propéptido-IL-18, sus variantes y
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fragmentos de estas a una serie de anticuerpos monoclonales, incluidos los comercializados tales
como Avelumab (anti-PDL1), Cetuximab (anti-EGFR), Trastuzumab (anti-HER?2/neu), etc.

Como se muestra en la Figura 6, para abordar la universalidad del enmascaramiento de la IL-18 y
sus variantes por un polipéptido fusionado al extremo N-terminal de la forma madura de la IL-18,
examinamos la capacidad de una proteina N-terminal (méascara) distinta del dominio Fc de 1gG
para atenuar la actividad bioldgica de la IL-18-AV con o sin el propéptido. El extremo N terminal
de IL-18AV con (panel A, FUSE-501) o sin (panel B, FUSE-503) el propéptido se fusiono al
extremo C terminal de la albimina sérica humana (HSA). Para la fusion en la que se eliming el
propéptido, el sitio de escision por EK que reemplazo el sitio de caspasa 1 se movid a una posicion
directamente entre el extremo C-terminal de la HSA y la IL-18AV madura sin la adicion de un
enlazador flexible. Mediante el uso del ensayo de células indicadoras HEK-Blue IL-18 como
lectura, expusimos estas células a una titulacion de FUSE-501 (HSA-EKpp-IL-18AV) o FUSE-503
(HSA-EK-IL-18AV) con o sin tratamiento con EK. La actividad biol6gica, medida como la EC50-
SEAP, de FUSE-501 (panel C) se atenué mucho en comparacion con la I1L-18 recombinante
humana en el orden de ~35,000 veces. FUSE-503 (panel D), que no contiene el propéptido,
también se atenu0 en el orden de ~3,500 veces. El tratamiento con EK, disefiado para escindir el
fragmento de IL-18AV de FUSE-501 y FUSE-503, condujo a la restauracién de la actividad
biologica. En el caso de FUSE-501, el tratamiento con EK dio como resultado una actividad
bioldgica que no fue sustancialmente diferente de la IL-18 humana madura recombinante. Sin
embargo, para FUSE-503, aunque la actividad bioldgica se aumenté con el tratamiento con EK, se
mantuvo ~40 veces mas debil que la IL-18 recombinante humana. La EC50-SEAP para cada
compuesto se muestra en el panel E. Dado que tanto FUSE-501 como FUSE-503 albergan la
misma IL-18AV, la diferencia en la actividad después del desenmascaramiento con EK no pudo
explicarse por ninguna diferencia en la variante de 1L-18. Mas bien, observamos que la EK fue
mucho menos eficiente en la liberacion de la IL-18AV de FUSE-503 (<20 % de eficiencia de
escision) que de FUSE-501 (>95 % de eficiencia de escision). Por lo tanto, la reduccion de la
actividad biologica observada a partir de la escision por EK de FUSE-503 frente a la escision por
EK de FUSE-501 fue el resultado de la liberacion de menos IL-18AV por la primera en
comparacion con la segunda. Planteamos la hipétesis de que la ausencia de un enlazador flexible
entre el extremo C-terminal de la HSA y la IL-18AV en FUSE-503 dio como resultado un sitio de
escision por EK basicamente inaccesible. Por el contrario, el propéptido incorporado en FUSE-501

permitié un acceso suficiente de la EK a su sitio de escision para la liberacion eficiente de IL-
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18AV. Tomado junto con los datos obtenidos a partir de las fusiones con Fc, los resultados indican
firmemente que en el contexto de una proteina de fusion HSA-IL-18AV, el propéptido no es
necesario para el enmascaramiento de la actividad bioldgica de IL-18AV, pero puede contribuir a
una mayor atenuacion cuando esta presente en las proteinas de fusion HSA-IL-18. Tanto para
FUSE-501 como para FUSE-503, el enmascaramiento parece ser la consecuencia de un
impedimento estérico mediado por la proteina fusionada al N-terminal de IL-18AV. Como tal,
estos datos proporcionan un respaldo adicional de que cualquier proteina N-terminal de tamafo
suficiente seria capaz de enmascarar la actividad biologica de la IL-18AV y que un sitio de
escision por EK que contiene un enlazador de tamafio suficiente para permitir el acceso a la EK,
cuando se incorpora entre el Fc, HSA u otra mascara de proteina N-terminal e IL-18AV, sustituiria
al propéptido que contiene EK. Ademas, si dicha proteina de enmascaramiento N-terminal o
fragmento de esta se modificara genéticamente o se transportara naturalmente a través del reticulo
endoplasmético (ER), esto daria como resultado rendimientos de expresion a partir de la
transfeccion transitoria de células de mamiferos tales como Expi-CHO aceptables para el
desarrollo terapéutico.

Como se muestra en la Figura 7, para abordar la universalidad del enmascaramiento de la IL-18 y
sus variantes mediante un polipéptido fusionado al extremo N-terminal de la forma madura de la
IL-18, examinamos la capacidad de una proteina N-terminal (méascara) distinta del dominio Fc de
IgG para atenuar la actividad bioldgica de la IL-18-mut2AV con o sin el propéptido. EI extremo N-
terminal de la IL-18mut2AV con (panel A, FUSE-502) o sin (panel B, FUSE-504) el propéptido se
fusion6 al extremo C-terminal de la albumina sérica humana (HSA). Para la fusion en la que se
elimino el propéptido, el sitio de escision por EK que reemplazé el sitio de caspasa 1 se movié a
una posicion directamente entre el extremo C-terminal de la HSA vy la IL-18AV madura sin la
adicion de un enlazador flexible. Mediante el uso del ensayo de células indicadoras HEK-Blue IL-
18 como lectura, expusimos estas células a una titulacion de FUSE-502 (HSA-EKpp-IL-
18mu2AV) o FUSE-504 (HSA-EK-IL-18mut2AV) con o sin tratamiento con EK. La actividad
bioldgica, medida como la EC50-SEAP, de FUSE-502 (panel C) y FUSE-504 (panel D) se atenud
mucho en comparacion con la IL-18 recombinante humana en 6rdenes de al menos ~30,000 veces
y ~50,000 veces, respectivamente. El tratamiento con EK, disefiado para escindir el fragmento IL-
18mut2AV de FUSE-504 y FUSE-502, condujo a la restauracion de la actividad biologica. En el
caso de FUSE-502, el tratamiento con EK dio como resultado una actividad biologica que no fue

sustancialmente diferente de la IL-18 humana madura recombinante (panel C). Para FUSE-504,
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aunque la gran mayoria de la actividad bioldgica se restaurd después del tratamiento con EK, la
potencia se mantuvo reducida en ~3 veces en comparaciéon con la IL-18 humana madura
recombinante (panel D). La EC50-SEAP para cada compuesto se muestra en el panel E. Dado que
tanto FUSE-504 como FUSE-502 albergan la misma IL-18mut2AV, la diferencia en la actividad
después del desenmascaramiento con EK no pudo explicarse por ninguna diferencia en la variante
de IL-18. Mas bien, observamos que la EK fue mucho menos eficiente en la liberacion de la IL-
18mut2AV de FUSE-504 (<20 % de eficiencia de escision) que de FUSE-502 (>95 % de eficiencia
de escision). Por lo tanto, la reduccién de la actividad bioldgica observada a partir de la escision
por EK de FUSE-504 frente a la escision por EK de FUSE-502 fue el resultado de menos IL-
18mut2AV liberada por la primero en comparacion con la segunda. Planteamos la hipotesis de que
la ausencia de un enlazador flexible entre el extremo C-terminal de la HAS y la IL-18mut2AV en
FUSE-504 dio como resultado un sitio de escision por EK basicamente inaccesible. Por el
contrario, el propéptido incorporado en FUSE-502 permiti6 un acceso suficiente de la EK a su sitio
de escision para la liberacion eficiente de IL-18mut2AV. Tomado junto con los datos obtenidos a
partir de las fusiones con Fc, los resultados indican firmemente que en el contexto de una proteina
de fusion HSA-IL-18mut2AV, el propéptido no es necesario para enmascarar la actividad
bioldgica de la IL-18mut2AV, sino que més bien es la consecuencia de un impedimento estérico
mediado por la proteina fusionada al N-terminal de IL-18mut2AV. Como tal, estos datos
proporcionan un respaldo adicional de que cualquier proteina N-terminal de tamafio suficiente
seria capaz de enmascarar la actividad bioldgica de la IL-18mut2AV y que un sitio de escision por
EK que contiene un enlazador de tamafio suficiente para permitir el acceso a la EK, cuando se
incorpora entre el Fc, HAS u otra mascara de proteina N-terminal y IL-18mut2AV, sustituiria al
propéptido que contiene EK. Ademas, si dicha proteina de enmascaramiento N-terminal o
fragmento de esta se modificara genéticamente o se transportara naturalmente a través del reticulo
endoplasmatico (ER), esto daria como resultado rendimientos de expresion a partir de la
transfeccion transitoria de células de mamiferos tales como Expi-CHO aceptables para el
desarrollo terapéutico.

Como se muestra en la Figura 8, examinamos el impacto del propéptido en la actividad bioldgica
de una sola IL-18AV fusionada al extremo N-terminal de Fc de 1gG1l. Los paneles A y B son
ilustraciones de ejemplo de IL-18AV fusionada en el boton de un dominio IgG1-Fc de boton en
ojal con el propéptido (FUSE-499; Fc-pp-IL-18AV; panel A) o sin el propéptido (FUSE-500; Fc-

IL-18AV; panel B). En este caso, utilizamos un propéptido de tipo salvaje en el que todos los
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residuos de cisteina se sustituyeron por valina, pero se mantuvo el sitio de caspasa 1. Para permitir
la translocacion de ambos constructos al reticulo endoplasmatico (ER) de las células de mamiferos
y, por lo tanto, la expresion/secrecion, el péptido sefial de la cadena Ig kappa (lider IgK) se
codifico aguas arriba del propéptido de FUSE-499 o la IL-18AV de FUSE-500. Mediante el uso
del ensayo de células indicadoras HEK-Blue IL-18 como lectura, examinamos la capacidad de
nuestro propéptido C —V (AV) para enmascarar la IL-18AV (FUSE-499) y la capacidad de la
caspasa 1 para desenmascarar/restaurar la actividad bioldgica. La actividad bioldgica, medida
como la EC50-SEAP, de FUSE499 se atenu6 mucho en comparacion con la IL-18 recombinante
humana en el orden de >50,000 veces (panel C). Por el contrario, en ausencia del propéptido en
FUSE-500, no hubo reduccién en la actividad biolégica en comparacion con la IL-18 humana
recombinante, lo que indica que en ausencia de un propéptido (u otro polipéptido) unido al
extremo N-terminal de la IL-18 madura, la proteina de fusion IL-18-Fc es completamente
funcional. Cabe destacar que el desenmascaramiento de FUSE-499 con la caspasa 1 dio como
resultado la restauracion de la actividad bioldgica que no fue notablemente diferente de la IL-18
recombinante humana. EI tratamiento con FUSE-500, que no contenia un dominio de
enmascaramiento ni un sitio de escision por caspasa 1, con caspasa 1, sirvié como control negativo
y, de hecho, no tuvo ningun efecto en la actividad biolégica. Estos datos indican que, en la
configuracidn por la cual el IL-18AV se enlaza al extremo N-terminal de una 1gG, el propéptido es
necesario para la atenuacion. Tomado junto con nuestros datos anteriores de que un dominio CH3
0 HSA atenuaron la actividad bioldgica de la IL-18AV e IL-18mut2AV cuando se fusionaron al
extremo N-terminal de cada variante de IL-18 sin la presencia de un propéptido, planteamos la
hipétesis de que cualquier polipéptido de tamafio suficiente fusionado al N-terminal de la I1L-18
madura y/o sus variantes y fragmentos de esta seria capaz de enmascarar la actividad bioldgica de
la IL-18. Si bien el polipéptido mas pequefio evaluado fue el propéptido (~6 kDa), los polipéptidos
tan pequefios como 2 kDa también serian de tamafio suficiente. En diversas modalidades, el
polipéptido o proteina cortos es de aproximadamente 2 kDa 0 no mayor de 250 kDa. Ademas, el
propéptido en FUSE-499 no se transporta naturalmente a través del ER, sino que se modifico
genéticamente para hacerlo mediante la adicion de una secuencia lider IgK aguas arriba a él. Esto
indica que se esperaria que cualquier polipéptido de tamafio suficiente fusionado al extremo N-
terminal de la IL-18 madura y/o sus variantes y fragmentos de esta atene la actividad bioldgica de
la IL-18. Es decir, el polipéptido N-terminal podria translocarse naturalmente al reticulo
endoplasméatico (ER) o podria modificarse genéticamente para hacerlo. En ambos casos, el
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transporte a través del RE es importante para obtener rendimientos de expresion a partir de la
transfeccion transitoria de células de mamiferos tales como Expi-CHO aceptables para el
desarrollo terapéutico.

Como se muestra en las Figuras 9A-91, examinamos si las proteasas distintas de la EK de prueba
de concepto podrian usarse para desenmascarar/activar la pro-IL-18. Como tal, elegimos (a) la
metaloproteinasa de matriz (MMP), MMP2, que se informa que se sobreexpresa preferentemente
en el microambiente tumoral y (b) la granzima B, que es liberada por linfocitos citotdxicos que
incluyen células NK vy linfocitos T CD8+ y, por lo tanto, pueden acumularse en los tumores
inflamados. Para la MMP2, reemplazamos el sitio de escision por EK dentro del propéptido (pp) de
FUSE-442 (Fc-EKpp-1L-18AV) con (a) la secuencia de escision por MMP2/9 (GPLGVR (SEQ ID
NO:89)) para generar FUSE-486 (Fc-MMP2pp-IL-18AV) y (b) la secuencia de escisién por
MMP2/9 (VHMPLGFLGP (SEQ ID NO:90)) para generar FUSE-487 (Fc-MMP2/9pp-IL-18AV).
(Desnoyers y otros, Sci Transl Med. 16 de octubre de 2013;5(207):207ral44.) En cada caso, la
MMP a la izquierda de la barra inclinada escinde preferentemente la secuencia peptidica antes
mencionada. Para la granzima B, sustituimos el sitio de escision por EK dentro del propéptido (pp)
tanto de FUSE-442 (Fc-EKpp-IL-18AV) como de FUSE-424 (Fc-EKpp-IL-18mut2AV) con un
sitio de escisién prototipico para la granzima B (IEQD (SEQ ID NO:88)); por lo tanto, se generan
FUSE-485 (Fc-GzmBpp-IL-18AV) y FUSE-462 (Fc-GzmBpp-IL-18mut2AV). FUSE-486, FUSE-
487, FUSE-485 y FUSE-462 se ilustran en las Figuras 9A y 9D. Mediante el uso del ensayo de
células indicadoras HEK-Blue IL-18 como una lectura, expusimos estas células a una titulacién de
(a) FUSE-486 o FUSE-487 (9B) con o sin tratamiento con MMP2 humana recombinante o (b)
FUSE-485 o FUSE-462 con o sin granzima B humana recombinante (FUSE-485 y FUSE-462) (ver
la Figura 9D). La actividad biol6gica, medida como la EC50-SEAP, de las fusiones de profarmaco
con MMP, FUSE486 y FUSE487, se atenu6 en gran medida en 6rdenes de hasta aproximadamente
5,000 veces en comparacion con la rhIL8. Después del tratamiento de FUSE-486 con MMP2, la
actividad biologica del fragmento de IL-18AV desenmascarado se restauro a dentro de 3 veces la
de la rhlL-18. A continuacion, afladimos un sitio de escision por granzima B inmediatamente C-
terminal al sitio de MMP en FUSE486 para crear FUSES587 (triangulo negro). Como se observa en
la Figura 9C, FUSES587 se atenu6 aproximadamente 3,000 veces con relacion a la 1L-18 humana
recombinante.

Curiosamente, observamos que la escision de FUSE587 con MMP2 libero una variante de IL-

18AV que aln estaba aproximadamente 100 veces atenuada con relacién a la IL-18 recombinante.
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Por el contrario, la escision con granzima B liberd una variante de IL-18AV con actividad similar a
la IL-18 recombinante. La escision con granzima B da como resultado la liberacion de IL-18AV
madura sin ningun residuo N-terminal que constituya un saliente, mientras que permanecen
salientes de polipéptidos N-terminal de 11 y 15 aminoacidos después de la escision de FUSE486 y
FUSES87, respectivamente, con MMP2. Especulamos que estos salientes podrian estar atenuando
la actividad de la IL-18AV, aunque en menor grado que la variante de propéptido de tamafio
completo. Este fendmeno se investigo adicionalmente en la Figura 11y la Figura 13.

FUSE-485 y FUSE-462 también se atenuaron mucho en comparacion con la IL-18 humana
recombinante en ordenes de >15,000 veces (9E y 9F). EIl tratamiento con granzima B humana
recombinante (rhGb), disefiado para escindir el fragmento de IL-18AV vy el fragmento de IL-
18mut2AV de FUSE-485 y FUSE-462, respectivamente, condujo a la restauracion de la actividad
bioldgica. En ambos casos, las variantes de IL-18 enmascaradas mostraron una atenuacion casi
idéntica y la actividad bioldgica restaurada fue aproximadamente 2 veces mas débil que la de la IL-
18 madura humana recombinante. Ademas, no observamos una diferencia apreciable entre la
actividad de la IL-18AV desenmascarada y la IL-18mut2AV.

Las tablas de resumen de las potencias (EC50-SEAP) para cada uno de los articulos de prueba se
muestran mas abajo en las Figuras 9A-9B y en la Figura 9F.

A continuacion, examinamos si nuestro hallazgo podria formar la base de una plataforma de IL-18
enmascarada lista para usar para dirigir variantes de pro-1L-18 a proteinas de la superficie celular,
lo que incluye, pero no se limita a, antigenos asociados a tumor (TAA). Como tal, utilizamos
cetuximab como nuestra proteina dirigida contra TAA de prueba de concepto para la fusion de pro-
IL-18. El cetuximab es un anticuerpo monoclonal dirigido al EGFR que se usa comercialmente
para el tratamiento de mdltiples indicaciones de cancer, lo que incluye el cancer colorrectal y de
cabeza y cuello. En primer lugar, fusionamos una pp-1L-18AV escindible por granzima B en el
extremo C-terminal del dominio Fc de cetuximab. Encontramos que la fusién de pp-Gb-IL-18AV
en el dominio CH3 del cetuximab, que forma un homodimero natural, se expresé deficientemente.
Esto se debio presuntamente a la presencia de dos Fab, porque un formato de IgG1 de botdn en ojal
en el que ppGb-IL-18AV se fusiond al botdn (u ojal) del extremo C-terminal y el Fab especifico de
EGR se fusiond al botdn (u ojal) N-terminal se expresé bien. FUSE-517 (Cetuximab_ KiH_ppGb-
IL-18-AV), como se ilustra en el panel G, consiste en el Fab de cetuximab fusionado al extremo N-
terminal del boton-Fc y ppGb-IL-18AV fusionada al extremo C-terminal del botdn-Fc. Mediante el

uso del ensayo de células indicadoras HEK-Blue IL-18 como lectura, expusimos estas células a
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una titulacion de FUSE-517 (9H) con o sin tratamiento con rhGb. Con relacion a la rhiL-18,
FUSE-517 se atenu6 mucho en el orden de >250,000 veces. El tratamiento de FUSE-517 con
rhGb, disefiada para escindir IL-18AV, condujo a la restauracion de la actividad biologica dentro
de 2 veces la de la rh1L-18.

La Figura 91 son tablas de resumen de potencias (EC50-SEAP) relacionadas con los datos
mostrados en la Figura 9H. En general, los datos indican firmemente que tanto la MMP2 como la
granzima B son capaces de desenmascarar/activar la IL-18AV (e IL-18mut2AV con granzima B)
en el contexto de una méascara de pp fusionada entre un dominio CH3 de I1gG y el fragmento de IL-
18AV madura. Dada nuestra capacidad de usar con éxito otros polipéptidos que se translocan a
través del RE como mascaras cuando se fusionan al extremo N-terminal de maltiples variantes de
IL-18, nuestra observacion sugiere firmemente que las proteinas de fusién enmascaradas de 1L-18,
sus variantes o fragmentos de estas, pueden modificarse genéticamente para activarse
selectivamente por las proteasas encontradas en los tumores/los tumores inflamados, lo que
incluyen las MMP y las granzimas. Como se muestra en la Figura 10, examinamos la
susceptibilidad de variantes de IL-18 seleccionadas a la atenuacién de la actividad bioldgica por su
antagonista natural, la 1L-18 BP. El panel A de la Figura 10 es una ilustracion de las proteinas de
fusion de IL-18 examinadas. Es decir, FUSE-442 (Fc-EKpp-IL-18AV) y FUSE-424 (Fc-EKpp-IL-
18mut2AV). Ambas variantes contienen las mismas sustituciones de cisteina a valina, sin embargo,
FUSE-424 alberga una IL-18AV madura (denominada IL-18mut2AV) aguas abajo del polipéptido
(pp) que incluye las siguientes mutaciones: M51K, K53G, M60L y M113V. Estos cuatro residuos
dentro del fragmento de 18 kDa de la IL-18 madura se describieron previamente como importantes
para la unién/enmascaramiento de la IL-18 de tipo salvaje. Por lo tanto, planteamos la hipétesis de
que la sustitucion de estos residuos reduciria la unién de 1L-18 BP de manera que la IL-18 AVmut2
mantendria la actividad biologica en presencia de la IL-18BP, que a menudo esta
sobrerrepresentada con relacion a la IL-18 en el microambiente tumoral (TME). Como en ejemplos
anteriores, se uso HEK Blue IL-18 para evaluar la actividad bioldgica mediante SEAP impulsada
por MYD88 y la potencia informada como EC50-SEAP. FUSE-442 (Fc-EKpp-IL-18AV) y FUSE-
424 (Fc-EKpp-IL-18mut2AV) se trataron con EK para liberar la IL-18AV madura o IL-
18mut2AV, respectivamente. Cada producto de escision se tituld después de 1 pg/ml a 1 pg/ml en
medio solo o medio que contenia 1.25 pg/ml de IL-18-BP recombinante humana (hrIL-18-BP). La
IL-18 recombinante humana (hrIL-18) se usé como la molécula de referencia para la inhibicion de

tipo salvaje de la actividad indicadora de HEK Blue IL-18 mediada por rhIL-18BP. Los paneles B
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(rhIL-18), D (FUSE-442) y F (FUSE-424) son gréaficos x-y no lineales de la liberacién de SEAP
(actividad indicadora de IL-18R) en el eje y frente a la concentracion del articulo de prueba en el
eje X, en presencia 0 ausencia de IL-18BP. Se muestra un resumen de las potencias biologicas
(EC50-SEAP) relevantes para cada grafico como paneles C, E y G (debajo de cada gréafico x-y).
Como esta bien documentado, observamos una fuerte atenuacion de la rhIL-18 por parte de la
rhlL-18BP en el orden de al menos 300-1,000 veces. Para la IL-18AV liberada de FUSE442,
observamos una atenuacion de la actividad bioldgica de aproximadamente 100 a 150 veces (es
decir, ~3-6 veces menos que la rhiL-18), lo que sugiere que la afinidad aparente de IL-18AV por
IL-18BP es méas débil que la de rhlL-18 por IL-18BP. Cabe destacar que el producto de escision de
FUSE424, IL-18mut2AV, parecid resistente a la atenuacion biolégica por la rhlL-18BP. Como se
observa en el panel F, no observamos ninguna diferencia apreciable en la actividad bioldgica entre
la IL-18mut2AV liberada de FUSE424 y la misma molécula expuesta a rhIL-18BP. Estos datos
sugieren firmemente que IL-18mut2AV se une con una afinidad aparente mucho maés débil a rhiL-
18BP en comparacién con IL-18AV o rhIL-18. Como tal, una version enmascarada de IL-
18mut2AYV disefiada para ser liberada por proteasas presentes en el TME que incluyen, pero no se
limitan a, MMP2, 9 y 14 y/o proteasas liberadas en tumores inflamados que incluyen, pero no se
limitan a, granzimas A, B y M, puede predecirse que funciona en presencia de IL-18BP para
promover la actividad antitumoral a través de maltiples vias que incluyen, pero no se limitan a, la
actividad Th1 y Tcl mediada por IFNy.

Ejemplo 2

Como se muestra en la Figura 11, examinamos el impacto del tamafio de los polipéptidos
fusionados al extremo N-terminal de la IL-18 madura en la actividad bioldgica de una sola IL-
18AV fusionada al extremo N-terminal del Fc de IgG1. Los paneles A son ilustraciones de ejemplo
de IL-18AV fusionada en el boton de un dominio 1gG1-Fc de boton en ojal con polipéptidos de
diferente tamafio que varian de una variante de propéptido (FUSE-499; descrita en la Figura 18) a
35 aminoacidos (FUSE756) a 15 aminoacidos (FUSE757 y FUSE758). Para permitir la
translocacion de todos los constructos al reticulo endoplasmatico (ER) de células de mamiferos vy,
por lo tanto, la expresion/secrecion, el péptido sefial de la cadena Ig kappa (lider IgK) se codificd
aguas arriba de los polipéptidos (y escindi6 la sefial peptidasa en el ER). Los polipéptidos de
FUSE756 y FUSE757 se componen de una serie de residuos de glicina y serina mientras que el de
FUSE758 es la secuencia del saliente generado por la escision mediada por MMP2 del sitio de
escision por MMP, KPLGLQARVVGGGG (SEQ ID NO:252). En estos tres casos, el extremo C-
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terminal de los polipéptidos N-terminales también incorporo el sitio para granzima B, IEQD (SEQ
ID NO:88). Mediante el uso del ensayo de células indicadoras HEK-Blue IL-18 como una lectura,
examinamos la capacidad de los polipéptidos de diferentes tamafios para atenuar/enmascarar la IL-
18AV-Fc (FUSES500; cuadrados cerrados) o la rhIL-18 (tramas cruzadas negras “X’’). Todos los
polipéptidos fusionados al extremo N-terminal de la IL-18AV madura redujeron la actividad
bioldgica, medida como EC50-SEAP, en al menos 100 veces. FUSE499 (triangulos cerrados) fue
la mas atenuada (>10,000 veces). FUSE757 (diamantes cerrados) y 758 (triangulo inverso abierto),
que incluyeron ambas polipéptidos de 11 aminoacidos fusionados al extremo N-terminal de la IL-
18AV madura, fueron aproximadamente 250 veces menos activas biolégicamente con relacion a
FUSE500 o rhIL-18. FUSE756 (triangulos abiertos), que contenia un polipéptido de 31
aminoacidos fusionado al extremo N-terminal de la IL-18 AV madura fue aproximadamente 1,000
veces menos activa biolégicamente con relacion a FUSE500 o rhlL-18. Por lo tanto, todos los
polipéptidos evaluados y proteinas mas grandes que incluyen HSA y fragmentos de IgG de
ejemplos anteriores, fusionados al extremo N-terminal de la IL-18AV madura, independientemente
del tamafio o constitucion de aminodacidos, atenuaron la actividad bioldgica de la IL-18 madura. El
grado de atenuacion parece correlacionarse positivamente con el tamafio del polipéptido/proteina
fusionado al extremo N-terminal de la IL-18.

Ejemplo 3

Técnicas y procedimientos

Ensayo de activacion de células HEK-Blue-IL-18 con proteinas FUSE o 1L-18

Las células HEK-Blue™-IL-18 de Invivogen se mantuvieron en medio de cultivo (medio DMEM
con 4.5 g/l de glucosa, 2 mM de L-glutamina, suero fetal bovino inactivado por calor al 10 % (v/v),
100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 100 pg/ml de Normocin y 1x de reactivo de
seleccion HEK-Blue). Las células HEK-Blue™ IL-18 se modifican genéticamente a partir de la
linea celular de rifion embrionario humano 293 (HEK293) para expresar de manera estable genes
que codifican el receptor de IL-18 (IL-18R) y la proteina accesoria del receptor de IL-18 (IL-
18RAP) y expresan un gen indicador de fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) inducible
por NF-Kb/AP-1, por lo tanto resultan Utiles para la deteccion de la IL-18 bioactiva mediante el
monitoreo de la activacion de las vias NF-Kb y AP-1 a través de la cuantificacion en el
sobrenadante del nivel de SEAP (que se produce tras la activacion de NF-Kb) con una solucion
como la solucion QUANTI-BLUE™., Ademas, las respuestas al TNF-a y a la IL-1p humanas se
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han blogueado en las células HEK-Blue™ |L-18, por lo que las células HEK-Blue™ [L-18
responden especificamente a la IL-18.

El dia del montaje del experimento, las células HEK-Blue-IL-18 se enjuagaron suavemente dos
veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) precalentada y después se desprendieron
en PBS al golpetear el matraz. Las células HEK-Blue-1L-18 desprendidas se resuspendieron en
medio de prueba precalentado (DMEM con 4.5 g/l de glucosa, 2 mM de L-glutamina, FBS
inactivado por calor al 10 % (v/v), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina) a la
densidad de 5x10° células por ml. Para sembrar las células (50,000 células por pocillo), se
afiadieron 100 pl de células HEK-Blue-IL-18 resuspendidas a pocillos designados en una placa de
96 pocillos.

Para la preparacion de proteinas, las proteinas FUSE se diluyeron en medio de prueba de 500,000
pg/ml a 6.4 pg/ml (2% de concentracion final) mediante dilucién en serie de 5 veces. La IL-18
también se diluyé en medio de prueba de 800 pg/ml a 1.28 pg/ml (2x de concentracion final)
mediante dilucion en serie de 5 veces. Para tratar las células HEK-Blue-IL-18, se afiadieron 100 pl
de proteinas FUSE o IL-18 preparadas a los pocillos designados con 50,000 células en la placa de
96 pocillos, y después las proteinas se mezclaron suavemente con las células. La placa de 96
pocillos se incubd a continuacién a 37 °C con 5 % de CO> durante 24 horas.

Después de 24 horas de activacion, las células HEK-Blue-1L-18 liberaron fosfatasa alcalina
secretada en el sobrenadante. Se transfirieron 20 pl de sobrenadante de cultivo de células HEK-
Blue-IL-18 a una nueva placa de 96 pocillos. Mientras tanto, la solucion QUANTI-Blue de
Invivogen se prepardé mediante la adicion de 1 ml de reactivo QB y 1 ml de tamp6n QB a 98 ml de
agua estéril. Se afnadieron después 180 ul de solucion QUANTI-Blue preparada a la placa de 96
pocillos con 20 pl de sobrenadante de cultivo de células HEK-Blue-1L-18 y se incubaron a 37 °C
durante 4 horas. El nivel de fosfatasa alcalina secretada relacionada con la activacion de células
HEK-Blue-IL-18 se detecté midiendo la DO a 630 nm mediante el uso de un espectrofotometro.
Ensayo de activacion de células HEK-Blue-1L-18 con proteinas FUSE escindidas por enterocinasa
(EK)

Las células HEK-Blue-1L-18 de Invivogen se mantuvieron en medio de cultivo. El dia del montaje
del experimento, las células HEK-Blue-1L-18 se enjuagaron suavemente dos veces con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) precalentada y despues se desprendieron en PBS al golpetear
el matraz. Las celulas HEK-Blue-1L-18 se resuspendieron en medio de prueba precalentado a la

densidad de 5x10° células por ml. Para sembrar las células (50,000 células por pocillo), se
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afiadieron 100 pl de células HEK-Blue-IL-18 resuspendidas a pocillos designados en una placa de
96 pocillos.

Para la escision de la proteinas FUSE, se mezclaron 4 pg de proteina FUSE con 80 ng de enzima
EK y 2 ul de PBS 10x en un tubo. Se afiadi6o agua estéril al tubo para llevar el volumen total de la
reaccion a 20 pl. El tubo se incubd a continuacién a 25 °C durante 40 minutos. Después de la
incubacién de 40 minutos, las proteinas FUSE escindidas se diluyeron en medio de prueba de
500,000 pg/ml a 6.4 pg/ml (2x de concentracion final) mediante una dilucion en serie de 5 veces.
La IL-18 también se diluyé en medio de prueba de 800 pg/ml a 1.28 pg/ml (2x de concentracion
final) mediante dilucion en serie de 5 veces. Para tratar las células HEK-Blue-IL-18, se afiadieron
100 pl de proteinas FUSE escindidas o IL-18 preparadas a los pocillos designados con 50,000
células en la placa de 96 pocillos y después se mezclaron suavemente las células con proteinas. La
placa de 96 pocillos se incub6 a continuacién a 37 °C con 5 % de CO2 durante 24 horas.

Después de 24 horas de activacion, se transfirieron 20 pl de sobrenadante de cultivo de células
HEK-Blue-1L-18 con fosfatasa alcalina secretada a una nueva placa de 96 pocillos. Mientras tanto,
se prepard la solucion QUANTI-Blue mediante la adicion de 1 ml de reactivo QB y 1 ml de
tampon QB a 98 ml de agua estéril. Se afiadieron después 180 pl de solucion QUANTI-Blue
preparada a la placa de 96 pocillos con 20 ul de sobrenadante de cultivo de células HEK-Blue-IL-
18 y se incubaron a 37 °C durante 4 horas. El nivel de fosfatasa alcalina secretada relacionada con
la activacion de células HEK-Blue-IL-18 se detecté midiendo la DO a 630 nm mediante el uso de
un espectrofotémetro.

Ensayo de activacion de células HEK-Blue-IL-18 con proteinas FUSE escindidas por
metaloproteinasa de matriz (MMP)

Las células HEK-Blue-1L-18 de Invivogen se mantuvieron en medio de cultivo. El dia del montaje
del experimento, las células HEK-Blue-1L-18 se enjuagaron suavemente dos veces con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) precalentada y después se desprendieron en PBS al golpetear
el matraz. Las celulas HEK-Blue-1L-18 se resuspendieron en medio de prueba precalentado a la
densidad de 5x10° células por ml. Para sembrar las células (50,000 células por pocillo), se
afiadieron 100 pl de células HEK-Blue-IL-18 resuspendidas a pocillos designados en una placa de
96 pocillos.

Para la escision de las proteinas FUSE, se mezcld 1 pg de proteina FUSE con 280 ng de enzima
MMP2 o0 MMP9 y 2.8 ul de tampon de ensayo 10x (500 mM de Tris, 100 mM de CaCl2, 1,500
mM de NaCl, Brij-35 al 0.5 % (p/v), pH 7.5), en un tubo. Se afiadi6 agua estéril al tubo para llevar
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el volumen total de la reaccion a 28 pl. El tubo se incub6 a continuacion a 37 °C durante 2 horas.
Después de 2 horas de incubacion, las proteinas FUSE escindidas se diluyeron en medio de prueba
de 500,000 pg/ml a 6.4 pg/ml (2x de concentracion final) mediante una dilucion en serie de 5
veces. La IL-18 también se diluyé en medio de prueba de 800 pg/ml a 1.28 pg/ml (2x de
concentracion final) mediante dilucion en serie de 5 veces. Para tratar las células HEK-Blue-IL-18,
se afiadieron 100 pl de proteinas FUSE escindidas o IL-18 preparadas a los pocillos designados
con 50,000 ceélulas en la placa de 96 pocillos y después se mezclaron suavemente las células con
proteinas. La placa de 96 pocillos se incub6 a continuacion a 37 °C con 5 % de CO2 durante 24
horas.

Después de 24 horas de activacion, se transfirieron 20 pl de sobrenadante de cultivo de células
HEK-Blue-IL-18 con fosfatasa alcalina secretada a una nueva placa de 96 pocillos. Mientras tanto,
se prepard la solucion QUANTI-Blue mediante la adicion de 1 ml de reactivo QB y 1 ml de
tampon QB a 98 ml de agua estéril. Se anadieron después 180 pul de solucion QUANTI-Blue
preparada a la placa de 96 pocillos con 20 ul de sobrenadante de cultivo de células HEK-Blue-IL-
18 y se incubaron a 37 °C durante 4 horas. El nivel de fosfatasa alcalina secretada relacionada con
la activacion de células HEK-Blue-IL-18 se detecté midiendo la DO a 630 nm mediante el uso de
un espectrofotémetro.

Ensayo de activacién de células HEK-Blue-IL-18 con proteinas FUSE escindidas por caspasa |

Las células HEK-Blue-1L-18 de Invivogen se mantuvieron en medio de cultivo. El dia del montaje
del experimento, las células HEK-Blue-1L-18 se enjuagaron suavemente dos veces con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) precalentada y después se desprendieron en PBS al golpetear
el matraz. Las células HEK-Blue-IL-18 se resuspendieron en medio de prueba precalentado a la
densidad de 5x10° células por ml. Para sembrar las células (50,000 células por pocillo), se
afiadieron 100 pl de células HEK-Blue-IL-18 resuspendidas a pocillos designados en una placa de
96 pocillos.

Para la escision de las proteinas FUSE, se mezclaron 14 ug de proteina FUSE con 0.5 unidades de
enzima caspasa [ y 2.8 ul de tampon de ensayo 10x (500 mM de Hepes, pH 7.2, 500 mM de NaCl,
Chaps al 1 %, 100 mM de EDTA, glicerol al 50 % y 100 mM de DTT) en un tubo. Se afiadi6 agua
estéril al tubo para llevar el volumen total de la reaccion a 28 pl. El tubo se incub6 a continuacion a
37 °C durante 2 horas. Después de 2 horas de incubacion, las proteinas FUSE escindidas se
diluyeron en medio de prueba de 500,000 pg/ml a 6.4 pg/ml (2x de concentracion final) mediante

una dilucién en serie de 5 veces. La IL-18 también se diluyé en medio de prueba de 800 pg/ml a
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1.28 pg/ml (2x de concentracion final) mediante dilucion en serie de 5 veces. Para tratar las células
HEK-Blue-IL-18, se afiadieron 100 pl de proteinas FUSE escindidas o IL-18 preparadas a los
pocillos designados con 50,000 células en la placa de 96 pocillos y después se mezclaron
suavemente las células con proteinas. La placa de 96 pocillos se incubo a continuacion a 37 °C con
5 % de CO: durante 24 horas.

Después de 24 horas de activacion, se transfirieron 20 pl de sobrenadante de cultivo de células
HEK-Blue-1L-18 con fosfatasa alcalina secretada a una nueva placa de 96 pocillos. Mientras tanto,
se prepard la solucion QUANTI-Blue mediante la adicion de 1 ml de reactivo QB y 1 ml de
tampon QB a 98 ml de agua estéril. Se anadieron después 180 pul de solucion QUANTI-Blue
preparada a la placa de 96 pocillos con 20 ul de sobrenadante de cultivo de células HEK-Blue-IL-
18 y se incubaron a 37 °C durante 4 horas. El nivel de fosfatasa alcalina secretada relacionada con
la activacion de células HEK-Blue-IL-18 se detecté midiendo la DO a 630 nm mediante el uso de
un espectrofotometro.

Ensayo de activacion de celulas HEK-Blue-1L-18 con proteinas FUSE escindidas por granzima B
Las células HEK-Blue-1L-18 de Invivogen se mantuvieron en medio de cultivo. El dia del montaje
del experimento, las células HEK-Blue-1L-18 se enjuagaron suavemente dos veces con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) precalentada y después se desprendieron en PBS al golpetear
el matraz. Las células HEK-Blue-IL-18 se resuspendieron en medio de prueba precalentado a la
densidad de 5x10° células por ml. Para sembrar las células (50,000 células por pocillo), se
afiadieron 100 pl de células HEK-Blue-IL-18 resuspendidas a pocillos designados en una placa de
96 pocillos.

La granzima B humana activa madura se genero al escindir la pro-granzima B humana mediante el
uso de la enzima EK. En resumen, se mezclaron 4 pg de pro-granzima B humana con 40 ng de
enzima EK y 2 pl de PBS 10% en un tubo. Se afiadié agua estéril al tubo para llevar el volumen
total de la reaccion a 20 pl. El tubo se incubo a continuacion a 25 °C durante 40 minutos. Después
de 40 minutos de incubacion, se usoO la granzima humana B activada para escindir las proteinas
FUSE. En resumen, se mezclaron 10 pg de proteinas FUSE con 1 ug de granzima B humana
activada en tampon de ensayo (50 mM de HEPES (pH 7.4), 100 mM de NaCl, CHAPS al 0.1 %, 1
mM de EDTA, glicerol al 10 %) y se incubaron durante cierto tiempo indicado en cada
experimento a 37 C.

Las proteinas FUSE escindidas por granzima B se diluyeron después en medio de prueba de

500,000 pg/ml a 6.4 pg/ml (2x de concentracion final) mediante dilucion en serie de 5 veces. La
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IL-18 también se diluy6 en medio de prueba de 800 pg/ml a 1.28 pg/ml (2x de concentraciéon final)
mediante dilucion en serie de 5 veces. Para tratar las células HEK-Blue-IL-18, se afiadieron 100 pl
de proteinas FUSE escindidas o IL-18 preparadas a los pocillos designados con 50,000 células en
la placa de 96 pocillos y después se mezclaron suavemente las células con proteinas. La placa de
96 pocillos se incubo a continuacion a 37 °C con 5 % de CO> durante 24 horas.

Después de 24 horas de activacion, se transfirieron 20 pl de sobrenadante de cultivo de células
HEK-Blue-1L-18 con fosfatasa alcalina secretada a una nueva placa de 96 pocillos. Mientras tanto,
se prepard la solucion QUANTI-Blue mediante la adicion de 1 ml de reactivo QB y 1 ml de
tampon QB a 98 ml de agua estéril. Se anadieron después 180 pul de solucion QUANTI-Blue
preparada a la placa de 96 pocillos con 20 ul de sobrenadante de cultivo de células HEK-Blue-IL-
18 y se incubaron a 37 °C durante 4 horas. El nivel de fosfatasa alcalina secretada relacionada con
la activacion de células HEK-Blue-IL-18 se detecté midiendo la DO a 630 nm mediante el uso de
un espectrofotometro.

Bloqueo por IL-18BP de la activacion de células HEK-Blue-IL-18 inducida por proteinas FUSE o
IL-18

Las células HEK-Blue-1L-18 de Invivogen se mantuvieron en medio de cultivo. El dia del montaje
del experimento, las células HEK-Blue-IL-18 se enjuagaron suavemente dos veces con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) precalentada y después se desprendieron en PBS al golpetear
el matraz. Las células HEK-Blue-1L-18 se resuspendieron en medio de prueba precalentado a la
densidad de 5x10° células por ml. Para sembrar las células (50,000 células por pocillo), se
afiadieron 100 pl de células HEK-Blue-IL-18 resuspendidas a pocillos designados en una placa de
96 pocillos.

Las proteinas FUSE no escindidas o escindidas se prepararon en medio de prueba de 1,000,000
pg/ml a 12.8 pg/ml (4x de concentracion final) mediante dilucién en serie de 5 veces. La IL-18BP
se diluy6 en medio de prueba a la concentracion de 5,000,000 pg/ml (4x de concentracidn final).
Para tratar las células HEK-Blue-1L-18, se mezclaron 50 ul de proteinas FUSE no escindidas o
escindidas preparadas y 50 ul de IL-18BP preparada, se incubaron durante 1 hora, y después se
afiadieron a los pocillos designados con 50,000 células en la placa de 96 pocillos y después se
mezclaron suavemente las células con proteinas. La placa de 96 pocillos se incub6 a continuacion a
37 °C con 5 % de CO2 durante 24 horas. Dado que nuestras proteinas de fusion han atenuado la
unién al complejo IL-18R, prevemos que también habran reducido la union a IL-18BP, en

comparacion con las proteinas FUSE escindidas, porque tanto el IL-18R como la IL-18BP
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compiten por la unién a IL-18. Las estructuras cristalinas recientes de complejos binarios y
ternarios de hIL-18 con sus receptores han demostrado que la IL-18BP compite directamente con
el dominio D3 de la hIL-18Ra por la union a hIL-18, solapando el sitio de unién Il de hiL-18
identificado previamente (Krumm, y otros, Acta Crystallogr F Struct Biol Commun. 1 de junio de
2015; 71(Pt 6): 710-717).

Después de 24 horas de activacion, se transfirieron 20 ul de sobrenadante de cultivo de células
HEK-Blue-1L-18 con fosfatasa alcalina secretada a una nueva placa de 96 pocillos. Mientras tanto,
se prepard la solucion QUANTI-Blue mediante la adicion de 1 ml de reactivo QB y 1 ml de
tampon QB a 98 ml de agua estéril. Se anadieron después 180 pul de solucion QUANTI-Blue
preparada a la placa de 96 pocillos con 20 ul de sobrenadante de cultivo de células HEK-Blue-IL-
18 y se incubaron a 37 °C durante 4 horas. El nivel de fosfatasa alcalina secretada relacionada con
la activacion de células HEK-Blue-IL-18 se detecté midiendo la DO a 630 nm mediante el uso de
un espectrofotometro.

Ensayo de union por interferometria de biocapa

Las proteinas de recubrimiento se prepararon en 1xPBS con Tween-20 al 0.02 % con la
concentracion final de 15 ug/ml. También se prepard la proteina de captura, y se diluy6 en serie
(dilucién de 4 veces que varia de 400 nM a 1.6 nM) en 1xPBS con Tween-20 al 0.02 %. Los
biosensores se humedecieron previamente en 200 ul de 1xPBS con Tween-20 al 0.02 % durante 10
minutos. Mientras tanto, el sistema Octet BLI (ForteBio) se precalentd durante 30 minutos y el
régimen de flujo se fijo en 1,000 rpm. Los biosensores (biosensor de captura) se remojaron en 250
ul de 1xPBS con Tween-20 al 0.02 % durante 60 segundos a 30 C para obtener una lectura inicial.
Después de la lectura inicial de 60 segundos, los biosensores se expusieron a proteinas de
recubrimiento durante 300 segundos a 30 T para la asociacion entre el anticuerpo y los biosensores
(acoplando las proteinas de recubrimiento con los biosensores). Los biosensores con proteinas de
recubrimiento se expusieron después a proteinas de captura en 250 ul de 1xPBS con Tween-20 al
0.02 % a 30T durante 300 segundos para la reaccion de asociacion entre las proteinas de
recubrimiento y las proteinas de captura (curva de asociacion). Después de una reaccion de
asociacion de 300 segundos entre las proteinas de recubrimiento y las proteinas de captura, los
biosensores con proteinas de recubrimiento y proteinas de captura se expusieron después a 250 ul
de 1xPBS con Tween-20 al 0.02 % a 30 C durante 300 segundos para la reaccion de disociacion
entre las proteinas de recubrimiento y las proteinas de captura (curva de disociacion). Para la union

a IL18BP, cada mutante de IL18 se recubrid en las puntas de biosensor de AHC y se sonded con
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IL-18BP etiquetada con His recombinante en concentraciones que variaron de 400 nM a 1.6 nM.
Para la unién a IL18Ra, la IL18Ra etiquetada con His se recubri6 en puntas de biosensor de niquel
y se sonde0 con cada mutante de IL18 recombinante en concentraciones que variaron de 400 nM a
1.6 nM. La afinidad de union se calculé mediante el algoritmo de ajuste de datos integrado.
Ejemplo 4

Como se muestra en la Figura 12, modificamos genéticamente once mutantes de IL-18 humana (se
muestra IL-18AV) y medimos su capacidad para unirse a la IL-18BP humana recombinante e IL-
18RA humano recombinante (también denominado IL-18Ra). Todos los articulos de prueba se
generaron como proteinas de fusion con Fc con la variante de IL-18 fusionada al extremo N-
terminal del Fc (ver la Figura 11A). Las localizaciones y sustituciones de aminoacidos asociadas
con cada variante se representan en la Figura 12A.

Para evaluar la union a la IL18BP humana o al IL18Ra humano, se generaron graficos de union
cinética mediante interferometria de biocapa (BLI) mediante el uso de un sistema Octet (ForteBio).
Para la unién a la IL18BP, cada mutante de I1L18 se recubri6 sobre las puntas del biosensor AHC y
se sonded con IL-18BP etiquetada con His recombinante a concentraciones que variaron de 400
nM a 1.6 nM (Figura 12B). Para la union a IL18Ra, el IL18Ra etiquetado con His se recubrid en
puntas de biosensor de niquel y se sonde6 con cada mutante de IL18 recombinante en
concentraciones que variaron de 400 nM a 1.6 nM (Figura 12D). Las tablas de resumen para la
union a IL-18BP e IL18-RA (afinidad de union (KD), velocidad de asociacion (k-as) y velocidad
de disociacién (k-dis)) se muestran en las Figuras 12C y 12E, respectivamente.

Los once mutantes de I1L-18 se unieron a la IL18BP con una afinidad méas débil que FUSE500 (IL-
18-AV-Fc humana de tipo salvaje). Cinco mutantes se asociaron con una unién no apreciable.
Estos son FUSE545, FUSE599, FUSE600, FUSE601 y FUSEG02.

Por el contrario, los once mutantes mantuvieron una union apreciable al IL18RA. Las afinidades
variaron de 11 nM a 30 nM, que fue solo entre 1.5 veces y 4 veces mas débil que la afinidad de
FUSES00 por IL-18RA (7.4 nM).

Ejemplo 5

Como se muestra en la tabla mas abajo, tabulamos las afinidades de union de once variantes
mutantes de IL-18 humana (se muestra IL-18AV) a la IL18BP humana e IL18Ra humano. Cada
proteina de IL-18 se generd como una proteina de fusion con Fc de manera que la variante de IL-

18 se fusiono al extremo N-terminal del Fc (ver la Figura 11A).
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Proteina Mutante Kd IL-BP (nM) Kd IL-18Ra (nM)
IL18 4E-10*** 2E-08****
FUSE500 AV de tipo salvaje  7.28E-10* 7.4E-09**
FUSE 545 mut2 - 1.9E-08
FUSE 546 mut3 1.4E-07 1.8E-08
FUSE 547 mut4 4.0E-08 2.6E-08
FUSE 583 mut5 3.2E-09 1.2E-08
FUSE 584 mut6 4.0E-08 2.5E-08
FUSE 585 mut7 1.5E-07 2.0E-08
FUSE 586 mut8 2.6E-09 1.6E-08
FUSE 599 mut9 - 3.0E-08
FUSE 600 mut10 - 1.8E-08
FUSE 601 mutll - 2.1E-08
FUSE 602 mutl2 - 1.1E-08

*media de 11 mediciones, ** media de 9 mediciones
***www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.97.3.1190
****arthritis-research.biomedcentral.com/articles/10.1186/ar3295
Ejemplo 6
Como se muestra en la Figura 13, examinamos el impacto del tamafio de los polipéptidos
fusionados al extremo N-terminal de la IL-18 madura en la actividad biolégica de una sola IL-
18AV fusionada al extremo N-terminal del Fc de 1gG1.
Se investigaron un solo aminoacido N-terminal (FUSE874; triangulos abiertos hacia abajo) y
polipéptidos de diferente tamafio que varian de cinco aminoacidos (FUSE875) a la variante de
propéptido de FUSE-499 (triangulos cerrados hacia arriba; ver la Figura 11 para obtener una
descripcion). Se us6 FUSE500 como el control completamente activo sin un polipéptido N-
terminal.
Para permitir la translocacion de todos los constructos al reticulo endoplasmatico (ER) de células
de mamiferos y, por lo tanto, la expresion/secrecion, el péptido sefial de la cadena Ig kappa (lider
IgK) se codifico aguas arriba de los polipéptidos (y escindio la sefial peptidasa en el ER).
Los polipéptidos de FUSES875 (5 residuos; estrellas cerradas), FUSE876 (10 residuos; diamantes
abiertos), FUSE757 (15 residuos; circulos abiertos), FUSE756 (35 residuos; triangulos cerrados
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hacia abajo) se componen de una serie de residuos de glicina y serina. El polipéptido N-terminal
asociado con FUSE758 (triangulos abiertos hacia arriba) es la secuencia del saliente generado por
la escision por MMP2 de FUSE486 (ver la Figura 9). Para FUSE756, FUSE757 y FUSE758, los
cuatro aminoéacidos finales del péptido N-terminal consistieron en el sitio de escision por granzima
B, IEQD (SEQ ID NO:88) (ver la Figura 11).

Mediante el uso del ensayo de células indicadoras HEK-Blue IL-18 como una lectura, examinamos
la capacidad de los polipéptidos de diferente tamafio para atenuar/enmascarar la 1L-18AV-Fc
(FUSE500; cuadrados cerrados) o la rhIL-18 (cruces negras “X”). Todos los polipéptidos y el
Unico aminodcido (serina) fusionados al extremo N-terminal de la IL-18AV madura redujeron la
actividad bioldgica, medida como EC50-SEAP, en al menos 10 veces.

El grado de atenuacién aument6 a medida que aumenté el tamafio del polipéptido, de manera que
el orden de clasificacion de la atenuacion se observd como FUSE499>FUSE756, FUSE757,
FUSE758>FUSE876, FUSE875>FUSE874. Se muestra una tabla de resumen de potencias (EC50-
SEAP) debajo del gréfico x-y no lineal.

Ejemplo 7

Como se muestra en la Figura 14A-14H, examinamos el impacto de la sustitucion del residuo de
cisteina en el propéptido y los residuos de cisteina en la IL18 madura, que se fusionaron entre si
para formar el casete de variante pro-1L-18, en la actividad biolégica de cada variante mediante el
uso del sistema de ensayo HEK Blue IL18. A menos que se indique de cualquier otra manera, las
proteinas se generaron de manera que la variante de propéptido-I1L-18 se fusiono al botén u ojal C-
terminal de un Fc de IgG1 humana de botones en ojales como se representd anteriormente en la
Figura 1A con un sitio de escision por granzima B afiadido entre la variante con propéptido y la
variante de IL18 madura. Las tres variantes evaluadas en la Figura 1 contenian sustituciones de
serina (FUSE480), sustituciones de alanina (FUSE481) o sustituciones de valina (FUSE442) en
todos los residuos de cisteina en la pro-IL-18. Las variantes de IL-18 maduras liberadas de
FUSE442 y FUSE481 fueron aproximadamente tan activas como la IL-18 humana recombinante,
mientras que la 1L18 madura liberada de FUSE480 (sustituida por serina) se atenud
aproximadamente 100 veces frente a la IL-18 humana recombinante (ver las Figuras 1B-1D).

Para este ejemplo, la variante de pro-1L-18 en la que todas las cisteinas se sustituyeron por valina
incluyé un VHH especifico para EGFR en el extremo N-terminal (FUSE516; triangulo cerrado) y
la variante de pro-IL-18 en la que todas las cisteinas se sustituyeron por serina incluyeron un Fab

especifico para PD-1 en el extremo N terminal (FU694; diamante cerrado). Como en la Figura 1, la
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actividad bioldgica de los articulos de prueba de pro-IL18 se evalué mediante el uso de HEK Blue
IL18. Cada uno se analiz6 como una proteina intacta no tratada o después de la exposicion a la
granzima B humana recombinante.

La Figura 14A muestra los resultados con FUSE516 (triangulo cerrado), en la cual el residuo de
cisteina en su variante de propéptido se reemplaza por valina y todas las cisteinas en su variante de
IL18 madura se reemplazan por valina. La FUSE516 intacta est4 atenuada aproximadamente 1,000
veces con relacién a la IL18 humana recombinante y que la variante de 1L18 madura liberada de
FUSE516 (triangulo abierto) por la granzima B es aproximadamente tan activa como la 1L18
humana recombinante.

La Figura 14B muestra los resultados con FUSE694 (diamante cerrado), en la que el residuo de
cisteina en su variante de propéptido se reemplaza por serina y todas las cisteinas en su variante de
IL18 madura se reemplazan por serinas. La FUSE694 intacta esta atenuada mas de 10,000 veces
con relacion a la IL18 humana recombinante y que la variante de IL18 madura liberada de
FUSEG694 (diamante abierto) por la granzima B es aproximadamente 60 veces menos activa que la
IL18 humana recombinante.

La Figura 14C muestra los resultados con FUSE887 (triangulo inverso cerrado), en la que el
residuo de cisteina en su variante de propéptido se reemplaza por treonina y todas las cisteinas en
su variante de I1L18 madura se reemplazan por serinas. La FUSE887 intacta esta atenuada méas de
10,000 veces con relacion a la 1L18 humana recombinante y que la variante de IL18 madura
liberada de FUSE887 por la granzima B (tridngulo inverso abierto) es aproximadamente 100 veces
menos activa que la IL18 humana recombinante.

La Figura 14D muestra los resultados con FUSE888 (triangulo cerrado), en la cual el residuo de
cisteina en su variante de propéptido se reemplaza por glutamina y todas las cisteinas en su
variante de 1L18 madura se reemplazan por serinas. La FUSE888 intacta esta atenuada mas de
10,000 veces con relacion a la IL18 humana recombinante y que la variante de IL18 madura
liberada de FUSES888 (triangulo abierto) por la granzima B es aproximadamente 100 veces menos
activa que la IL18 humana recombinante.

La Figura 14E muestra los resultados con FUSE889 (cuadrado cerrado), en la que el residuo de
cisteina en su variante de propéptido se reemplaza por &cido aspartico y todas las cisteinas en su
variante de 1L18 madura se reemplazan por alaninas. La FUSE889 intacto estd atenuada mas de
aproximadamente 10,000 veces con relacion a la IL18 humana recombinante y que la variante de
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IL18 madura liberada de FUSE889 por la granzima B (cuadrado abierto) es aproximadamente 100
veces menos activa que la IL18 humana recombinante.

La Figura 14F muestra los resultados con FUSE890 (triangulo inverso cerrado), en la cual el
residuo de cisteina en su variante de propéptido se reemplaza por fenilalanina y todas las cisteinas
en su variante de IL18 madura se reemplazan por alanina. La FUSE890 intacta esta atenuada mas
de 10,000 veces con relacion a la IL18 humana recombinante y que la variante de IL18 madura
liberada de FUSE890 por la granzima B (tridngulo inverso abierto) es aproximadamente 100 veces
menos activa que la IL18 humana recombinante.

La Figura 14G muestra los resultados con FUSE891 (tridngulo cerrado), en la cual el residuo de
cisteina en su variante de propéptido se reemplaza por isoleucina y todas las cisteinas en su
variante de IL18 madura se reemplazan por valinas. La FUSE891 intacta estd atenuada
aproximadamente 3,000 veces con relacion a la IL18 humana recombinante y que la variante de
IL18 madura liberada de FUSE891 (triangulo abierto) por la granzima B es aproximadamente 100
veces menos activa que la IL18 humana recombinante.

La Figura 14H muestra los resultados con FUSE892 (triangulo inverso cerrado), en la que el
residuo de cisteina en su variante de propéptido se reemplaza por histidina y todas las cisteinas en
su variante de IL18 madura se reemplazan por valinas. La FUSE892 intacta esta atenuada
aproximadamente més de 3,000 veces con relacion a la IL18 humana recombinante y que la
variante de IL18 madura liberada de FUSE892 (tridngulo inverso abierto) por la granzima B es
aproximadamente 100 veces menos activa que la IL18 humana recombinante.

Las tablas de resumen de potencia (EC50-SEAP) se muestran a la derecha de cada grafico x-y no
lineal.

Ejemplo 8

Como se muestra en la Figura 15A-15B, examinamos el impacto de dirigir a la pro-IL18 a dentro
de la proximidad cercana de su complejo receptor (es decir, “actividad cis”). Las variantes de pro-
IL-18 evaluadas fueron (a) en la que se sustituyeron todos los residuos de cisteina por serinas (pro-
IL18AS, FUSE782 y FUSE827) y (b) en la que se sustituyeron todas las cisteinas por valinas (pro-
IL18AV, FUSE783 y FUSE785). Pro-IL18AS o pro-IL18AV se fusionaron al boton u ojal N-
terminal de un anticuerpo de botones en ojales especifico para PD1 (FUSE782 y FUSE783). El
Fab para estas proteinas de fusion se derivd de nivolumab. Para evaluar si el direccionamiento de
las variantes de pro-1L18 a decoradas con PD1 en la misma célula que expreso el complejo IL-18R

(efecto cis) potencio la actividad bioldgica en comparacion con las células que no se decoraron con
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PD-1 (efecto trans), (1) usamos HEK Blue IL18 como nuestro sistema indicador positivo del
complejo I1L18R, y (2) usamos la célula sin modificacion o decoramos la linea celular con el
ectodominio de PD-1 mediante el uso de un anticuerpo biespecifico que contiene un Fab especifico
para CD46 (clon YS5) en el ojal N-terminal y el ectodominio de PD-1 en el boton N-terminal
(FUSE986). Se eligio CD46 debido a su expresion informada de la linea celular parental HEK 293
(jitc.omj.com/content/6/1/55), que confirmamos en HEK Blue IL18 (no se muestra). También
generamos pro-1L18AS (FUSE827) y pro-IL18AV (FUSE775) que eran funcionales no dirigidas
en esto y solo podian funcionar en trans. FUSE827 no contenia dominio de direccionamiento (es
decir, solo Fc) y FUSE775 reemplazo la Fab especifica de PD-1 con un VHH especifico de EGFR,
9G8, cuyo ligando (EGFR) no se expresé en HEK Blue IL18 (datos no mostrados). La Figura 15A
y la Figura 15B son gréficos x-y no lineales de la actividad bioldgica de la 1L18 frente a la
concentracion de cada articulo de prueba mediante el uso de HEK Blue IL18 (Figura 15A) y HEK
Blue IL18 decorada con PD-1 (Figura 15B). Como se observd previamente para pro-IL18AS y
pro-IL18AV, las sustituciones con serina dan como resultado una mayor atenuacion que las
sustituciones con valina. Como tal, cuando HEK Blue IL18 (Figura 15A; actividad trans
solamente), se tratd con (a) los mutantes de valina FUSE783 (triangulo inverso abierto) o
FUSE775 (triangulo cerrado), observamos una atenuacién de aproximadamente 1,000 veces con
relacion a la IL18 humana recombinante y (b) con los mutantes de serina FUSE782 (triangulo
abierto) y FUSES827 (triangulo inverso cerrado), observamos una atenuacion de mas de
aproximadamente 100,000 veces con relacion a la IL18 humana recombinante.

Con respecto a la actividad cis (Figura 15B mediante el uso de HEK Blue 1L18 decorada con PD-
1), observamos un aumento de la actividad bioldgica a partir de las versiones dirigidas a PD-1 de
pro-IL18AS (FUSE782; aproximadamente 100 veces con respecto a FUSE827 no dirigida) y pro-
IL18AV (FUSE783; aproximadamente 30 veces con relacion a FUSE775 no dirigida).

Se us6 FUSE691 (nivolumab) como el anticuerpo de control negativo tanto en la Figura 15A como
la Figura 15. No se observo actividad biologica a partir de este articulo de prueba. No se observo
una diferencia apreciable en las actividades biologicas de la IL18 humana recombinante o los
articulos de prueba no dirigidos (FUSE775 y FUSE827), lo que permite la comparacion en las
Figuras 15A vy la Figura 15B. En este contexto, las versiones dirigidas a PD-1 de pro-IL18AS
(FUSE782) y pro-IL18AV (FUSE783) fueron aproximadamente 100 y 30 veces mas activas
cuando se expusieron a HEK Blue IL-18 decorada con PD-1 que a HEK Blue L18 no decorada.
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Las tablas de resumen de la potencia de cada variante de pro-IL18 se muestran debajo de cada
grafico.

Diversas modalidades de la invencion se describen anteriormente en la Descripcion detallada. Si
bien estas descripciones describen directamente las modalidades anteriores, se entiende que los
expertos en la técnica pueden idear modificaciones y/o variaciones a las modalidades especificas
mostradas y descritas en la presente descripcion. Dichas modificaciones o variaciones que entran
dentro del alcance de esta descripcidon también estan destinadas a incluirse en ellas. A menos que
se indique especificamente, es la intencion de los inventores que las palabras y frases en la
descripcion y las reivindicaciones reciban los significados comunes y acostumbrados para los
expertos en la(s) técnica(s) aplicable(s).

La descripcion anterior de diversas modalidades de la invencidn conocida por el solicitante en este
momento de la presentacion de la solicitud se ha presentado y esta destinada para propositos de
ilustracion y descripcion. La presente descripcion no pretende ser exhaustiva ni limitar la
invencion a la forma precisa descrita y son posibles muchas modificaciones y variaciones en vista
de las ensefianzas anteriores. Las modalidades descritas sirven para explicar los principios de la
invencion y su aplicacion practica y para permitir que otros expertos en la técnica utilicen la
invencion en diversas modalidades y con diversas modificaciones segun se considere adecuado
para el uso particular. Por lo tanto, se pretende que la invencion no se limite a las modalidades
particulares descritas para llevar a cabo la invencién.

Si bien se han mostrado y descrito modalidades particulares de la presente invencién, sera obvio
para los expertos en la técnica que, basado en las ensefianzas en la presente descripcién, se pueden
realizar cambios y modificaciones sin apartarse de esta invencién y sus aspectos mas amplios vy,
por lo tanto, las reivindicaciones adjuntas deben abarcar dentro de su alcance todos los cambios y
modificaciones como estan dentro del verdadero espiritu y alcance de esta invencion. Como se usa
en la presente descripcion, el término “que comprende” o “comprende” se usa en referencia a
composiciones, métodos y componente(s) respectivo(s) de estos, que son utiles para una
modalidad, pero abiertos a la inclusion de elementos no especificados, ya sean utiles o no. Se
entendera por aquellos dentro de la técnica que, en general, los términos usados en la presente
descripcion se pretenden generalmente como términos “abiertos” (por ejemplo, el término “que
incluye” debe interpretarse como “que incluye, pero no se limita a”, el término “que tiene” debe
interpretarse como “que tiene al menos”, el término “incluye” debe interpretarse como “que

incluye, pero no se limita a”, etc.). Aunque el término abierto “que comprende”, como un sinénimo
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de términos tales como que incluye, que contiene, 0 que tiene, se usa para describir y reivindicar la
invencion, la presente invencion, o sus modalidades, pueden describirse alternativamente mediante
el uso de otros términos tales como “que consiste de”” o “que consiste esencialmente en”.

A menos que se indique de cualquier otra manera, los términos “un” y “un” y “el/la” y referencias
similares usados en el contexto de describir una modalidad particular de la solicitud (especialmente
en el contexto de las reivindicaciones) pueden interpretarse que cubren tanto el singular como el
plural. La enumeracion de intervalos de valores en la presente descripcion pretende simplemente
servir como un metodo abreviado para referirse individualmente a cada valor separado que cae
dentro del intervalo. A menos que se indique de otra forma en la presente descripcion, cada valor
individual se incorpora en la descripcion como si se mencionara individualmente en la presente
descripcion. Todos los métodos descritos en la presente descripcion pueden llevarse a cabo en
cualquier orden adecuado a menos que se indique de otra forma en la presente descripcion o se
contradiga claramente de cualquier otra manera por contexto. El uso de cualquiera y todos los
ejemplos, o lenguaje ilustrativo (por ejemplo, “tal como”) proporcionado con respecto a ciertas
modalidades en la presente descripcion pretende simplemente iluminar mejor la solicitud y no
plantea una limitacion en el alcance de la solicitud reivindicada de cualquier otra manera. La
abreviatura, “e.g.” se deriva del latin exempli gratia, y se usa en la presente descripcion para
indicar un ejemplo no limitante. Por lo tanto, la abreviatura “e.g.” es sinonimo del término “por
ejemplo”. Ningun texto en la descripcion debe interpretarse como que indica cualquier elemento
no reivindicado como esencial para la practica de la aplicacion. “Opcional” u “opcionalmente”
significa que la circunstancia descrita subsecuentemente puede producirse 0 no, de manera que la
descripcion incluye casos donde la circunstancia se produce y casos donde no. Las agrupaciones de
elementos o0 modalidades alternativas de la presente descripcion descritas en la presente
descripcion no deben interpretarse como limitaciones. Cada miembro del grupo puede referirse y
reivindicarse individualmente o en cualquier combinacion con otros miembros del grupo u otros
elementos encontrados en la presente descripcion. Uno o mas miembros de un grupo pueden
incluirse en, o eliminarse de, un grupo por razones de conveniencia y/o patentabilidad. Cuando se
produce cualquiera de dicha inclusion o delecion, se considera en la presente descripcion que la
descripcion contiene el grupo modificado, lo que cumple por lo tanto con la descripcion escrita de

todos los grupos de Markush usados en las reivindicaciones adjuntas.



