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RESUMO

“UTILIZACAO DE CELULAS T MODIFICADAS POR RECETOR DE
ANTIGENIO QUIMERICO PARA TRATAR O CANCRO”

A presente invencdo proporciona composicdes e métodos para
tratar o cancro num ser humano. A 1invencdo refere-se a
administracdo de uma célula T geneticamente modificada para
expressar um CAR, em que o CAR compreende um dominio de
ligacdo de antigénio, um dominio transmembranar, uma regiédo
de sinalizacdo co-estimuladora e um dominio de sinalizacéo

zeta CD3.



DESCRICAO

“UTILIZACAO DE CELULAS T MODIFICADAS POR RECETOR DE
ANTIGENIO QUIMERICO PARA TRATAR O CANCRO”

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A grande maioria dos doentes gque tém malignidades da célula
B, incluindo a leucemia linfocitica crénica (LLC), morreré
da sua doenca. Uma abordagem para tratar estes doentes ¢é
modificar geneticamente células T ©para direcionar a
antigénios expressos em células tumorais através da
expressdo de recetores de antigénio gquiméricos (CARs). Os
CARs sdo recetores de antigénio que sdo concebidos para
reconhecer antigénios de superficie celular de um modo
independente do antigénio de leucécito humano. As
tentativas de uso de células geneticamente modificadas que
expressam CARs para tratar estes tipos de doentes tiveram
um sucesso muito limitado. Ver, por exemplo, Brentjens
et al., 2010, Molecular Therapy, 18:4, 666-668; Morgan
et al., 2010, Molecular Therapy, publicado online a 23 de
Fevereiro de 2010, péginas 1-9; e, Till et al., 2008,
Blood, 112:2261-2271.

Na maioria dos cancros, os antigénios especificos de tumor
ainda ndo estdo bem definidos, mas em malignidades da
célula B, o CD19 é um alvo tumoral atrativo. A expressdo de
CD19 estéd restringida as células B normais e malignas
(Uckun, et al. Blood, 1988, 71:13 - 29), pelo que o CD19 é
um alvo amplamente aceite para testar CARsS com seguranca.
Embora os CARs possam despoletar a ativacdo da célula T de

um modo semelhante a um recetor de célula T enddgeno, um



importante impedimento a aplicacdo clinica desta tecnologia
até agora tem sido a limitada expansdo in vivo de células T
CAR+, a eliminacdo rapida das células apds-infusdo e a
atividade clinica dececionante (Jena, et al., Blood, 2010,

116:1035-1044; Uckun, et al. Blood, 1988, 71:13 - 29).

A Publicacdo do Pedido de Patente U.S. N° 20040043401
descreve recetores de célula T guiméricos que combinam numa
Unica espécie quimérica, o dominio intracelular da cadeia
zeta CD3, uma regido de sinalizacdo de uma proteina co-
estimuladora, tal como CD28, e um elemento de ligacéo.
Milone et al., 2009, Molecular Therapy, 17:8, 1453-1464
descreve células T com recetores de antigénio quiméricos

contendo dominios de transducdo de sinal CD137.

Assim, existe uma necessidade urgente na técnica para
composicdes e métodos para o tratamento do cancro usando
CARs que se podem expandir in vivo. A presente invencéo

aborda esta necessidade.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente divulgacdo proporciona uma sequéncia de &cidos
nucleicos isolada que codifica um recetor de antigénio
quimérico (CAR), em que o CAR compreende um dominio de
ligacdo de antigénio, um dominio transmembranar, uma regido
de sinalizacdo co-estimuladora e um dominio de sinalizacéo
zeta CD3, em que o dominio de sinalizacdo zeta CD3
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 24 como

definida nas reivindicacbes.

Num primeiro aspeto da invencdo é proporcionada uma célula

T geneticamente modificada para expressar um CAR, em que O



CAR compreende (a) um dominio de ligacdo de antigénio que é
um scFv anti-CD 19 compreendendo a sequéncia de aminoécidos
de SEQ ID N°: 20, (b) uma regido de sinalizacdo 4-1BB co-
estimuladora, e (c¢) um dominio de sinalizacdo zeta CD3
compreendendo a sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID N°: 24,
para utilizacdo num método para tratamento do cancro num
ser humano, em que é obtida remissdo, e em gque O ser humano

é resistente a pelo menos um agente quimioterapéutico.

O cancro pode compreender um tumor ndo-sdélido, tal como um
tumor hematoldgico. O cancro pode ser leucemia ou linfoma.
A leucemia pode ser:

(i) uma leucemia aguda ou leucemia crdénica; ou

(ii) leucemia linfocitica aguda.

Alternativamente, o cancro pode ser:
(1) leucemia linfocitica aguda pré-B (indicacéo
pedidtrica), leucemia linfocitica aguda do adulto,
linfoma de células do manto ou linfoma difuso de
grandes células B;
(ii) linfoma ndo-Hodgkin;
(iii) mieloma méltiplo; ou

(iv) doenca de Hodgkin.

Numa forma de realizacdo deste aspeto da invencdo é
proporcionada uma célula T geneticamente manipulada para
expressar um CAR, em que o CAR compreende (a) um dominio de
ligacdo de antigénio que é um scFv anti-CD19 compreendendo
a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 20, (b) uma regiédo
de sinalizacdo 4-1BB co-estimuladora, e (c) um dominio de
sinalizacédo zeta CD3 compreendendo a sequéncia de

aminodcidos de SEQ ID N°: 24, para utilizacdo num método de



tratamento de um ser humano com leucemia linfocitica

crénica.

Num segundo aspeto da invencdo é proporcionada uma célula T
geneticamente manipulada para expressar um CAR, em gque O
CAR compreende (a) um dominio de ligacdo de antigénio que é
um sckFv anti-CD19 compreendendo a sequéncia de aminoé&cidos
de SEQ ID N°: 20, (b) uma regido de sinalizacdo 4-1BB co-
estimuladora, e (c) um dominio de sinalizacdo zeta CD3
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 24,
para utilizacdo num método para tratamento do cancro que
compreende a administracdo da referida célula T a um ser
humano diagnosticado com cancro, em que o referido método
gera uma populacdo de células T geneticamente manipuladas
que persiste no ser humano durante pelo menos oito meses,
nove meses, dez meses, onze meses, doze meses, dols anos,
ou trés anos apds a administracdo, e em gue o ser humano &

resistente a pelo menos um agente quimioterapéutico.

A populacdo persistente de células T geneticamente
manipuladas pode compreender pelo menos uma célula
selecionada do grupo gque consiste numa célula T que foi
administrada ao ser humano, uma progenia de uma célula T
que foi administrada ao ser humano, e uma sua combinacdo. A
populacéo persistente de células T geneticamente

manipuladas, pode compreender uma célula T de memdria.

Num terceiro aspeto da invencdo é proporcionada uma célula
T geneticamente manipulada para expressar um CAR, em que O
CAR compreende (a) um dominio de ligacdo de antigénio que é
um scFv anti-CD19 compreendendo a sequéncia de aminoé&cidos
de SEQ ID N°: 20, (b) uma regido de sinalizacdo 4-1BB co-

estimuladora, e (c¢c) um dominio de sinalizacdo zeta CD3



compreendendo a sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID N°: 24,
para utilizacdo num método para tratamento do cancro gue
compreende a administracdo da referida célula T a um ser
humano diagnosticado com cancro, em que o referido método
expande uma populacéao de células T geneticamente
manipuladas no ser humano, em que a célula T geneticamente
manipulada administrada produz uma populacdo de células T
de progenia no ser humano, e em que © sSer humano ¢&

resistente a pelo menos um agente quimioterapéutico.

As células T de progenia no ser humano podem compreender
uma célula T de memdéria. A populacdo de células T de
progenia pode persistir no ser humano durante pelo menos
trés meses, quatro meses, cinco meses, seis meses, sete
meses, oito meses, nove meses, dez meses, onze meses, doze

meses, dois anos, ou trés anos apds a administracéo.

Nos aspetos da invencédo que se referem a uma célula T para
utilizacdo como definida acima, o cancro pode ser como
definido no primeiro aspeto ou o cancro pode ser leucemia

linfocitica crénica.

Nos aspetos da invencdo que se referem a uma célula T para
utilizacdo como definida acima, o ser humano pode ter
leucemia linfocitica crbénica que é leucemia CD19+

refratdria e linfoma.

Em qualquer aspeto da invengdo, a célula ou célula T pode
ser uma célula autbdloga ou alogénica. A célula pode ser
administrada apdbds terapia ablativa da célula B, tal como
com agentes que reagem com CD20, por exemplo Rituxan. O ser
humano é resistente a pelo menos um agente

quimioterapéutico.



Nos aspetos da invencédo que se referem a uma célula T para
utilizacdo como definida acima, a célula pode ser
administrada numa composicdo farmacéutica numa dosagem de
10 a 107 células/kg de ©peso corporal ou 10° a 10°

células/kg de peso corporal.

De acordo com uma forma de realizacdo da invencdo, a célula
T para utilizacdo pode ser como definida acima, em que:
(i) a regido de sinalizacdo 4-1BB co-estimuladora pode
compreender a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID N°: 23;
(ii) o CAR pode compreender a sequéncia de aminoéacidos
apresentada em SEQ ID N°: 12;
(iii) o scFv anti-CD19 pode ser codificado pela
SEQ ID N°: 14;
(iv) a regido de sinalizacdo 4-1BB pode ser codificada
pela SEQ ID N°: 17 e o dominio de sinalizacdo zeta CD3
pode ser codificado pela SEQ ID N°: 18;
(v) o scFv anti-CD19 pode ser codificado ©pela
SEQ ID N°: 14, a regido de sinalizacdo 4-1BB pode ser
codificada pela SEQ ID N°: 17 e o dominio de
sinalizacédo zeta CD3 pode ser codificado pela
SEQ ID N°: 18; ou
(vi) o CAR pode ser codificado pela sequéncia de

dcidos nucleicos apresentada em SEQ ID N°: 8.

E também aqui divulgada uma sequéncia de &cidos nucleicos
que codifica um CAR compreendendo a sequéncia de

aminodcidos de SEQ ID N°: 12.



E também aqui divulgada uma sequéncia de &cidos nucleicos
que codifica um CAR compreendendo a sequéncia de acidos

nucleicos de SEQ ID N°: 8.

E também aqui divulgado o dominio de sinalizacdo zeta CD3
no CAR que é codificado pela sequéncia de é4cidos nucleicos

de SEQ ID N°: 18.

E também aqui divulgado um CAR isolado compreendendo um
dominio de ligacdo de antigénio, um dominio transmembranar,
uma regido de sinalizacdo co-estimuladora e um dominio de
sinalizacdo zeta CD3, em que o dominio de sinalizacédo zeta

CD3 compreende a sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID N°: 24.

E  também aqui divulgada uma célula compreendendo uma
sequéncia de acidos nucleicos que codifica um CAR, em que o
CAR compreende um dominio de 1ligacdo de antigénio, um
dominio transmembranar, uma regido de sinalizacdo co-
estimuladora e um dominio de sinalizacéo zeta CD3

compreendendo a sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID N°: 24.

Como aqui divulgado, a célula compreendendo o CAR apresenta
uma imunidade antitumoral gquando o dominio de ligacdo de

antigénio do CAR se liga ao seu correspondente antigénio.

E  também aqui divulgado um vetor compreendendo uma
sequéncia de acidos nucleicos que codifica um CAR, em que o
CAR compreende um dominio de ligacdo de antigénio, uma
regido de sinalizacdo co-estimuladora e um dominio de
sinalizacdo zeta CD3, em que o dominio de sinalizacédo zeta

CD3 compreende a sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID N°: 24.



E também divulgado um método para estimular uma resposta
imune mediada por células T a uma populacdo de células alvo
ou a um tecido num mamifero. E também divulgado um método
que compreende administrar a um mamifero uma quantidade
eficaz de uma célula geneticamente modificada para
expressar um CAR, em que o CAR compreende um dominio de
ligacdo de antigénio, uma regido de sinalizacdo co-
estimuladora e um dominio de sinalizacéo zeta CD3
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 24,
em que o dominio de ligacdo de antigénio é selecionado para
reconhecer especificamente a populacdo de células alvo ou o

tecido.

E também divulgado um método de proporcionar uma imunidade
antitumoral num mamifero. E também divulgado um método que
compreende administrar a um mamifero uma quantidade eficaz
de uma célula geneticamente modificada para expressar um
CAR, em que o CAR compreende um dominio de ligacdo de
antigénio, uma regido de sinalizacdo co-estimuladora e um
dominio de sinalizacdo zeta CD3 compreendendo a sequéncia
de aminodcidos de SEQ ID N°: 24, proporcionando assim uma

imunidade antitumoral no mamifero.

E também divulgado um método de tratamento de um mamifero
que tem uma doenca, um disturbio ou um estado associado com
uma expressdo elevada de um antigénio tumoral. E também
divulgado um método que compreende administrar a um
mamifero uma quantidade eficaz de uma célula geneticamente
modificada para expressar um CAR, em gque o CAR compreende
um dominio de ligacdo de antigénio, uma regido de
sinalizacdo co-estimuladora e um dominio de sinalizacéo
zeta CD3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de

SEQ ID N°: 24, tratando assim o mamifero.



Também aqui divulgado, a célula é uma célula T autdloga.

Como aqui descrito, os antigénios tumorais incluem CD19,
Ccbh20, <CD22, ROR1l, mesotelina, CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA,
Glicolipido F77, EGFRvIII, GD-2, NY-ESO-1 TCR, MAGE A3 TCR,

e qualgquer sua combinacéo.

E também aqui divulgado um método de tratamento de um ser
humano com leucemia linfocitica crénica. Numa forma de
realizacdo, o método compreende administrar a um humano uma
célula T geneticamente manipulada para expressar um CAR, em
que o CAR compreende um dominio de ligacdo de antigénio,
uma regido de sinalizagdo co-estimuladora e um dominio de
sinalizacédo zeta CD3 compreendendo a sequéncia de

aminodcidos de SEQ ID N°: 24.

Como aqui descrito, o ser humano é resistente a pelo menos

um agente quimioterapéutico

Como aqgui descrito, a leucemia linfocitica crénica ¢é

leucemia CD19+ refratédria e linfoma.

E também aqui divulgado um método para gerar uma populacio
persistente de células T geneticamente manipuladas num ser
humano diagnosticado com cancro. E também descrito aqui um
método que compreende administrar a um humano uma célula T
geneticamente manipulada para expressar um CAR, em que o
CAR compreende um dominio de ligacdo de antigénio, uma
regido de sinalizacdo co-estimuladora e um dominio de
sinalizacédo zeta CD3 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID N°: 24, em que a populacéo

persistente de células T geneticamente manipuladas persiste
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no ser humano durante pelo menos um més apds a

administracéo.

Como aqui descrito, a populacdo persistente de células T
geneticamente manipuladas compreende pelo menos uma célula
selecionada do grupo gue consiste numa célula T que foi
administrada ao ser humano, uma progenia de uma célula T

que foi administrada ao ser humano, e uma sua combinacéio.

Como aqui descrito, a populacdo persistente de células T
geneticamente manipuladas compreende uma célula T de

memdria.

Como aqui descrito, a populacdo persistente de células T
geneticamente manipuladas persiste no ser humano durante
pelo menos trés meses apds a administracdo. Como descrito
aqui, a populacdo persistente de células T geneticamente
manipuladas persiste no ser humano durante pelo menos
quatro meses, cinco meses, seis meses, sete meses, oito
meses, nove meses, dez meses, onze meses, doze meses, dois

anos, ou trés anos apds a administracéo.

Como aqgui descrito, a leucemia linfocitica crénica ¢é

tratada.

E também aqui divulgado um método de expansdo de uma
populacdo de células T geneticamente manipuladas num ser
humano diagnosticado com cancro. E também aqui descrito um
método que compreende administrar a um humano uma célula T
geneticamente manipulada para expressar um CAR, em qgque o
CAR compreende um dominio de ligacdo de antigénio, uma
regido de sinalizacdo co-estimuladora e um dominio de

sinalizacéo zeta CD3 compreendendo a sequéncia de
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aminoacidos de SEQ ID N°: 24, em que a célula T
geneticamente manipulada administrada produz uma populacédo

de células T de progenia no ser humano.

Como aqui descrito, as células T de progenia no ser humano

compreendem uma célula T de memdria.

Como aqui descrito, a célula T é uma célula T autdbdloga.

Como aqui descrito, o ser humano é resistente a pelo menos

um agente quimioterapéutico.

Como aqui descrito, o cancro ¢ leucemia linfocitica
crénica. Numa outra forma de realizacdo, a leucemia

linfocitica crénica é leucemia CD19+ refratdria e linfoma.

Como aqui descrito, a populacdo de células T de progenia
persiste no ser humano durante pelo menos trés meses apds a
administracdo. Como descrito aqui, a populacdo de células T
de progenia persiste no ser humano durante pelo menos
quatro meses, cinco meses, seis meses, sete meses, oito
meses, nove meses, dez meses, onze meses, doze meses, dois

anos, ou trés anos apds a administracéo.

Como aqui descrito, o cancro é tratado.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A seguinte descricdo detalhada de formas de realizacéo
preferidas da invencdo serd melhor entendida gquando lida
conjuntamente com o0s desenhos anexos. Com o objetivo de
ilustrar a invencdo, sdo mostrados nos desenhos formas de

realizacdo que sdo presentemente preferidas. Deve ser
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entendido, contudo, que a invencdo ndo estd limitada aos
arranjos e instrumentos precisos das formas de realizacéo

mostradas nos desenhos.

Figura 1, compreendendo as figuras 1A a 1C, é uma série de
imagens das representacdes esquemdticas do vetor de
transferéncia génica e transgene, fabrico de célula T de
gene modificado e concecdo do protocolo clinico. A Figura
1A descreve vetores lentivirais e transgene que mostram oS
principais elementos funcionais. Foi produzido um vetor
lentiviral de grau clinico pseudotipado de proteina G do
virus da estomatite vesicular (designado pELPs 19BBz) que
dirige a expressdo de scFv anti-CD19 derivado do anticorpo
monoclonal FMC63 de murino, dominio transmembranar e de
charneira CD8a humano, e dominios de sinalizacdo 4-1BB e
CD3zeta humanos. A expressdo constitutiva do transgene foi
dirigida por inclusdo de um EF-la (promotor do fator de
elongacdo-la); LTR, repeticdo terminal longa; RRE, elemento
de resposta rev. (cPPT) e a sequéncia de terminacdo central
(CTS). A Figura ndo estd a escala. A Figura 1B descreve o
fabrico de células T. As células autdlogas foram obtidas
através de uma aférese, e as células T foram enriquecidas
por elutriacdo de células mononucleadas, lavadas e as
células de leucemia residuais esgotadas por adicdo de
esferas paramagnéticas revestidas com anti-CD3/CD28 para
selecdo positiva e ativacdo de células T. O vetor
lentiviral foi adicionado na altura da ativacdo celular e
removido por lavagem no dia 3 apds iniciacdo da cultura. As
células foram expandidas num dispositivo de plataforma
oscilante (WAVE Bioreactor System) durante 8-12 dias. No
tltimo dia da cultura, as esferas foram removidas por
passagem através de um campo magnético e as células T

CART19 recolhidas e criopreservadas em meio infusivel. A
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Figura 1C descreve a concegdo do protocolo clinico. Aos
doentes foi administrada quimioterapia de linfodeplecédo
como descrito, seqguida por infusdo CART19 N°1 ©por
gotejamento gravitico i.v. durante 15-20 minutos. A infuséo
foi dada usando uma abordagem de dose dividida durante 3
dias (10%, 30%, 60%) comecando 1 a 5 dias apds conclusédo da
quimioterapia. Os ensaios de valor-limite foram conduzidos
na semana de ensaio 4. No final da monitorizacdo ativa, os
individuos foram transferidos para um protocolo de destino
para acompanhamento a longo prazo conforme a orientacdo da

FDA.

Figura 2, compreendendo as Figuras 2A a 2F, é uma série de
imagens que demonstram a expansdo sustentada in vivo e a
persisténcia no sangue e medula das células CART19. O ADN
isolado de sangue completo como representado na Figura 2A a
2C ou da medula como representado na Figura 2D a 2F,
amostras obtidas de UPN 01 como representado na Figura 2A e
2D, UPN 02 como representado na Figura 2B e 2E e UPN 03
como representado na Figura 2C e 2F foram sujeitos em bruto
a anadlise de Q-PCR usando um ensaio qualificado para
detetar e quantificar sequéncias CART19. Cada ponto de
dados representa a média de medidas em triplicado em 100-
200 ng de ADN gendmico, com % maxima de CV de menos de
1,56%. Os pardmetros de passa/falha para o ensaio incluiram
gamas pré-estabelecidas para o declive e eficiéncia de
amplificacdo, e amplificacdo de uma amostra de referéncia.
O limite inferior de qgquantificacdo para © ensaio
estabelecido pela gama da curva padrdo foi 2 coédpias de
transgene/micrograma de ADN gendmico; os valores das
amostras abaixo desse nUmero sdo considerados estimativas e
apresentadas se pelo menos 2/3 dos replicados geraram um

Q

valor Ct com % de CV para os valores 15%. As células CART19
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foram infundidas no dia 0, 1 e 2 para UPN 01 e UPN 03, e
dias 0, 1, 2 e 11 para UPN 02.

Figura 3, compreendendo as Figuras 3A a 3D, & uma série de
imagens que apresentam citocinas de medula e soro antes e
depois da infus&do de células T CAR; medidas longitudinais
das alteracdes em citocinas, gquimiocinas e recetores de
citocinas séricas em UPN 01 como representado na Figura 3A,
UPN 02 como representado na Figura 3B e UPN 03 como
representado na Figura 3C, no dia indicado apds a infusédo
de células CART19 e avaliacdes em série dos mesmos analitos
na medula 6ssea de UPN 03 como representado na Figura 3D.
As amostras foram sujeitas a anédlise multiplex usando
tecnologia de matriz de esferas Luminex e kits multiplex
pré-montados e validados. Os Analitos com uma alteracdo 23
vezes sdo indicados, e representados graficamente como a
alteracdo relativa a linha de base como representado na
Figura 3A a 3C ou como valores absolutos como representado
na Figura 3D. 0Os valores absolutos para cada analito em
cada ponto de tempo foram derivados a partir de uma curva
padrdo a base de proteina recombinante ao longo de séries
de diluicdo de 8 pontos 3 vezes, com o0s limites superiores
e inferiores de quantificacdo (ULOQ, LLOQ) determinados
através dos valores de corte observados/previstos de 80-
120% para as curvas padrdo. Cada amostra foi avaliada em
duplicado com os valores médios calculados e % de CV na
maioria dos casos de menos de 10%. Para acomodar a
apresentacdo de dados consolidados no contexto da wvasta
gama para os valores absolutos, os dados sdo apresentados
como alteracdo em numero de vezes relativamente ao valor da
linha de Dbase para cada analito. Nos casos em gue 08
valores da linha de base nédo eram detetaveis, metade do

valor mais baixo da curva padrdo foi usado como o valor da
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linha de base. As gamas da curva padrdo para valores de
analitos e linha de base (dia 0) (listados entre parénteses
sequencialmente para UPN0O1l, 02 e 03), tudo em pg/mL:
IL1-Ra: 35,5-29,318 (689, 301, 287); IL-o0: 2,7-4,572 (7,
10,1, 8,7); IFN-y: 11,2-23,972 (2,8, ND, 4,2); CXCL10: 2,1-
5,319 (481, 115, 287); MIP-1f: 3,3-7,233 (99,7, 371, 174);
MCP-1: 4,8-3,600 (403, 560, 828); CXCL9: 48,2-3,700 (1,412,
126, 177); IL2-Ro: 13,4-34,210 (4,319, 9,477, 610); IL-8:
2,4-5,278 (15,3, 14,5, 14,6); I1IL-10: o6,7-13,874 (8,5, 5,4,
0,7); MIP-lox: 7,1-13,778 (57,6, 57,3, 48,1).

Figura 4, compreendendo as Figuras 4A a 4D, é uma série de
imagens que descrevem a expressdo prolongada de CART19 de
superficie e o estabelecimento de CARs funcionais de
membédria in vivo. A Figura 4A descreve a detecdo de
linfécitos CD3+ que expressam CAR e a auséncia de células B
na periferia e medula. Sangue periférico recentemente
processado ou células mononucleadas de medula obtidas de
UPN 03 no dia 169 pods-infusdo de células CART19, foram
avaliadas por citometria de fluxo para a expressdo de
superficie de CAR19 (topo) ou presenca de células B
(fundo); como um controlo, foram coradas PBMC obtidas de um
dador saudével ND365. A estratégia de selecdo para as
populacdes de células CD3+ e B & apresentada na Figura 9.
Para avaliar a expressdo de CAR19 em linfécitos CD3+, as
amostras foram co-coradas com anticorpos para CD14-PE-Cy7 e
CD16-PE-Cy7 (canal de exclusdo) e CD3-FITC, selecionadas
positivamente em CD3+, e avaliadas para a expressédo de
CAR19 nos compartimentos de linfécitos CD8' e CD8 co-
corados com CD8a-PE e o anticorpo idiotipo anti-CAR19
conjugado com Alexa-647. 0Os dados nos graficos séo
selecionados na populacdo de células ©positivas para

CD3/negativas para canal de exclusdo. Para avaliar a
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presenca de células B, as amostras foram co-coradas com oS
anticorpos CD14-APC e CD3-FITC (canais de exclusdo) e
avaliadas para a presenca de células B na fracdo negativa
para canal de exclusdo co-coradas com anticorpos para CD20-
PE e CDl19-PE-Cy-7. Em todos os casos, 0s quadrantes de
selecdo negativos foram estabelecidos em controlos né&o
corados como representado nas Figuras 4B e @ 4C. A
imunofenotipagem de células T de subconjuntos de células T
CD4"' (Figura 4B) e CD8' (Figura 4C) é mostrada. As amostras
de sangue periférico congeladas de UPN 03 obtidas por
aférese no dia 56 e 169 pds-infusdo de célula T foram
deixadas a descansar durante a noite em meio de cultura sem
fatores adicionados, lavadas e sujeitas a imunofenotipagem
multi-paramétrica para a expressdo de marcadores de
memdéria, ativacdo e exaustdo de células T. A estratégia de
selecdo, como representada na Figura 8, envolveu uma
selecdo inicial no canal de exclusdo de células negativas
para (CD1l4, CD16, Live/Dead Agqua) e positivas para CD3,
seguida por selecdo positiva em células CD4" e CD8'. As
selecdes e quadrantes foram estabelecidos usando controlos
FMO (CAR, CD45RA, PD-1, CD25, CDl127, CCR7) ou por selecédo
em populacdes de células positivas (CD3, CD4, CD8) e em
subconjuntos claramente delineados (CD27, CD28, CD57); os
dados foram apresentados apdbds transformacdo biexponencial
para visualizacdo objetiva dos eventos. A Figura 4D
descreve a competéncia funcional de células CAR
persistentes. Amostras de sangue periférico congeladas de
UPN 03 obtidas por aférese no dia 56 e 169 apds-infusdo de
células T foram deixadas a descansar durante a noite em
meio de cultura sem fatores adicionados, lavadas e
diretamente avaliadas ex vivo ©para a capacidade para
reconhecer células alvo gque expressam CD19 usam ensaios de

desgranulacdo de CD107. Depois de uma incubacdo de duas
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horas na presenca de anti-CD28, anti-CD49d e CD107-FITC, as
misturas celulares foram recolhidas, lavadas e sujeitas a
andlise por citometria de fluxo multi-paramétrica para
avaliar a capacidade das células CART19 para desgranular em
resposta a alvos que expressam CD19. A estratégia de
selecdo envolveu uma selecdo inicial em células negativas
para canais de exclusédo (CD14-PE-CvyT7, CD16-PE-Cy7,
Live/Dead Aqua) e positivas para CD3-PE, seguida de selecéo
em células positivas para CD8-PE-Texas Red; os dados
apresentados sdo para a populacdo selecionada de CD8'. Em
todos o0s casos, quadrantes de selecdo negativa foram

estabelecidos em controlos sem corante.

Figura 5, compreendendo as Figuras 5A a 5C, é uma série de
imagens que descrevem o0s resultados de experiéncias qgue
avaliam as vrespostas clinicas apds-infusdo de células
CART19. A Figura 5A descreve que UPN 02 foi tratado com
dois ciclos de rituximab e bendamustina com resposta minima
(R/B, seta). As células T CART19 foram infundidas comecando
4 dias apds apenas Dbendamustina (B, seta). A leucemia
resistente a rituximab e bendamustina foi rapidamente
eliminada do sangue, como indicado por uma diminuicdo na
contagem absoluta de linfécitos (ALC) de 60,600/pL a 200/uL
dentro de 18 dias da infusédo. O tratamento com
corticosteroide foi iniciado no dia 18 pdés-infusdo devido a
mal-estar e sindrome febril n&do infeciosa. A 1linha de
referéncia (tracejada) indica o limite superior de normal
para ALC. A  Figura 5B descreve o0s resultados de
experiéncias de exemplo de coloracdo de bidpsias de medula
sequenciais ou espécimes de codgulos do doente UPN 01 e 03
para CD20. A infiltracdo de pré-tratamento com leucemia
presente em ambos os doentes esteve ausente em espécimes de

pbds tratamento acompanhadas de normalizacdo da celularidade
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e hematopoiese trilinhagem. UPN 01 n&o teve quaisquer
células LLC detetadas como avaliado por citometria de
fluxo, citogenética e hibridacdo de fluorescéncia in situ
ou células B normais detetadas por citometria de fluxo na
medula &éssea ou sangue. UPN 03 teve 5% de células B
negativas para CD5 normais residuais confirmadas por
citometria de fluxo no dia +23, que também mostrou serem
policlonais; nenhuma célula B normal foi detetada no dia
+176. A Figura 5C descreve o0s resultados de experiéncias
usando imagiologia TAC sequencial para avaliar a réapida
resolucdo de linfoadenopatia generalizada resistente a
quimioterapia. Massas axilares bilaterais resolvidas por 83
(UPN 01) e 31 (UPN 03) dias podés-infusdo, como indicado por

setas e circulo.

Figura 6, compreendendo as Figuras 6A a 6C, é uma série de
imagens que descrevem contagens absolutas de linfécitos e
células CART19+ totais na circulacdo para UPN 01, 02, 03. O
numero total de linfécitos (células normais e LLC totais)
vs. células CART19+ totais na circulacdo sdo representadas
graficamente para todos os 3 individuos que usam a contagem
absoluta de linfdécitos a partir de valores CBC, e assumindo
um volume de 5,0 L de sangue. O nuUmero total de células
CART19 na circulacdo foi calculado usando os valores CBC
tandem com contagens absolutas de linfécitos e wvalores de
marcacdo de Q-PCR como representados na Figura 2,

Q

convertendo cépias/ug de ADN para marcacdo % média como
aqui descrita noutra parte. Verificou-se que a marcacido %
de Q-PCR se correlaciona intimamente (variacdo <2 vezes)
com a caracterizacdo por citometria de fluxo dos produtos
de infusdo e com os dados das amostras em que estavam

disponiveis dados de citometria de fluxo concomitantes para

enumerar diretamente as células CART19 coradas.
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Figura 7, compreendendo as Figuras 7A a 7D, é uma série de
imagens que descrevem as experiéncias gque envolvem a
detecgédo direta ex vivo de células positivas para CART19 em
PBMC UPN-01 71 dias pdés-infusdo de células T. PBMC UPN-01
recolhidas frescas pds aférese no dia 71 pds-infusdo, ou
congeladas na altura da aférese para fabrico do produto de
célula T (linha de Dbase) e descongeladas antes da
coloracédo, foram sujeitas a andlise por citometria de fluxo
para detetar a presenca de células CART19 que expressam a
unidade CAR19 na superficie. Para avaliar a expressdo de
CAR19 em linfécitos, as amostras foram co-coradas com CD3-
PE e o anticorpo idiotipo anti-CAR19 conjugado com Alexa-
647, ou co-corada com apenas CD3-PE (FMO para CAR19). A
Figura 7A descreve que uma selecdo inicial de linfécito foi
estabelecida com base na dispersédo dianteira e lateral (FSC
vs. SSC), seguida de selecdo em células CD3+. A Figura 7B
descreve a selecdo de linfdcitos CD3+; Figura 7C descreve a
coloracdo do idiotipo CAR; Figura 7D descreve FMO do
idiotipo CAR. A selecéo positiva para CAR19 foi
estabelecida nas amostras CAR19 FMO.

Figura 8, compreendendo as Figuras 8A a 8C, é uma série de
imagens que descrevem a estratégia de selecdo para
identificar a expressdo de CART19 wusando citometria de
fluxo policromédtica em espécimes de sangue de UPN 03. A
estratégia de selecdo para a Figura 8C é mostrada para a
amostra UPN 03 do dia 56 e é representativa da estratégia
usada na amostra UPN 03 do dia 169. A Figura 8A descreve a
selecdo primaria: Negativa para exclusdo (CDl14, CDle6,
LIVE/dead Aqua), positiva para CD3. A Figura 8B descreve
selecdes secundérias: positiva para CD4, positiva para CD8.

A Figura 8C descreve selecdes tercidrias: positiva para
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CAR19 e negativa para CAR19, estabelecidas em amostras CAR

FMO (painéis mais a direita).

Figura 9 descreve a estratégia de selecdo para identificar
diretamente a expressdo de CART19 e células B em espécimes
de sangue e medula. A estratégia de selecdo para a Figura
4A, que mostra a detecdo de linfdécitos CD3+ que expressam
CAR e a auséncia de células B na periferia e medula:
Grafico da esquerda: selecdo de célula; Painel superior:
selecdo positiva para células CD3+, painel inferior:
selecdo negativa (negativa para CDl14, negativa para CD3)
para células B. NC365, células de controlo de sangue
periférico de um dador saudavel

Figura 10 é uma imagem gque resume a demografia e a resposta

dos doentes.

Figura 11 descreve o processo de fabrico de células CART-19

Figura 12, compreendendo as Figuras 12A a 12D, é uma série
de imagens que descrevem a resposta clinica num doente. A
Figura 12A mostra o vetor lentiviral usado para infetar
células T do doente. Foi produzido um vetor lentiviral de
grau clinico pseudotipado de proteina G do virus da
estomatite vesicular (pELPs 19-BB-z) que dirige a expressdo
de scFv anti-CD19 derivado do anticorpo monoclonal FMC63 de
murino, dominio transmembranar e de charneira CD8a humano,
e dominios de sinalizacdo de 4-1BB e CD3( humanos. Os
detalhes do transgene CAR19, no fundo da Figura 124,
mostram os principais elementos funcionais. A Figura né&o
estd a escala. 3'LTR refere-se a repeticdo terminal longa
3'; bL'LTR, repeticdo terminal 1longa 5'; Amp R, gene de
resisténcia a ampicilina; GH bovina poli A, hormona de

crescimento bovina com cauda de poliadenilacdo; cPPT/CTS,
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trecho de polipurina central com sequéncia de terminacéo
central; EF-1a, fator 1l-alfa de elongacdo; env, envelope;
gag, antigénio especifico de grupo; pol, polimerase gue
codifica gene do HIV e transcriptase reversa; R, repeticéo;
RRE, elemento de resposta rev; scPFv, fragmento varidvel de
cadeia simples; ™, transmembranar; e WPRE, elemento
regulador pdbs-transcricional do virus da hepatite da
marmota. A Figura 12B mostra os niveis séricos de
creatinina, &cido Urico e lactato desidrogenase (LDH) desde
o dia 1 ao dia 28 apdés a primeira infusdo de células
CART19. Os niveis de pico coincidiram com a hospitalizacéo
para a sindrome de lise tumoral. A Figura 12C mostra
espécimes de bidpsia de medula obssea obtidos 3 dias apds
quimioterapia (dia -1, antes da infusdo de células CART19)
e 23 dias e 6 meses apds a infusdo de células CARTI1O
(hematoxilina e eosina). O espécime da linha de base mostra
a medula o&éssea hipercelular (60%) com hematopoiese de
trilinhagem, infiltrada por agregados predominantemente
intersticiais de ©pequenos linfdécitos maduros que s&o
responsaveis por 40% da celularidade total. O espécime
obtido no dia 23 apresenta agregados linfoides residuais
(10%) qgque eram negativos para a leucemia linfoide crénica
(LLC), com uma mistura de células T e células B negativas
para CD5. O espécime obtido 6 meses apds-infusdo apresenta
hematopoiese de trilinhagem, sem agregados linfoides e
auséncia continuada de LLC. A Figura 12D mostra varrimentos
de TAC com contraste aumentado obtidos antes do doente
estar registado no estudo e 31 dias e 104 dias apdbds a
primeira infusdo. O varrimento de TAC de pré-infusdo revela
massas bilaterais de 1 a 3 cm. A  regressdo da
linfoadenopatia axilar ocorreu dentro de 1 més apds-infusédo
e foli sustentada. As setas destacam varios ndédulos

linfadticos aumentados antes da terapia e as respostas dos
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ndédulos linféaticso em varrimentos de TAC comparaveis apds

terapia.

Figura 13, compreendendo as Figuras 13A a 13E, & uma série
de imagens que descrevem citocinas da medula &ssea e soro
antes e depois da infusdo de células T do recetor de
antigénio quimérico. Medigcdes em série da citocina
interferdo-y (Figura 13A), da gquimiocina 10 de motivo C-X-C
de quimiocinas estimulada por interferdo-y (CXCL10) (Figura
13B) e do ligando 9 do motivo C-X-C (CXCL9) (Figura 13C) e
da interleucina-6 (Figura 13D) foram feitas nos pontos de
tempo indicados. Os aumentos nestas gquimiocinas e citocinas
inflamatérias coincidiram com o inicio da sindrome de lise
tumoral. Baixos niveis de interleucina-6 foram detetados na
linha de base, enquanto o interferédo-y, CXCL9 e CXCL10
estavam abaixo dos limites de detecdo na linha de base. As
gamas da curva padrdo para os valores dos analitos e da
linha de base no doente, dadas entre parénteses, foram como
se seguem: interferdo-vy, 11,2 a 23,972 pg por mililitro
(1,4 pg por mililitro); CXCL10, 2,1 a 5319 pg por mililitro
(274 pg por mililitro); CXCL9, 48,2 a 3700 pg por mililitro
(177 pg por mililitro); interleucina-6, 2,7 a 4572 pg por
mililitro (8,3 pg por mililitro); fator o de necrose
tumoral (TNF-o) , 1,9 a 4005 pg por mililitro (ndo
detetédvel); e recetor soltvel de interleucina-2, 13,4 a
34,210 pg por mililitro (644 pg por mililitro). A Figura
13E mostra a inducdo da resposta imune na medula. As
citocinas TNF-«, interleucina-6, interferdo-y, quimiocina
CXCL9 e recetor soluvel da interleucina-2 foram medidos em
fluidos sobrenadantes obtidos de aspirados de medula &ssea
nos dias indicados antes e depois da infusdo de células
CART19. Os aumentos nos niveis de interleucina-6,

interferdo-y, CXCL9 e recetor soluvel de interleucina-2
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coincidiram com a sindrome de lise tumoral, pico da
infiltracdo de células T do recetor quimérico de antigénio

e erradicacdo do infiltrado leucémico.

Figura 14, compreendendo as Figuras 14A a 14C, é uma série
de imagens que descrevem a expansdo € a persisténcia de
células T gquiméricas do recetor de antigénio in vivo. O ADN
genédmico (ADNg) foi isolado a partir de amostras de sangue
completo do doente (Figura 14A) e de aspirados de medula
b6ssea (Figura 14B) recolhidos em pontos de tempo em série
antes e depois da infusdo de células T do recetor de
antigénio quimérico e usados para anadlise quantitativa da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Como
avaliado com base no ADN transgénico e na percentagem de
linfécitos que expressam CAR19, as células T do recetor de
antigénio quimérico expandiram-se a niveis que eram mais de
1000 vezes superiores aos niveis de enxerto iniciais no
sangue periférico e na medula dssea. Os niveis de pico das
células T do recetor de antigénio quimérico foram
correlacionados temporalmente com a sindrome de 1lise
tumoral. Uma amostra de sangue obtida no dia 0 e uma
amostra de medula &6ssea obtida no dia 1 ndo apresentaram
qualquer sinal de PCR na linha de base. A anédlise por
citometria de fluxo de aspirados de medula d6ssea na linha
de base (Figura 14C) mostra infiltracdo predominante com
células CD19+CD5+ que eram clonais, como avaliado por meio
de coloracdo da cadeia leve kapa de imunoglobulina, com
escassez de células T. No dia 31 apds a infusdo, as células
T CD5+ estavam presentes, e nédo foram detetadas células B
normais ou malignas. Os numeros indicam a frequéncia
relativa das células em cada guadrante. Tanto o eixo dos x
como dos y apresentam uma escala logl0O. A estratégia de

selecdo envolveu uma selecdo inicial em células CD19%+ e
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CD5+ nos quadrados da esquerda, e a identificacé&o
subsequente da imunoglobulina kapa e da expressdo de lambda

no subconjunto de CD19+CD5+ (quadrados da direita).

DESCRICAO DETALHADA

A invencdo refere-se a composigdes para tratamento do
cancro que inclui, mas nédo estd limitado a, malignidades
hematoldgicas e tumores sdbdélidos. A presente invencgédo
refere-se a uma estratégia de transferéncia celular adotiva
de células T transduzidas para expressar um recetor de
antigénio quimérico (CAR). Os CARs sdo moléculas que
combinam a especificidade a base de anticorpo para um
antigénio desejado (por exemplo, antigénio tumoral) com um
dominio intracelular de ativacdo do recetor de célula T
para gerar uma proteina quimérica que apresenta uma

atividade imune celular antitumoral especifica.

A presente invencdo refere-se geralmente a utilizacdo de
células T geneticamente modificadas para expressar
estavelmente um CAR desejado como definido nas
reivindicacdes. As células T gue expressam um CAR s&do aqui
referidas como células T CAR ou células T modificadas com
CAR. De um modo preferido, a célula pode ser geneticamente
modificada para expressar estavelmente um dominio de
ligacdo de anticorpo na sua superficie, conferindo nova
especificidade de antigénio que é independente de MHC. A
célula T ¢é geneticamente modificada para expressar
estavelmente um CAR que combina um dominio de
reconhecimento de antigénio de um anticorpo especifico com
um dominio intracelular da proteina da cadeia CD3-zeta numa

unica proteina quimérica.
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Como aqui descrito, o CAR aqui descrito compreende um
dominio extracelular que tem um dominio de reconhecimento
de antigénio, um dominio transmembranar e um dominio
citoplasmadtico. Como aqui descrito, ¢é wusado o dominio
transmembranar que estd naturalmente associado com um dos
dominios no CAR. Também como aqui descrito, o dominio
transmembranar pode ser selecionado ou modificado por
substituicdo de aminodcido para evitar a ligacdo de tais
dominios aos dominios transmembranares das mesmas ou
diferentes proteinas de membrana superficial, para
minimizar interacdes com outros membros do complexo
recetor. De um modo preferido, o dominio transmembranar & o

dominio de charneira CD8o.

No que diz respeito ao dominio citoplasmético, o CAR aqui
descrito compreende o dominio de sinalizacdo 4-1BBR. O
dominio <citoplasmético do CAR pode ser concebido para
compreender ainda o dominio de sinalizacdo CD3-zeta. O
dominio citoplasmatico do CAR inclui os médulos de
sinalizacdo CD3-zeta e 4-1BB. Desta forma, a invencéao
proporciona células T CAR e a sua utilizacdo para terapia

adotiva.

Como aqui descrito, as células T CAR agqui descritas podem
ser geradas por introducdo de um vetor lentiviral
compreendendo um CAR desejado, por exemplo, um CAR
compreendendo anti-CD19, charneira CD8x e dominio
transmembranar, e dominios de sinalizacdo 4-1BB e CD3zeta
humanos, nas células. As células T CAR da invencdo podem
replicar in vivo resultando em persisténcia a longo prazo

que pode conduzir a controlo tumoral sustentado.
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Também aqui divulgado ¢ a administracdo de uma célula T
geneticamente modificada expressando um CAR para o
tratamento de um doente que estd com cancro ou em risco de
estar com cancro usando infusdo de linfécitos. De um modo
preferido, a infusdo de 1linfécitos autdloga ¢é wusada no
tratamento. PBMCs autdlogas sdo recolhidas de um doente com
necessidade do tratamento e as células T sdo ativadas e
expandidas usando os métodos aqui descritos e conhecidos na

técnica e depois infundidas de novo no doente.

E também aqui divulgado o tratamento de um doente em risco
de desenvolver LLC. Também aqui divulgado é o tratamento de
uma malignidade ou uma doencga autoimune em gue a
quimioterapia e/ou a 1imunoterapia num doente resulta em
imunossupressdo significativa no doente, aumentando assim o
risco do doente desenvolver LLC.

Como aqui divulgados sdo métodos de utilizacdo de células T
que expressam um CAR anti-CD19 que inclui o dominio co-
estimulador CD3-zeta e 4-1BB (também referidas como células
T CART19). As células T CART19 aqui descritas podem
submeter-se a expansdo robusta in vivo de células T e podem
estabelecer células de membdéria especificas de CD19 que
persistem em altos niveis para uma quantidade prolongada de
tempo no sangue e na medula dssea. Em alguns casos, as
células T CART19 infundidas num doente podem eliminar
células da leucemia in vivo em doentes com LLC resistente a

quimioterapia avancada.
Definicdes
Salvo definicdo em contrédrio, todos os termos técnicos e

cientificos aqui wusados tém o mesmo significado que

geralmente entendido por um perito com conhecimentos gerais
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na técnica a qgue a invencdo pertence. Embora quaisquer
métodos e materiais semelhantes ou equivalentes aqueles
aqui descritos possam ser usados na préatica para testar a
presente invencdo, o0s materiais e métodos preferidos sé&o
aqui descritos. Na descricdo e reivindicacdo da presente

invencdo, a seguinte terminologia serd usada.

Deve ser também entendido que a terminologia aqui usada é
apenas com O objetivo de descrever formas de realizacédo
particulares, e ndo pretende ser limitativa.

Os artigos "um" e "uma" sdo aqui usados para referir um ou
mais do que um (isto &, pelo menos um) do objeto gramatical
do artigo. A titulo de exemplo, "um elemento" significa um

elemento ou mais de um elemento.

"Cerca de" como aqui usado gquando se refere a um valor
mensuravel, tal como uma guantidade, uma duracdo temporal,
e semelhantes, pretende abranger variacdes de *20% ou *10%,
de um modo mais preferido, *5%, de um modo ainda mais
preferido, *1% e, de um modo muito mais preferido, #0,1% do
valor especificado, uma vez que tais variagdes @ séo

apropriadas para realizar os métodos divulgados.

A "ativacédo", como aqui usado, refere-se ao estado de uma
célula T que foi suficientemente estimulada para induzir
proliferacdo celular detetdvel. A ativacdo pode também ser
associada com a producdo de citocina induzida e funcgdes
efetoras detetdveis. O termo "células T ativadas" refere-
se, entre outras coisas, a células T que estdo a sofrer

divisdo celular.
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0O termo "anticorpo," como aqui usado, refere-se a uma
molécula de imunoglobulina que se liga especificamente a um
antigénio. 0Os anticorpos podem ser imunoglobulinas intactas
derivadas de fontes naturais ou de fontes recombinantes e
podem ser porcdes imunoreativas de imunoglobulinas
intactas. 0s anticorpos s&o tipicamente tetrdmeros de
moléculas de imunoglobulina. Os anticorpos na presente
invencdo podem existir numa variedade de formas gue
incluem, por exemplo, anticorpos policlonais, anticorpos
monoclonais, Fv, Fab e F(ab),, assim como anticorpos de
cadeia simples e anticorpos humanizados (Harlow et al.,
1999, Em: Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, NY; Harlow et al., 1989,
Em: Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor,
New York; Houston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883; Bird et al., 1988, Science 242:423-426).

O termo "fragmento de anticorpo" refere-se a uma porcdo de
um anticorpo intacto e refere-se as regides variaveis
determinantes antigénicas de um anticorpo intacto. Os
exemplos de fragmentos de anticorpo incluem, mas ndo estédo
limitados a, Fabs, Fab, F(ab),, e fragmentos de Fv,
anticorpos lineares, anticorpos scFv e anticorpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de

anticorpo.

Uma "cadeia pesada de anticorpo," como aqui usado, refere-
se a maior dos dois tipos de cadeias polipeptidicas
presentes em todas as moléculas de anticorpo nas suas

conformacdes naturais.

Uma "cadeia leve de anticorpo,"™ como aqui usado, refere-se

a menor dos dois tipos de cadeias polipeptidicas presentes
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em todas as moléculas de anticorpo nas suas conformacdes
naturais. cadeias leves kx e A referem-se aos principais

dois isotipos de cadeia leve de anticorpo.

Pelo termo "anticorpo sintético" como aqui usado, entende-
se um anticorpo que ¢é gerado usando tecnologia de ADN
recombinante, tal como, por exemplo, um anticorpo expresso
por um bacteribéfago, como aqui descrito. O termo deve
também ser interpretado para significar um anticorpo que é
gerado por sintese de uma molécula de ADN que codifica o
anticorpo e cuja molécula de ADN expressa uma proteina de
anticorpo, ou uma sequéncia de aminodcidos que especifica o
anticorpo, em que a sequéncia de ADN ou de aminoacidos foi
obtida usando tecnologia de sintese de sequéncia de ADN ou
de aminoé&cidos que estd disponivel e é Dbem conhecido na

técnica.

O termo "antigénio"™ ou "Ag" como aqui usado é definido como
uma molécula que provoca uma resposta imune. Esta resposta
imune pode envolver a producdo de anticorpo, ou a ativacéo
de <células imunologicamente competentes especificas, ou
ambas. O perito na técnica entenderd que qualquer
macromolécula, incluindo virtualmente todas as proteinas ou
péptidos, pode servir como um antigénio. Além disso, os
antigénios podem ser derivados de ADN recombinante ou
gendémico. Um perito na técnica entenderd que qualquer ADN,
que compreende sequéncias de nucledtidos ou uma sequéncia
de nucledtidos parcial que codifica uma proteina que induza
uma resposta imune codifica consequentemente um
"antigénio", como esse termo ¢ agqui usado. Além disso, o©
perito na técnica entenderd que um antigénio nédo precisa de
ser codificado unicamente por uma sequéncia de nucledtidos

de tamanho completo de um gene. E facilmente entendido que
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inclui a presente invencdo inclui, mas ndo estéd limitada, a
utilizacdo de sequéncias de nucledétidos parciais de mais do
que um gene e gue estas sequéncias de nucledtidos estéo
organizadas em varias combinag¢des para induzir a resposta
imune desejada. Além disso, um perito na técnica entenderé
que um antigénio ndo precisa, de todo, de ser codificado
por um "gene". E facilmente entendido que um antigénio pode
ser gerado, sintetizado ou pode ser derivado de uma amostra
biolbégica. Uma tal amostra bioldgica pode incluir, mas né&o
estd limitada a, uma amostra de tecido, uma amostra de

tumor, uma célula ou um fluido bioldgico.

O termo "efeito antitumoral" como aqui usado, refere-se um
efeito Dbioldégico qgue pode ser manifestado por uma
diminuic¢do no volume tumoral, por uma diminuic&doc no numero
de células tumorais, por uma diminuicdo no numero de
metédstases, por um aumento na esperanca de vida ou pela
melhora de varios sintomas fisioldgicos associados com o
estado canceroso. Um "efeito antitumoral" pode também ser
manifestado pela capacidade dos péptidos, polinucledtidos,
células e anticorpos da invencdo na prevencdo, antes de

mais, da ocorréncia de tumor.

0O termo "auto-antigénio" significa, de acordo com a
presente invencéao, qualquer auto-antigénio que for
reconhecido eqguivocadamente pelo sistema imunitédrio como
sendo estranho. 0s auto-antigénios compreendem, mas nao
estdo limitados a, proteinas celulares, fosfoproteinas,
proteinas de superficie celular, lipidos celulares, &cidos
nucleicos, glicoproteinas, incluindo recetores de

superficie celular.
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O termo "doenca autoimune" como aqui usado, é definido como
um distirbio que resulta de uma resposta autoimune. Uma
doenca autoimune é o resultado de uma resposta improépria e
excessiva a um auto-antigénio. Os exemplos de doencas
autoimunes incluem, mas ndo estdo limitadas a, doenca de
Addision, alopecia areata, espondilite anquilosante,
hepatite autoimune, parotidite autoimune, doenca de Crohn,
diabetes (Tipo I), epidermdlise bolhosa distrdéfica,
epididimite, glomerulonefrite, doenca de Graves, sindrome
de Guillain-Barr, doenca de Hashimoto, anemia hemolitica,
lupus eritematoso sistémico, esclerose multipla, miastenia
gravis, pénfigo vulgar, psoriase, febre reumdtica, artrite
reumatoide, sarcoidose, escleroderma, sindrome de Sjogren,
espondiloartropatias, tiroidite, vasculite, vitiligo,

mixedema, anemia perniciosa, colite ulcerosa, entre outras.

Como aqgui wusado, o termo "autbdlogo" pretende referir
qualquer material derivado do mesmo individuo, o qual é
para ser posteriormente reintroduzido no individuo.

"Alogénico" refere-se a um enxerto derivado de um animal

diferente da mesma espécie.

"Xenogénico" refere-se a um enxerto derivado de um animal

de uma espécie diferente.

O termo '"cancro" como aqui usado, ¢ definido como uma
doenca caracterizada pelo crescimento rapido e
descontrolado de células aberrantes. As células cancerosas
podem-se espalhar localmente ou através da circulacéo
sanguinea e do sistema linfédtico a outras partes do corpo.
Os exemplos de véarios cancros incluem, mas ndo estédo
limitados a, cancro da mama, cancro da prdstata, cancro do

ovario, cancro do colo do uUtero, cancro de pele, cancro do
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péncreas, cancro colorretal, cancro renal, cancro do
figado, cancro cerebral, linfoma, leucemia, cancro pulmonar

e semelhantes.

"Ligando co-estimulador," como o termo € aqui usado, inclui
uma molécula numa célula apresentadora de antigénio (por
exemplo, uma aAPC, célula dendritica, célula B e
semelhantes) que se liga especificamente a uma molécula co-
estimuladora cognata numa célula T, proporcionando assim um
sinal que, para além do sinal primdrio proporcionado
através, por exemplo, de ligacdo a um complexo TCR/CD3 com
uma molécula de MHC carregada com péptido, medeia uma
resposta de célula T, incluindo, mas nédo limitada a,
proliferacédo, ativacédo, diferenciacdo e semelhantes. Uma
ligando co-estimulador pode incluir, mas ndo estd limitado
a, CDb7, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), PD-L1, PD-L2, 4-1BRL,
0X40L, ligando co-estimulador induzivel (ICOS-L), molécula
de adesdo intercellular (ICAM), CD30L, D40, CD70, CCD83,
HLA-G, MICA, MICB, HVEM, beta-recetor da linfotoxina,
3/TR6, ILT3, ILT4, HVEM, um agonista ou anticorpo que se
liga ao recetor do ligando Toll e a um ligando que liga
especificamente a B7-H3. Uma ligando co-estimulador também
abrange, inter alia, um anticorpo que se liga
especificamente a uma molécula co-estimuladora presente
numa célula T, tal como, mas ndo limitada a, CD27, CD28, 4-
1BB, 0X40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigénio-1 associado a
funcdo do linfécito (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3,

e um ligando que se liga especificamente a CD83.

Uma "molécula co-estimuladora" refere-se ao parceiro de
ligacdo cognato numa célula T que se liga especificamente a
um ligando co-estimulador, mediando assim uma resposta co-

estimuladora pela célula T, tal como, mas ndo limitada a,
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proliferacdo. As moléculas co-estimuladoras incluem, mas
ndo estdo limitadas a, uma molécula MHC de classe I, BTLA e

um recetor de ligando Toll.

Um "sinal co-estimulador", como agqui usado, refere-se a um
sinal, que em combinacdo com um sinal primédrio, tal como
ligacdo TCR/CD3, conduz a proliferacdo de células T e/ou
regulacdo positiva ou regulacdo negativa de moléculas

chave,

A "doenca" ¢é um estado de saude de um animal em gque o
animal ndo pode manter a homeostasia, e em que, se a doenca
ndo for melhorada, entdo a saude do animal continua a se
deteriorar. Pelo contrario, um "distuUrbio" num animal € um
estado de saude em que o animal pode manter a homeostasia,
mas em que o estado de salde do animal é menos favoréavel do
que seria na auséncia do disturbio. Deixado sem tratamento,
um distirbio ndo causa necessariamente uma diminuicdo

adicional no estado de saude do animal.

Uma "quantidade eficaz" como aqui usado, significa uma
quantidade que proporciona um beneficio terapéutico ou

profilatico.

"Codificante" refere-se a propriedade inerente de
sequéncias especificas de nucledtidos num polinucledtido,
tal como um gene, um ADNc ou um ARNm, para servirem cCcomo
moldes para a sintese de outros polimeros e macromoléculas
em processos bioldgicos, que tém uma sequéncia definida de
nuclebdétidos (isto é, ARNr, ARNt e ARNm) ou uma sequéncia
definida de aminocédcidos e as propriedades bioldgicas que
dai resultam. Assim, um gene codifica uma proteina se a

transcricdo e a traducdo do ARNm que corresponde a esse
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gene produzem a proteina numa célula ou noutro sistema
bioldégico. Tanto a cadeia codificante, a sequéncia de
nucledétidos que ¢é idéntica a sequéncia de ARNm e &
geralmente proporcionada em listagens de sequéncias, como a
cadeia ndo codificante, usada como o molde ©para a
transcricdo de um gene ou ADNc, podem ser referidas como
codificantes da proteina ou de outro produto desse gene ou

ADNc.

Como aqui usado "enddgeno" refere-se a qualquer material
de, ou produzido dentro de, um organismo, célula, tecido ou

sistema.

Como aqui usado, o termo "exdgeno" refere-se a qualquer
material introduzido ou produzido fora de um organismo,

célula, tecido ou sistema.

O termo "expressdo" como agqui usado é definido como a
transcricdo e/ou a traducdo de uma sequéncia de nucledtidos

particular dirigida pelo seu promotor.

"Vetor de expressdo" refere-se a um vetor compreendendo um
polinucledétido recombinante compreendendo sequéncias de
controlo da expressao ligadas operativamente a uma
sequéncia de nuclebdétidos a ser expressa. Um vetor da
expressdo compreende suficientes elementos de atuacdo cis
para a expressdo; outros elementos para a expressdo podem
ser proporcionados pela célula hospedeira ou num sistema de
expressdo in vitro. Os vetores da expressdo incluem todos
aqueles conhecidos na técnica, tal como cosmideos,
plasmideos (por exemplo, simples ou contidos em lipossoma)

e virus (por exemplo, lentivirus, retrovirus, virus
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adenoides e virus adeno-associados) gue incorporam O

polinucledétido recombinante.

A "homologia" refere-se a identidade de sequéncia ou a
semelhanca de sequéncia entre dois polipéptidos ou entre
duas moléculas de &acidos nucleicos. Quando uma posicdo em
duas sequéncias comparadas estd ocupada pela mesma base ou
subunidade de residuo de aminoadcido, por exemplo, se uma
posicdo em cada uma das duas moléculas de ADN estd ocupada
por adenina, entdo as moléculas sdo hombélogas nessa
posicdo. A percentagem de homologia entre duas sequéncias é
uma funcdo do numero de emparelhamentos ou de posicdes
homélogas partilhadas pelas duas sequéncias, dividida pelo
numero de posicdes comparadas X 100. Por exemplo, se 6 de
10 das posigcBes em duas sequéncias sdo emparelhadas ou
homélogas entdo as duas sequéncias sdo 60% hombdlogas. A
titulo de exemplo, as sequéncias de ADN ATTGCC e TATGGC
partilham 50% de homologia. Em geral, ¢é feita uma
comparacdo gquando duas sequéncias sdo alinhadas para dar

homologia maxima.

0O termo "imunoglobulina" ou "Ig" como agqui usado, é
definido como uma classe de proteinas que funcionam como
anticorpos. Os anticorpos expressos por células B sédo por
vezes referidos como BCR (recetor de célula B) ou recetor
de antigénio. Os cinco membros incluidos nesta classe de
proteinas sdo IgA, IgG, IgM, IgD e IgE. A IgA é o anticorpo
primdrio que estd presente em secrecdes corporais, tais
como saliva, ladgrimas, leite materno, secrecdes
gastrointestinais e secreg¢des de muco do trato respiratdrio
e genito-urinédrio. A IgG é o anticorpo de circulacdo mais
comum. A IgM é a principal imunoglobulina produzida na

resposta 1imune primdria na maioria dos individuos. E a
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imunoglobulina mais eficiente em aglutinacdo, fixacdo de
complemento e noutras respostas de anticorpo, e é
importante na defesa contra bactérias e virus. A IgD é a
imunoglobulina que nédo tem nenhuma funcdo de anticorpo
conhecida, mas pode servir como um recetor de antigénio. A
IgE é a imunoglobulina gque medeia a hipersensibilidade
imediata ao provocar a libertacdo de mediadores a partir de

mastécitos e basdfilos apds exposicdo ao alergénio.

Como aqui wusado, um "material informativo" inclui uma
publicacdo, um registo, um diagrama, ou qualquer outro meio
de expressdo que possa ser usado para comunicar a utilidade
das composicbes e métodos da invencéo. O material
informativo do kit da invencdo pode, por exemplo, ser
afixado a um recipiente que contenha o 4&cido nucleico,
péptido e/ou a composicdo da invencdo ou ser enviado
juntamente com um recipiente que contenha o &dcido nucleico,
péptido e/ou a composicdo. Alternativamente, o material
informativo pode ser enviado separadamente do recipiente
com a intencdo de que o material informativo e o composto

sejam usados cooperativamente pelo recetor.

"Isolado" significa alterado ou removido do estado natural.
Por exemplo, um &cido nucleico ou um péptido naturalmente
presente num animal vivo ndo estd "isolado", mas o mesmo
dcido nucleico ou péptido parcial ou totalmente separado
dos materiais coexistentes do seu estado natural estéa
"isolado". Um &4cido nucleico ou uma proteina isolada pode
existir em forma substancialmente purificada, ou pode
existir num ambiente ndo-nativo, tal como, por exemplo, uma

célula hospedeira.
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No contexto da presente invencdo, sdo usadas as seguintes
abreviaturas para as Dbases de 4cidos nucleicos de
ocorréncia comum. "A" refere-se a adenosina, "C" refere-se
a citosina, "G" refere-se a guanosina, "T" refere-se a

timidina e "U" refere-se a uridina.

Salvo especificacdo em contréario, uma "sequéncia de
nucledétidos que codifica uma sequéncia de aminodcidos”
inclui todas as sequéncias de nucledbdétidos que sdo versbes
degeneradas de umas das outras e que codifica a mesma
sequéncia de aminodcidos. A frase sequéncia de nucledtidos
que codifica uma proteina ou um ARN pode também incluir
intrdes na medida em que a sequéncia de nucledtidos que
codifica a proteina pode em alguma versdo conter um ou mais

intrdes.

Umn "lentivirus" como aqui usado refere-se a um género da
familia Retroviridae. 0Os lentivirus s&o Unicos entre os
retrovirus por serem capazes de infetar células gue ndo se
dividem; podem transferir uma quantidade significativa de
informacdo genética para o ADN da célula hospedeira, pelo
que sdo um dos métodos mais eficientes de um vetor de
transferéncia génica. HIV, SIV e FIV s&do todos exemplos de
lentivirus. Os vetores derivados de lentivirus proporcionam
os meios para conseguir niveis significativos de

transferéncia génica in vivo.

Pelo termo "modular", como agqui usado, entende-se mediar um
aumento ou diminuicdo detetdvel no nivel de uma resposta
num individuo comparativamente ao nivel de uma resposta no
individuo na auséncia de um tratamento ou composto, e/ou
comparativamente ao nivel de uma resposta num individuo de

outro modo idéntico, mas nédo tratado. O termo abrange
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perturbar e/ou afetar um sinal ou resposta nativa, mediando
assim uma resposta terapéutica benéfica num individuo, de

um modo preferido, um ser humano.

Salvo especificacdo em contréario, uma "sequéncia de
nuclebdétidos que codifica uma sequéncia de aminodcidos”
inclui todas as sequéncias de nucledbdétidos que sdo versbes
degeneradas de uma das outras e que codificam a mesma
sequéncia de aminodcidos. As sequéncias de nucledtidos que

codifica proteinas e ARN podem incluir intrdes.

O termo "ligado operativamente" refere-se a ligacédo
funcional entre uma sequéncia reguladora e uma sequéncia de
dcidos nucleicos heterdélogos resultando em expressdo da
tltima. Por exemplo, uma primeira sequéncia de &cidos
nucleicos estéd ligada operativamente a uma segunda
sequéncia de 4cidos nucleicos gquando a primeira sequéncia
de 4cidos nucleicos é colocada numa relacdo funcional com a
segunda sequéncia de &4cidos nucleicos. Por exemplo, um
promotor estd ligado operativamente a uma sequéncia
codificante se o promotor afetar a transcricdo ou a
expressdo da sequéncia codificante. Em geral, sequéncias de
ADN 1ligadas ©operativamente sdo contiguas e, se for
necessario juntar duas regides codificantes de proteina, na

mesma grelha de leitura.

0 termo antigénio tumoral "sobreexpresso" ou
"sobreexpressdo" do antigénio tumoral pretendem indicar um
nivel andémalo de expressdo do antigénio tumoral numa célula
de uma &rea de doenca, tal como um tumor sdélido dentro de
um tecido ou dérgdo especifico do doente relativamente ao
nivel de expressdo numa célula normal desse tecido ou

brgéo. Os doentes que tém tumores sélidos ou uma
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malignidade hematoldgica caracterizada por sobreexpressio
do antigénio tumoral podem ser determinados por ensaios

padrdo conhecidos na técnica.

A administracédo "parentérica" de uma composicéo
imunogenética inclui, por exemplo, 1injecdo subcuténea
(s.c.), intravenosa (1.v.), intramuscular (1.m.) ou

intrasternal, ou técnicas de infuséo.

Os termos "doente"™, "sujeito", "individuo"™ e semelhantes
sdo aqui usados indiscriminadamente, e referem-se a
qualquer animal, ou suas células 1in vitro ou in situ,
suscetiveis aos métodos aqui descritos. Em determinadas
formas de realizacdo ndo limitantes, o doente, sujeito ou

individuo é um ser humano.

O termo "polinucledtido" como aqui usado ¢é definido como
uma cadeia de nucledtidos. Além disso, os acidos nucleicos
sdo polimeros de nucledétidos. Assim, &acidos nucleicos e
polinucledtidos como aqui utilizados sédo usados
indiscriminadamente. O perito na técnica tem o conhecimento
geral de gue os &cidos nucleicos sdo polinucledtidos, que
podem ser hidrolisados em "nucledtidos monoméricos". Os
nucledbdétidos monoméricos podem ser hidrolisados em
nuclebdésidos. Como aqui usado, os polinucledtidos incluem,
mas ndo estdo limitados a, todas as sequéncias de &cidos
nucleicos que sdo obtidas por quaisquer meio disponiveis na
técnica, incluindo, sem limitacdo, meios recombinantes,
isto ¢, a clonagem de sequéncias de &cidos nucleicos a
partir de uma biblioteca recombinante ou de um genoma
celular, usando a tecnologia de clonagem convencional e

PCR™, e semelhantes, e por meios sintéticos.
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Como agui wusados, o0s termos "péptido", "polipéptido" e
"proteina" sdo usados indiscriminadamente, e referem-se a
um composto compreendido de residuos de aminodcidos ligados
covalentemente por ligacbdes peptidicas. Uma proteina ou um
péptido devem conter pelo menos dois aminodcidos, e n&do é
colocada limitacdo no numero méximo de aminodcidos que
podem compreender uma sequéncia de proteina ou de péptido.
Os polipéptidos incluem qualquer péptido ou proteina
compreendendo dois ou mais aminodcidos Jjuntos entre si por
ligacdes peptidicas. Como aqui usado, o termo refere-se a
cadeias curtas, gque sdo também geralmente referidas na
técnica como péptidos, oligopéptidos e oligbmeros, por
exemplo, e a cadeias mais longas, que Sdo geralmente
referidas na técnica como proteinas, das guais existem
muitos tipos. 0Os "polipéptidos"™ incluem, por exemplo,
fragmentos biologicamente ativos, polipéptidos
substancialmente homdlogos, oligopéptidos, homodimeros,
heterodimeros, variantes de ©polipéptidos, polipéptidos
modificados, derivados, andlogos, proteinas de fusdo, entre
outros. Os polipéptidos incluem péptidos naturais, péptidos

recombinantes, péptidos sintéticos ou uma sua combinacio.

O termo "promotor" como aqui usado ¢é definido como uma
sequéncia de ADN reconhecida pela maquinaria sintética da
célula, ou maguinaria sintética introduzida, requerida para
iniciar a transcricdo especifica de uma segquéncia de

polinucledétidos.

Como aqui usado, o termo "promotor/sequéncia reguladora"
significa uma sequéncia de 4cidos nucleicos que é requerida
para expressdo de um produto génico ligado operativamente
ao promotor/sequéncia reguladora. Em alguns casos, esta

sequéncia pode ser a sequéncia promotora do nlcleo e,
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noutros casos, esta sequéncia pode também incluir uma
sequéncia intensificadora e outros elementos reguladores
que sdo requeridos para a expressdo do produto génico. O
promotor/sequéncia reguladora pode, por exemplo, ser uma
que expressa o produto génico de um modo especifico do
tecido.

Um promotor "constitutivo" é uma sequéncia de nucledtidos
que, quando ligada operativamente a um polinucledtido que
codifica ou especifica um produto génico, faz com gue o
produto génico seja produzido numa célula sob grande parte

das condic¢des ou todas as condigdes fisioldgicas da célula.

Um promotor "induzivel" & uma segquéncia de nucledtidos que,
quando ligada operativamente a um polinucledtido que
codifica ou especifica um produto génico, faz com gue o
produto génico seja produzido numa célula, substancialmente
apenas quando um indutor que corresponde ao promotor esté

presente na célula.

Um promotor "especifico de tecido" ¢é uma sequéncia de
nucledbdétidos que, quando ligada operativamente a um
polinucledétido codificado ou especificado por um gene, faz
com que o produto génico seja produzido numa célula,
substancialmente apenas se a célula for uma célula do tipo

de tecido que corresponde ao promotor.

Pelo termo "liga-se especificamente", como aqui usado no
que diz respeito a um anticorpo, entende-se um anticorpo
que reconhece um antigénio especifico, mas ndo reconhece
substancialmente, nem se 1liga, a outras moléculas numa
amostra. Por exemplo, um anticorpo que se liga

especificamente a um antigénio de uma espécie pode também
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ligar-se a esse antigénio de uma ou mais espécies. Mas, tal
reatividade cruzada entre espécies ndo altera ela prdpria a
classificacdo de um anticorpo como especifico. Num outro
exemplo, um anticorpo que se liga esgpecificamente a um
antigénio pode também ligar-se a formas alélicas diferentes
do antigénio. Contudo, tal reatividade cruzada nédo altera
ela ©préopria a classificacdo de um anticorpo como
especifico. Em alguns casos, o0s termos "ligacdo especifica"”
ou "liga-se especificamente", podem ser usados com
referéncia a interacdo de um anticorpo, uma proteina ou um
péptido com uma segunda espécie quimica, para significar
que a interacdo é dependente da presenca de uma estrutura
particular (por exemplo, um epitopo ou determinante
antigénico) na espécie quimica; por exemplo, um anticorpo
reconhece e liga-se a uma estrutura proteica especifica em
vez de proteinas na generalidade. Se um anticorpo for
especifico para o epitopo "A", a presenca de uma molécula
contendo epitopo A (ou livre, sem marcacdo A), numa reacao
contendo "A" marcado e o anticorpo, ird reduzir a

quantidade de A marcado ligado ao anticorpo.

Pelo termo "estimulacdo", entende-se uma resposta priméaria
induzida por ligacdo de uma molécula estimuladora (por
exemplo, um complexo TCR/CD3) ao seu ligando cognato
mediando assim um evento de transducdo de sinal, tal como,
mas ndo limitada a, transducdo de sinal através do complexo
TCR/CD3. A estimulacdo pode mediar a expressdo alterada de
determinadas moléculas, tal como regulacdo negativa de TGF-
B, e/ou a reorganizacdo de estruturas citoesqueléticas, e

semelhantes.

Uma "molécula estimuladora", como o termo é aqui wusado,

significa uma molécula numa célula T gque se 1liga
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especificamente a um ligando estimulador cognato presente

numa célula apresentadora de antigénio.

Um "ligando estimulador", como aqui usado, significa um
ligando a que quando presente numa célula apresentadora de
antigénio (por exemplo, uma aAPC, uma célula dendritica,
uma célula B e semelhantes) pode-se ligar especificamente a
um parceiro de 1ligacdo cognato (referido aqui como uma
"molécula estimuladora”™) numa célula T, mediando assim uma
resposta primaria pela célula T, incluindo, mas né&o
limitada a, ativacdo, iniciacdo de uma resposta imune,
proliferacdo, e semelhantes. Os ligandos estimuladores sé&o
bem conhecidas na técnica e abrangem, inter alia, uma
molécula de MHC de classe I carregada com um péptido, um
anticorpo anti-CD3, um superagonista do anticorpo anti-CD28

e um superagonista do anticorpo anti-CD2.

O termo "individuo" pretende incluir organismos vivos em
que uma resposta imune pode ser induzida (por exemplo,
mamiferos). Os exemplos de individuos incluem seres
humanos, cdes, gatos, murganhos, ratos e suas espécies
transgénicas.

Como aqui usado, uma célula "substancialmente purificada" é
uma célula gque estd essencialmente livre de outros tipos de
células. Uma célula substancialmente purificada também se
refere a uma célula que ¢é separada de outros tipos de
células com as dquais estd normalmente associada no seu
estado natural. Em alguns casos, uma populacdo de células
substancialmente purificadas refere-se a uma populacédo
homogénea de células. Noutros exemplos, este termo refere-
se simplesmente a células que foram separadas das células

com qgue estdo naturalmente associadas no seu estado
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natural. Em algumas formas de realizacdo, as células sé&o
cultivadas in vitro. Noutras formas de realizacdo, as

células ndo sdo cultivadas in vitro.

0O termo "terapéutico" como aqui usado significa um
tratamento e/ou profilaxia. Um efeito terapéutico é obtido
pela supressdo, remissdo ou erradicacdo de um estado de

doenca.

O termo ‘"quantidade terapéutica eficaz" refere-se a
quantidade do composto em causa que ird induzir a resposta
bioldégica ou médica de um tecido, sistema ou individuo gue
estd a ser pretendida pelo investigador, veterinéario,
médico ou outro clinico. O termo "quantidade terapéutica
eficaz" inclui aquela quantidade de um composto que, gquando
administrada, ¢é suficiente para prevenir o desenvolvimento,
ou aliviar em certa medida, um ou mails dos sinais ou
sintomas do disturbio ou doenca a ser tratada. A quantidade
terapéutica eficaz iréd variar dependendo do composto, da
doenca e da sua gravidade e da idade, peso, etc., do

individuo a ser tratado.

"Tratar" uma doenca, como o termo é aqui usado, significa
reduzir a freguéncia ou a gravidade de pelo menos um Sinal
ou sintoma de wuma doenca ou disturbio sofrido por um

individuo.

O termo "transfetada" ou "transformada" ou "transduzida"
como aqui usado, refere-se a um processo através do qual
dcido nucleico exbégeno ¢é transferido ou introduzido na
célula hospedeira. A célula "transfetada" ou "transformada"

ou "transduzida" é uma que foi transfetada, transformada ou
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transduzida com &cido nucleico exdégeno. A célula inclui a

célula primdria em causa e a sua progenia.

A frase "sob controlo transcricional" ou "ligado
operativamente" como aqui usada, significa que o promotor
estd no local e na orientacdo corretos em relacdo a um
polinucledétido para controlar a iniciacdo da transcricéo

prela ARN polimerase e expressdo do polinucledtido.

Um "vetor" é uma composicdo de matéria gue compreende um
dcido nucleico isolado e que pode ser usada para transferir
o 4cido nucleico isolado para o interior de uma célula. Sé&o
conhecidos na técnica numerosos vetores que incluem, mas
nao estédo limitados a, polinucledbétidos lineares,
polinucledtidos associados a compostos idénicos ou
anfifilicos, plasmideos e virus. Assim, o termo "vetor"
inclui um plasmideo ou virus autonomamente replicante. O
termo deve também ser interpretado para incluir compostos
ndo-plasmidicos e ndo-virais que facilitem a transferéncia
de &4cidos nucleicos para células, tais como, por exemplo,
compostos de polilisina, lipossomas, e semelhantes. Os
exemplos de vetores virais incluem, mas ndo estdo limitados
a, vetores adenovirais, vetores virais adeno-associados,

vetores retrovirais, e semelhantes.

Gamas: ao longo desta divulgacdo, varios aspetos da
invencdo podem ser apresentados num formato de gama. Deve
ser entendido que a descricdo no formato de gama é
meramente por conveniéncia e brevidade e ndo se deve ser
interpretada como uma limitagdo inflexivel do ambito da
invencdo. Desta forma, a descricdo de uma gama deve ser
considerada como tendo divulgado especificamente todas as

subgamas possiveis, assim como valores numéricos
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individuais dentro dessa gama. Por exemplo, a descricédo de
uma gama, tal como de 1 a 6, deve ser considerada como
sendo especificamente divulgadas subgamas, tais como 1 a 3,
1 a4, 1 ab, 2aid, 2 asob, 3 a6, etc., assim como numeros
individuais dentro dessa gama, por exemplo, 1, 2, 2,7, 3,

4, 5, 5,3 e 6. Isto aplica-se apesar da largura da gama.

Descricéo

A presente invencdo proporciona composicdes para tratamento
do cancro. O cancro pode ser uma malignidade hematoldgica,
um tumor sdélido, um tumor primdrio ou metastizante. De um
modo preferido, o cancro ¢ uma malignidade hematoldgica e,
de um modo mais preferido, o cancro é leucemia linfocitica

crbénica (LLC).

Numa forma de realizacdo, a invencdo proporciona uma célula
T manipulada para expressar um CAR, em que a célula T CAR
apresenta uma propriedade antitumoral como aqui definida. O
CAR pode ser manipulado para compreender um dominio
extracelular que tem um dominio de ligacdo de antigénio
CD19 fundido ao dominio de sinalizacdo intracelular =zeta
CD3 da cadeia =zeta do complexo recetor de antigénio da
célula T. O CAR quando expresso numa célula T é capaz de
redirecionar o reconhecimento de antigénio com base na
especificidade de ligacdo de antigénio. CD19 é expresso em
células B malignas. A unidade de ligacdo de antigénio ¢é
fundida com um dominio intracelular de uma molécula co-
estimuladora e de uma cadeia zeta que é um dominio de
sinalizacdo CD137 (4-1BB) e um dominio de sinalizacéo

CD3zeta.
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Como aqui descrito, o CAR compreende um dominio de
sinalizacdo CD137 (4-1BB). Isto ¢é porque a presente
invencdo ¢é parcialmente Dbaseada na descoberta de qgue
respostas de células T mediadas por CAR podem ser ainda
aumentadas com a adicdo de dominios co-estimuladores. Por
exemplo, a inclusdo do dominio de sinalizacgdo CD137 (4-1BB)
aumentou significativamente a atividade antitumoral e a
persisténcia in vivo de células T CAR comparativamente a
uma célula T CAR de outro modo idéntica ndo manipulada para

expressar CD137 (4-1BB).

Composicgédo

A presente invencdo proporciona utilizacgdes de células T
geneticamente modificadas para expressar um recetor de
antigénio quimérico (CAR) compreendendo um dominio
extracelular e intracelular como aqui definido. O dominio
extracelular compreende um elemento de ligacdo especifico
de alvo, de outro modo referido como uma unidade de ligacéo
de antigénio. O dominio intracelular ou entdo o dominio
citoplasmético compreende, uma regido de sinalizacdo co-
estimuladora e uma porcdo de cadeia zeta. A regido de
sinalizacdo co-estimuladora refere-se a uma porcdo do CAR
compreendendo o dominio intracelular de uma molécula co-
estimuladora. As moléculas co-estimuladoras s&o moléculas
de superficie celular diferentes de recetores de antigénio
ou seus ligandos que sdo requeridas para uma resposta

eficiente de linfécitos ao antigénio.

Entre o dominio extracelular e o dominio transmembranar do
CAR, ou entre o dominio citoplasmatico e o dominio
transmembranar do CAR, pode ser ai incorporado um dominio

espacador. Como aqui usado, o termo "dominio espacador"
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significa geralmente qualquer oligo ou polipéptido que
funcione para ligar o dominio transmembranar ao dominio
extracelular ou ao dominio citoplasmdtico na cadeia
polipeptidica. Um dominio espacador pode compreender até
300 amino&cidos, de um modo preferido, 10 a 100 amino&cidos

e, de um modo muito preferido, 25 a 50 aminoé&cidos.

Unidade de ligacdo de antigénio

O CAR aqgqui descrito compreende um elemento de ligacéo
especifico de alvo, de outro modo referido como uma unidade

de ligacdo de antigénio.

No contexto da presente divulgacdo, "antigénio tumoral" ou
"antigénio de disttrbio hiperproliferativo”™ ou "antigénio
associado a um disturbio hiperproliferativo," refere-se a
antigénios que sdo comuns a disturbios hiperproliferativos
especificos, tais como o cancro. Os antigénios aqui
discutidos s&o meramente incluidos a titulo
exemplificativo. A lista n&o pretende ser exclusiva e mais

exemplos serédo facilmente evidentes aos peritos na técnica.

Os antigénios tumorais sdo proteinas que sdo produzidas por
células tumorais que induzem uma resposta imune,
particularmente respostas imunes mediadas por células T. Os
antigénios tumorais s&o bem conhecidos na técnica e
incluem, por exemplo, um antigénio associado a glioma,
antigénio carcinoembriénico (CEA), gonadotrofina coridbdnica
humana {, alfa-fetoproteina (AFP), AFP reativo a lectina,
tireoglobulina, RAGE-1, MN-CA IX, telomerase humana,
transcriptase reversa, RUl, RU2 (AS), carboxil pectase
intestinal, mut  hsp70-2, M-CSF, prostase, antigénio

especifico da proéstata (PSA), PAP, NY-ESO-1, LAGE-la, p53,
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prosteina, PSMA, Her?2/neu, survivina e telomerase,
antigénio tumoral 1 de carcinoma da prébstata (PCTA-1),
MAGE, ELF2M, elastase de neutréfilo, ephrinB2, CD22, fator
de crescimento da insulina (IGF)-I, IGF-II, recetor IGEF-I e

mesotelina.

Os tumores malignos expressam um numero de proteinas que
podem servir como antigénios alvo para um ataque imune.
Estas moléculas incluem, mas ndo estdo limitadas a,
antigénios especificos de tecido, tais como MART-1,
tirosinase e GP 100 em melanoma e fosfatase 4cida
prostatica (PAP) e antigénio especifico da prdstata (PSA)
no cancro da prdéstata. Outras moléculas alvo pertencem ao
grupo de moléculas relacionadas com a transformacdo, tais
como o oncogene HER-2/Neu/ErbB-2. Contudo, um outro grupo
de antigénios alvo s&do antigénios onco-fetais, tais como ©
antigénio carcinoembriénico (CEA). No linfoma da célula B,
a imunoglobulina idiotipo especifica de tumor constitui um
antigénio de imunoglobulina verdadeiramente especifico de
tumor que ¢ uUnico ao tumor individual. os antigénios de
diferenciacdo da célula B, tais como CD19, CD20 e CD37, sé&o
outros candidatos para antigénios alvo no linfoma da célula
B. Alguns destes antigénios (CEA, HER-2, CD19, <CD20,
idiotipo) tém sido wusados como alvos para imunoterapia

passiva com anticorpos monoclonais com sucesso limitado.

O tipo de antigénio tumoral referido na divulgacdo pode
também ser um antigénio especifico de tumor (TSA) ou um
antigénio associado a tumor (TAA). Um TSA é uUnico para as
células tumorais e ndo ocorre noutras células no corpo. Um
antigénio associado a TAA ndo ¢é Unico para uma célula
tumoral e, pelo contrario, também é expresso numa célula

normal sob condig¢des que ndo induzem um estado de
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tolerdncia imunoldégica ao antigénio. A expressdo do
antigénio no tumor pode ocorrer sob condicgdes que permitem
ao sistema imunitdrio responder ao antigénio. Os TAAs podem
ser antigénios que s&o expressos em células normais durante
o desenvolvimento fetal gquando o sistema imunitédrio é
imaturo e incapaz de responder ou podem ser antigénios gue
estdo normalmente presentes em niveis extremamente baixos
nas células normais, mas que sdo expressos a niveis muito

mais altos em células tumorais.

Os exemplos nédo limitantes de antigénios TSA ou TAA incluem
08 seguintes: antigénios de diferenciacdo, tais como MART-
1/MelanA (MART-I), gplOO0 (Pmel 17), tirosinase, TRP-1, TRP-
2 e antigénios multilinhagem especificos de tumor, tais
como MAGE-1, MAGE-3, BAGE, GAGE-1, GAGE-2, plb; antigénios
embriondrios sobreexpressos, tais como CEA; oncogenes
sobreexpressos e genes supressores de tumor mutados, tais
como pb3, Ras, HER-2/neu; antigénios tumorais Unicos
resultantes de translocacgdes cromossométicas; tailis como
BCR-ABL, E2A-PRL, H4-RET, IGH-IGK, MYL-RAR; e antigénios
virais, tais como antigénios do virus Epstein Barr EBVA e
antigénios E6 e E7 do papilomavirus humano (HPV). Outros
antigénios grandes a base de proteina, incluem TSP-180,
MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6, RAGE, NY-ESO, pl85erbB2, pl80erbB-
3, c-Met, nm-23H1, PSA, TAG-72, CA 19-9, CA 72-4, CAM 17.1,
NuMa, K-ras, beta-Catenina, CDK4, Mum-1, pl5, plé6, 43-9F,
5T4, 791Tgp72, alfa-fetoproteina, beta-HCG, BCA225, BTAA,
CA 125, CA 15-3\CA 27.29\BCAA, CA 195, CA 242, CA-50,
CAM43, CD68\P1l, C0O-029, FGF-5, G250, Ga733\EpCAM, HTgp-175,
M344, MA-50, MG7-Ag, MOV18, NB/70K, NY-CO-1, RCASI,
SDCCAG16, TA-90\proteina de 1ligacdo a Mac-2\proteina
associada a ciclofilina C, TAAL6, TAG72, TLP e TPS.
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Como aqui divulgado, outros antigénios incluem CD20, CD22,
ROR1, Mesotelina, CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, Glicolipido F77,
EGFRvIII, GD-2, MY-ESO-1 TCR, MAGE A3 TCR e semelhantes.

Como aqui descrito, a porcdo da unidade de ligacdo de
antigénio do CAR da invengédo direciona-se para CD19. De um
modo preferido, a porcdo da unidade de ligacdo de antigénio
no CAR da invencdo é scFv anti-CD19, em que a sequéncia de
dcidos nucleicos da scFv anti-CD19 compreende a sequéncia
apresentada em SEQ ID: 14. Alternativamente, o scFv anti-
CD19 compreende a sequéncia de 4&cidos nucleicos qgue
codifica a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 20. Numa
outra forma de realizacdo, a porcdo do sckFv anti-CD19 do
CAR da invencdo compreende a sequéncia de aminoécidos

apresentada em SEQ ID N°: 20.

Dominio transmembranar

No que diz respeito ao dominio transmembranar, o CAR pode
ser concebido para compreender um dominio transmembranar
que é fundido ao dominio extracelular do CAR. Numa forma de
realizacdo, ¢é usado o dominio transmembranar gque estéa
associado naturalmente a um dos dominios no CAR. Em alguns
casos, o dominio transmembranar pode ser selecionado ou
modificado por substituicdo de amincadcido para evitar a
ligacdo de tais dominios aos dominios transmembranares das
mesmas ou diferentes proteinas de superficie membranar,
para minimizar interac¢des com outros membros do complexo

recetor.

0O dominio transmembranar pode ser derivado de uma fonte
natural ou sintética. Quando a fonte é natural, o dominio

pode ser derivado de qualquer proteina ligada a membrana ou
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transmembranar. As regides transmembranares de utilizacéo
particular nesta invencdo podem ser derivadas (isto ¢,
compreendem pelo menos a(s) regido (des) transmembranar (es))
da cadeia alfa, beta ou zeta do recetor de célula T, CD28,
CD3 épsilon, CD45, (CD4, CD5, CD8, CD9, CDle, CD22, CD33,
CD37, CDho4, CD80, CD8o, CD134, CcD137, CD154.
Alternativamente o) dominio transmembranar pode ser
sintético, em cujo O caso 1ird compreender residuos
predominante hidrofdébicos, tais como leucina e valina. De
um modo preferido, um tripleto de fenilalanina, triptofano
e valina serd encontrado em cada extremidade de um dominio
transmembranar sintético. Opcionalmente, um pequeno ligante
oligo ou polipeptidico, de um modo preferido, entre 2 e 10
aminodcidos de comprimento pode formar a ligacdo entre o
dominio transmembranar e o) dominio de sinalizacéo
citoplasmdtico do CAR. Uma dupleto de glicina-serina

proporciona um ligante particularmente apropriado.

De um modo preferido, o dominio transmembranar no CAR da
invencdo é o dominio transmembranar CD8. Numa forma de
realizacdo, o dominio transmembranar CD8 compreende a
sequéncia de &acidos nucleicos de SEQ ID N°: 16. Numa forma
de realizacdo, o dominio transmembranar CD8 compreende a
sequéncia de &cidos nucleicos que codifica a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID N°: 22, numa outra forma de
realizacdo, o dominio transmembranar CD8 compreende a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 22.

Em alguns casos, o dominio transmembranar do CAR da
invencdo compreende o dominio de charneira CD8a. Numa forma
de realizacdo, o dominio de charneira CD8 compreende a
sequéncia de &acidos nucleicos de SEQ ID N°: 15. Numa forma
de realizacdo, o dominio de charneira CD8 compreende a

sequéncia de &acidos nucleicos que codifica a segquéncia de
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aminodcidos de SEQ ID N°: 21. Numa outra forma de
realizacdo, o dominio de charneira CD8 compreende a

sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 21.

Dominio citoplasméatico

O dominio citoplasmadtico ou de outro modo o dominio de
sinalizacdo intracelular do CAR da invencdo é responsavel
pela ativacdo de pelo menos uma das funcdes efetoras
normais da célula imune em que o CAR foi colocado. O termo
"funcdo efetora" refere-se a uma funcdo especializada de
uma célula. A funcdo efetora de uma célula T, por exemplo,
pode ser atividade citolitica ou atividade de auxiliar
incluindo a secrecdo de citocinas. Assim, o termo "dominio
de sinalizacdo intracelular" refere-se a porcdo de uma
proteina que transdus o sinal da funcdo efetora e direciona
a célula a realizar wuma funcdo especializada. Embora
geralmente possa ser empregado o dominio de sinalizacgéo
intracelular completo, em muitos casos ndo é necessario
usar a cadeia inteira. Na medida em que pode ser usada uma
porcdo truncada do dominio de sinalizacdo intracelular, tal
porcdo truncada pode ser usada no lugar da cadeia intacta
desde que transduza o sinal da funcdo efetora. O termo
dominio de sinalizacd&oc intracelular pretende assim incluir
qualguer porcéo truncada do dominio de sinalizacé&o
intracelular suficiente para transduzir o sinal da funcéo

efetora.

Os dominios de sinalizacdo intracelular para utilizacdo no
CAR da invencdo incluem as sequéncias citoplasmaticas do
recetor de célula T (TCR) e o0s co-recetores que atuam em
concertacdo para iniciar a transducdo de sinal apds

acoplamento do recetor de antigénio, assim como dgqualquer
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derivado ou variante destas sequéncias e qualquer sequéncia
sintética que tiver a mesma capacidade funcional como aqui

definida.

Sabe-se que o0s sinais gerados através apenas do TCR sé&o
insuficientes para a ativacdo completa da célula T e que é
também requerido um sinal secunddrio ou co-estimulador.
Assim, a ativacdo da célula T pode ser referida como sendo
mediada por duas classes distintas de sequéncia de
sinalizacdo citoplasmética: agquelas que iniciam a ativacéo
primadria dependente de antigénio através de TCR (sequéncias
de sinalizacédo citoplasmédtica primdria) e aquelas gque atuam
de um modo independente de antigénio para proporcionar um
sinal secundario ou co-estimulador (sequéncias de

sinalizacdo citoplasmética secundéaria).

As sequéncias de sinalizacdo citoplasméatica primaria
regulam a ativacdo primadria do complexo de TCR de um modo
estimulador, ou de um modo inibidor. As sequéncias de
sinalizacdo citoplasmidtica primdria que atuam de um modo
estimulador podem conter motivos de sinalizacdo gque sé&o
conhecidos como motivos de ativacdo a base de imunorecetor

de tirosina ou ITAMs.

Os exemplos de ITAM contendo sequéncias de sinalizacéo
citoplasmdtica primadria que tém utilizacdo particular
incluem aqueles derivados de TCR zeta, FcR gama, FcR beta,
CD3 gama, CD3 delta, CD3 épsilon, CD5, CD22, CD79%a, CD79% e
CD66d. De acordo com a invencdo, a molécula de sinalizacéo
citoplasmdtica no CAR da invencédo compreende uma sequéncia

de sinalizacdo citoplasmdtica derivada de CD3 zeta.
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O dominio citoplasmadtico do CAR compreende o dominio de
sinalizacéo CD3-zeta combinado com uma regido de
sinalizacdo co-estimuladora que se refere a uma porcdo do
CAR compreendendo o dominio intracelular da molécula co-
estimuladora 4-1BB. Uma molécula co-estimuladora ¢é uma
molécula de superficie celular gue ndo um recetor de
antigénio ou seus ligandos gque ¢ requerida para uma
resposta eficiente de linfécitos a um antigénio. Os
exemplos de outras tais moléculas incluem CD27, CD28,
(CD137), 0X40, CD30, CDh4a0, PD-1, ICOS, antigénio-1
associado a funcdo do linfdécito (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT,
NKG2C, B7-H3, e um ligando que se liga especificamente a

CD83, e semelhantes.

As sequéncias de sinalizacdo citoplasmatica dentro da
porcdo de sinalizacdo citoplasmética do CAR da invencéo
podem ser ligadas entre si numa ordem aleatdria ou
especificada. Opcionalmente, um pequeno ligante oligo ou
polipéptido, de um modo preferido, entre 2 e 10 aminoacidos
de comprimento pode formar a ligacdo. Um dupleto de
glicina-serina proporciona um ligante particularmente

apropriado.

O dominio citoplasmadtico ¢ concebido para compreender o
dominio de sinalizacdo CD3-zeta e o dominio de sinalizacéo

4-1BB.

Numa forma de realizacdo, o dominio citoplasmadtico no CAR
da invencdo ¢é concebido para compreender o dominio de
sinalizacdo 4-1BB e o dominio de sinalizacdo CD3-zeta, em
que o dominio de sinalizacdo 4-1BB compreende a sequéncia

de 4acidos nucleicos apresentada em SEQ ID N°: 17 e o
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dominio de sinalizacdo CD3-zeta compreende a sequéncia de

dcidos nucleicos apresentada em SEQ ID N°: 18.

Numa forma de realizacdo, o dominio citoplasmédtico no CAR
da invencdo ¢ concebido para compreender o dominio de
sinalizacdo 4-1BB e o dominio de sinalizacdo CD3-zeta, em
que o dominio de sinalizacdo 4-1BB compreende a sequéncia
de &cidos nucleicos que codifica a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID N°: 23 e o dominio de sinalizacdo CD3-zeta
compreende a sequéncia de &cidos nucleicos que codifica a

sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 24.

Numa forma de realizacdo, o dominio citoplasmadtico no CAR
da invencdo ¢é concebido para compreender o dominio de
sinalizacdo 4-1BB e o dominio de sinalizacdo CD3-zeta, em
que o dominio de sinalizacdo 4-1BB compreende a sequéncia
de aminoacidos apresentada em SEQ ID N°: 23 e o dominio de
sinalizacdo CD3-zeta compreende a sequéncia de aminodcidos

apresentada em SEQ ID N°: 24.

Vetores

A presente divulgacdo abrange uma construcdo de ADN
compreendendo sequéncias de um CAR, em gue a sequéncia
compreende a sequéncia de Aacidos nucleicos de uma unidade
de ligacdo de antigénio ligada operativamente a sequéncia
de &cidos nucleicos de um dominio intracelular, isto é, os

dominios intracelulares CD3-zeta e 4-1BB.

Numa forma de realizacdo, o CAR da invencdo compreende o
sckFv anti-CD19, dominio transmembranar e de charneira CDS8
humano, e dominios de sinalizacdo 4-1BB e CD3zeta humanos.

Numa forma de realizacdo, o CAR da invencdo compreende a
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sequéncia de &4cidos nucleicos apresentada em SEQ ID N°: 8.
Numa outra forma de realizacéo, o CAR da invencéao
compreende a sequéncia de &acidos nucleicos que codifica a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 12. Numa outra forma
de realizacdo, o CAR da invencdo compreende a sequéncia de

aminodcidos apresentada em SEQ ID N°: 12.

As sequéncias de é&cidos nucleicos que codificam para as
moléculas desejadas podem ser obtidas usando os métodos
recombinantes conhecidos na técnica, tais como, por
exemplo, por rastreio de bibliotecas a partir de células
que expressam O gene, por derivacdo do gene a partir de um
vetor conhecido para incluir o mesmo, ou por isolamento
direto a partir das células e tecidos contendo o mesmo,
usando técnicas padrdo. Alternativamente, 0 gene de
interesse pode ser produzido sinteticamente, em vez de

clonado.

A presente divulgacdo também proporciona vetores em que é
introduzido um ADN da presente invencdo. O0s vetores
derivados de retrovirus, tal como o lentivirus, sédo
ferramentas apropriadas para conseguir transferéncia génica
a longo prazo, uma vez gque permitem integracdo estéavel a
longo prazo de um transgene e a sua propagacdo em células
filhas. 0Os vetores lentivirais tém a vantagem adicional
sobre outros vetores derivados de onco-retrovirus, tal como
virus de leucemia de murino, uma vez que podem transduzir
células ndo proliferantes, tal como hepatdcitos. Também tém

a vantagem adicional da baixa imunogenicidade.

Num breve sumério, a expressdo de acidos nucleicos naturais
ou sintéticos que codificam CARs ¢é conseguida tipicamente

ligando operativamente um 4&acido nucleico que codifica o
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polipéptido do CAR ou suas porgdes a um promotor, e
incorporando a construcdo num vetor de expressdo. Os
vetores podem ser apropriados para replicacdo e integracéo
em eucariotas. Os vetores de clonagem tipicos contém
terminadores de transcricdo e traducdo, sequéncias de
iniciacdo e promotores Uteis para a regulacdo da expressédo

da sequéncia de 4cido nucleico desejada.

As construcdes de expressdo agqui descritas podem também ser
usadas para imunizacdo de 4acidos nucleicos e terapia
génica, usando protocolos padrdo de transferéncia génica.
Os métodos para transferéncia génica s&o conhecidos na
técnica. Ver, por exemplo, Pat. U.S. N° 5,399,340,
5,580,859, 5,589,466. Numa outra forma de realizacédo, a

invencdo proporciona um vetor de terapia génica.

O &cido nucleico pode ser clonado numa variedade de tipos
de vetores. Por exemplo, o &cido nucleico pode ser clonado
num vetor gque inclui, mas ndo estd limitado a, um
plasmideo, um fagemideo, um derivado de fago, um virus
animal e um cosmideo. Os vetores de particular interesse
incluem vetores de expressdo, vetores de replicacéo,

vetores de producdo de sondas e vetores de sequenciacéo.

Além disso, o vetor de expressdo pode ser proporcionado a
uma célula sob a forma de um vetor viral. A tecnologia de
vetor viral é bem conhecida na técnica e é descrita, por
exemplo, em Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New
York), e noutros manuais de virologia e biologia molecular.
Os virus, que sdo Uteis como vetores incluem, mas ndo estédo
limitados a, retrovirus, virus adenoides, virus adeno-

associados, virus de herpes e lentivirus. Em geral, um
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vetor apropriado contém uma origem de replicacdo funcional
em pelo menos um organismo, uma sequéncia promotora, locais
convenientes de restricdo de endonucleases, e um ou mais
marcadores selecionaveis, (por exemplo, WO 01/96584; WO

01/29058; e Pat. U.S. N° 6,326,193).

Uma variedade de sistemas a Dbase de virus foram
desenvolvidos para transferéncia génica em células de
mamifero. Por exemplo, o0s retrovirus proporcionam uma
plataforma conveniente para sistemas de transferéncia
génica. Um gene selecionado pode ser introduzido num vetor
e ser empacotado em particulas retrovirais usando as
técnicas conhecidas no campo técnico. O virus recombinante
pode ser depois isolado e transferido as células do
individuo in vivo ou ex vivo. Uma variedade de sistemas
retrovirais s&o conhecidos na técnica. Por exemplo, séo
usados vetores do virus adenoide. Uma variedade de vetores
do virus adenoide s&o conhecidos na técnica. Numa forma de

realizacdo, sdo usados vetores de lentivirus.

Elementos promotores adicionais, por exemplo,
intensificadores, regulam a frequéncia da iniciacéao
transcricional. Tipicamente, estes estdo localizados na

regido 30-110 pb a montante do local de iniciacédo, embora
tenha sido recentemente mostrado gque uma variedade de
promotores contém também elementos funcionais a jusante do
local de iniciacé&o. 0 espacamento entre elementos
promotores é frequentemente flexivel, de modo que a funcéo
promotora seja preservada quando 0s elementos sdo
invertidos ou movidos relativamente entre si. No promotor
da timidina c¢inase (tk), o espacamento entre elementos
promotores pode ser aumentado até 50 pb entre si antes que

a atividade comece a diminuir. Dependendo do promotor,
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parece que o0s elementos individuais podem funcionar
cooperativamente ou independentemente para ativar a

transcricéo.

Umn exemplo de um promotor apropriado ¢é a sequéncia
promotora de citomegalovirus (CMV) precoce imediata. Esta
sequéncia promotora € uma sequéncia promotora constitutiva
forte capaz de levar a altos niveis de expressdo de
qualquer sequéncia de polinucledbétidos ai ligada
operativamente. Um outro exemplo de um promotor apropriado
&€ o Fator-la de Crescimento de Elongacdo (EF-l1a). Contudo,
outras sequéncias promotoras constitutivas podem também ser
usadas, incluindo, mas ndo limitadas ao, promotor precoce
do wvirus simio 40 (SV40), virus do tumor mamario de
murganho (MMTV), promotor da repeticdo terminal longa (LTR)
do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), promotor de
MoMuLV, um promotor do virus da leucemia aviaria, um
promotor precoce imediato do virus de Epstein-Barr, um
promotor do virus de sarcoma de Rous, assim como promotores
de genes humanos, tais como, mas ndo limitados ao, promotor
de actina, promotor de miosina, promotor de hemoglobina e
promotor da creatina cinase. Além disso, a invencdo né&o
deve estar limitada a utilizacédo de promotores
constitutivos. Os promotores induziveis estdo também
contemplados como parte da invencdo. A utilizacdo de um
promotor induzivel proporciona um interruptor molecular
capaz de ligar a expressdo da sequéncia de polinucledtidos
que estd operativamente ligada quando tal expressédo é
desejada, ou desligar a expressdo quando a expressido nédo é
desejada. 0Os exemplos de promotores induziveis incluem, mas
ndo estdo limitados a, um promotor da metalotionina, um
promotor glucocorticoide, um promotor de progesterona e um

promotor de tetraciclina.
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A fim de avaliar a expressdo de um polipéptido do CAR ou
suas porcgdes, o vetor de expressdo a ser introduzido numa
célula pode também conter um gene marcador selecionavel ou
um gene repdrter ou ambos, para facilitar a identificacédo e
a selecdo de células gue expressam a partir da populacdo de
células que se procuram estar transfetadas ou infetadas
através de vetores virais. Noutros aspetos, o marcador
selecionédvel pode ser levado numa porgcdo separada de ADN e
ser usado num procedimento de co-transfeccdo. Tanto os
marcadores seleciondveis como genes repbdrter podem ser
flanqueados com sequéncias reguladoras apropriadas para
permitir a expressdo nas células hospedeiras. Os marcadores
selecionédveis Uteis incluem, por exemplo, genes de

resisténcia a antibidtico, tal como neo, e semelhantes.

Os genes repdrter sdo usados para identificar células
potencialmente transfetadas e para avaliar a funcionalidade
de seqguéncias reguladoras. Em geral, um gene repdrter & um
gene que ndo esteja presente ou expresso pelo organismo ou
tecido recetor e que codifica um polipéptido cuja expresséo
seja manifestada por alguma propriedade facilmente
detetéavel, por exemplo, atividade enzimédtica. A expressédo
do gene repdrter é ensaiada num momento apropriado apds o
ADN ter sido introduzido nas células recetoras. 0Os genes
repdérter apropriados podem incluir genes que codificam a
luciferase, beta-galactosidase, cloranfenicol acetil
transferase, fosfatase alcalina segregada ou o gene da
proteina fluorescente verde (por exemplo, Ui-Tei et al.,
FEBS Letters 2000 479: 79-82). 0Os sistemas de expressdo
apropriados sdo bem conhecidos e podem ser preparados
usando técnicas conhecidas ou ser obtidos comercialmente.

Em geral, a construcdo com a regido flanqueadora 5' minima
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que apresenta o nivel mais elevado de expressdo do gene
repdérter ¢é identificada como o promotor. Tais regides
promotoras podem ser ligadas a um gene repdrter e usadas
para avaliar agentes pela capacidade para modular a

transcricdo conduzida por promotor.

Os métodos para introduzir e expressar genes numa célula
sdo conhecidos na técnica. No contexto de um vetor de
expressdo, o vetor pode ser prontamente introduzido numa
célula hospedeira, por exemplo, de mamifero, bacteriana, de
levedura ou célula de inseto, por gqualquer método na
técnica. Por exemplo, o vetor de expressido pode ser
transferido para uma célula hospedeira por meios fisicos,

quimicos ou bioldgicos.

Os métodos fisicos para introduzir um polinucledétido numa
célula hospedeira incluem a precipitacdo com fosfato de
célcio, lipofeccéo, bombardeamento de particulas,
microinjecdo, electroporacdo, e semelhantes. O0s métodos
para produzir vetores compreendendo células e/ou éacidos
nucleicos exdgenos sdo conhecidos na técnica. Ver, por
exemplo, Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New
York). Um método preferido para a introducdo de um
polinucledétido numa célula hospedeira é a transfecgdo com

fosfato de célcio.

Os métodos bioldgicos para introduzir um polinucledtido de
interesse numa célula hospedeira incluem a utilizacdo de
vetores de ADN e ARN. Os vetores virais, e especialmente os
vetores retrovirais, tornaram-se no método mais amplamente
utilizado para introduzir genes em mamiferos, por exemplo,

células humanas. Outros vetores virais podem ser derivados
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de lentivirus, poxvirus, virus I de herpes simplex, virus
adenoides e virus adeno-associados, e semelhantes. Ver, por

exemplo, Pat. U.S. N° 5,350,674 e 5,585,362.

Os meios quimicos para introduzir um polinucledétido numa
célula hospedeira incluem sistemas de dispersdo coloidal,
tais como complexos de macromoléculas, nanocapsulas,
microsferas, esferas e sistemas a base de 1lipidos,
incluindo emulsdes de 6leo-em-&gua, micelas, micelas mistas
e lipossomas. Um sistema coloidal exemplificativo para
utilizacdo como um veiculo de transferéncia in vitro e
in vivo é um lipossoma (por exemplo, uma vesicula de

membrana artificial).

No caso em que é utilizado um sistema de transferéncia nédo-
viral, um veiculo de transferéncia exemplificativo é um
lipossoma. A utilizacdo de formulacdes lipidicas esté
contemplada para a introducdo de &cidos nucleicos numa
célula hospedeira (in vitro, ex vivo ou in vivo). Num outro
aspeto, o &dcido nucleico pode estar associado a um lipido.
O &cido nucleico associado a um lipido pode ser encapsulado
no interior aquoso de um lipossoma, ser intercalado dentro
da bicamada lipidica de um 1lipossoma, ser ligado a um
lipossoma através de uma molécula de ligacdo dque esté
associada ao lipossoma e ao oligonucledtido, retido num
lipossoma, complexado com um lipossoma, dispersado numa
solucdo contendo um lipido, misturado com um lipido,
combinado com um lipido, contido como uma suspensdo num
lipido, contido ou complexado com uma micela, ou entéo
associado a um lipido. As composicgdes associadas a lipidos,
lipido/ADN ou lipido/vetor de expressdo ndo estdo limitadas
a qualquer estrutura particular em solucdo. Por exemplo,

podem estar presentes numa estrutura de bicamada, como
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micelas, ou com uma estrutura "colapsada". Podem também ser
simplesmente intercalados numa solucéo, formando
possivelmente os agregados que ndo sdo uniformes em tamanho
ou forma. Os lipidos s&o substédncias gordas gue podem ser
lipidos naturais ou sintéticos. Por exemplo, os lipidos
incluem os corpos gordos que ocorrem naturalmente no
citoplasma, assim como a classe de compostos que contém
hidrocarbonetos alifdticos de cadeia longa e seus
derivados, tais como &cidos gordos, dlcoois, aminas,

aminodlcoois e aldeidos.

Os lipidos apropriados para utilizacdo podem ser obtidos a
partir de fontes comerciais. Por exemplo, a
dimiristilfosfatidilcolina ("DMPC") pode ser obtida da
Sigma, St Louis, MO; o fosfato de dicetilo ("DCP") pode ser
obtido da K & K Laboratories (Plainview, NY); o colesterol
("Chol™) pode ser obtido da Calbiochem-Behring; o
dimiristilfosfatidilglicerol ("DMPG") e outros lipidos
podem ser obtidos da Avanti Polar Lipids, Inc. (Birmingham,
AL). As solugdes stock de 1lipidos em clorofdédrmio ou
cloroférmio/metanol podem ser armazenadas a cerca de -20°C.
O cloroférmio € usado como o Unico solvente uma vez que é
mais prontamente evaporado do que o metanol. "Lipossoma" é
um termo genérico que abrange uma variedade de vesiculas
lipidicas simples e multilamelares formadas pela geracdo de
bicamadas lipidas fechadas ou agregados. Os lipossomas
podem ser caracterizados como tendo estruturas vesiculares
com uma membrana em bicamada de fosfolipido e um meio
aquoso interno. Os lipossoma multilamelares tém multiplas
camadas lipidicas separadas por meio aquoso. Formam-se
espontaneamente quando os fosfolipidos s&o suspensos em
excesso de solucdo aquosa. 0Os componentes lipidicos sofrem

auto-rearranjo antes da formacdo de estruturas fechadas e
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retém 4&gua e solutos dissolvidos entre as Dbicamadas
lipidicas (Ghosh et al., Glycobiology 1991 5: 505-10).
Contudo, as composicdes que tém diferentes estruturas em
solucdo, do que a estrutura vesicular normal, estdo também
abrangidas. Por exemplo, os lipidos podem assumir uma
estrutura micelar ou existir meramente como agregados néo
uniformes de moléculas lipidicas. Também estdo contemplados

os complexos de lipofectamina-acidos nucleicos.

Independentemente do método usado para introduzir &cidos
nucleicos exbdgenos numa célula hospedeira ou para, de outro
modo, expor uma célula ao inibidor da presente invencédo, a
fim de confirmar a presenca da sequéncia de  ADN
recombinante na célula hospedeira, podem ser realizados uma
variedade de ensaios. Tais ensaios incluem, por exemplo,
ensaios de "biologia molecular” bem conhecidos dos peritos
na técnica, tal como transferéncia de Southern e Northern,
RT-PCR e PCR; ensaios "bioquimicos", tais como a detecédo da
presenca ou auséncia de um péptido particular, por exemplo,
por meios imunoldgicos (ELISAs e transferéncias de
Northern) ou por ensaios aqui descritos para identificar os

agentes que se enquadram no ambito da invencé&o.

Fontes de células T

Antes da expansdo e modificacdo genética das células T aqui
descritas, uma fonte de células T é obtida a partir de um
individuo. As células T podem ser obtidas de um numero de
fontes, incluindo células mononucleadas de sangue
periférico, medula &6ssea, tecido de ndédulo linfético,
corddo umbilical, tecido do timo, tecido de um local de
infecdo, ascite, efusdo pleural, tecido do baco e tumores.

Como aqui descrito, pode ser usado qualquer nuUmero de
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linhas de células T disponiveis na técnica. As células T
podem ser obtidas de uma unidade de sangue recolhida de um
individuo, usando qualquer numero de técnicas conhecidas do
perito na técnica, tal como separacdo com Ficoll™. As
células de sangue circulante de um individuo s&do obtidas
por aférese. O produto da aférese contém tipicamente
linfécitos, incluindo células T, mondcitos, granuldcitos,
células B, outros gldébulos brancos nucleados, gldbulos
vermelhos e plaquetas. As células recolhidas por aférese
podem ser lavadas para remover a fracdo plasmatica e para
colocar as células num tampdo ou meio apropriado para
subsequentes etapas de processamento. As células sé&o
lavadas com o soro fisioldgico tamponado com fosfato (PBS).
Alternativamente, a solucdo de lavagem ndo tem céalcio e
pode ndo ter magnésio ou pode ndo ter muitos, se ndo todos,
0s catides divalentes. Mais uma vez, surpreendentemente,
etapas iniciais de ativacdo na auséncia de céalcio
conduziram a ativacdo ampliada. Como oS ©peritos com
conhecimentos gerais na técnica prontamente entenderiam,
uma etapa de lavagem pode ser realizada por métodos
conhecidos por aqueles no campo técnico, tais como por
utilizacdo de uma centrifugadora "flow-through" semi-
automdtica (por exemplo, o processador celular Cobe 2991, o
Baxter CytoMate, ou o Haemonetics Cell Saver 5) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Apds lavagem, as células
podem ser ressuspensas numa variedade de tampdes
biocompativeis, tais como, por exemplo, PBS sem Ca%, sem
Mg?*, PlasmaLyte A, ou outra solucdo salina com ou sem
tampdo. Alternativamente, o0s componentes indesejaveis da
amostra de aférese podem ser removidos e as células

diretamente ressuspensas em meio de cultura.
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Como aqui descrito, as células T sdo isoladas a partir de
linfécitos de sangue periférico por 1lise dos gldbulos
vermelhos e esgotando os mondbdcitos, por exemplo, através de
centrifugacdo com um gradiente de PERCOLL™ ou por
elutriacdo centrifuga de contracorrente. Uma subpopulacédo
especifica de células T, tais como células T CD3+, CD28+,
CD4", CD8", CD45RA+ e CD45R0O+, pode ser ainda isolada por
técnicas de selecdo positiva ou negativa. Por exemplo, as
células T s&do isoladas por incubacdo com esferas conjugadas
com anti-CD3/anti-CD28 (isto &, 3x28), tal como DYNABEADS®
M-450 CD3/CD28 T, durante um periodo de tempo suficiente
para a selecdo positiva das células T desejadas, por
exemplo, o periodo de tempo €& cerca de 30 minutos, o
periodo de tempo varia de 30 minutos a 36 horas ou mais, e
todos os numeros inteiros entre os mesmos, o periodo de
tempo é pelo menos 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 horas, o periodo de
tempo é 10 a 24 horas, ou o periodo de tempo de incubacédo é
24 horas. Para isolamento de células T a partir de doentes
com leucemia, a utilizacdo de tempos mais longos de
incubacdo, tal como 24 horas, pode aumentar o rendimento
celular. Tempos mais longos de incubacdo podem ser usados
para isolar células T em qualgquer situacdo em que existam
poucas células T em relacdo a outros tipos de células, tal
como ao 1isolar linfdécitos infiltrantes de tumor (TIL) de
tecido tumoral ou de individuos imune-comprometidos. Além
disso, a utilizacdo de tempos mais longos de incubacédo pode
aumentar a eficiéncia da captacdo de células T CD8'. Assim,
simplesmente por encurtamento ou alongamento do tempo, as
células T sdo deixadas ligar as esferas CD3/CD28 e/ou ao
aumentar ou diminuir a razdo de esferas para células T
(como ainda descrito aqui), subpopulacdes de células T
podem ser preferencialmente selecionadas a favor ou em

detrimento na iniciacdo da cultura ou noutros pontos do
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tempo durante o processo. Adicionalmente, ao aumentar ou
diminuir a razdo de anticorpos anti-CD3 e/ou anti-CD28 nas
esferas ou noutra superficie, subpopulacdes de células T
podem ser preferencialmente selecionadas a favor ou em
detrimento na iniciacdo da cultura ou noutros pontos do
tempo desejados. O perito na técnica reconhecerd gque podem
também ser usadas multiplas rondas de gselecdo. Pode ser
desejéavel realizar o procedimento de selecdo e usar as
células "ndo selecionadas" no processo de ativacdo e
expansdo. As células "ndo selecionadas" podem também ser

sujeitas a rondas adicionais de selecéo.

O enriquecimento de uma populacdo de células T por selecédo
negativa pode ser realizado com uma combinacdo de
anticorpos dirigidos para marcadores de superficie unicos
nas células negativamente selecionadas. Um método é triagem
de células e/ou selecdo através de imunoaderéncia magnética
negativa ou citometria de fluxo gque usa um cocktail de
anticorpos monoclonais dirigidos a marcadores de superficie
celular presentes nas células negativamente selecionadas.
Por exemplo, para enriquecer em células CD4' por selecdo
negativa, um cocktail de anticorpos monoclonais inclui
tipicamente anticorpos para CD14, CD20, CDllb, CDl16, HLA-DR
e CDS8. Pode ser desejavel enriquecer ou selecionar
positivamente para células T reguladoras gue expressam
tipicamente CD4%,  CD25+, CD62L", GITR+ e FoxP3+.
Alternativamente, as células T reguladoras sdo empobrecidas
por esferas conjugadas com anti-C25 ou outro método de

selecdo semelhante.

Para o isolamento de uma populacdo desejada de células por
selecdo positiva ou negativa, a concentracdo de células e a

superficie (por exemplo, particulas tal como esferas) podem
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ser variadas. Pode ser desejavel diminuir
significativamente o volume em que as esferas e as células
sdo misturadas juntamente (isto é, aumentar a concentracéo
de células), para assegurar o contacto maximo das células e
das esferas. Por exemplo, é usada uma concentracdo de 2 mil
milhdes de células/mL, ¢ usada uma concentracdo de mil
milhdes de células/mL, sdo usadas mais de 100 milhdes de
células/mL, é usada uma concentracdo de células de 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50 milhdes de células/mL, ¢é usada
uma concentracdo de células de 75, 80, 85, 90, 95 ou 100
milhdes de células/mL ou podem ser usadas concentracdes de
125 ou 150 milhdes de células/mL. Usar altas concentracdes
pode resultar em rendimento celular, ativacdo celular e
expansdo celular aumentados. Além disso, a utilizacdo de
altas concentracdes celulares permite uma captacdo mais
eficiente das células que podem expressar pobremente
antigénios alvo de interesse, tal como células T negativas
para CD28, ou de amostras onde estdo presentes muitas
células tumorais (isto é, sangue leucémico, tecido tumoral,
etc.). Tais populacgdes de células podem ter valor
terapéutico e seriam desejaveis de obter. Por exemplo, usar
alta concentracdo de células permite uma selecgcdo mais
eficiente das células T CD8" que tém normalmente uma

expressdo mais fraca de CD28.

Pode ser desejavel usar concentracdes mais baixas de
células. Ao diluir significativamente a mistura de células
T e superficie (por exemplo, particulas tal como esferas),
as interacdes entre particulas e células sdo minimizadas.
Esta seleciona para células que expressam quantidades altas
de antigénios desejados a serem ligados as particulas. Por
exemplo, as células T CD4' expressam niveis mais altos de

CD28 e s&o capturadas mais eficientemente do que células T
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CD8" em concentracdes diluidas, por exemplo, a concentracio
de células usada é 5 X 106/mL, ou a concentracdo usada pode
ser de cerca de 1 X 10°/mL a 1 X 10°/mL, e qualquer valor

inteiro entre os mesmos.

Noutras formas de realizacéo, as células podem ser
incubadas num rotador durante tempos varidveis a

velocidades varidveis a 2-10°C ou & temperatura ambiente.

As células T para estimulacdo podem também ser congeladas
apdés uma etapa de lavagem. Sem se pretender estar limitado
pela teoria, o congelamento e a subsequente etapa de
descongelacdo proporciona um produto mais uniforme ao
remover granuldcitos e, até certa medida, mondécitos na
populacdo celular. Apds a etapa de lavagem gue remove
plasma e plaquetas, as células podem ser suspensas numa
solucdo de congelacdo. Embora muitas solucgdes e parédmetros
de congelacdo sejam conhecidos na técnica e serdo uteis
neste contexto, um método envolve usar PBS contendo 20% de
DMSO e 8% de albumina de soro humano, ou meio de cultura
contendo 10% de dextrano 40 e 5% de dextrose, 20% de
albumina de soro humano e 7,5% de DMSO, ou 31,25% de
Plasmalyte-A, 31,25% de dextrose 5%, 0,45% de NaCl, 10% de
dextrano 40 e 5% de dextrose, 20% de albumina de soro
humano e 7,5% de DMSO ou outros meios de congelacdo celular
apropriados contendo, por exemplo, Hespan e Plasmalyte A,
as células sdo depois congeladas a -80°C a uma taxa de 1°
por minuto e armazenadas na fase de wvapor de um tangque de
armazenamento do azoto liquido. Outros métodos de
congelacédo controlada podem ser usados, assim como
congelacdo ndo controlada imediatamente a -20°C ou em azoto

liquido.
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As células criopreservadas sdo descongeladas e lavadas como
aqui descrito e deixadas a descansar durante uma hora a
temperatura ambiente, antes da ativacdo usando os métodos
da presente invencéo.

Como aqui descrito, as células T podem ser expandidas,
congeladas e usadas mais tarde. Como aqui descrito, as
amostras sdo recolhidas de um doente imediatamente apds o
diagnéstico de uma doenca particular como agqui descrita,
mas antes de quaisquer tratamentos. As células sdo isoladas
de uma amostra de sangue ou de uma aférese de um individuo
antes de qgualquer nUmero de modalidades de tratamento
relevantes, incluindo, mas ndo limitadas a, tratamento com
agentes, tais como natalizumab, efalizumab, agentes
antivirais, quimioterapia, radiacéo, agentes
imunossupressores, tais como ciclosporina, azatioprina,
metotrexato, micofenolato e FK506, anticorpos, ou outros
agentes imunoablativos, tais como CAMPATH, anticorpos anti-
CD3, citoxano, fludarabina, ciclosporina, FK506,
rapamicina, 4cido micofendlico, esteroides, FR901228 e
irradiacdo. Estes farmacos inibem a fosfatase dependente de
cdlcio calcineurina (ciclosporina e FK506) ou inibem a
p7036 cinase que ¢é importante para a sinalizacdo induzida
por fator de crescimento (rapamicina) (Liu et al., Cell
66:807-815, 1991; Henderson et al., Immun. 73:316-321,
1991; Bierer et al., Curr. Opin. Immun. 5:763-773, 1993).
As células s&o isoladas de um doente e congeladas para uso
posterior conjuntamente com (por exemplo, antes,
simultaneamente ou apds) transplantacdo de célula estaminal
ou medula éssea, terapia ablativa de célula T usando
agentes quimioterapéuticos, tais como fludarabina,
radioterapia de feixe externo (XRT), ciclofosfamida ou
anticorpos, tais como OKT3 ou CAMPATH. Como aqui descrito,

as células sé&do isoladas antes e podem ser congeladas para
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uso posterior para tratamento apds terapia ablativa de
célula B, tal como agentes gque reagem com CD20, por

exemplo, Rituxan.

Também como agqui divulgado, as células T s&do obtidas de um
doente diretamente apbds o tratamento. A este respeito,
observou-se que apdbds determinados tratamentos contra o
cancro, em particular tratamentos com farmacos que
danificam o sistema i1munitério, imediatamente apds o
tratamento durante o periodo guando os doentes normalmente
estariam a recuperar do tratamento, a qualidade das células
T obtidas pode ser étima ou melhorada pela sua capacidade
de expandirem ex vivo. Igualmente, apds manipulacdo ex vivo
usando os métodos agqui descritos, estas células podem estar
num estado preferido para o enxerto melhorado e expansédo
in vivo. Assim, estd contemplado dentro do contexto da
presente invencdo recolher glébulos, incluindo células T,
células dendriticas, ou outras células da linhagem
hematopoiética, durante esta fase de recuperacdo. Além
disso, a mobilizacdo (por exemplo, mobilizacdo com GM-CSF)
e regimes de condicionamento podem ser usados para criar um
estado num individuo em gque a repopulacdo, recirculacéo,
regeneracdo e/ou expansdo de tipos particulares de células
é favorecida, especialmente durante uma janela definida de
tempo apds terapia. Os tipos ilustrativos de células
incluem células T, células B, células dendriticas e outras

células do sistema imunitério.

Ativacdo e expansdo de células T

Quer seja antes ou depois de modificacdo genética das
células T para expressarem um CAR desejavel, as células T

podem ser ativadas e expandidas usando em termos gerais oS
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métodos como descritos, por exemplo, nas Patentes U.S.
6,352,694; 6,534,055; 6,905,680; 6,692,964; 5,858,358;
6,887,466; 6,905,0681; 7,144,575; 7,067,318; 7,172,869;
7,232,566; 7,175,843; 5,883,223; 6,905,874; 6,797,514;
6,867,041; e Publicacdo de Pedido de Patente U.S. N°
20060121005.

Em geral, as células T aqui descritas sdo expandidas por
contacto com uma superficie gque tem ai ligado um agente que
estimula um sinal associado ao complexo CD3/TCR e um
ligando que estimula uma molécula co-estimuladora na
superficie das c¢élulas T. Em particular, populacdes de
células T podem ser estimuladas como agqui descrito, tal
como por contacto com um anticorpo anti-CD3, ou um seu
fragmento de ligacdo a antigénio, ou por um anticorpo anti-
CD2 imobilizado numa superficie, ou por contacto com um
ativador da proteina cinase C (por exemplo, briostatina)
conjuntamente com um iondfero de calcio. Para co-
estimulacdo de uma molécula acessdria na superficie de
células T, ¢é wusado um ligando que se liga a molécula
acessdéria. Por exemplo, uma populacdo de células T pode ser
contactada com um anticorpo anti-CD3 e um anticorpo anti-
CD28, sob condigdes apropriadas para estimulacdo da
proliferacédo de células T. Para estimular a proliferacdo de
células T CD4" ou células T CD8", um anticorpo anti-CD3 e
um anticorpo anti-CD28. Os exemplos que podem ser usados de
um anticorpo anti-CD28 incluem 9.3, B-T3, XR-CD28
(Diaclone, Besancon, Franca) como podem outros métodos
genericamente conhecidos na técnica (Berg et al.,
Transplant Proc. 30(8): 3975-3977, 1998; Haanen et al., J.
Exp. MED. 190(9): 13191328, 1999; Haanen et al., J. Immunol
Meth. 227 (1-2): 53-63, 1999).
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O sinal estimulador primadrio e o sinal co-estimulador para
a célula T podem ser proporcionados por protocolos
diferentes. Por exemplo, o0S agentes gque proporcionam cada
sinal podem estar em solucdo ou acoplados a uma superficie.
Quando acoplados a uma superficie, o0s agentes podem ser
acoplados a mesma superficie (isto é, em formacdo "cis"™) ou
superficies separadas (isto ¢é, em formacdo "trans").
Alternativamente, um agente pode ser acoplado a uma
superficie e o outro agente em solucdo. Por exemplo, O
agente que proporciona o sinal co-estimulador estéd ligado a
uma superficie celular e o agente que proporciona o sinal
de ativacdo primaria estd em solucdo ou estd acoplado a uma
superficie, ou ambos o0s agentes podem estar em solucéo.
Alternativamente, os agentes podem estar na forma soluvel,
e depois reticulados a uma superficie, tais como recetores
Fc que expressam uma célula ou um anticorpo ou outro agente
de ligacdo que se iréd ligar aos agentes. A este respeito,
ver, por exemplo, as Publicacgdes de Pedidos de Patente U.S.
N°© 20040101519 e 20060034810 para células apresentadoras de
antigénio artificiais (aAPCs) que estdo contempladas para

utilizacdo na ativacdo e expansdo de células T.

Como aqui divulgado, os dois agentes estdo imobilizados em
esferas, na mesmo esfera, isto ¢, "cis", ou em esferas
separadas, isto &, "trans". A titulo de exemplo, o agente
que proporciona o sinal de ativacdo primaria é um anticorpo
anti-CD3 ou um seu fragmento de ligacdo a antigénio e o
agente gue proporciona o sinal co-estimulador é um
anticorpo anti-CD28 ou um seu fragmento de ligacdo a
antigénio; e ambos o0s agentes estdo co-imobilizados na
mesma esfera em quantidades moleculares equivalentes. Por
exemplo, é usada uma razdo de 1:1 de cada anticorpo ligado

ds esferas para a expansido de célula T CD4" e crescimento
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de célula T. Em determinados exemplos, uma razdo de
anticorpos anti CD3:CD28 ligados as esferas é usada de modo
que um aumento na expansdo da célula T seja observada
comparativamente a expansdo observada usando uma razdo de
1:1. Um aumento de cerca de 1 a cerca de 3 vezes ¢&
observado comparativamente a expansdo observada usando uma
razdo de 1:1. A razdo de anticorpo CD3:CD28 1ligado as
esferas varia de 100:1 a 1:100 e todos os valores inteiros
entre os mesmos. Num exemplo, mais anticorpo anti-CD28 esté
ligado as particulas do que anticorpo anti-CD3, isto &, a
razdo de CD3:CD28 é menor que um. Em determinados exemplos,
a razdo de anticorpo anti-CD28 para anticorpo anti-CD3
ligado as esferas é maior que 2:1. Por exemplo, é usada uma
razdo CD3:CD28 de 1:100 de anticorpo ligado as esferas, é
usada uma razdo CD3:CD28 de 1:75 de anticorpo ligado as
esferas, é usada uma razdo CD3:CD28 de 1:50 de anticorpo
ligado as esferas, ¢ usada uma razdo CD3:CD28 de 1:30 de
anticorpo ligado as esferas, é usada uma razdo CD3:CD28 de
1:10 de anticorpo ligado as esferas ou é usada uma razédo
CD3:CD28 de 1:3 de anticorpo ligado as esferas.
Alternativamente, ¢é usada uma razdo CD3:CD28 de 3:1 de

anticorpo ligado as esferas.

Razdes de particulas para células de 1:500 a 500:1 e de
quaisquer valores inteiros entre as mesmas podem ser usadas
para estimular células T ou outras células alvo. Como ©0s
peritos com conhecimentos gerais na técnica podem
prontamente entender, a razdo de particulas para células
pode depender do tamanho de particula relativamente a
célula alvo. Por exemplo, as esferas de tamanho pequeno
podem apenas ligar algumas células, enquanto as esferas
maiores podem ligar muitas. Pode também ser usada para

estimular células T uma razdo de células para particulas
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que varia de 1:100 a 100:1 e quaisguer valores inteiros
entre as mesmas e, em formas de realizacdo adicionais, a
razdo compreende 1:9 a 9:1 e quaisquer valores inteiros
entre as mesmas. A razdo de particulas acopladas a anti-CD3
e anti-CD28 para células T que resultam em estimulacdo da
célula T pode wvariar como acima assinalado, contudo
determinados valores preferidos incluem 1:100, 1:50, 1:40,
1:30, 1:20, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1l:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2,
1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, e6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1 e 15:1,
sendo uma razdo preferida pelo menos 1:1 particulas por
célula T. Alternativamente, é usada uma razdo de particulas
para células de 1:1 ou menos. Uma razdo particula:célula
preferida é 1:5. A razdo de particulas para células pode
ser variada dependendo do dia de estimulacdo. Por exemplo,
a razdo de particulas para células é de 1:1 a 10:1 no
primeiro dia e particulas adicionais s&o adicionadas as
células todos os dias ou dia sim dia ndo posteriormente até
10 dias, a razdes finais de 1:1 a 1:10 (com base em
contagens celulares no dia da adicdo). Alternativamente, a
razdo de particulas para células é 1:1 no primeiro dia da
estimulacdo e ajustada a 1:5 no terceiro e quinto dia da
estimulacéo. Num  outro exemplo, as particulas sédo
adicionadas diariamente ou dia sim dia n&do para uma razdo
final de 1:1 no primeiro dia, e 1:5 no terceiro e quinto
dia da estimulacdo. Num outro exemplo, a razdo de
particulas para células ¢é 2:1 no ©primeiro dia da
estimulacdo e ajustada a 1:10 no terceiro e quinto dia da
estimulacéo. Num  outro exemplo, as particulas sédo
adicionadas diariamente ou dia sim, dia n&o para uma razio
final de 1:1 no primeiro dia, e 1:10 no terceiro e quinto
dia da estimulacdo. Um perito na técnica entenderd que uma
variedade de outras razbdes pode ser apropriada para

utilizacdo na presente invencdo. Em particular, as razdes
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irdo variar dependendo do tamanho de particula e no tamanho

e tipo de célula.

Também como aqui descrito, as células, tal como células T,
sdo combinadas com esferas revestidas de agente, as esferas
e as células sdo subsequentemente separadas, e depois as
células sdo cultivadas. Numa alternativa, antes da cultura,
as esferas revestidas de agente e as células ndo séo
separadas mas sdo cultivadas juntamente. Num caso
adicional, as esferas e as células sdo concentradas
primeiramente por aplicacdo de uma forga, tal como uma
forca magnética, resultando em ligacdo aumentada de
marcadores de superficie celular, induzindo assim

estimulacdo celular.

A titulo de exemplo, as proteinas de superficie celular
podem ser ligadas ao deixar esferas paramagnéticas a que
estdo ligados anti-CD3 e anti-CD28 (esferas 3x28) contactar
células T. Numa forma de realizacdo, as células (por
exemplo, 10% a 10° células T) e as esferas (por exemplo,
esferas paramagnéticas DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T a uma
razdo de 1:1) sdo combinadas num tampdo, de um modo
preferido PBS (sem catides divalentes, tais como, célcio e
magnésio). Além disso, os peritos com conhecimentos gerais
na técnica podem prontamente entender que pode ser usada
qualquer concentrac¢do celular. Por exemplo, a célula alvo
pode ser muito rara na amostra e compreender apenas 0,01%
da amostra ou a amostra inteira (isto ¢, 100%) pode
compreender a célula alvo de interesse. Desta forma,
qualquer numero de células estd dentro do contexto da
presente invencgéo. Pode ser desejavel diminuir
significativamente o volume em gque as particulas e as

células sdo misturadas Jjuntamente (isto ¢é, aumenta a
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concentracdo das células), para garantir contacto méximo de
células e particulas. Por exemplo, é usada uma concentracao
de cerca de 2 mil milhbes de células/mL. Num outro exemplo,
sdo usados mais de 100 milhdes de células/mL. Num exemplo
adicional, ¢é usada uma concentracdo de células de 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50 milh&es de células/mL. Ainda
num outro exemplo, € usada uma concentracdo de células de
75, 80, 85, 90, 95 ou 100 milhGes de células/mL. Em
exemplos adicionais, podem ser usadas concentracdes de 125
ou 150 milhdes de células/mL. Usar altas concentracdes pode
resultar em rendimento celular, ativacdo celular e expanséo
celular aumentados. Além disso, a wutilizacdo de altas
concentracdes celulares permite uma captacdo mais eficiente
das células que podem expressar pobremente antigénios alvo
de interesse, tal como células T negativas para CD28. Tais
populacdes de células podem ter valor terapéutico e seriam
desejaveis de obter em determinadas formas de realizacéo.
Por exemplo, usar alta concentracdo de células permite uma
selecdo mais eficiente das células T CD8" que tém

normalmente uma expressdo mais fraca de CD28.

A mistura pode ser cultivada durante varias horas (cerca de
3 horas) até cerca de 14 dias ou qualquer valor inteiro
horédrio entre as mesmas. A mistura pode ser cultivada
durante 21 dias. Num exemplo, as esferas e as células T sé&o
cultivadas juntamente durante cerca de oito dias. Num outro
exemplo, as esferas e as células T sdo cultivadas
juntamente durante 2-3 dias. Também podem ser desejados
diversos ciclos de estimulacdo de modo que o tempo de
cultura das células T possa ser 60 dias ou mais. Condicgdes
apropriadas para a cultura de células T incluem um meio
apropriado (por exemplo, Meios Essencial Minimo ou meio

RPMI 1640 ou, X-vivo 15, (Lonza)) que podem conter fatores
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necessarios para a proliferacdo e viabilidade, incluindo
SOro (por exemplo, Soro fetal bovino ou humano),
interleucina-2 (IL-2), insulina, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-CSF,
IL-10, 1IL-12, 1IL-15, TGFR e TNF-a ou guaisquer outros
aditivos para o crescimento de células conhecidos do perito
na técnica. Outros aditivos para o crescimento de células
incluem, mas ndo estdo ligados a, tensioativo, plasmanato,
e agentes redutores, tais como N-acetil-cisteina e 2-
mercaptoethanol. O meio podem incluir RPMI 1640, AIM-V,
DMEM, MEM, o-MEM, F-12, X-Vivo 15 e X-Vivo 20, Optimizer,
com aminoacidos, piruvato de sdédio e vitaminas adicionados,
sem soro ou suplementado com uma quantidade apropriada de
soro (ou plasma) ou um conjunto definido de hormonas, e/ou
uma quantidade de citocina(s) suficiente para o crescimento
e expansdo de células T. Antibidbdticos, por exemplo,
penicilina e estreptomicina, sdo 1incluidos apenas em
culturas experimentais, ndo em culturas de células gue sé&o
para serem infundidas num individuo. As células alvo séo
mantidas sob condicdes necessarias para suportar o
crescimento, por exemplo, uma temperatura (por exemplo, 37°
C) e atmosfera (por exemplo, ar mais 5% de COy)

apropriadas.

As células T que foram expostas aos tempos de estimulacéo
variados podem apresentar caracteristicas diferentes. Por
exemplo, 0 sangue tipico ou os produtos celulares
mononucleados sujeitos a aférese de sangue periférico tém
uma populacdo de células T auxiliares (Ty, CD4") que ¢é
maior do que a populacdo de células T citotdxicas ou
supressoras (Tc, CD8'). A expansdo ex vivo de células T por
estimulacdo de recetores CD3 e CD28 produz uma populacédo
das células T que antes de cerca dos dias 8-9 consiste

predominantemente em células Ty, gquando apds cerca de 8-9
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dias, a populacdo de células T compreende uma populacédo
cada vez mais maior de células T¢. Desta forma, dependendo
da finalidade do tratamento, a infusdo de um individuo com
uma populacdo de células T compreendendo predominantemente
células Ty pode ser vantajosa. De modo semelhante, se um
subconjunto especifico de antigénio de células T¢ foi
isolado, pode ser benéfico expandir este subconjunto em

maior grau.

Além disso, para além dos marcadores CD4 e (CD8, outros
marcadores fenotipicos variam significativamente, mas em
grande parte, de forma reprodutivel durante o processo de
expansdo celular. Assim, tal reprodutibilidade permite a
capacidade para adaptar um produto de células T ativadas

para finalidades especificas.

Aplicacdo terapéutica

E  agui descrita wuma célula (por exemplo, célula T)
transduzida com um vetor lentiviral (LV). Por exemplo, o LV
codifica um CAR gque combine um dominio de reconhecimento de
antigénio de um anticorpo especifico com um dominio
intracelular CD3-zeta e 4-1BB. Consequentemente, em alguns
casos, a célula T transduzida pode induzir uma resposta de

célula T mediada por CAR.

A invencdo proporciona a utilizacgdo de um CAR como definido
nas reivindicag¢des para redirecionar a especificidade de
uma célula T primdria para um antigénio tumoral. Assim, é

também aqui divulgado um método para estimular uma resposta
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imune mediada por células T para uma populacdo de células
alvo ou tecido num mamifero compreendendo a etapa de
administrar ao mamifero uma célula T que expressa um CAR,
em que o CAR compreende uma unidade de ligacdo que interage
especificamente com um alvo predeterminado, uma porcdo de
cadeia zeta compreendendo, por exemplo, o) dominio
intracelular de CD3zeta humano, e uma regido de sinalizacédo

co-estimuladora.

E aqui divulgado um tipo de terapia celular em que as
células T s&o geneticamente modificadas para expressar um
CAR e a célula T CAR ¢ infundida num recetor com a sua
necessidade. A célula infundida ¢ capaz de matar células
tumorais no recetor. Pelo contrdrio de terapias de
anticorpo, as células T CAR sdo capazes de replicar in vivo
resultando em persisténcia a longo prazo que pode conduzir

a controlo tumoral sustentado.

As células T CAR aqui descritas podem sofrer expanséo
robusta de células T in vivo e podem persistir durante uma
quantidade de tempo prolongada. Numa outra forma de
realizacdo, as células T CAR aqui descritas evoluem para
células T de memdria especificas gque podem ser reativadas
para 1inibir qualgquer formacdo ou crescimento tumoral
adicional. Por exemplo, era inesperado que as células CAR19
aqui descritas pudessem sofrer expansdo robusta de células
T in vivo e ©persistir em altos niveis durante uma
quantidade prolongada de tempo no sangue e medula o&éssea e
formar células T de memdéria especificas. Sem se pretender
estar limitado por qualquer teoria particular, as células T
CAR podem diferenciar-se in vivo num estado tipo memdria
central apds encontro e subsequente eliminacdo de células

alvo que expressam o antigénio substituto.
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Sem se pretender estar limitado por gqualguer teoria
particular, a resposta imunitéria antitumoral induzida
pelas células T modificadas por CAR pode ser uma resposta
imune ativa ou passiva. Além disso, a resposta imune
mediada por CAR pode ser parte de uma abordagem de
imunoterapia adotiva em que células T modificadas por CAR
induzem uma resposta imune especifica para a unidade de
ligacdo de antigénio no CAR. Por exemplo, as células CART19
induzem uma resposta imune especifica contra células dque

expressam CD19.

Embora os dados aqui divulgados divulgue especificamente um
vetor lentiviral compreendendo scFv anti-CD19 derivado do
anticorpo monoclonal FMC63 de murino, dominio
transmembranar e de charneira CD8ua humano, e dominios de
sinalizacdo 4-1BB e CD3zeta humanos, a invencdo deve ser
interpretada para incluir qualgquer numero de variacdes para
cada um dos componentes da construcdo como aqui descrita
noutra parte.

Os cancros que podem ser tratados incluem tumores gque néo
sdo vascularizados, ou ainda nao substancialmente
vascularizados, assim como tumores vascularizados. Os
cancros podem compreender tumores ndo-sdélidos (tal como
tumores hematoldgicos, por exemplo, leucemia e linfomas) ou
podem compreender tumores sbélidos. Os tipos de cancros a
serem tratados com os CARs da invencdo incluem, mas néo
estdo limitados a, carcinoma, blastoma e sarcoma, e
determinadas leucemias ou malignidades linfoides, tumores
benignos e malignos, e malignidades, por exemplo, sarcomas,
carcinomas e melanomas. Estédo também incluidos

tumores/cancros de adultos e tumores/cancros pedidtricos.
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0Os cancros hematoldgicos sdo cancros do sangue ou da medula
bssea. Os exemplos de cancros hematoldgicos (ou
hematbédgenos) incluem leucemias, incluindo leucemias agudas
(tais como a leucemia linfocitica aguda, leucemia
mielocitica aguda, leucemia mieldgena aguda e
mielobléstica, promielocitica, mielomonocitica, monocitica
e eritroleucemia), leucemias croénicas (talis como leucemia
(granulocitica) mielocitica crénica, leucemia mieldgena
crénica e leucemia linfocitica crénica), policitemia vera,
linfoma, doenca de Hodgkin, linfoma n&o-Hodgkin (formas
indolentes e de alto grau), mieloma multiplo,
macroglobulinemia de Waldenstrom, doenca da cadeia pesada,
sindrome mielodisplésica, leucemia de célula pilosa e

mielodisplasia.

Os tumores sdlidos sdo massas andmalas de tecido qgue
geralmente ndo contém quistos ou areas liquidas. Os tumores
sélidos podem ser benignos ou malignos. Os diferentes tipos
de tumores sbélidos sdo denominados pelo tipo de células que
os formam (tais como sarcomas, carcinomas e linfomas). Os

exemplos de tumores sélidos, tais como sarcomas e

carcinomas, incluem fibrossarcoma, mixossarcoma,
lipossarcoma, condrossarcoma, osteossarcoma, e outros
sarcomas, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing,

leiomiossarcoma, rabdomiossarcoma, carcinoma do cdlon,
malignidade linfoide, cancro do péncreas, cancro da mama,
cancros pulmonares, cancro do ovario, cancro da prdstata,
carcinoma hepatocelular, carcinoma da c¢élula escamosa,
carcinoma da célula Dbasal, adenocarcinoma, carcinoma da
glédndula de suor, carcinoma medular da tiroide, carcinoma
papilar da tiroide, feocromocitomas carcinoma da gléandula
sebécea, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares,

carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma da
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célula renal, hepatoma, carcinoma do ducto biliar,
coriocarcinoma, tumor de Wilms, cancro do colo do Tutero,
tumor testicular, seminoma, carcinoma da bexiga, melanoma e
tumores do SNC (tais como um glioma (tal como glioma do
tronco cerebral e gliomas mistos), glioblastoma (também
conhecido como glioblastoma multiforme), astrocitoma,
linfoma do SNC, germinoma, meduloblastoma, craniofaringioma
de schwanoma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma,
neuroma acustico, oligodendroglioma, menangioma,

neuroblastoma, retinoblastoma e metédstases cerebrais).

O CAR concebido para direcionar CD19 pode ser usado para
tratar cancros e disturbios que incluem, mas ndo estéo
limitados a, pré-B ALL (indicacdo pedidtrica), ALL de
adulto, linfoma de células do manto, linfoma de células B
grandes difusas, transplantacdo de medula &6ssea alogénica

pbs-salvamento, e semelhantes.

As células T modificadas por CAR aqui descritas podem
também servir como um tipo de vacina para imunizacédo
ex vivo e/ou terapia in vivo num mamifero. De um modo

preferido, o mamifero é um ser humano.

No que diz respeito a imunizacdo ex vivo, pelo menos uma
das seguintes ocorre in vitro antes de administrar a célula
a um mamifero: 1) expansdo das células, ii) introducédo de
um adcido nucleico que codifica um CAR as células, e/ou 1ii)

criopreservacgédo das células.

Os procedimentos ex vivo sdo bem conhecidos na técnica e
sdo discutidos mais integralmente abaixo. Resumidamente, as
células s&o isoladas de um mamifero (de um modo preferido,

um ser humano) e geneticamente modificadas (isto ¢&,
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transduzidas ou transfetadas in vitro) com um vetor gue
expressa um CAR aqui divulgado. A célula modificada por CAR
pode ser administrada a um recetor mamifero para
proporcionar um beneficio terapéutico. O recetor mamifero
pode ser um ser humano e a célula modificada por CAR pode
ser autdéloga relativamente ao recetor. Alternativamente, as
células podem ser alogénicas, singénicas ou xenogénicas

relativamente ao recetor.

0 procedimento para expanséo ex vivo de células
progenitoras e estaminais hematopoiéticas ¢é descrito em
Pat. U.S. N° 5,199,942, e pode ser aplicado a células da
presente invencéo. Outros métodos apropriados s&o
conhecidos na técnica, conseguentemente a presente invencéo
ndo estd limitada a qualgquer método particular de expanséo
ex vivo das células. Resumidamente, a cultura ex vivo e a
expansdo de células T compreende: (1) recolher células
progenitoras e estaminais hematopoiéticas CD34+ de um
mamifero a partir de colheita de sangue periférico e de
explantes de medula &éssea; e (2) expandir tais células
ex vivo. Para além dos fatores de crescimento celulares
descritos na Pat. U.S. N° 5,199,942, outros fatores, tais
como flt3-L, IL-1, IL-3 e ligando c-kit, podem ser usados

para o cultivo e expansdo das células.

Para além da utilizacdo de uma vacina a base de células em
termos de imunizacdo ex vivo, a presente divulgacdo também
proporciona composicdes e métodos para imunizacgdo in vivo
para induzir uma resposta 1mune dirigida contra um

antigénio num doente.

Em geral, as células ativadas e expandidas como aqui

descritas podem ser utilizadas no tratamento e prevencdo de
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doencas que surgem em individuos imunocomprometidos. Em
particular, as células T modificadas por CAR aqui descritas
sdo usadas no tratamento de CCL. Em determinadas formas de
realizacdo, as células aqui descritas s&o wusadas no
tratamento de doentes em risco de desenvolver CCL. Assim, a
presente divulgacdo proporciona o tratamento ou prevencéo
de CCL compreendendo administrar a um individuo com a sua
necessidade, uma gquantidade terapeuticamente eficaz das

células T modificadas por CAR da invencé&o.

As células T modificadas por CAR aqui descritas podem ser
administradas isoladamente, ou como uma composicédo
farmacéutica em combinacdo com diluentes e/ou com outros
componentes, tais como IL-2 ou outras <citocinas ou
populacdes celulares. Resumidamente, as composicdes
farmacéuticas aqui descritas podem compreender uma
populacdo de células alvo como aqui descritas, em
combinacéio com um ou mais veiculos, diluentes ou
excipientes farmaceuticamente ou fisiologicamente
aceitdveis. Tais composicdes podem compreender tampdes, tal
como soro fisioldgico tamponado neutro, soro fisioldgico
tamponado com fosfato e semelhantes; hidratos de carbono,
tais como glicose, manose, sacarose ou dextrano, manitol;

proteinas; polipéptidos ou aminodcidos, tais como glicina;

antioxidantes; agentes quelantes, tais como EDTA ou
glutationo; adjuvantes (por exemplo, hidréxido de
aluminio); e conservantes. As composic¢cdes aqui descritas

sdo formuladas, de um modo preferido, para administracéo

intravenosa.

As composicdes farmacéuticas aqui descritas podem ser
administradas de um modo apropriado a doenca a ser tratada

(ou prevenida) . A quantidade e a frequéncia de



87

administracdo serdo determinadas por fatores como o estado
do doente, e tipo e gravidade da doenca do doente, embora
dosagens apropriadas possam ser determinadas por ensaios

clinicos.

Quando "uma gquantidade imunologicamente eficaz", "uma
quantidade eficaz antitumoral"™, "uma guantidade eficaz de
inibicdo tumoral"™ ou "uma quantidade terapéutica"™ é
indicada, a gquantidade precisa das composicdes da presente
invencdo a ser administrada pode ser determinada por um
médico tendo em consideracdo as diferencas individuais em
idade, peso, tamanho do tumor, extensdo da infecdo ou
metédstases, e estado do doente (individuo) . Pode-se
geralmente indicar que uma composicéao farmacéutica
compreendendo as células T agqui descritas pode ser
administrada a uma dosagem de 10° a 10° células/kg de peso
corporal, de um modo preferido, 10° a 10° células/kg de
peso corporal, incluindo todos os valores inteiros dentro
daquelas gamas. As composicdes de célula T podem também ser
administradas multiplas vezes nestas dosagens. As células
podem ser administradas usando técnicas de infusdo que séo
habitualmente conhecidas em imunoterapia (ver, por exemplo,
Rosenberg et al., New England J. of MED. 319:1676, 1988). A
dosagem e o regime de tratamento détimos para um doente
particular podem ser prontamente determinados pelo perito
na técnica médica através de monitorizacdo do doente para

sinais de doenca e ajustando o tratamento em conformidade.

Pode ser desejado administrar células T ativadas a um
individuo e depois voltar a retirar sangue (ou realizar uma
aférese), ativar células T dail obtidas de acordo com a
presente invencdo, e reinfundir o doente com estas células

T ativadas e expandidas. Este processo pode ser realizado
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miltiplas vezes todas as semanas. As células T podem ser
ativadas a partir de recolhas de sangue de 10cc a 400cc,
por exemplo, as células T sdo ativadas a partir de recolhas
de sangue de 20cc, 30cc, 40cc, 50cc, 60cc, 70cc, 80cc, 90cc
ou 100cc. Sem se pretender estar limitado pela teoria, este
protocolo de multiplas recolhas de sangue/maltiplas
reinfusdes pode servir para eliminar determinadas

populacdes de células T.

A administracdo das composicdes em causa pode ser realizada
em qualquer modo conveniente, incluindo por inalacdo de
aerossol, injecdo, ingestédo, transfusédo, implantacdo ou

transplantacdo. As composicdes aqui descritas podem ser

administradas a um doente subcutaneamente,
intradermicamente, intratumoralmente, intranodalmente,
intramedularmente, intramuscularmente, por injecédo
intravenosa (i.v.) ou intraperitonealmente. Por exemplo, as

composicdes de células T aqui descritas sdo administradas a
um doente por injecdo intradérmica ou subcutdnea. Num outro
exemplo, as composicdes de células T aqui descritas sé&o
administradas, de um modo preferido, por injecdo i.v. As
composicdes de células T podem ser injetadas diretamente

num tumor, ndédulo linfadtico ou local de infecédo.

Em determinados exemplos, as células ativadas e expandidas
usando os métodos aqui descritos, ou outros métodos
conhecidos na técnica em gque as células T sdo expandidas a
niveis terapéuticos, sdo administradas a um doente
conjuntamente com (por exemplo, antes, simultaneamente ou
apds) qualgquer numero de modalidades de tratamento
relevantes, incluindo, mas ndo limitadas a, tratamento com
agentes, tais como terapia antiviral, cidofovir e

interleucina-2, tratamento com Citarabina (também conhecida
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como ARA-C) ou natalizumab para doentes de esclerose
maltipla ou tratamento com efalizumab para doentes de
psoriase ou outros tratamentos para doentes de PML. Também
aqui divulgado, as células T da invencdo podem ser usadas
em combinacédo com quimioterapia, radiacéo, agentes
imunossupressores, tais como ciclosporina, azatioprina,
metotrexato, micofenolato e FK506, anticorpos, ou outros
agentes imunoablativos, tais como CAM PATH, anticorpos
anti-CD3 ou outras terapias de anticorpo, citoxina,
fludaribina, ciclosporina, FK500, rapamicina, acido
micofendlico, esteroides, FR901228, citocinas e irradiacéo.
Estes farmacos inibem a fosfatase dependente de célcio
calcineurina (ciclosporina e FK506) ou inibem a p70S6
cinase que ¢é importante para a sinalizacdo induzida por
fator de crescimento (rapamicina) (Liu et al., Cell 66:807-
815, 1991; Henderson et al., Immun. 73:316-321, 1991;
Bierer et al., Curr. Opin. Immun. 5:763-773, 1993). Também
aqui divulgado, as composicdes celulares da presente
invencdo sdo administradas a um doente conjuntamente com
(por exemplo, antes, simultaneamente ou apds)
transplantacdo de medula &éssea, terapia ablativa de célula
T usando agentes quimioterapéuticos, tal como, fludarabina,
radioterapia de feixe externo (XRT), ciclofosfamida ou
anticorpos, tais como OKT3 ou CAMPATH. Também aqui
descritas, as composicdes celulares da presente invencéo
sdo administradas apds terapia ablativa de célula B, tal
como com agentes que reagem com CD20, por exemplo, Rituxan.
Por exemplo, os individuos podem submeter-se a tratamento
padrdo com quimioterapia de elevada dose, seguido por
transplantacdo de célula estaminal de sangue periférico. Em
determinados exemplos, apds a transplantacdo, os individuos

recebem uma infusdo das células imunes expandidas da
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presente invencéo, ou as células expandidas sdo

administradas antes ou apds a cirurgia.

A dosagem dos tratamentos acima a ser administrada a um
doente iré4 variar com a natureza precisa do estado a ser
tratado e do recetor do tratamento. O dimensionamento de
dosagens para administracdo humana pode ser realizado de
acordo com ©préaticas aceites na técnica. A dose para
CAMPATH, por exemplo, estard geralmente na gama de 1 a
cerca de 100 mg para um doente adulto, administrado
geralmente diariamente durante um periodo entre 1 e 30
dias. A dose diédria preferida ¢ 1 a 10 mg por dia, embora
em alguns casos possam ser usadas doses maiores até 40 mg

por dia (descrito na Patente U.S. N° 6,120,7660).

EXEMPLOS EXPERIMENTAIS

A invencdo ¢é adicionalmente descrita em detalhe com
referéncia aos seguintes exemplos experimentais. Estes
exemplos sdo proporcionados apenas para fins ilustrativos,
e nédo pretendem limitar, salvo especificacdo em contrario.
Assim, a invencdo ndo deve de modo algum ser interpretada
como estando limitada aos seguintes exemplos, mas pelo
contrario, deve ser interpretada de modo a abranger
quaisquer e todas as variacdes que se tornarem evidentes

como resultado do ensinamento aqui proporcionado.

Sem descricdo adicional, cré-se que um técnico com
conhecimento gerais na matéria, usando a descricdo anterior
e 08 seguintes exemplos ilustrativos, faz e wutiliza os
compostos da presente invencdo e pratica os métodos
reivindicados. Assim o0s seguintes exemplos de trabalho

indicam especificamente as formas de realizacdo preferidas
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da presente invencdo, e ndo devem ser interpretadas, de

modo algum, como limitantes do restante da divulgacéio.

Exemplo 1: Células T que expressam recetores qguiméricos

estabelecem efeitos antitumorais fortes e de memdbdria em

doentes com leucemia avancada

Linfdécitos manipulados para expressar recetores de
antigénio quiméricos (CARs) demonstraram expansdo in vivo
minima e efeitos antitumorals em ensaios clinicos prévios.
Os resultados aqui apresentados demonstram que as células T
CAR contendo CD137 tém forte atividade clinica resistente
ndo cruzada apds-infusdo em trés de trés doentes tratados
com leucemia linfocitica crdénica avancada (LLC). As células
T manipuladas expandiram mais do gque mil vezes 1in vivo,
traficadas para a medula déssea e continuaram a expressar
CARs funcionais a altos niveis durante pelo menos 6 meses.
Em média, cada célula T CAR+ infundida erradicou pelo menos
1000 células de LLC. Uma resposta imune especifica CD19 foi
demonstrada no sangue e na medula o&ssea, acompanhada de
remissdo completa em dois de trés doentes. Uma porcédo das
células persiste como células T CAR+ de memdria, indicando
o potencial desta abordagem restrita ndo-MHC para o

tratamento eficaz de malignidades de células B.

Os materiais e métodos empregados nestas experiéncias séo

agora descritos.

Materiais e métodos

Declaracédo laboratorial geral
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O processamento, congelacdo e anédlises laboratoriais das
amostras de investigacdo foram realizados no Translational
and Correlative Studies Laboratory na Universidade da
Pensilvadnia que funciona ao abrigo dos principios das boas
préticas laboratoriais com SOP estabelecido e/ou protocolos
para rececéao, processando, congelacéao e andlise de
amostras. O desempenho dos ensaios e relatdério de dados foi
de acordo com as diretrizes MIATA (Janetzki et al., 2009,

Immunity 31:527-528).

Concecdo de protocolo

0 ensaio clinico (NCT01029366) foi conduzido como
esquematizado na Figura 1. Os doentes com malignidade
hematoldgica positiva para CD19 com doenca persistente apds
pelo menos dois regimes de tratamento prévios e qgue néo
eram elegiveis para transplantacdo de célula estaminal
alogénica foram elegiveis para © ensaio. Apds reavaliacédo
tumoral nos doentes, células T de sangue periférico para
fabrico de CART19 foram recolhidas por aférese e foi dada
aos individuos um programa simples de quimioterapia como
especificado na Figura 10 durante a semana antes da
infusdo. As células CART19 foram administradas por infusé&o
intravenosa usando um regime de dose com desdobramento de 3
dias (10%, 30% e 60%) na dose indicada na Figura 10 e, se
disponivel, uma segunda dose foi administrada no dia 10; o
inico doente UPN 02 tinha células suficientes para uma
segunda infusdo. Os individuos foram avaliados para a
toxicidade e resposta em intervalos frequentes durante pelo
menos 6 meses. O protocolo foi aprovado pela U.S. Food and
Drug Administration, pelo Recombinant DNA Advisory

Committee e pelo Institutional Review Board da Universidade
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da Pensilvédnia. O primeiro dia da infus&o foi estabelecido

como o dia 0 do ensaio.

Individuos: sumario clinico

Os sumédrios clinicos estdo delineados na Figura 10 e as
histdérias detalhadas sdo aqui proporcionadas noutra parte.

O doente UPN 01 foi primeiro diagnosticado com LLC de

célula B de fase II na 1idade de b55. O doente era
assintomdtico e observado durante cerca de 1 - 1/2 anos até
precisar de terapia para linfocitose progressiva,

trombocitopenia, adenopatia e esplenomegalia. No decurso do
tempo, o doente recebeu linhas prévias de terapia. A
terapia mais <recente foi 2 ciclos de ©pentostatina,
ciclofosfamida e rituximab 2 meses antes da infusdo de
células CART19 com uma resposta minima. O doente recebeu
depois um ciclo de bendamustina como qguimioterapia de

linfodeplecdo antes da infusdo de células CART-19.

O doente UPN 02 foi primeiro diagnosticado com LLC na idade
de 68 quando o doente apresentava-se com fadiga e
leucocitose. 0O doente foi relativamente estavel durante 4
anos em que o doente desenvolveu leucocitose progressiva
(195.000/uL), anemia e trombocitopenia  que requerem
terapia. A anédlise teste cariotipico mostrou que as células
de LLC tinham delecdo do cromossoma 17p. Devido a doenca
progressiva, o doente foi tratado com alemtuzumab com uma
resposta parcial, mas dentro de um ano e meio o doente
tinha doenca progressiva. O doente foi tratado novamente
com alemtuzumab durante 18 semanas com uma resposta parcial
e 1 ano de progressido sem intervalo. O doente recebeu
depois 2 ciclos de Dbendamustina com rituximab sem uma

resposta significativa (Figura 5A). O doente recebeu o
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tnico agente bendamustina como quimioterapia de

linfodeplecdo antes da infusdo de células CART-19.

O doente UPN 03 apresentava-se na idade de 50 com LLC de
fase assintomética e foi seguido com observacdo durante
anos. O doente tinha leucocitose progressiva (contagem de
glébulos brancos 92.000/plL) e adenopatia progressiva que
requeria terapia. O doente recebeu 2 ciclos de rituximab
com fludarabina que resultou na normalizacdo das contagens
sanguineas e melhoria significativa, embora sem resolucéo
completa da adenopatia. O doente teve um intervalo sem
progressdo de cerca de 3 anos. O teste cariotipico mostrou
que as células continham delecdo do cromossoma 17p com FISH
demonstrando uma delecdo TP53 em 170 de 200 células.
Durante o0s anos seguintes o doente requereu 3 linhas
diferentes de terapia (Figura 10) para leucocitose
progressiva e adenopatia, recebendo por ultimo almtuzumab
com uma resposta parcial 6 meses antes da infusdo de
células CART19. 0 doente recebeu pentostatina e
ciclofosfamida como gquimioterapia de linfodeplecdo antes da

infusdo de células CART-19.

Producdo de vetor

O transgene CD19-BB-z (GeMCRIS 0607-793) foi concebido e
construido como descrito (Milone et al., 2009, Mol Ther.
17:1453-1464). O vetor lentiviral foi produzido de acordo
com boas praticas de fabrico <correntes, usando uma
abordagem da producdo de trés-plasmideos na Lentigen
Corporation como descrito (Zufferey et al., 1997, Nature

biotechnol 15:871-875).

Preparacédo do produto das células CART19
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Os métodos de preparacdo de células T usando esferas de
poliestireno paramagnéticas revestidas com anticorpos
monoclonais anti-CD3 e anti-CD28 foram descritos (Laport
et al., 2003, Blood 102: 2004-2013). A transducdo de
lentiviral foi realizada como descrito (Levine et al.,

2006, Proc Nalt Acad Sci USA 103:17372-17377).

Métodos para céalculo da carga tumoral

A carga de LLC na linha de base foi calculada como mostrado
na Figura 10. A guantidade de células de LLC foi calculada
na medula &éssea, sangue e tecidos linfoides secundarios,

como descrito abaixo.

Medula Ossea: Em adultos saudéveis, a medula Ossea
representa cerca de 5% do peso corporal total (Woodard
et al., 1960, Phys MED Biol, 5:57 - 59; Bigler et al.,
1976, Health Phys 31:213-218). A medula &ssea em amostras
de cristas iliacas tem uma percentagem crescente de medula
(gorda) inativa com idade, aumentando de 20% da medula
total na idade de 5 a cerca de 50% pela idade de 35, gquando
permanece estavel até a idade de 65, e depois aumenta até
cerca de 67% de medula inativa pela idade de 75 (Hartsock
et al., 1965, Am J Clin Path 43:326-331). 0O wvalor de
referéncia internacional para o peso esquelético total da
medula ativa (vermelha) e inativa (gorda) para homens na
idade de 35 & estabelecido atualmente em 1170g e 2480qg,
respetivamente (Basic anatomical and physiological data for
use in radiological protection: The Skeleton in Annals of
the ICRP, Vol. 25 (ed. Smith, H.) 58-68 (um relatdrio de um
grupo de trabalho do comité 2 da comissdo internacional

sobre ©protecdo radioldgica, Oxford, 1995)). Os homens
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adultos entre as idades de 35 e 65 tém medula gue

representa 5,0% do peso corporal total, compreendida de

1,6% como medula ativa (vermelha) e 3,4% como medula
inativa (gorda) (Basic anatomical and physiological data
for use in radiological protection: The Skeleton in Annals

of the ICRP, Vol. 25 (ed. Smith, H.) 58-68 (um relatdrio de
um grupo de trabalho do comité 2 da comiss&o internacional
sobre protecdo radioldbégica, Oxford, 1995)). Com base na
bidpsia de medula déssea e em espécimes de aspirados, O pPeso
das células de LLC para os trés doentes na linha de base
foi calculado como mostrado na Tabela 1. Estas estimativas
da massa de medula de LLC total foram convertidas depois ao
numero de células de LLC total na medula usando 1Kg = 10%°
células, e o0s nuUmeros resultantes sdo mostrados na Figura
10. Estes cdlculos s&o baseados na suposicdo que a LLC tem
uma distribuicdo uniforme na medula dssea. Para o doente
UPN 01, os célculos sdo mostrados para uma bidpsia de
medula que foi obtida antes da quimioterapia de
bendamustina, e para um aspirado obtido apbdés bendamustina e
pré-infusdo de CART19. Os numeros s&d0 menos precisos para o
aspirado dia-1 comparado ao espécime da bidpsia do dia-14
devido a limitacdes técnicas do aspirado do dia-1. O doente
UPN 02 tinha um tGnico espécime de bidpsia de pré-tratamento
que mostra substituicido completa de medula pela LLC. Este
doente tinha um espécime inalterado no dia 30 pbdés-CART19. A
carga de medula para o doente UPN 03 foi calculada com base
numa bidpsia pds-quimioterapia e pré-CART19.

Tabela 1: Massa de medula

Peso de Peso de Medula
Medula Medula total
Ativa (kg) Inativa (kg) (kg)

Homens normais (padréo
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de referéncia ICRP) 1,17 2,48 3,65
UPN 01 dia-14
(95% celular) 3,47 0,18 3,65
UPN 02 dia-47
(95% celular) 3,47 0,18 3,65
UPN 03 dia-1

(60% celular) 2,19 1,46 3,65
Peso de
LLC (kqg)

UPN 01 dia-14
(70% LLC) 2,43
UPN 01 dia-1
(50% LLC por coagulo) 1,73
UPN 02 dia-47
(>95% LLC) 3,29
UPN 03 dia-1
(40% LLC) 0,88

Sangue: Apenas o doente UPN 02 tinha carga tumoral de LLC
substancial no sangue pré-infusdo de CART19. O citometria
de fluxo mostrou que as células tinham um fendtipo tipico
como uma populacdo clonal, com uma populacido de células B-
IgM CD5+CD10-CD19+CD20 (fraco)+CD23 (variavel)+ restritas a
kapa de superficie fraca. Aproximadamente 35% das células
de LLC coexpressaram CD38. A carga de LLC ndo desapareceu
com 3 ciclos de guimioterapia de Dbendamustina e estava
presente na altura das infusdes de CART19. Na altura da
infusdo de CAR19, a contagem de LLC no sangue era 55.000
células/pL. Supondo um volume de sangue de 5,0 L, o doente
UPN 02 tinha 2,75x10'" células de LLC no sangue no dia 0.
Dados os gldébulos brancos totais normais nos doentes UPN 01

e 03, a carga de doenca circulante nestes doentes nédo foi
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calculada, o que conduziria a uma leve subestimativa da

carga corporal total.

Tecido linfoide secunddrio: O volume de linfoadenopatia e
de esplenomegalia foi quantificado em varrimentos axiais de
TAC usando software aprovado pela FDA. Os volumes séo
apenas para o peito, abdbémen e pélvis. As massas do corpo
vertebral T1 ao nivel da bifurcacdo da artéria femoral
comum foram medidas em todos os doentes e, em alguns, o0s
nédulos na area inguinal foram também incluidos. Os ndédulos
na cabeca/pescoco e extremidades foram excluidos da analise
e excluidos do numero de células alvo LLC de linha de base
LLC, que também conduziria a um leve subestimativa da carga
corporal total. Os doentes UPN 01 e 03 tiveram remissdes
completas sustentadas para além de 6 meses, e assim a
férmula (volume da linha de base - volume de més 3) foi
usada para determinar a reducdo na carga tumoral da linha
de Dbase; o doente UPN 02 tinha doenca estdvel em
adenopatia, e assim a massa tumoral da linha de base foi
calculada subtraindo o volume esplénico de referéncia de
homens saudéveis de idade comparavel (Harris et al., 2010,
EUR J Radiol 75: e97-el0l1). A massa tumoral da linha de
base foi convertida para células de LLC wusando uma
abordagem de densidade (densidade de 1 Kg/L, e 1 kg = 10%
células) ou uma abordagem de volume (as células de LLC tém
10 uM de diédmetro ou 600 fL, assumindo uma forma esférica),
e ambos os valores sdo apresentados na Figura 10. Os
volumes tumorais em tecidos linfoides secundarios nos trés
doentes sdo mostrados abaixo na Tabela 2, como calculados a

partir de varrimentos de TAC disponiveis.

Tabela 2: Volumes tumorails
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Doente Dia do Volume LN Volume do Volume
ensaio (mm3) baco total
(ram3) (mm3)

UPN
01 -37 239655 1619180 1858835
1 més 105005 1258576 1363580
3 meses 65060 1176625 1241685

UPN
02 -24 115990 1166800 1282790
1 més 111755 940660 1052715

UPN
03 -10 239160 425825 674985
1 més 111525 371200 482725
3 meses 47245 299860 347105

O varrimento de TAC da linha de base para o doente UPN 01
foi realizada 8 dias apds 2 ciclos de ciclofosfamida/
pentostatina/ rituximab, e ndo mostrou nenhuma resposta a
este regime de quimioterapia comparativamente ao varrimento
de TAC anterior. O doente teve um ciclo de bendamustina
antes de CAR19, e assim, a alteracdo no volume tumoral do
dia -37 para o dia +31 para UPN 01 ndo pode excluir a
potencial contribuicdo de Dbendamustina, assim como de
CART19. De modo semelhante, a alteracdo no volume tumoral
para UPN 03 reflete o efeito combinado de 1 ciclo de

pentastatina/ ciclofosfamida de CART19.

Método para estimar a razdo E:T de eficédcia in vivo em

doentes

A razdo E:T de células T CAR infundidas para o numero de

células tumorais mortas foi calculada usando o numero de
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células tumorais presentes na altura da injecdo de célula T
CAR e o numero de células T CAR injetadas (Carpenito
et al., 2009, Proc. Nalt Acad Sci USA 106:3360-3365). Para
a presente invencdo, o numero de células T CART19+
injetadas como mostrado na Figura 10 foi usado porque nédo é
possivel determinar o numero absoluto de células T CARTI19+
presentes in vivo com suficiente exatid&o ou precisédo. Os
dados disponiveis na expansdo de CART19 no sangue € na
medula déssea sdo robustos como representados na Figura 2 e
Figura 6. Contudo n&do foi possivel determinar o trafico de
CART19 para outros locais, tal como tecidos linfoides
secunddrios, criando substancial incerteza relativamente ao
numero total de células CART19 conseguidas in vivo na
altura da reducdo tumoral méxima. Os valores calculados da

Tabela 3 foram usados para derivar as razbdes E:T eficazes.

Tabela 3: razoes E:T de CART19 calculadas conseguidas

in vivo
Doente Carga tumoral Células E:T in
(Linha de base e Delta) CART19+ vivo
infundidas

Linha de Linha de Linha de Variacéo

base de base de base de total na
medula sangue nédulos/ carga de
b6ssea baco’ LLC
UPN 01 1,70E+12 N/A 8,1E+11 2,51E+12 1,13E+09 1:2200

UPN 02  3,20E+12  2,75E+12 1,6E+12 2,74E+11' 5, 80E+08 1:1000

UPN 03 8,80E+11 N/A 4,4E+11 1,32E+12 1,42E+07 1:93000
Gama 1000-
93000

1= média do método de densidade e volume
2= Doente UPN02 ndo respondeu na medula b6ssea e apresentou

reducdo parcial na adenopatia (3,1E+11 células) nas massas
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tumorais medidas por TAC no baco e ndédulos linfaticos. Ver

Figura 5A para resposta no sangue.

Processamento e congelacdo das amostras

As amostras (sangue periférico, medula) foram recolhidas em
tubos vacutainer de tampa alfazema (K2EDTA,) ou tampa
vermelha (sem aditivo) (Becton Dickinson) e transferidas
para TCSL dentro de 2 horas da recolha. As amostras foram
processadas dentro de 30 minutos da rececdo de acordo com o
SOP laboratorial estabelecido. O sangue periférico e as
células mononucleadas de medula foram purificadas através
da centrifugacdo em gradiente de densidade de Ficoll usando
Ficoll-Paque (GE Health Care, 17-1440-03) e congeladas em
RPMI (Gibco 11875-135) suplementado com 4% de albumina de
SOro humano (Gemini Bio-Products, 800-120), 2% de
Hetastarch (Novaplus, NDC0409-7248-49) e 10% de DMSO
(Sigma, D2650) usando recipientes de congelacdo 5100 Cryo
1°; apbés 24-72 horas a -80°C, as células foram transferidas
para azoto liquido para armazenamento a longo prazo. As
amostras de aférese foram obtidas através do banco de
sangue do hospital da Universidade da Pensilvania e
processadas no CVPF por purificacdo de gradiente de Ficoll
e congeladas como acima. A viabilidade imediatamente apds
descongelacdo foi maior do que 85%, gquando avaliada. Para o
isolamento de soro, as amostras foram deixadas a coagular
durante 1,5-2 horas a temperatura ambiente; o soro foi
isolado por centrifugacdo, e aligquotas de 100 nL de

utilizacdo unica foram congeladas a -80° C,

Linha celular
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K562 (CML, negativa para CD19) foi obtida de ATCC (CCL-
243), K562/CD19, um generoso presente da Carmine Carpenito,
e ¢é transduzida lentiviralmente de Kb62 a 100% de
frequéncia para expressar a molécula CD19. NALM-6, uma
linha de c&lula B precursora ALL ndo-B n&o-T positiva para
CD19 (Hurwitz et al., 1979, Int J Cancer 23:174-180), e
confirmada por expressar o antigénio CD19 foi um generoso
presente de Laurence Cooper. As linhas celulares acima
foram mantidas em meio R10 (RPMI 1640 (Gibco, 11875)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Hyclone) e 1% de
Pena-Strep (Gibco, 15140-122). As células mononucleadas
periféricas (ND365) de um dador saudével foram obtidas por
aférese a partir do nlcleo de imunologia humana da
Universidade da Pensilvania, processadas e congeladas como

acima.

Isolamento de ADN e analise de Q-PCR

Amostras de sangue completo ou medula foram recolhidas em
tubos vacutainer BD de tampa alfazema (K3EDTA) (Becton
Dickinson). O ADN Gendémico foi isolado diretamente a partir
de sangue completo usando kits midi de sangue QIAamp DNA
(Qiagen) e SOP laboratorial estabelecido, quantificado por
espectrofotometria e armazenado a -80°C. A analise de Q-PCR
em amostras de ADN gendémico foi realizada em bruto usando
123-200 ng de ADN gendmico/ponto de tempo, tecnologia ABI
Tagman e um ensaio validado para detetar a sequéncia do
transgene CAR CD19 integrado. As gamas paramétricas de
passagem/falha, incluindo o declive da curva padrdo e
valores r?, capacidade para determinar exatamente uma
amostra de referéncia (1000 coépias/adicdo de plasmideo) e
nenhuma amplificacdo na amostra de ADN do dador saudéavel

foram calculados a partir dos estudos de qualificacdo e das
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gamas de aceitacdo pré-estabelecidas. Os iniciadores/sondas
para o transgene CAR CD19 foram como descrito (Milone
et al., 2009, Mol Ther 17:1453-1464). Para determinar o
numero de cdpias/unidade de ADN foi gerada uma curva padrio
de 8 pontos que consiste de 10°-5 cépias de plasmideo
lentivirus adicionados em 100 ng de ADN gendmico de
controlo ndo-transduzido. Cada ponto de dados (amostras,
curva padrdo, amostras de referéncia) foi avaliado em
triplicado com valores médios reportados. Para o doente UPN
01, todos os valores reportados foram derivados de um valor
Ct positivo em 3/3 dos replicados com % de CV de menos de
0,46%. Para o doente UPN 02, a excecdo da amostra do dia
+177 (2/3 dos replicados positivos, alta % de CV), todos os
valores reportados foram derivados de um valor Ct positivo
em 3/3 dos replicados com % de CV de menos de 0,72%. Para o
doente UPN 03, & excecdo da amostra do dia +1 (2/3 dos
replicados positivos, 0,8% CV) e da amostra do dia +3 (2/3
dos replicados positivos, 0,67% CV), todos os valores
reportados foram derivados de um valor Ct positivo em 3/3
dos replicados com % de CV de menos de 1,56%. 0O limite
inferior de quantificacéo (LLOQ) para o ensaio foi
determinado a partir da curva padrdo a 2 cdpias/micrograma
de ADN (10 cépias/200 ng de ADN de entrada); os valores
médios abaixo de LLOQ (isto é, reportavel nao
quantificavel) sédo considerados aproximac¢des. Uma reacdo de
amplificacdo paralela para controlar a gqualidade do ADN
interrogado foi realizada usando 12-20 ng de ADN gendmico
de entrada, uma combinacdo de iniciadores/sondas especifica
para a sequéncia gendmico ndo-transcrita a montante do gene
CDKN1A (GENEBANK : 285990) (iniciador de sentido:
GAAAGCTGACTGCCCCTATTTG; SEQ ID N°: 25, iniciador
antisentido: GAGAGGAAGTGCTGGGAACAAT; SEQ ID N°: 26, sonda:

VIC- CTC CCC AGT CTC TTT; SEQ ID N°: 27), e uma curva
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padrdo de 8 pontos criada por diluicdo do ADN gendmico de
controlo; estas reacdes de amplificacdo produziram um fator
de correcdo (CF) (ng detetados/ng de entrada). Coépias de
transgene /microgramas de ADN foi calculado de acordo com a
férmula: cépias calculadas a partir da curva padrdo de
CD19/ADN de entrada (ng) x CF x 1000 ng. A precisdo deste
ensaio foi determinada pela capacidade para quantificar a
marcacdo do produto celular infundido por Q-PCR de acordo
com a férmula: Marcacdo média = cdédpias detetadas/ADN de
entrada x 6,3 pg de ADN/célula somadtica masculina x CF
versus positividade do transgene por citometria de fluxo
usando reagentes de detecdo especificos para CAR. Estas
determinacdes cegas geraram 22,68% de marcacdo para o
produto da infusdo de UPN 01 (22,6% por citometria de
fluxo), 32,33% de marcacdo para o produto de infusdo de UPN
02 (23% por citometria de fluxo) e 4,3% de marcacdo para o
produto da infusdo de UPN 03 (4,7% de marcacdo por

citometria de fluxo).

Anidlise de Citocinas

A quantificacdo de fatores soluveis de <citocinas foi
realizada usando tecnologia de matriz de esferas Luminex e
kits comprados a Life Technologies (Invitrogen). Os ensaios
foram realizados conforme o protocolo do fabricante com uma
curva padrdo de 8 pontos gerada usando uma série de
diluicdo de 3 vezes. Cada ponto padrdo e amostra foram
avaliados em duplicado na diluicdo de 1:3; % de CV
calculada para as medidas em duplicado foi menos de 15%. Os
dados foram adgquiridos num Bioplex 200 e analisados com
software Bioplex Manager versdo 5.0 wusando analise de
regresséo logistica de 5 parametros. As gamas de

quantificacdo da curva padrdo foram determinadas pela gama
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de 80-120% (valor observado/previsto). As gamas de
quantificacdo de analito individuais s&do reportadas na

legenda da Figura.

Ensaio celular para detetar a funcdo do CAR

As células foram avaliadas para a funcionalidade apéds
descongelacdo e descanso durante a noite em TCM por medicédo
a desgranulacdo CD107 em resposta as células alvo. Os
ensaios de desgranulacdo foram realizados usando 1x10° PBMC
e 0,25x10° células alvo num volume final de 500 pL em
placas de 48 pocos durante 2 horas a 37°C na presenca de
cb49d (Becton Dickinson), anti-CD28, monensina (e-
Bioscience) e anticorpo CD107a-FITC (eBiosciences)
essencialmente como descrito (Betts et al., 2003, 281:6578

J Immunol Methods).

Reagentes de anticorpo

Os seguintes anticorpos foram usados para estes estudos:
MDA-CAR, um anticorpo anti-CD19 CAR de murino conjugado com
Alexao647 foi um generoso presente dos Drs. Bipulendu Jena e
Laurence Cooper (MD Anderson Cancer Center). Para ensaios
de imunofenotipagem multi-paramétrica e funcionais: anti-
CD3-A700, anti-CD8-PE-Cy7, anti-PD-1-FITC anti-CD25-AF488,
anti-CD28-PercP-Cy5, 5, anti-CD57-eF450, anti-CD27-APC-
eF780, anti-CD17-APC-eF780, anti-CD45RA-eF605NC, CDl07a-
FITC (todos da e-Bioscience), anti-CD4-PE-Texas Red e
Live/dead Aqua (da Life Technologies) e anti-CD14-V500,
anti-CD16-V500 (da Becton Dickinson). Para imunofenotipagem
geral: CD3-PE, CD14-APC, CD14-PE-Cy7, CDl16-FITC, CDl6PE-
Cy7, CD19-PE-Cy7, CD20-PE, todos da Becton Dickinson.

Citometria de fluxo multiparamétrica
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As células foram avaliadas por citometria de fluxo frescas
apdés processamento de Ficoll-Paque ou, se congeladas, apds
descanso durante a noite a uma densidade de 2x10°
células/mL em meio de células T (TCM) (X-vivo 15 (Lonza,
04-418Q) suplementado com 5% de soro AB humano (GemCall,
100-512), 1% de Hepes (Gibco, 15630-080), 1% de Pena-Strep
(Gibco, 15140-122), 1% de Glutamax (Gibco, 35050-061) e
0,2% de N-acetil cisteina (American Reagent, NDC0517-7610-
03). A imunofenotipagem multiparamétrica foi realizada em
4%10° células totais/condicdo, usando coloracdes de FMO
como descrito no texto. As células foram coradas a uma
densidade de 1x10° células/100 pL de PBS durante 30 minutos
em gelo, usando concentracdes de anticorpo e de reagente
recomendadas pelo fabricante, lavadas, ressuspensas em 0,5%
de paraformaldeido e adgquiridas usando um LSRII modificado
(BD Immunocytometry Systems) equipado com lasers azuis (488
nm), violeta (405 nm), verde (532), e vermelho (633 nm) e
conjuntos apropriados de filtros para a detecdo e separacéo
das combinacgdes de anticorpos acima. Um minimo de 100.000
células CD3+ foram adgquiridas) para cada corante. Para
ensaios funcionais, as células foram lavadas, coradas para
marcadores de superficie, ressuspensas em 0,5% de
paraformaldeido e adguiridas como acima; um minimo de
50.000 eventos de CD3+ foram recolhidos para cada condicéo
de coloracdo. 0Os valores de compensacédo foram estabelecidos
usando corantes de anticorpo simples e esferas de
compensacdo BD (Becton Dickinson) e calculados e aplicados
automaticamente pelo instrumento. Os dados foram analisados
usando software FlowJo (versdo 8.8.4, Treestar). Para
imunofenotipagem geral, as células foram adquiridas usando
um citdmetro Accuri C6 equipado com um laser azul (488) e

vermelho (633 nm). Os valores de compensacdo foram
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estabelecidos usando corantes de anticorpo simples e
esferas de compensacdo BD (Becton Dickinson) e calculados
manualmente. Os dados foram analisados usando o pacote de
andlise de software C-Flow (versdo 1.0.264.9, citdmetros

Accuri) .

Histdérias clinicas passadas do doente e resposta a terapia

Os suméarios de tratamento clinico s&do delineados na Figura
10. O Doente UPN 01 foi primeiro diagnosticado com LLC de
célula B de fase II na idade de 55. 0O doente era
assintomdtico e foi observado durante cerca de 1-1/2 anos
até precisar de terapia para linfocitose progressiva,
trombocitopenia, adenopatia e esplenomegalia. Apds 4 ciclos
de fludarabina, o doente tinha normalizacdo completa das
contagens sanguineas e uma resposta completa por
varrimentos de TAC. A progressdo foi notada dentro de 5
meses com linfocitose assintomética, trombocitopenia e
adenopatia crescente. O doente foi observado sem sintomas
durante cerca de 3 anos, e mais tarde ©precisou de
tratamento com Rituximab e fludarabina para leucocitose
progressiva, anemia e trombocitopenia. O doente foi tratado
com 4 ciclos de rituximab com fludarabina com melhoria
parcial em contagens sanguineas. O doente teve novamente
progressao dentro de um ano necessitando terapia
manifestada por leucocitose (gldébulos brancos 150.000/pL) e
trombocitopenia (30.000/plL plaguetas) e foi tratado com
alemtuzumab com normalizacdo das contagens sanguineas. A
progressdo foi notada dentro de 13 meses. O doente recebeu
depois um Unico agente rituximab sem uma resposta
significativa e seguido por rituximab, ciclofosfamida,
vincristina e prednisona (R-CVP) durante 2 ciclos com

resposta minima e seguido por lenalidomida. A lenalidomida
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foi interrompida devido a toxicidade. O doente recebeu 2
ciclos de pentostatina, ciclofosfamida e rituximab com uma

resposta minima.

Mais tarde, e} doente recebeu bendamustina como
quimioterapia de linfodeplecdo 4 dias antes da infusdo de
células CART19. Antes da terapia, os gldébulos brancos eram
14.200/uL, hemoglobina 11,4 gm/dl, contagem de plaquetas
78.000/pL e ALC era 8000/pL. O varrimento de TAC mostrou
que adenopatia difusa e a medula bssea estava
extensivamente infiltrada com LLC (67% de <células). O
doente recebeu 1,6x107 células CART-19 (1,l3x109 células
CART19 totais/kg como avaliado por FACS). N&o se
verificaram toxicidades de infusédo, o) doente ficou
neutropénico aproximadamente 10 dias apds bendamustina e 6
dias apdbdés infusdes de células CART19, e comecando 10 dias
apds a primeira infusdo de CART19, o doente desenvolveu
febres, tremores e hipotensdo transiente. Ao mesmo tempo,
um raio X do peito e varrimento de TAC demonstraram uma
pneumonia no 1ébulo superior esquerdo tratada com
antibidéticos. As febres persistiram durante cerca de 2
semanas e resolveram-se qguando havia uma recuperacdo de
neutré6filos. O doente ndo teve mais sintomas infecciosos ou

constitucionais.

O doente conseguiu uma resposta réapida e completa como
representado na Figura 5. Entre 1 e 6 meses apds a infuséo
ndo foram detetadas quaisquer células LLC circulantes no
sangue por citometria de fluxo. A medula dssea em 1, 3 e 6
meses apds infusdes de células CART-19 apresenta auséncia
sustentada do infiltrado linfocitico por teste de
morfologia e citometria de fluxo. Os varrimentos de TAC em

1 e 3 meses depois da infusdo mostram resolucdo completa da
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adenopatia anémala. 0 doente teve uma leucopenia
persistente (gldébulos brancos 1000-3900/ulL) e
trombocitopenia (~100.000/uL plaquetas) e

hipogamaglobulinia suave (IgG 525 mg/dL, normal 650-2000

mg/dL) mas sem complicac¢des infecciosas.

O doente UPN 02 foi tratado com células CART19 na idade de
77. 0O doente tinha wuma histdéria relevante de doenca
arterial coronadria e foli primeiro diagnosticado com LLC em
2000 na idade de 68, quando o doente apresentou fadiga e
leucocitose. O doente foi relativamente estavel durante 4
anos em que o doente desenvolveu leucocitose progressiva
(195.000/nL), anemia e trombocitopenia precisando de
terapia. O teste genético nesse momento mostrou gue as
células de LLC tinham delecdo do cromossoma 17p. Devido a
doenca progressiva, o doente foi tratado com um programa de
12 semanas de alemtuzumab com uma resposta parcial e
melhoria em contagens sanguineas. Dentro de um ano e meio ©
doente tinha leucocitose progressiva, anemia,
trombocitopenia e esplenomegalia. A andlise do cariotipico
confirmou a delecdo do cromossoma 17p, agora com uma
delecdo do cromossoma 13g. O doente foi tratado novamente
com alemtuzumab durante 18 semanas com melhoria da
leucocitose e estabilizacdo da anemia e esplenomegalia. O
doente tinha evidéncia de leucocitose progressiva, anemia e
trombocitopenia dentro de um ano. O tratamento incluiu 2
ciclos de bendamustina com rituximab resultando em doenca
estdvel mas sem melhoria significativa, como mostrado na

Figura bHA.

O doente recebeu apenas bendamustina como gquimioterapia de
linfodeplecdo antes da infusédo de células CART-19. O doente
recebeu 4,3x10° células CAR19/kg (4,1x10° células totais)
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em 3 infusdes desdobradas, complicadas por febres
transientes tdo altas como 102° graus durante 24 horas. No
dia 11 apdbdés a primeira infusdo, o doente recebeu um reforco
de 4,1x10° células CART19 (4,3x106/kg) e esta infusdo foi
complicada por febres, tremores e por falta de ar sem
hipoxia, necessitando de uma hospitalizacdo de 24 horas.
Ndo havia qualquer evidéncia de isquemia cardiaca, e o0s
sintomas resolveram-se. No dia 15 apdés a primeira infuséo
de CART-19 e no dia 4 apdés a infusdo de células CART19 de
reforco, o doente foi admitido ao hospital com febres altas
(até 104° F), frios e tremores. Testes exaustivos com
culturas de sangue e urina e CXR ndo conseguiram
identificar uma fonte de infecdo. O doente gqueixou-se de
falta de ar, mas nédo tinha hipbéxia. Um ecocardiograma
mostrou hipocinesia grave. A fracdo de ejecdo foi 20%. O
doente recebeu 1 mg de prednisona por kg durante um dia e
0,3 mg por kg durante aproximadamente uma semana. Isto
resultou em répida resolugdo das febres e disfuncéo

cardiaca.

Coincidente com o inicio das febres altas, o doente teve
uma queda rapida nos linfécitos de sangue periférico como
representado na Figura 5A. Embora o doente tivesse
normalizacdo da contagem de gldbébulos brancos, o doente
tinha LLC circulante persistente, anemia moderada estéavel e
trombocitopenia. A medula 6ssea apresentou infiltracéo
extensiva persistente de LLC um més apds a terapia, apesar
da dramatica citorreducdo do sangue periférico, e o0s
varrimentos de TAC mostraram uma reducg¢do parcial da
adenopatia e esplenomegalia. Cinco meses apds infusdes de
células CART19, o) doente desenvolveu linfocitose
progressiva. Nove meses apds as infusdes, o doente tinha

linfocitose (16.500/nL) com anemia modesta estavel e
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trombocitopenia com adenopatia estédvel. O doente permanece

assintomdtico e ndo teve mais terapia.

O doente UPN 03 foi diagnosticado com LLC de fase I
assintomdtica na idade de 50 e foi seguido com observacéo
durante 6 anos. Mals tarde, o doente teve leucocitose
progressiva (contagem de gldébulos brancos 92.000/uL) e
adenopatia progressiva que precisou de terapia. O doente
recebeu 2 ciclos de rituximab com fludarabina que resultou
na normalizacdo das contagens sanguineas e melhoria
significativa, embora resolucdo ndo completa da adenopatia.
O doente teve cerca de um intervalo sem progressdo de 3
anos, seguido durante o0s 6 meses seguintes por leucocitose
rapidamente progressiva (gldébulos brancos 165.000/plL) e por
adenopatia progressiva que precisou de terapia. O doente
recebeu um ciclo de fludarabina e 3 ciclos de rituximab com
fludarabina com normalizacdo das contagens sanguineas e
resolucdo da adenopatia palpavel. O doente teve um
intervalo sem progressdo aproximado de 20 meses até que o
doente desenvolveu novamente leucocitose de progressio
rdpida e adenopatia. Neste momento, a medula o&ssea estava
extensivamente infiltrada com LLC e a anédlise cariotipica
mostrou que as células continham delecdo do cromossoma 17p
com FISH, demonstrando uma delecdo TP53 em 170/200 das
células. O doente recebeu um ciclo de rituximab com
bendamustina, seguido por 4 ciclos de apenas bendamastina
(devido a uma reacdo alérgica grave ao rituximab). O doente
teve normalizacdo inicial das contagens sanguineas, mas
imediatamente apdés a descontinuacdo da terapia teve

leucocitose progressiva e adenopatia.

Células T autbdélogas foram recolhidas por aférese e

criopreservadas do doente UPN3. O doente foi depois tratado
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com alemtuzumab durante 11 semanas com uma excelente
resposta hematoldgica. Houve uma melhoria, embora resolucéo
ndo completa da adenopatia. O doente teve doenca ativa, mas
estdvel durante os prdéximos 6 meses. Mais tarde, o doente
recebeu pentostatina e ciclofosfamida como guimioterapia de

linfodeplecdo antes da infusdo de células CART19.

Trés dias apbds a guimioterapia, mas antes da infusédo de
células, a medula &6ssea apresentava-se hipercelular (60%)
com aproximadamente 40% de participacdo por LLC. Devido a
limitacdes de fabrico inerentes as recolhas de aférese de
doentes de LLC como representado na Tabela 3 e (Bonyhadi
et al., 2005, J Immunol 174:2366-2375), o doente foi
infundido com um total de 1,46x10° células CART19+ por kg
(1,42x10" células CART19+ totais) durante 3 dias. Ndo houve
qualquer toxicidade de infusdo. Catorze dias apds a
primeira infusdo, o doente comecou a ter arrepios, febres
tdo altas quanto 102° F, tremores, nauseas e diarreia que
foram tratados sintomaticamente. O doente né&do tinha
quaisquer sintomas respiratdérios ou cardiacos. No dia 22
apds a infusédo, uma sindrome de lise tumoral foi
diagnosticada manifestada por um LDH elevado, &acido uUrico e
complicada por insuficiéncia renal. 0 doente foi
hospitalizado e tratado com fluido de <ressuscitacdo e
rasburicase com normalizacdo réapida do &cido Urico e da
funcédo renal. Foi realizada uma avaliacdo clinica detalhada
com um CXR, culturas de sangue, urina e fezes, e foram

negativos ou normais.

Dentro de 1 més das infusdes CART-19, o doente tinha
eliminacdo de LLC circulante a partir do sangue e medula
bssea por morfologia, citometria de fluxo, citogenética, e

andlise de FISH e varrimentos de TAC mostraram resolucdo da
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adenopatia andmala (Figura 5C). A remissdo do doente foi
sustentada para além de 8 meses da infusdo inicial de
células CART19.

Os resultados das experiéncias sdo agora descritos.

Protocolo clinico

Trés doentes com LLC avancada, resistente a quimioterapia,
foram registados num ensaio clinico piloto como
representado na Figura 1. Todos 0s doentes foram
exaustivamente pré-tratados com varias gquimioterapias e
regimes Dbioldgicos como mostrado na Figura 10. Dois dos
doentes tinham LLC deficiente em p53, uma delecdo gque prevé
resposta fraca a terapia convencional e progressido rapida
(Dohner et al., 1995, Blood, 851580-1589). Cada um dos
doentes tinha grandes cargas tumorais apds a gquimioterapia
preparativa, incluindo infiltracgédo extensiva de medula (40
a 95%) e linfoadenopatia; o doente UPN 02 também tinha
linfocitose periférica significativa. As células T CART19
foram preparadas como representado na Figura 1B e os
detalhes do fabrico das células e da caracterizacdo do
produto para cada doente s&do mostrados na Tabela 4. Todos
os doentes foram pré-tratados 1-4 dias antes das infusdes
de células T CART19 com gquimioterapia de linfodeplecdo. Um
plano de infusdo de células de dose desdobrada foi usado
porgue o ensaio testava um CAR que incorpora um dominio de
sinalizacdo co-estimulador 4-1BB como representado na

Figura 1A.
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: Ensaio {Especificagdo! UPN 01 UPN 02 UPN 03

Produto | : :

de

aférese | { !
| ELISA BSA i < 1 pg/mL |<0,5 ng/mL <0,5 ng/mL <0,5 ng/mL
. Lentivirus | RCL ! N&o Inconclusivo” iInconclusivo®
| Competentes {Ndo detetavel | detetavel i
: em ; § §
. Replicacédo | ' §
(RCL)
| Eficiéncia | > 20% L 22,6% 23% L4, 74%¢
! de i : :
i transducgdo | ! i
| (Expressdo i !
{ de scFv) | §
{Sequéncia de 0,2 - 3 ! 0,15° 0,275 0,101
'ADN do vetor | cépias §
| (CART19 PCR) :  /célula |

= Dose N°2.
2 = Valor de ensaio no Dia 12 abaixo de LOQ e tinha diminuido desde

cedo na expansdo, consistente com transicdo de ADN plasmidico de
geracdo de vetor. Submetido a FDA como uma correcdo de informacéo.

3 = Libertacdo de produto com base na coloracdo de superficie por
FACS.

4 = Excecdo de tratamento concedida para critério de libertacdo por

DSMC e IRB externo.

Expansdo e persisténcia in vivo de CART19 e trdfico para a

medula J&ssea

Cré-se que as células T CAR+ expandidas usando esferas
CD3/CD28 e expressando um dominio de sinalizacdo 4-1BB
sejam uma melhoria face aos CARs que carecem de 4-1BB. Um
ensaio de Q-PCR foi desenvolvido para permitir o tréafico

quantitativo de células CAR19 no sangue e medula &ssea.
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Todos os doentes apresentaram expansdo e persisténcia das
células CART19 no sangue durante pelo menos 6 meses Como
representado nas Figuras 2A e 2C. Em particular, os doentes
UPN 01 e UPN 03 apresentaram uma expansdo de 1.000 a 10.000
vezes de células T CAR+ no sangue durante o primeiro més de
pbdés-infusdo. Os niveis de expansdo de pico coincidiram com
0 inicio dos sintomas clinicos da pdbdés-infusdo no doente UPN
01 (dia 15) e no doente UPN 03 (dia 23). Além disso,
seguindo um decaimento inicial que pode ser modelado com
uma cinética de primeira ordem, os niveis das células T
CART19 estabilizaram em todos os 3 doentes desde o dia 90 a
180 pds-infusdo. Significativamente, as células T CARTL19
também foram traficadas para a medula 6ssea em todos os
doentes, embora a niveis 5 a 10 vezes inferiores aos
observados no sangue como representado nas Figuras 2D a 2F.
Os doentes UPN 01 e 03 tiveram um decaimento linear
logaritmico na medula o&ssea, com um desaparecimento T} de

~35 dias.

Inducdo de respostas imunes especificas nos compartimentos

de sangue e medula 6ssea apds infusdo de CARTIO

Amostras de soro de todos os doentes foram recolhidas e
analisadas por lote para determinar quantitativamente os
niveis de citocinas, avaliando um painel de <citocinas,
quimiocinas, e outros fatores soluveis para avaliar
potenciais toxicidades e para proporcionar evidéncia da
funcédo das células CART19 como representado na Figura 3.
Dos trinta analitos testados, onze apresentaram uma
variacdo de 3 vezes ou mais da linha de base, incluindo 4
citocinas (IL-6, INF-y, IL-8 e IL-10), 5 quimiocinas (MIP-
lo, MIP-1(, MCP-1, CXCL9, CXCL10) e recetores soluveis para

IL-1Ra e IL-2Ra. Destes, o interferdo-y tinha a maior
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variacdo relativa da linha de base. Interessante, o tempo
de pico da elevacdo de citocina em UPN 01 e UPN 03
correlacionou-se temporalmente com o0s sintomas clinicos
previamente descritos e com os niveis de pico das células
CART19 no sangue em cada doente. Apenas variacdes modestas
foram notadas no doente UPN 02, talvez como resultado do
tratamento com corticosteroides dado a este doente. A
elevacdo de IL-2 soltvel nédo foi detetada no soro dos
doentes, embora uma das bases racionais pré-clinicas para
desenvolver células T CAR+ com dominios de sinalizacédo 4-
1BB fossem a reduzida propensdo para despoletar secrecdo de
IL-2 comparativamente aos dominios de sinalizacdo CD28
(Milone et al., 2009, Mol Ther. 17:1453-1464). Isto pode
ser relevante para a atividade clinica sustentada porque
estudos anteriores mostraram que as células T CAR+ séo
potencialmente suprimidas por células T reguladoras (Lee
et al., 2011, Cancer Res 71:2871-2881), as células que
poderiam ser induzidas pelos CARs que segregam quantidades
substanciais de IL-2 ou por provisdo de IL-2 exdbdgena pds-
infusdo. Finalmente, foi observada uma inducdo robusta da
secrecdo de citocinas nos sobrenadantes de aspirados de
medula 6ssea de UPN 03 como representado na Figura 3D que
também coincidiu com o desenvolvimento da sindrome de lise

tumoral e remissdo completa.

Expressdo prolongada e estabelecimento de uma populacdo de

células CART19 de memdédria no sangue

Uma pergunta central na imunoterapia do cancro mediada por
CAR é se o fabrico otimizado de células e os dominios de
co-estimulacdo aumentam a persisténcia de células T
geneticamente modificadas e permitem o estabelecimento de

células T CAR+ de memdédria nos doentes. Estudos anteriores
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ndo demonstraram expansdo robusta, persisténcia prolongada
e/ou expressdo de CARs em células T apds a infusdo (Kershaw
et al., 2006, Clin Cancer Res 12:6106-6115; Lamers et al.,
2006, J Clin Oncol 24: e20-e22; Lavre et al., 2008, Blood,
112, 2261-2271; Savoldo et al., 2011, J Clin investe doi:
10,1172/JCI46110). A andlise de citometria de fluxo de
amostras de sangue e medula ao dia 169 pds-infusdo revelou
a presenca de células que expressam CAR19 em UPN 03
(Figuras 4A e 4B), e uma auséncia de células B como
representado na Figura 4A. Em particular, por ensaio Q-PCR,
todos os trés doentes tém células CAR+ persistentes em 4
meses e para além como representado nas Figuras 2 e Figuras
6. A frequéncia in vivo de células CAR+ por citometria de
fluxo quase igualou os valores obtidos do ensaio de PCR
para o transgene CART19. Importante, no doente UPN 03,
apenas as células CD3+ expressaram CAR19, uma vez gue as
células CAR19+ n&do foram detetdveis em subconjuntos
positivos para CD16 ou CD14 como representado na Figura 4A.
A expressdo de CAR foi também detetada na superficie de
4,2% das células T no sangue do doente UPN 01 no dia 71

pbés-infusdo como representado na Figura 7.

Em seguida, citometria de fluxo policromatica foi usada
para realizar estudos detalhados para caracterizar
adicionalmente a expressdo, fendtipo e funcdo das células
CART19 em UPN 03 wusando um anticorpo idiotipo anti-CAR
(MDA-647) e uma estratégia de selecdo mostrada na Figura 8.
Foram observadas diferencas assinaldveis na expressdo de
marcadores de memdéria e ativacdo em células CD8 e CD4" com
base na expressdo de CAR19. No dia 56, as células CAR19
CD8" apresentaram principalmente um fendétipo de memédria
efetora (CCR7-CD27-CD28-) consistente com exposicédo

prolongada e <robusta ao antigénio como representado na
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Figura 4C. Pelo contrédrio, as células CD8" negativas para
CAR consistiram em misturas de células de meméria central e
efetoras, com expressdo de CCR7 num subconjunto de células,
e numeros substanciais nas fracdes CD27+4+/CD28- e
CD27+/CD28+. Enquanto as populacdes de células negativas
para CART19 e CAR expressaram substancialmente CD57, esta
molécula foi co-expressa uniformemente com PD-1 nas células
CART19, um possivel reflexo da extensa histdéria replicativa
destas células. Em contraste com a populacdo de células
negativas para CAR, a totalidade da populacdo de CART19
CD8" careceu da expressdo de CD25 e CD127. No dia 169,
embora o fendtipo da populacdo de células negativas para
CAR tenha permanecido semelhante a amostra do dia 56, a
populacdo CART19 tinha evoluido para conter uma populacéo
minoritédria com caracteristicas de células de memdria
central, notavelmente a expressdo de CCR7, niveis mais
altos de CD27 e (CD28, assim como células CAR+ qgque eram
negativas para PD-1, negativas para CD57 e positivas para

CD127.

No compartimento de CD4", no dia 56 as células CAR19 foram
caracterizados por falta uniforme de CCR7 e uma
predomindncia das células CD27+/CD28+/PD-1+ distribuidas
dentro de compartimentos CD57+ e -, e uma auséncia
essencial da expressédo de CD25 e CD127 como representado na
Figura 4B. Pelo contrédrio, as células negativas para CAR
neste ponto do tempo eram heterogéneas na expressido de
CCR7, CD27 e PD-1, expressavam CD127 e também continham uma
populacdo substancial de CD25+/CD127- (potencial célula T
reguladora). No dia 169, embora a expressdo de CD28
permaneceu uniformemente positiva em todas as células
CAR+CD4", uma fracdo das células CART19 CD4" tinha evoluido

para um fendétipo de memdbria central com expressdo de CCR7,
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uma percentagem mais alta de células CD27, o aparecimento
de um subconjunto negativo para PD-1, e aqguisicdo da
expressdo de CD127. As células negativas para CAR
permaneceram razoavelmente consistentes com as suas
correspondentes do dia 56, a excecdo de uma reducdo na
expressdo de CD27 e uma diminuicdo na percentagem de

células CD25+/CD127-.

As células CART19 podem reter a funcdo efetora apds 6 meses

no sangue

Para além da curta persisténcia e proliferacdo inadequada
in vivo, uma limitacdo de ensaios anteriores, com células T
CAR+ foi a perda réapida da atividade funcional das células
T infundidas in vivo. O elevado nivel de persisténcia da
célula CART19 e expressdo de superficie da molécula CAR19
no doente UPN 01 e 03 proporcionou a oportunidade de testar
diretamente funcbdes efetoras especificas de anti-CD19 nas
células recuperadas das amostras de sangue periférico
criopreservadas. PBMC do doente UPN 03 foram cultivados com
células alvo gue eram positivas ou negativas para a
expressdo de CD19 (Figura 4d). Foi demonstrada funcgéo
efetora robusta especifica de CD19 de células T CART19 por
desgranulacédo especifica contra células alvo positivas para
CD19 mas ndo negativas para CD19, como avaliado por
expressdo de superficie de CDl107a. Em particular, a
exposicdo da populacdo CART19 aos alvos positivos para CD19
induziu uma internalizacdo rapida de CAR-19 de superficie
como representado na Figura 8 para a expressdo de
superficie de CAR19 nas mesmas células efetoras, em
coloracdo convencional por citometria de fluxo. A presenca
de moléculas co-estimuladoras em células alvo ndo foi

requerida para despoletar a desgranulacdo da célula CART19
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porque a linha NALM-6 ndo expressa CD80 ou CD86 (Brentjens
et al., 2007, Clin Cancer Res 13:5426-5435). A funcé&o
efetora era evidente no dia 56 pds-infusdo e foi retida no
ponto de tempo de dia 169. Foi também demonstrada funcéo
efetora robusta de células T CAR+ e CAR- por estimulacéo

farmacoldbgica.

Atividade clinica de células CART19

Ndo foram observadas toxicidades significativas durante os
quatro dias apdbds a infusdo em qualgquer doente, a nido ser
reactes febris transientes. Contudo, todos os doentes
desenvolveram subsequentemente significativas toxicidades
clinicas e laboratoriais entre o dia 7 e 21 apds a primeira
infuséo. Estas toxicidades eram de curto prazo e
reversiveis. Dos trés doentes tratados até agora, existe 2
CRs e 1 PR a >6 meses pds-infusdo de CART19, de acordo com
critérios padrédo (Hallek et al., 2008, Blood 111:5446). Os
detalhes da histéria clinica passada e da resposta a

terapia para cada doente sdo descritos na Figura 10.

Em resumo, o doente UPN 01 desenvolveu uma sindrome febril,
com tremores e hipotensdo transiente que comecou 10 dias
apds a infuséo. As febres persistiram durante
aproximadamente 2 semanas e resolveram-se; o doente néo
tinha mais sintomas constitucionais. O doente conseguiu uma
resposta réapida e completa como representado na Figura 5.
Entre 1 e 6 meses apds a infusdo, ndo foram detetadas
quaisquer células de LLC <circulantes no sangue por
citometria de fluxo. A medula éssea em 1, 3, e 6 meses apds

infusdes de células CART19 mostra auséncia sustentada de
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infiltrado linfocitico por anédlise de morfologia e
citometria de fluxo como representado na Figura 5B.
Varrimentos de TAC em 1 e 3 meses apds a infusdo mostram
resolucdo da adenopatia como representado na Figura 5C. A
remissdo completa foi sustentada durante 10+ meses no

momento deste relatdrio.

O doente UPN 02 foi tratado com 2 ciclos de bendamustina
com rituximab resultando em doenca estével como
representado na Figura 5A. O doente recebeu uma terceira
dose de bendamustina como quimioterapia de linfodeplecéo
antes da infusdo de células T CART19. O doente desenvolveu
febres a 40°C, tremores e dispneia necessitando de
hospitalizacdo de 24 horas no dia 11 apds a primeira
infusdo e no dia do segundo reforco de células CART19. As
febres e os sintomas constitucionais persistiram e no dia
15 o doente tinha disfuncdo cardiaca transiente; todos os
sintomas se resolveram apds terapia de corticosteroide gue
foi diniciada no dia 18. Apds infusdo de CAR19, e
coincidente com o 1inicio de febres altas, o doente tinha
eliminacdo rapida das células de LLC deficientes em p53 de
sangue periférico como representado na Figura 5A e uma
reducdo parcial da adenopatia, a medula o&6ssea apresentava
infiltracdo extensiva persistente de LLC um més apds a
terapia, apesar da dramdtica citorreducdo de sangue

periférico. O doente permanece assintoméatico.

O doente UPN 03 recebeu pentostatina e ciclofosfamida como
quimioterapia de linfodeplecdo antes da infusdo de células
CART19. Trés dias apds a guimioterapia, mas antes da
infusdo de células, a medula bdssea apresentava-se
hipercelular (60%) com aproximadamente 50% de envolvimento

por LLC. O doente recebeu uma baixa dose das células CART19
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(1,5x10° células T CAR+/kg divididas ao longo de 3 dias).
Além disso, ndo havia toxicidades de infusdo agudas.
Contudo, 14 dias apds a primeira infusdo, o doente comecou
a ter tremores, febres, nédusea e diarreia. No dia 22 apds a
infusdo, a sindrome de 1lise tumoral foi diagnosticada
requerendo hospitalizacdo. O doente teve resolucdo de
sintomas constitucionais, e dentro de 1 més das infusdes de
CART19, o doente apresentava eliminacdo de LLC circulante
do sangue e medula o6ssea por anadlise de morfologia,
citometria de fluxo, citogenética e FISH. Os varrimentos de
TAC mostraram resolucédo da adenopatia andémala como
representado nas Figuras 5B e 5C. A remissdo completa foi
sustentada para além de 8 meses da infusdo inicial de

células CART19.

Consideragdes sobre a razdo de CART19 efetora para célula

alvo de LLC in vivo

Estudos pré-clinicos mostraram que grandes tumores poderiam
ser removidos, e que a infusdo de 2,2x10" CARs poderia
erradicar tumores compreendidos de 1x10° células, para uma
razdo E:T in vivo de 1:42 em murganhos humanizados
(Carpenito et al., 2009, Proc Nalt Acad Sci USA 106:3360-
3365), embora estes cédlculos ndo tomassem em consideracdo a
expansdo das células T apds a injecdo. A avaliacdo da carga
tumoral de LLC permitiu ao longo do tempo o calculo da
reducdo tumoral e das razbdes E:T de CART19 estimadas
atingidas in vivo nos trés individuos com base no numero de
células T CAR+ infundidas. As cargas tumorais foram
calculadas por medigdo da carga de LLC na medula &ssea,
sangue e tecidos linfoides secundarios. As cargas tumorais
da linha de base como mostradas na Figura 10 indicam gue

cada doente tinha células de LLC na ordem de 10* (isto é,
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uma carga tumoral de 1 kg) antes da infusdo de CART19. O
doente UPN 03 tinha uma carga tumoral calculada da linha de
base de 8,8x10'" células de LLC na medula 6ssea no dia -1
(isto &, pds-quimioterapia e pré-infusdo de CART19), e uma
massa tumoral medida em tecidos linfoides secundérios de
3,3-5,5x10"" células de LLC, dependendo do método de
andlise de varrimento de CT volumétrica. Dado que UPN 03
foi infundido com apenas 1,4x10" células CART19, usando a
estimativa da carga tumoral total inicial (1,3x10'? células
de LLC), e que n&do s&do detetadas células de LLC apds o
tratamento, foi conseguido uma impressionante razdo E:T de
1:93.000. Por céalculos semelhantes, um razdo E:T eficaz
in vivo de 1:2200 e 1:1000 foi calculada para UPN 01 e UPN
02, como mostrado na Tabela 3). No final, uma contribuicéio
de morte em série por células T CART19, combinada com
expansdo in vivo de CART19 de >1.000 wvezes contribuiu
provavelmente para os poderosos efeitos anti-leucémicos

mediados pelas células CARTI19.

As células T que expressam recetores quiméricos estabelecem

poderosos efeitos antitumorals e de membdria nos doentes com

leucemia avancada

A expressdo in vivo limitada e a funcgdo efetora dos CARs
foi uma limitacdo central nos ensaios que testam os CARs de
primeira geracdo (Kershaw et al., 2006, Clin Cancer Res
12:6106-6115; Lamers et al., 2006, J Clin Oncol 24: e20-
e22; Lavre et al., 2008, Blood, 112, 2261-2271; Park
et al., 2007, Mol Ther 15:825833; Pule et al., 2008, Nat
Med 14:1264-1270). Com base na modelacdo pré-clinica que
demonstra persisténcia aumentada dos CARs contendo um
médulo de sinalizacdo 4-1BB (Milone et al., 2009, Mol Ther.
17:1453-1464; Carpenito et al., 2009, Proc Nalt Acad Sci
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USA 106:3360-3365), foram concebidas experiéncias para
desenvolver uma segunda geracdo de CARs manipulados com
tecnologia de vetor lentiviral. Verificou-se que esta
segunda geracdo de CARs ¢é segura em cenadrio de infecéo
crdénica por HIV (Levine et al., 2006, Proc Nalt Acad Sci
USA 103:17372-17377). Os presentes resultados mostram que
quando esta segunda geracdo de CAR foili expressa em células
T e cultivadas sob condig¢des concebidas para promover o
enxerto de células T de memdbdria central (Rapoport et al.,
2005, Nat Med 11:1230-1237; Bondanza et al., 2006, Blood
107:1828-1836), foi observada expansdo melhorada de células
T CAR apds infusdo comparativamente aos relatdrios
anteriores. As células CAR19 estabeleceram memdria celular
egspecifica de CD19, e mataram células tumorais com razdes

E:T in vivo ndo previamente conseguidas.

CAR19 é o primeiro ensaio de CAR para incorporar um dominio
de sinalizacdo 4-1BB e o primeiro a usar a tecnologia do
vetor lentiviral. Os presentes resultados demonstram
trdfico eficiente dos CARs para locais de tumor, com o
estabelecimento de facto de "linfécitos infiltrantes de
tumor" que apresentavam especificidade para CD19. A
pronunciada expansao in vivo permitiu a primeira
demonstracdo de gque o0s CARs recuperados diretamente de
doentes podem reter a funcdo efetora in vivo durante meses.
Um estudo anterior tinha sugerido que a introducdo de um
CAR de primeira geracdo em células T especificas de virus é
preferivel a células T primadrias (Pule et al., 2008, Nat
Med 14:1264-1270), contudo os resultados com CARs da
segunda geracgdo introduzidos em células T ©primarias
otimamente co-estimuladas coloca esta nocdo em causa. Sem
se pretender estar limitado por qualguer teoria particular,

uma observacdo de cautela é colocada de que os efeitos
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clinicos foram profundos e sem precedentes com a lise de
cargas tumorais de tamanho de kg em todos os trés doentes,
acompanhada pela libertacdo retardada de altos niveis
potencialmente perigosos de citocinas em dois dos doentes.
Ndo foram observados os tempestuosos efeitos cléssicos das
citocinas. Contudo, o presente estudo foi concebido para
mitigar esta possibilidade pela infusdo deliberada de

CART19 durante um periodo de trés dias.

Verificou-se que doses muito baixas de CARs podem induzir
potentes respostas clinicas. Este foi um estudo piloto que
demonstrou a seguranca da concecdo do vetor CARTI9. A
observacdo de que doses de células CART19 véarias ordens de
grandeza abaixo daquelas testadas em ensaios anteriores
podem ter beneficio clinico, pode ter implicacbes
importantes para a implementacdoc futura da terapia de CAR
numa escala mais ampla, e para a concecdo de ensaios para

testar CARs dirigidos contra alvos diferentes de CD19.

Os presentes estudos indicam ainda que CART19 é expresso em
células T efetoras e de memdria central, e isto contribui
provavelmente para a sua sobrevivéncia a longo prazo
comparativamente aos relatdérios anteriores. Sem se
pretender estar limitado por qualquer teoria particular, as
células T CAR podem-se diferenciar in vivo num estado de
tipo memdédria central apds encontro e subsequente eliminacédo
de células alvo (por exemplo, células tumorais de LLC ou
células B normais) gque expressam o antigénio substituto. De
facto, a sinalizacdo de 4-1BBR foi reportada como promovendo
o desenvolvimento de memdria no contexto de sinalizacdo de

TCR (Sabbagh et al., 2007, Trends Immunol 28:333-339).
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A proliferacdo e sobrevivéncia prolongadas de CARTI19
revelaram aspetos da farmacocinética das células T CAR gue
ndo tinham sido previamente reportadas. Foi observado que a
cinética da libertacdo de citocina no soro e medula se
correlaciona com os niveis de pico de CART19, assim sendo é
possivel gque o decaimento seja iniciado quando alvos
celulares que expressam CD19 se tornam limitantes. O
mecanismo da sobrevivéncia prolongada de CART19 pode estar
relacionado com a incorporacdo acima mencionada do dominio
4-1BB ou com a sinalizacdo através de CAR e/ou TCR natural.
Uma possibilidade intrigante & que a sobrevivéncia
prolongada esteja relacionada com a populacdo de CART19 que
foi identificada em espécimes de medula, suscitando a
hipdtese de que os CARs CD19 poderiam ser mantidos por
encontro com precursores de células B na medula &ssea.
Relacionado com esta questdo é o que leva a expanséao
inicial de células CAR19 in vivo 2. Com raras excecdes
(Savoldo et al., 2011, J Clin Invest doi: 10,1172/JCI46110;
Pule et al., 2008, Nat Med 14:1264-1270), o presente estudo
¢ o0 Unico ensaio que omitiu infusdes de IL-2, de modo que
as células CART19 expandiram-se provavelmente em resposta a
citocinas homeostdticas ou, mais provavelmente, a CD19
expresso em alvos leucémicos e/ou em células B normais.
Neste Ultimo caso, 1isto poderia ser wuma caracteristica
atrativa para CARs direcionados contra alvos em APCs
normais, tais como CD19 e CD20, uma vez que & possivel que
a auto-renovacdo de CART19 ocorra em células normais,
proporcionando um mecanismo para a memdéria de CAR por meio
de "auto vacinacdo/reforco" e consequentemente, imuno-
vigildncia tumoral a longo prazo. Os mecanismos da
homeostasia de CART19 podem requerer estudo adicional para
explicar os mecanismos celulares intrinsecos e extrinsecos

da persisténcia. Anteriormente a estes resultados, a
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maioria dos investigadores viam a terapia de CAR como uma
forma transiente de imunoterapia, contudo os CARs com
dominios de sinalizacdo otimizados podem ter um papel na
inducdo e consolidacdo da remissdo, assim como para imuno-

vigildncia a longo prazo.

Potentes efeitos anti-leucémicos foram observados em todos
0s trés doentes, 1incluindo dois doentes com leucemia
deficiente em p53. Estudos anteriores com CARs tiveram
dificuldade em separar 0s efeitos antitumorals da
quimioterapia de linfodeplecdo. Contudo, a libertacédo
retardada de citocinas combinada com a cinética de 1lise
tumoral em doentes refratdrios a fludarabina gque eram
coincidentes, e possivelmente dependentes da expansdo de
CAR 1in vivo no presente estudo, indicam que CART19 medeia
potentes efeitos antitumorals. Os presentes resultados néo
excluem um papel para a gquimioterapia na potenciacdo dos

efeitos dos CARs.

Uma exaustiva comparacdo dos processos de fabrico do vetor,
transgene e célula com resultados de estudos em curso
noutros centros pode ser requerida para se obter uma
compreensdo plena das caracteristicas chave requeridas para
obter funcdo sustentada in vivo de células T CAR. Ao
contrdrio das terapias de anticorpo, as células T
modificadas por CAR tém o potencial para replicar in vivo,
e a persisténcia a longo prazo pode conduzir a controlo
tumoral sustentado. A disponibilidade de uma terapia
imediata compreendida por células T assassinas resistentes
ndo-cruzadas tem o potencial para melhorar o desfecho de
doentes com malignidades da célula B. Uma limitacdo da
terapia de anticorpo, como por exemplo, com agentes tais

como rituximab e bevicizumab, ¢é que a terapia requer
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repetidas infusdes de anticorpo, e isso é incdmodo e caro.
A distribuicdo de terapia de anticorpo prolongada (neste
caso durante pelo menos 6 meses, em 3 dos 3 doentes
tratados até agora) com scFv anti-CD19 expresso em células
T apdés uma Unica infusédo de células CART19 tem uma série de
vantagens préaticas, incluindo conveniéncias e poupanca de

custos.

Exemplo 2: Células T modificadas por recetor de antigénio

quimérico em leucemia linfoide crénica

Foi concebido um vetor lentiviral que expressa um recetor
de antigénio quimérico com especificidade para o antigénio
CD19 de célula B, acoplado com os dominios de sinalizacédo
CD137 (um recetor co-estimulador em células T [4-1BB]) e
CD3-zeta (um componente de transducdo de sinal do recetor
do antigénio de célula T). Foi observado que uma baixa dose
(aproximadamente 1,5x10° células por kg de peso corporal)
de células T modificadas por recetor de antigénio quimérico
autdlogo reinfundidas num doente com leucemia linfocitica
crénica refrataria (LLC) se expandiram a um nivel que foi
mais de 1000 vezes tdo alto como o nivel inicial do enxerto
in vivo. Foi também observado que o doente apresentou
desenvolvimento retardado da sindrome de lise tumoral e com

remissdo completa.

Para além da sindrome de lise tumoral, o outro Unico efeito
téxico de grau 3/4 relativo as células T do recetor de
antigénio quimérico foi a linfopenia. As células
manipuladas persistiram em altos niveis durante pelo menos
6 meses no sangue e na medula &éssea e continuaram a
expressar o recetor de antigénio quimérico. Uma resposta

imune especifica foi detetada na medula 6ssea, acompanhada
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de perda de células B normais e de células da leucemia que
expressam CD19. A remissdo decorreu 10 meses apds o
tratamento. A hipogamaglobulinemia foi um efeito tdéxico

crdénico previsto.

Os materiais e métodos empregados nestas experiéncias séo

agora descritos.

Materialis e métodos

Procedimentos do estudo

Foi concebido um vetor lentiviral auto-inativante (GeMCRIS
0607-793) que foi sujeito a teste de seguranca pré-clinica,
como reportado previamente (Milone et al., 2009, Mol Ther,
17: 1453-64). Os métodos de preparacdo de células T foram
também previamente descritos (Porter et al, 2006, Blood,
107:1325-31). A andlise gquantitativa da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada para detetar células T de
recetor de antigénio gquimérico no sangue e medula d6ssea. O
limite inferior de quantificacdo foi determinado a partir
da curva padrdo; os valores médios abaixo do limite
inferior de quantificacdo (isto ¢é, reportédveis mas néo
quantificdveis) s&o considerados aproximados. O limite
inferior de quantificacdo do ensaio foi 25 cépias por

micrograma de ADN gendmico.

A andlise do fator soluvel foi realizada com a utilizacéao
do soro de sangue completo e medula &6ssea gque foram
separadas em aliquotas para utilizacdo Unica e armazenadas
a -80°C. A quantificacdo de fatores de citocina soluveis
foi realizada com a utilizacdo da tecnologia de matriz de

esfera e reagentes Luminex (Life Technologies).
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Aférese N°1

Um procedimento de aférese de 12-15 litros é realizado no
centro de aférese. As células mononucleadas de sangue
periférico (PBMC) sdo obtidas para a geracdo de célula T
CART-19 durante este procedimento. De uma unica
leucaférese, pelo menos 50x10° glébulos brancos s&o
recolhidos para fabricar células T CART-19. Os leucdcitos
de sangue de linha de Dbase também sdo obtidos e

criopreservados.

Quimioterapia citorredutora

A quimioterapia ¢ iniciada aproximadamente 5-10 dias antes
da infusdo, de modo gue as células CART-19 possam ser dadas
1-2 dias apds conclusdo da quimioterapia. O momento do
inicio da quimioterapia depende assim do comprimento do
regime. A finalidade da quimioterapia ¢ induzir linfopenia
a fim de facilitar o enxerto e expansdo homeostdtica das
células CART-19. A quimioterapia pode também ser escolhida
para reduzir a carga tumoral da doenca. A gquimioterapia
citorredutora é escolhida e administrada por oncologistas
comunitirios. A escolha da quimioterapia depende da doenca
subjacente aos doentes e de terapias prévias. Fludarabina
(30 mg/m2/dia x 3 dias) e ciclofosfamida (300 mg/m2/dia x 3
dias) s&do os agentes de escolha, uma vez que existe muita
experiéncia com a utilizacdo destes agentes para facilitar
a 1imunoterapia adotiva. S&o apropriados outros regimes
aceitaveis usando farmacos aprovados pelo FDA, incluindo

CHOP, HyperCVAD, EPOCH, DHAP, ICE ou outros regimes.

Anédlise da reavaliacdo tumoral
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Uma reavaliacdo tumoral limitada ¢ realizada no final da
quimioterapia a fim de proporcionar medig¢bes da carga
tumoral da linha de Dbase. Isto inclui avaliacgdes de
imagiologia, exame fisico e doenca residual minima (MRD).
Os individuos submetem-se ao seguinte para o teste de pré-
infusdo: exame fisico, documentacdo de eventos adversos e
recolha de sangue para ensaio hematoldgico, quimico e de

gravidez (se aplicéavel).

Preparacdo de células T CART-19

Células T autbdlogas sdo manipuladas para expressar um
anticorpo extracelular de cadeia simples (scFv) com
especificidade para CD19. O scFv extracelular ©pode
redirecionar a especificidade das células T transduzidas
para células que expressam CD19, uma molécula que &
restringida na expressdo a superficie das células malignas
e células B normais. Para além de scFv CD19, as células sédo
transduzidas para expressar uma molécula de sinalizacéo
intracelular compreendida da cadeia TCR{ ou de um dominio
de sinalizacéo tandem  compreendido dos médulos de
sinalizacdo 4-1BB e TCR{. O scFv é derivado de um anticorpo
monoclonal de murganho e contém assim sequéncias de
murganho, e os dominios de sinalizacdo s&o inteiramente de
sequéncias humanas nativas. As células T CART-19 sé&o
produzidas através de isolamento de células T por aférese,
e usando tecnologia do vetor lentiviral (Dropulic et al.,
2006, Human Gene Therapy, 17: 577-88; Naldini et al., 1990,
Science, 272: 263-7; Dull et al., 1998, J Virol, 72: 8463-
71) para introduzir o scEv:TCR(:4-1BB em células T CD4 e
CD8. Em alguns doentes, um controlo de scEFv:TCR(: &

introduzido numa porcdo das células para uma experiéncia
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competitiva de repopulacéo. Estes recetores sao
"universais" uma vez que ligam antigénio de um modo
independente de MHC, assim, uma construcdo de recetor pode
ser usada para tratar uma populacdo de doentes com tumores

positivos para o antigénio CD19.

As construcdes de CAR foram desenvolvidas na Universidade
da Pensilvania, e o vetor de grau clinica foi produzido na
Lentigen Corporation. As células CART-19 s&o produzidas na
Clinical Cell and Vaccine Production Facility na
Universidade da Pensilvédnia de acordo com © pProcesso
mostrado na Figura 11. No final das culturas celulares, as
células s&do criopreservadas em crio-meio infusivel. Uma
unica dose de células T transduzidas com CART-19
compreendendo a infusédo de 2,5x109 a 5x10° células totais,
¢ administrada em 1 ou 2 sacos. Cada saco contém uma
aliquota (volume dependente da dose) de crio-meio contendo
0sS seguintes reagentes de grau infusivel (%v/v): 31,25
plasmalyte-A, 31,25 dextrose (5%), 0,45 NaCl, até 7,50
DMSO, 1,00 dextrano 40, 5,00 albumina de soro humano com
cerca de 2,5-5x10° células T autélogas por saco. Para maior
seguranca, a primeira dose é dada como uma dose desdobrada
nos dias 0, 1 e 2, com ~10% das células no dia 0, 30% no

dia 1 e 60% no dia 2.

Armazenamento

Os sacos (10 a 100 mL de capacidade) contendo células T
transduzidas com CART-19 sdo armazenados em condicdes de
banco de sangue num congelador a -135°C monitorizado. Os
sacos de infusdo sdo armazenados no congelador até serem

necessarios.
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Descongelacdo de células

Apbs registo das células na farmadcia de investigacdo, as
células congeladas s&do transportadas em gelo seco até a
cabeceira do individuo. As células sé&o descongeladas na
cabeceira, um saco de cada vez, usando um banho de &gua
mantido a 36°C a 38°C. O saco é suavemente massajado até as
células terem acabado de descongelar. N&do deve haver
quaisquer grumos congelados deixados no recipiente. Se o
produto de células CART-19 parecer ter um saco danificado
ou vertido ou entdo parece estar afetado, n&o deve ser

infundido,

Pré-medicacéo

Os efeitos secundédrios que se seguem as infusdes de células
T podem incluir febre, arrepios e/ou nduseas transientes.
Recomenda-se que o individuo seja pré-medicado com
acetaminofeno 650 mg por via oral e cloridrato de
difenidramina 25-50 mg por via oral ou I.V., antes da
infusdo das células CART-19. Estas medicac¢des podem ser
repetidas cada seis horas, se necessario. Pode ser
prescrito um programa de medicacdo anti-inflamatdéria nédo-
esteroide se o doente continuar a ter febre ndo aliviada
pelo acetaminofeno. Recomenda-se que doente nédo receba de
forma alguma, corticosteroides sistémicos, tais como
hidrocortisona, prednisona, prednisolona (Solu-Medrol) ou
dexametasona (Decadron), exceto no caso de uma emergéncia
com risco de vida, uma vez que estes podem ter um efeito
adverso nas células T. Se forem necessarios
corticosteroides para uma reacdo de infusdo aguda, ¢é

recomendada uma dose inicial de 100 mg de hidrocortisona.
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Administracdo/infuséao

As infus®es comecam 1 a 2 dias apds conclusdo da
quimioterapia. O dia das primeiras infusdes, os doentes tém
uma contagem sanguinea completa com diferencial, e
avaliacdo das contagens de CD3, CD4 e CD8 uma vez que a
quimioterapia é dada em parte para induzir linfopenia. Sem
se pretender estar limitado por qualquer teoria particular,
cré-se gque uma dose inicial i.v. de 2,5—5x109 células CART-
19 seja 6tima para este protocolo. Porgque existem cerca de
1x10'? células T num adulto saudavel, a dose total proposta
é equivalente a cerca de 0,5% da massa corporal total de
células T (Roedere, 1995, Nat Med, 1: 621-7; Macallan
et al., 2003, EUR J Immunol, 33; 2316-26). A primeira dose
¢ administrada usando uma dose desdobrada nos dias 0 (10%),
1 (30%) e 2 (60%). Os individuos recebem a infusido numa
sala isolada. As células sdo descongeladas na cabeceira do
doente como aqui descrito noutra parte. As células
descongeladas sdo dadas a uma taxa de infusdo téo
rapidamente quanto tolerado, de modo que a duracdo da
infusdo seja aproximadamente 10-15 minutos. As células T
transduzidas s&do administradas por infusdo intravenosa
rdpida, a um caudal de aproximadamente 10 mL a 20 mL por
minuto através de um conjunto sanguineo tipo Y sem léatex de
calibre 18 com uma torneira de 3 vias. A duracdo da infuséo
¢ aproximadamente 15 minutos. Um ou dois sacos de células
modificadas com CART-19 sdo transferidos para o gelo, e as
células s&do administradas ao individuo enquanto frias. Nos
individuos que recebem misturas de células CART-19, a fim
de facilitar a mistura, as células sdo administradas
simultaneamente usando um adaptador em Y. Os individuos sé&o
infundidos e pré-medicados como aqui descrito noutra parte.

Os sinais wvitails dos individuos sdo avaliados e oximetria
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de pulso é feita antes da dosagem, no fim da infus&do e
posteriormente cada 15 minutos durante 1 hora e até gue
esta seja estdvel e satisfatdria. Uma amostra de sangue
para determinacdo do nivel de CART-19 de linha de base é
obtida antes da infusdo e 20 minutos pds-infusdo. Os
doentes que sofrem toxicidades da sua quimioterapia
citorredutora anterior tém o seu plano de infusdo atrasado
até estas toxicidades se resolveram. As toxicidades
especificas que justificam o atraso das infusdes de células
T incluem: 1) Pulmonar: necessidade de oxigénio suplementar
para manter a saturacdo maior que 95% ou presenca de
anomalias radiograficas no raio X do peito que sé&o
progressivas; 2) Cardiaca: nova arritmia cardiaca né&o
controlada com gestdo médica. 3) Hipotensdo que exige
suporte de pressor. 4) Infecdo ativa: culturas sanguineas
positivas para Dbactérias, fungos ou virus dentro de 48
horas da infus&do de células T. Uma amostra de soror para
potédssio e 4&cido Urico ¢é <recolhida antes da primeira
infuséo, assim como duas horas apds cada infuséo

subsequente.

Anédlises laboratoriais pds-infusdo para avaliar o enxerto e

a persisténcia

Os individuos voltam no dia 4 e 10 apds a infusdo inicial
de células CART-19 para recolha de sangue para niveis
séricos de citocinas, e PCR de CART-19 a fim de avaliar a
presenca de células CART-19. Os individuos voltam uma vez
por semana durante trés semanas para se submeterem ao
seguinte: exame fisico, documentacdo de eventos adversos e
recolha de sangue para hematologia, gquimica, enxerto e
persisténcia das células CART-19 e para laboratdédrios de

investigacé&o.
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Segunda infusédo

Sem se pretender estar limitado por gqualguer teoria
particular, cré-se que uma segunda dose de células CART-19
pode ser dada no dia 11 aos doentes, desde gque apresentem
tolerdncia adequada a ©primeira dose e tenham sido
produzidas suficientes células CART-19. A dose é 2-5x10°
células totais. Uma amostra de soro para potédssio e &acido

Urico pode ser recolhida duas horas apds a infusédo,

Segunda aférese

Um procedimento de aférese de 2 L é realizado no centro de
aférese. PBMC s&o obtidas para investigacédo e
criopreservadas. Os individuos submetem-se ao seguinte:
exame fisico, documentacdo de eventos adversos e recolha de
sangue para hematologia, gquimica, enxerto e persisténcia
das células CART-19 e para laboratdédrios de investigacédo.
Além disso, ¢ feita reavaliacdo tumoral a fim de
proporcionar medicgdes da carga tumoral. O teste de
reavaliacdo tumoral ¢é determinado pelo tipo de doenca e
inclui imagiologia, avaliac®es de MRD, aspirados de medula

b6ssea e bidpsia e/ou bidpsia dos nddulos linféticos.

Avaliacdes mensais 2 a 6 meses pds-infusédo

Os individuos voltam numa base mensal durante 2 a 6 meses
pbés-infusdo de células CART-19. Nestas visitas do ensaio,
0s individuos submetem-se ao seguinte: medicacéo
concomitante, exame fisico, documentacéao de eventos
adversos e recolha de sangue para hematologia, guimica,

enxerto e persisténcia das células CART-19 e para
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laboratérios de investigacdo. O ensaio de ADN do HIV ¢é
realizado nos meses 2-6 pds-infusdo de células CART-19 para

excluir a presenca de RCL detetéaveis.

Avaliacdes trimestrais até 2 anos pds-infuséo

Os individuos s&o avaliados numa base trimestral até 2 anos
pbdés-infusdo. Nestas wvisitas do ensaio, os 1ndividuos
submetem-se ao seguinte: medicacdo concomitante, exame
fisico, documentacdo de eventos adversos e recolha de
sangue para hematologia, quimica, enxerto e persisténcia
das células CART-19 e para laboratdérios de investigacdo. O
ensaio de ADN do HIV é realizado nos 3 e 6 meses pds-
infusdo de células CART-19 para excluir a presenca de RCL

detetéveis.

Os resultados das experiéncias sdo agora descritos.

Histdéria do doente

O doente recebeu um diagndéstico de LLC de fase I em 1996.
Ele primeiro necessitou de tratamento apds 6 anos de
observacdo para leucocitose progressiva e adenopatia. Em
2002, foi tratado com dois ciclos de rituximab mais
fludarabina; este tratamento conduziu a normalizacdo das
contagens sanguineas e a resolucdo parcial da adenopatia.
Em 2006, recebeu quatro ciclos de rituximab e fludarabina
para a progressdo da doenca, novamente com normalizacgdo das
contagens sanguineas e regressdo parcial da adenopatia.

Esta resposta foi seguida por um intervalo de 20 meses sem
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progressdo e por um intervalo sem tratamento de 2 anos. Em
Fevereiro de 2009, apresentou leucocitose rapidamente
progressiva e a adenopatia recorrente. A sua medula &ssea
estava extensivamente infiltrada com LLC. A anélise
citogénica mostrou que 3 de 15 células continham uma
delecdo do cromossoma 17p e o ensaio de hibridacdo in situ
de fluorescéncia (FISH) mostrou gque 170 de 200 células
tinham uma delecdo envolvendo TP53 no cromossoma 17p. Ele
recebeu rituximab com bendamustina durante um ciclo e trés
ciclos adicionais de bendamastina sem rituximab (devido a
uma reacdo alérgica grave). Este tratamento resultou apenas
a melhoria transiente na linfocitose. A adenopatia
progressiva foi documentada por meio de tomografia Axial

computorizada (TAC) apds terapia.

Células T autdlogas foram recolhidas por meio de
leucaférese e criopreservadas. O doente depois recebeu
alemtuzumab (um antigénio de superficie celular de
linfécito maduro anti-CD52) durante 11 semanas, com
hematopoiese melhorada e uma resolucdo parcial da
adenopatia. Durante os 6 meses seguintes, tinha doenca
estdvel com envolvimento persistente e extensivo da medula
e adenopatia difusa com multiplos nédulos linfaticos de 1 a
3 cm. Em julho de 2010, o doente foi registado num ensaio
clinico de fase 1 de células T modificadas por recetor de

antigénio quimérico,

Infusdes celulares

Células T autdlogas do doente foram descongeladas e
transduzidas com lentivirus para expressar o recetor de
antigénio quimérico especifico para CD19 (Figura 12A7A); os

identificadores de sequéncia para o vetor lentiviral e as
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sequéncias relevantes sdo apresentadas na Tabela 5. Quatro
dias antes da infusdo de células, o doente recebeu
quimioterapia concebida para deplecdo dos linfdécitos
(pentostatina a uma dose de 4 mg por metro quadrado de Area
superficial corporal e ciclofosfamida a uma dose de 600 mg
por metro quadrado) sem rituximab (Lamanna et al, 2006, J
Clin Oncol, 24: 1575-81). Trés dias apdbds a guimioterapia,
mas antes da infusdo de células, a medula Ossea estava
hipercelular com aproximadamente 40% de envolvimento por
LLC. As células de leucemia expressaram a cadeia leve kapa
e CD5, CD19, CD20 e CD23. A andlise citogénica mostrou dois
clone separados, resultando ambos na perda do cromossoma
17p e do locus TP53 (46,XY,del(17) (pl2)[5]1/46,XY,der(17)t
(17;21) (g10;gl0) [5]1/46,XY[14]). Quatro dias apoés a
quimioterapia, o doente recebeu um total de 3x10° células
T, das quais 5% foram transduzidas, para um total de
1,42x10" células transduzidas (1,46x10° células por kg)
desdobradas em trés infusodes intravenosas didrias
consecutivas (10% no dia 1, 30% no dia 2 e 60% no dia 3).
Ndo foram administradas citocinas pds-infusdo. Nado foram

assinalados efeitos tdéxicos das infusdes.

Tabela 5: Identificadores de sequéncia para o vetor de

transferéncia pELPS-CD19-BBz

'SEQ ID N°: 1 vetor de transferé&ncia pELPS-CD19-BBZ (sequéncia

de acidos nucleicos)

{SEQ ID N°: 2 RSV's U3 (sequéncia de acidos nucleicos)

ESEQ ID N°: 3 Repeticdo HIV R (sequéncia de &cidos nucleicos)

ESEQ ID N°: 4 Repeticdo HIV U5 (sequéncia de acidos nucleicos)

ESEQ ID N°: 5 Gag/Pol parcial (sequéncia de acidos nucleicos)
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§SEQ ID N° N° IDENTIDADE

ESEQ ID N°: © cPPT (sequéncia de &acidos nucleicos)

{SEQ ID N°: 7 Promotor alfa EF1l (sequéncia de &acidos
nucleicos)

iSEQ ID N°: 8 CD 19-BBzeta CAR (sequéncia de Aacidos nucleicos) '

iSEQ ID N°: 9 Hu marmota PRE (sequéncia de &cidos nucleicos) '

ESEQ ID N°: 10 Repeticdo R (sequéncia de acidos nucleicos)

ESEQ ID N°: 11 Repeticdo U5 (sequéncia de Acidos nucleicos)

ESEQ ID N°: 12 CD19-BBzeta CAR (sequéncia de aminodcidos)

{SEQ ID N°: 13 iLider CD8 (sequéncia de &cidos nucleicos)

iSEQ ID N°: 14 Anti-CD19scFv (sequéncia de acidos nucleicos)

iSEQ ID N°: 15 iCharneira CD8 (sequéncia de &cidos nucleicos)

ESEQ ID N°: 16 Transmembrana CD8 (sequéncia de acidos
nucleicos)

{SEQ ID N°: 17 4-IBB (sequéncia de &cidos nucleicos)

ESEQ ID N°: 18 CD3zeta (sequéncia de &cidos nucleicos)

ESEQ ID N°: 19 Lider CD8 (sequéncia de aminocacidos)

iSEQ ID N°: 20 Anki-CD19scFv (sequéncia de aminoédcidos)

iSEQ ID N°: 21 Charneira CD8 (sequéncia de aminoacidos)

ESEQ ID N°: 22 iTransmembrana CD8 (sequéncia de aminoacidos)

ESEQ ID N°: 23 4-1BB (sequéncia de aminoacidos)

éSEQ ID N°: 24 CD3zeta (sequéncia de aminoacidos)

Resposta e avaliacgdes clinicas

Catorze dias apds a primeira infusdo,

o doente comecgou a

ter arrepios e febres baixas associados com fadiga de grau

2. Durante os

se S sua

temperatura

5 dias seguintes, os arrepios intensificaram-

aumentou para 39,2°C (102,5°F),



142

associada a tremores, diaforese, anorexia, nduseas e
diarreia. ©N&o tinha qualquer sintoma respiratdério ou
cardiaco. Devido as febres, foram realizados radiografia ao
peito e culturas de sangue, urina e fezes, e foram todos
negativos ou normais. A sindrome de lise tumoral foi
diagnosticada no dia 22 apds a infusdo (Figura 12B). O
nivel de &cido uUrico era 10,6 mg por decilitro (630,5 npmol
por litro), o nivel de fésforo era 4,7 mg por decilitro
(1,5 mmol por 1litro) (gama normal, 2,4 a 4,7 mg por
decilitro [0,8 a 1,5 mmol por litro]), e o nivel de lactato
desidrogenase era U 1130 por litro (gama normal, 98 a 192).
Havia uma evidéncia de lesdo renal aguda, com um nivel de
creatinina de 2,60 mg por decilitro (229,8 umol por litro)
(nivel de linha de base, <1,0 mg por decilitro [<88,4 pmol
por 1litro]). O doente foi hospitalizado e tratado com
fluido de ressuscitacdo e rasburicase. O nivel de A&cido
Urico voltou a gama normal dentro de 24 horas e o nivel de
creatinina no prazo de 3 dias; ele saiu do hospital no dia
4. 0O nivel de lactato desidrogenase diminuiu gradualmente,

tornando-se normal ao longo do seguinte més.

No dia 28 apdés a infusdo de células CART19, a adenopatia
ndo era Jja palpéavel e no dia 23 ndo havia nenhuma evidéncia
de LLC na medula déssea (Figura 12C). O caridétipo era agora
normal em 15 de 15 células (46, XY), e o teste de FISH era
negativo para a delegcdo TP53 em 198 de 200 células
examinadas; 1isto ¢é considerado como estando dentro dos
limites normais em controlos negativos. A anédlise por
citometria de fluxo ndo mostrou qualquer LLC residual e as
células B ndo eram detetaveis (<1% de células dentro da
selecdo de 1linfdécito CD5+CD10-CD19+CD23+). Varrimento de
TAC realizada no dia 31 apdés a infusdo mostrou resolucdo da

adenopatia (Figura 12D).
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Trés e 6 meses apds a infusdo de células CART19, o exame
fisico permaneceu normal, sem adenopatia palpavel e um
varrimento de TAC realizado 3 meses apds a infusdo de
células CART19 mostrou remissdo sustentada (Figura 12D).
Estudos de medula éssea em 3 e 6 meses também ndo mostraram
qualquer evidéncia de LLC por meio de anédlise morfoldgica,
andlise de caridtipo (46, XY) ou andlise por citometria de
fluxo, também com uma falta continuada de células B
normais. A remissdo tinha sido sustentada durante pelo

menos 10 meses.

Toxicidade das células CAR19

As infusdes de células tiveram efeitos tdéxicos nédo agudos.
O Gnico evento adverso sério (grau 3 ou 4) assinalado foi a
sindrome de lise tumoral de grau 3 descrita acima. O doente
tinha linfopenia de grau 1 na linha de base e linfopenia de
grau 2 ou 3 comecando no dia 1 e continuando durante pelo
menos 10 meses apds a terapia. Linfopenia de grau 4, com
uma contagem absoluta de 1linfécitos de 140 células por
milimetro cubico, foi registada no dia 19, mas desde o dia
22 durante pelo menos 10 meses, a contagem absoluta de
linfécitos wvariou entre 390 e 780 células por milimetro
cubico (linfopenia de grau 2 ou 3). O doente tinha
trombocitopenia de grau 1 transiente (contagem de
plaquetas, 98.000 a 131.000 por milimetro cubico) do dia 19
ao dia 26 e neutropenia de grau 1 ou 2 (contagem absoluta
de neutrdfilos, 1090 a 1630 por milimetro cubico) do dia 17
ao dia 33. Outros sinais e sintomas que foram relacionados
provavelmente com o tratamento do ensaio incluiram
elevagcdes de grau 1 e 2 nos niveis de aminotransferase e

fosfatase alcalina, que se desenvolveram 17 dias apds a
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primeira infus&o e se resolveram no dia 33. Os sintomas
constitucionais de grau 1 e 2 consistiram em febres,
arrepios, diaforese, mialgias, dores de cabeca e fadiga. A
hipogamaglobulinemia de grau 2 foi corrigida com infusdes

de globulina imune intravenosa.

Andlise de citocinas de medula 6ssea e sSoOro

A resposta clinica do doente foi acompanhada de um aumento
retardado nos niveis de citocinas inflamatérias (Figura 13A
a Figura 13D), com niveis de interferdo-y, guimiocinas
CXCL9 e CXCL10 responsivas a interferédo-y, e interleucina-6
que eram 160 vezes mais altos gque os niveis da linha de
base. A  elevacdo temporal nos niveis de citocinas
corresponderam aos sintomas clinicos, com picos a 17 a 23

dias apds a primeira infusédo de células CART19.

Os sobrenadantes de aspirados de medula &ssea em série
foram medidos para citocinas e mostraram evidéncia de
ativacdo imune (Figura 13E). Foram assinalados aumentos
significativos no interferdo-y, CXCL9, interleucina-6 e
recetor soltivel de interleucina-2, em comparacdo aos niveis
da linha de base no dia antes da infusdo de células T; os
valores voltaram a apresentar pico no dia 23 apbds a
primeira infusdo de células CART19. O aumento em citocinas
de medula o6ssea coincidiu com a eliminacdo de células de
leucemia da medula. O fator o de necrose tumoral no soro e

medula permaneceu inalterado.

Expansdo e persisténcia de células T do recetor de

antigénio quimérico
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PCR de tempo real detetou ADN que codifica o recetor de
antigénio quimérico anti-CD19 (CAR19) comecando no dia 1
apdés a primeira infusdo (Figura 14A). Foi assinalada uma
expansdo de mais de 3 log das células in vivo ao dia 21
apdés a infusdo. A niveis de pico, as células CART19 no
sangue eram responsaveis por mais de 20% dos linfdcitos
circulantes; estes niveis de ©pico coincidiram com a
ocorréncia de sintomas constitucionais, a sindrome de lise
tumoral (Figura 12B), e elevacdes nos niveis de citocinas
séricas (Figura 13A a Figura 13D). As células CART19
permaneceram detetdveis em altos niveis 6 meses apds as
infusdes, embora os valores tenham diminuido por um fator
de 10 dos niveis de pico. O tempo de duplicacédo das células
T de recetor de antigénio quimérico no sangue foi
aproximadamente 1,2 dias, com uma semi-vida de eliminacé&o

de 31 dias.

Células T do recetor de antigénio quimérico na medula dssea

As células CAR19 foram identificadas nos espécimes de
medula &éssea, comecando 23 dias apdés a primeira infuséo
(Figura 14B) e persistiram durante pelo menos 6 meses, com
uma semi-vida de decaimento de 34 dias. 0s niveis mais
altos de células CART19 na medula dssea foram identificados
na primeira avaliacdo 23 dias apds a primeira infusédo e
coincidiram com inducdo de uma resposta imune, como
indicado por perfis de secrecdo de citocinas (Figura 13E).
A andlise de citometria de fluxo da aspirados de medula
6ssea indicou uma expansdo clonal de células CD5+CD19+ na
linha de base que estava ausente 1 més apds a infusdo e
numa amosStra obtida 3 meses apbds a infusdo (dados né&o
mostrados). Células B normais ndo foram detetadas apds o

tratamento (Figura 14C).
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Tratamento com células CART19 geneticamente modificadas

autbdlogas

E aqui descrito o desenvolvimento retardado da sindrome de
lise tumoral e de uma resposta completa 3 semanas apds o
tratamento com células T autdlogas geneticamente
modificadas para se direcionarem para CD19 através de
transducdo com um vetor lentivirus que expressa anti-CD19
ligado a dominios de sinalizacdo CD3-zeta e CD137 (4-1BR).
As células geneticamente modificadas estavam presentes em
altos niveis na medula 6ssea durante pelo menos 6 meses
apdés a infusdo. A geracdo de uma resposta imune especifica
de CD19 na medula o6ssea foi demonstrada pela libertacédo
temporal de citocinas e pela ablacdo de células da leucemia
que coincidiram com a infiltracédo de pico de células T do
recetor de antigénio qguimérico. O desenvolvimento da
sindrome de lise tumoral apds imunoterapia celular néo
tinha sido reportado previamente (Baeksgaard et al., 2003,

Cancer Chemother Pharacol, 51: 187-92).

A manipulacdo genética de células T autdlogas para se
direcionarem a antigénios especificos de tumor ¢é uma
estratégia atrativa para a terapia do cancro (Sadelain
et al., 2009, Curr Opin Immunol, 21: 215-23; Jena et al.,
2010, Blood, 116: 1035-44). Uma caracteristica importante
da abordagem aqui descrita é que as células T do recetor de
antigénio quimérico podem reconhecer alvos tumorais de um
modo ndo restrito por HLA, de modo que recetores quiméricos
de antigénio "disponiveis imediatamente" possam ser
construidos para tumores com uma grande variedade de
caracteristicas histoldgicas. Vetores lentivirais derivados

de HIV foram usados para a terapia do cancro, uma abordagem
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que pode ter algumas vantagens sobre a wutilizacdo de
vetores retrovirais (June et al., 2009, Rev Nat Immunol, 9:

704-16) .

Em ensaios anteriores de células T do recetor de antigénio
quimérico, as respostas tumorais objetivas foram modestas,
e a proliferacdo in vivo de células modificadas né&do era
sustentada (Kershaw et al., 2006, Clin Cancer Res, 12:
6106-15; Lavre et al., 2008, Blood, 112: 2261-71; Pule
et al., 2008, Nat Med, 14: 1264-70). Brentjens e colegas
reportaram resultados preliminares de um ensaio clinico de
recetores de antigénio quiméricos direcionados a CD19
ligados a um dominio de sinalizacdo CD28 e observaram
respostas tumorais transientes em dois dos trés doentes com
LLC avancada (Brentjens et al., 2010, Mol Ther, 18: 666-8);
contudo, o0s recetores de antigénio quiméricos desapareceram

rapidamente da circulacéo.

Era inesperado que a dose muito baixa das células T do
recetor de antigénio quimérico que foram infundidas
resultasse numa resposta antitumoral clinicamente evidente.
De facto, a dose infundida de 1,5x10° células T do recetor
de antigénio quimérico por kg era diversas ordens de
grandeza abaixo das doses usadas em estudos anteriores de
células T modificadas para expressar recetores de antigénio
quiméricos ou recetores de células T transgénicos (Kershaw
et al., 2006, Clin Cancer Res, 12: 6106-15; Brentjens
et al., 2010, Mol Ther, 18: 666-8; Morgan et al., 2010, Mol
Ther, 18: 843-51; Johnson et al., 2009, Blood, 114: 535-
46) . Sem se pretender estar limitado por qualquer teoria
particular, é especulado que a guimioterapia pode potenciar

os efeitos do recetor de antigénio guimérico.
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A persisténcia prolongada das células CART19 no sangue e na
medula 6ssea do doente resulta da inclusdo do dominio de
sinalizacdo 4-1BB. E provavel que a eliminacdo mediada por
células CART19 de células B normais, tenha facilitado a
inducdo de tolerédncia imunoldégica ao recetor de antigénio
quimérico, uma vez que as células CAR19 que expressam o
fragmento de anticorpo de Fv de cadeia simples contendo
sequéncias de murino ndo foram rejeitadas. Dada a auséncia
de células de leucemia positivas para CD19 detetédveis neste
doente e, sem se pretender estar limitado por qualgquer
teoria particular, é possivel gque a homeostasia das células
T do recetor de antigénio quimérico tenha sido conseguida,
pelo menos em parte, da estimulacdo produzida por
precursores iniciais de células B a medida que comecaram a
emergir na medula &éssea. A invencédo refere-se a descoberta
de que pode existir um novo mecanismo para manter células T

do recetor de antigénio quimérico de "memdbria'.

Embora CD19 seja um alvo tumoral atrativo, com expresséio
limitada a «c¢élulas B normais e malignas, existe a
preocupacdo de que a persisténcia das células T do recetor
de antigénio quimérico possa mediar deficiéncia a longo
prazo de células B. De facto, no doente, as células B
estavam ausentes do sangue e medula &6ssea durante pelo
menos ©6 meses apds a infusdo. Este doente nédo tinha
infec¢des recorrentes. O direcionamento de células B através
de CD20 com rituximab é uma estratégia eficaz e
relativamente segura para doentes com neoplasmas da célula
B, e a linfopenia da célula B a 1longo prazo ¢ gerivel
(Molina, 2008, Ann Rev Med, 59: 237-50). 0Os doentes
tratados com rituximab foram reportados ter um retorno de

células B dentro de meses apds a descontinuacdo da terapia.
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Ndo ¢é ainda claro se tal recuperacdo ocorre em doentes

cujas células T anti-células B persistem in vivo.

Os doentes que tém LLC com delecdes de TP53 tém curtas
remissdes apds terapias convencionais (Dohner et al., 1995,
Blood, 85: 1580-9). A transplantacdo alogénica de medula
6ssea foi a Unica abordagem que induziu remissdes a longo
prazo nos doentes com LLC avancada (Gribben et al., 2011,
Biol Blood Marrow Transplant, 17: Supl:363-570). Contudo, o
potente efeito enxerto-contra-tumor resultante esté
associado a considerdvel morbilidade devido a alta
frequéncia de doenca crénica de hospedeiro-contra-enxerto,
que ¢é frequentemente especialmente grave em doentes mais
idosos - aqueles que s&o tipicamente afetadas por LLC
(Gribben et al., 2011, Biol Blood Marrow Transplant, 17:
Supl:563-870; Sorror et al., 2008, Blood, 111: 446-52). Os
dados aqgui apresentados sugerem que as células T autdlogas

geneticamente modificadas podem contornar esta limitacédo.

O inicio retardado da sindrome de lise tumoral e a secrecéo
de citocinas, combinado com vigorosa expansdo de células T
do recetor de antigénio quimérico in vivo e proeminente
atividade antileucemia, aponta para funcdes efetoras
substanciais e sustentadas das células CART19. As
experiéncias aqui descritas destacam a poténcia desta
terapia e proporcionam suporte para o estudo detalhado de
células T autdlogas geneticamente modificadas para se
direcionarem para CD19 (e outros alvos) através de
transducdo de um recetor de antigénio quimérico ligado a
potentes dominios de sinalizag&do. Ao contrario da terapia
mediada por anticorpos, as células T modificadas por
recetor de antigénio qgquimérico tém o potencial para

replicar 1in vivo, e a persisténcia a longo prazo pode
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conduzir ao controlo tumoral sustentado. Outros dois
doentes com LLC avancada também receberam infusdes de CAR19
de acordo com este protocolo, e todos os trés apresentaram
respostas tumorais. Estes resultados justificam o estudo
continuado de células T redirecionadas para CD19 para

neoplasmas de célula B.
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<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 1
gegegeteac
cttaategec
accgatecgee
ggcgeattaa
geectagege
ccecgteaag
ctegaceeca
acyggtttttce
actggaacaa
attteggect
aaaatattaa
tttgtttatt
aaatgcttcea
ttattcectt

aagtaaaaga

tggcegtegt
ttgeagcaca
cttceccaaca
gcgcggcggy
cegetecttt
ctctaaatcg
aaaaacttga
gecctttgac
cactcaacce
attggttaaa
cgecttacaat
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggea

tgctgaagat

tttacaacgt
teceoceceettte
gttgcgeage
tgtggtaggqtt
cgetttette
ggggctcce:
ttagggtgac
gttggagtce
tatcteggte
aaatgagctg
“taggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgectte

cagttgggtg

cgtgactggy
gccagetgge
ctgaatggeg
acgcgeageg
ccttecttte
ttagggttce
ggttcacgta
acgttcttta
tattcttttg
atttaacaaa
cttttegggy
tgtatcoect
gtatgagtat
ctgttuttge

cacgagtggg

aaaaccctgg
gtaatagega
aatgggacgce
tgaccgetac
tcgecacgtt
gatttagtge
gtgggceccate
ataagtggact
atttataagg
aatttaacgce
aaatgtgege
catgagacaa
tcaacatttc
tcacccagaa

ttacatcgaa

cgttacecaa
agaggcecge
gceetgtage
acttgcecage
cgceggettt
tttacggcac
gccetgatag
cttgttccaa
gattttgceg
gaattttaac
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtegeee
acgctggtga

ctggatctca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



acageggtaa
ctaaagttct
gtecgeegeat
atcttacgga
acactgcgge
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagce
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tecactgage
tgegegtaat
cggatcaaga
caaatactygt
cgcctacata
cgtgtettac
gaacgggggg
acctacageg
atcecggtaag
cctggtatcet
gatgctegte
tcectggeett
tggataacecqg
agcgcagega
ccgegegttg
gcagtgagceg

actttatget

gatccttgag
gctatgtgge
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagagt
tggcgaacta
agttgcagga
tggageeggt
ctccegtate
acagatcget
ctcatatata
gatccttttt
gtcagacces
ctgetgetty
gotaccaactk
tettctagty
cetcgetetg
cgggttggac
ttcgtgeaca
tgagcltalyga
cggcagggte
ttatagtcct
aggggyggcgy
ttgetggect
tattaccgee
gtcagtgage
gcegattecat
caacgocaatt

tceggetegt

agttttcgceo
geggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgec
gacaccacga
cttactctag
ccacttectge
gagcegigugl
gtagttatct
gagataggty
ctttagatty
gataatctea
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctlhitlecya
tagecegtact
ctaatcectgt
tcaagacgat
cagcccagct
gaaagegeea
ggaacaggag
gteggytlie
agcctatgga
tttycteaca
tttgagtgag
gaggaagegg
taatgeaget
aatgtgagtt

atgttgtgtyg
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ccgaagaacy
ccogtattga
tggttgagta
tatgaagtgce
teggagyace
ttgategtty
tgcetgtage
ctteceggea
geteggecect
ctecgeggtat
acacgacggy
cebeacltgal
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccygct
aggtaactgg
taggccacca
taccaqgtage
agttaccgga
tggagcgaac
cgetteccga
agcgcacgag
gecacectctg
aaaacgccayg
tgztctttee
ctgataccge
aagagcgecec
ggcacgacag
agctcactca

gaattgtgag

ttttccaatg
cgececgggeaa
ctcaccagte
tgccataacco
gaaggagcta
ggaaccggayg
aglggcaaca
acaattaata
tecggetgge
cattgeagea
gagtcaggea
f.aagcattgg
tcatttttaa
cacitaacgt
tteotgagat
accageggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgectgecagt
taaggcgeag
gacctacacc
agggagaaay
ggagcttcea
acttgagegt
caacgeggeo
tgegttatee
tegeecgeaqge
aatacgcaaa
gtttcccgac
ttaggcacce

cggataacaa

atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgettttt
ctgaatgaag
acgttgcgea
gactggatgg
tggtttattyg
ctygggocag
actatggatyg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttegt
ccttttette
gtttgtttgce
gegeagalac
tctgtageac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
geggacagget
gggggaaacy
cgatbtlLligt
tttttacggt
cectgattety
cgaacgaceyg
cecgectetee
tggaaagegy
caggatttac

tttcacacag

960
1020
1080
1149
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1660
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760



gaaacagcta
agctggagcet
aacgatgagt
ggaagtaagg
tggacgaacae
cataaacggg
gaacccactg
tetgttgtgt
ctctageagt
cgacgcagga
ayl.acgcraa
agtattaagc
aagaaaaaat
gttaatcetg
ccatcecctte
Laltgtgtge
gaagagcaaa
aggaggagat
tgaaccatta
agcagtggga
cgeagegtea
gcagaacaat
gggcatcaag
gcetectggygy
tgctagttgg
ggacagagaa
ccagcaagaa
ttggtttaac
cttggtaggt

atattcacca

tgaccatgat
geaagcttaa
tagcaacatg
tggtacgatc
aclgaattge
tctetetggt
cttaagecte
gactctggta
ggcgcccgaa
ctcggettge
aaattttgac
gggggagaat
ataaattaaa
gectgttaga
agacaggatc
atcaaaggat
acaaaagtaa
atgagggaca
ggagtagcac
ataggagcett
atgacgctga
ttgetgaggy
cageleccagy
atttggggtt
agtaataaal
attaacaatt
aagaatgaac
ataacaaall
ttaagaatag

ttategttte

tacgccaagc
tgtagtctta
ccttacaagg
gtgecttatt
cgcattgcag
tagaccagat
aataaagctt
actagagatc
cagggacttg
tgaagegeqge
tagcggaggce
tagatcgega
acatatagta
aacatcagaa
agaagaactt
agagataaaa
gaccaccgea
attggagaag
ccaccaaggc
tgtlactigg
cuggtacagge
ctattgagyge
caagaatcct
gctctggaaa
ctetggaaca
acacaagctt
aagaattatt
dggetgtggta
tttttgetgt

agacccacct
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gegeaattaa
tgcaatactce
agagaaaaag
aggaaggcaa
agatattgla
ctgagectgyg
gcecttgagtg
cctcagacee
aaagcgaaag
acyggeaagay
tagaaggaga
Tgggaaaaaa
tgggcaagea
ggctgtagac
agatcattat
gacaccaagyg
cagcaagcegqg
tgaattatat
aaagagaaga
gttcttggga
cagacaatta
gcaacagcat
ggctgtggaa
actcatttge
gatttggaat
aatacactce
ggaattacat
tataaaatta
actttctata

cccaaccecg

ccctcactaa
ttgtagtott
caccgtgeat
cagacgggtc
tttaagtgce
gagctetetyg
cttcaagtag
ttttagtcag
ggaaaccaga
gcgaggggceyg
gagatgggtyg
ttcggttaag
gggagctaga
aaatactggg
ataatacagt
aagctttaga
ccgetgatet
aaatataaag
gtggtgcaga
gcagcaggaa
ttgtetyggyta
ctgttgcaac
agaiacctaa
accactgctyg
cacacyacel
ttaattgaag
aaatgggecaa
itlecalaatga
gtgaatagag

aggggacecg

agyggaacaaa
gcaacatggt
gccgattggt
tgacatggat
tagctcgata
gctaactagg
tgtgtgeecy
tgtgganaat
ggagctctct
gegactggtyg
cgagaqgeghc
geecaggggga
acgattcgea
acagctacaa
agcoaaccctc
caagalagag
tcagacctgg
tagtaaaaat
gagaaaaaaqg
gaactatggg
tagtgcagea
tcacagtctyg
aggatcaaca
tgccttggaa
ggatggagtyg
aatcgcaaaa
gtttgtggaa
tagtaggagg
ttaggcagyy

acaggcceega

2820
2880
2940
2000
3060
31290

3180

3300
3360
3420
3480
3540
3600
36690
3720
3780
3840
3300
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

4560



aggaatagaa
atctegacgg
agaagygaaaa
aattccagea
gccagtaaua
cgoctgttay
aggagtaala
gactgaacat
&ggggggatt
acaaactaaa
ggacagcaga
gcagagcgcea
ggtgectaga
cttttteccyg
titogecaacg
ggcctcttta
gtgattcettg
taaggagcece
gtgcgaatat
taaaattttt
ggccaagate
gcgtececage
cgggggtagt
gcecegecet
aocgaottaccg
gcgggtygagt
gactecactyg
acgtegtett
gtggagactg
tttgagtttg

ceattlbcagg

gaagaaggtg
tatcgattag
gttatetteg
gagacagggce
acaglacata
tgggcgggga
gaalclatga
cttaagacag
gggugglaca
gaattacaaa
gatecagttt
catcgceecac
gaagqgtggeg
agggtgqygy
ggtttgeccge
cgggttatygg
atccegaget
cttegecteg
aggtggcacct
gatgacctge
tgcacactyy
geacatgttc
ctcaagotyy
gagcggcaag
goeotgcetge
cacccacaca
agtaccgggc
taggttgyygy
aagttaggcce
gatcttggtt

tgtegtgate

gagagagaga
actgtagceeo
tagcagttca
aagaaacagc
cagacaatgg
tcaagcagga
ataaagaatt
cagtacaaat
ylgcagggga
aacaaattac
ggctgeattyg
agtccccgag
CggYgTasanc
agaaccgtat
cagaacacaq
ceettgegtyg
tcgggttgea
tgcttgagtt
tagegecetgt
tgecgacgett
tattteggtt
ggcgagycgy
ccggectget
getggeeegy
agggagctea
aaggaaaagqg
gececgtecaygy
ggaggggttt
agcttggcac
cattcteaag

tagaggatecce
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cagagacaga
aggaatatgg
tgtagccagt
atacttcctc
cageaattle
atttggecatt
aaagaaaabl
ggcagtattc
aagaatagta
aaasattcaa
atcacgtgag
aagttggggy
tgggaaaqgty
ataagtgcag
glaagtgccy
ccttgaatta
aglgggltygy
gaggcctgge
ctegotgett
tttttetgge
tttggggecy
ggectygegayg
ctggtgectg
teggcaccag
aaalqyagga
gectttecgs
cacctegatt
tatgcgatgg
ttgatgtaat
celeagacay

atggcecttac

tccattegat
cagctagatt
ggatatatag
ttaaaattag
accagtacta
ccctacaatc
ataggacagyg
atccacaatt
gacalaatag
aattttcgcyg
geteeggtge
gaggggtegg
atgtcgtgta
tagtcgeegt
tgtgtggtte
ctteccacctyg
agagttcgag
ctgggegety
Legataagte
aagatagtct
cgggceggcega
cgcggecace
gectegegeoco
ttgcgtgage
cgcggegetka
cctecageegt
agttctegag
agbtlcecea
tctecttgga
tggttcaaaqg

cagtgaccge

tagtgaacqgg
gtacacattt
aageagaagt
caggaagatg
cagttaagyce
cccaaagtca
taagagatca
ttaaaagaaa
caacagacat
tttattacag
cegtecagtgg
caattgaacc
atggatccge
gaacgttcott
cegogggoet
gctgcagtac
gecttgoget
gggecgecege
tctagecatt
tgtaaatgcy
cggggccegt
gagaatcgga
gcecgtgtatce
ggaaagatgg
gggagageyq
cgetteatgt
cttttggagt
cactgagtgg
atttgccott
tttthtlett

cttgcteetyg

4620
4680
47740
4800
4860
4920
4980
5049
5109
5160
5220

5280

5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
59840
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360

6420



ccegetggect
tcectgtetg
agtaaatatt
catacatcaa
gattattecte
cagggtaata
ggtggctegg
ggacctggcoe
tcattaccceg
clyggaygoaa
accatcatca
gatgacacag
gactactggg
ccaccaacac
cggacageyy
atctgggege
tastgcaaac
gtacaaacta
ggatgtgaac
cagaaccago
aagagacgty
ggectgtaca
aaaggcgagce
accaaggaca
caacctetay
tttacgctat
gctttcaftt
ceccogttgtea
tggggcatty

gccacggegg

tgctgecteca
cetectetggg
taaattggta
gattacactc
tcaccattag
cgctteegta
geggtggtygg
tggtaogecgee
actatggtgt
Latgeyyglag
aggacaactc
ccatttacta
gcecaaggaac
cggcgeccac
cqgagggegc
ccttggeegg
ggggcagaaa
ctcaagagga
tgagagtgaa
tctataacga
gecegggacee
atgaactgca
gceggagggg
cctacgacge
attacaaaat
gtggatacgc
tetecteett
gycaacqtqg
ccaccacctg

aactcatecge

cgcegecagyg
agacagagte
tcageagaaa
aggagtccecca
caacctggag
cacgttcgga
gtcgggtgge
ctracagagc
aagctggatt
Lygaaaceacs
caagagccaa
ctgtgccaaa
ctcagtcace
catecgegteog
agtgcacacg
gacttgtggg
gaaactcctyg
agatggetgt
gttcageagy
gctcaatcta
tgagatgggy
gaaagataaqg
caaggggcac
ccttecacatyg
ttgtgaaaga
tgctttaatg
gtataaatce
cgtggtgtgc
tcagctectt

cgecetgectt
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ccggacatce
accatcagtt
ccagatggaa
tcaaggttca
caagaagata
ggggggacca
ggcggatetg
ctgtcegtea
cgecageetc
tactataatt
gttttcttaa
cattattact
gtctcctcaa
cageeectgt
agggggctgg
gtcettetee
tatatattca
aqgetgecgat
agcgcagacg
ggacgaagag
ggaaagcoga
atggeggagy
gatggeccttt
caggccctge
ttgactggta
cetttgtate
tggttgetgt
actgtgtttg
tcegggactt

geecgetget

agatgacaca
geagggaaay
ctgttaaact
gtgygcagtygy
ttgeecactta
agctggagat
aggtgaaact
caktgcactgt
cacgaaaggyg
cagctctcaa
aaatgaacag
acggtggTag
ccacgacgoc
ccectgogeco
acttcgectg
tgtcactggt
aacaaccatt
ftacagaaga
ccceegegta
aggagtacya
gaaggaagaa
cctacagtga
accagggtet
ccecetegeta
ttocttaacta
atgcetattge
ctctttatga
ctgacgcaac
tegetitece

ggacaggggc

gactacatcce
tecaggacatt
cecbgautotac
gtctggaaca
cttttgccaa
cacaggtgge
gcaggagteca
cteagaggte
tectggagtyy
atccagactg
tctgeaanact
ctatgctatg
agogecgcga
agaggcgtge
tgatatctac
tatecaccctt
tatgagacca
agaagaagga
caageaygyo
tgttttggac
ccctcaggaa
gattgggatg
cagtacagec
agtegacaat
tgttgctect
trececgtate
ggagttgtgg
ccecactggt
ccteectatt

tcggetgttya

6480
6540
6600
6660
6720
6480
6840
6900
6360
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440

7500

7620
7680
7740
78090
7860
7920
7980
80410
8100
8150

8220
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ggcactgaca attccegtggt gttgtegggyg aagetgacgt cetttecatg getgetegee 8289
tgtgttgeca celggallct gegegggacyg tecttcotget acgleoclle ggcecccteaat 8340
ccageggace ttcoctteceg cggectgcty ccggetotge ggoctcocttec gegtettege 8400
cttecgeecte agacgagteg gatctccett tgggecgect ceoccgeectgg aattegaget 8460
cggtaccttt aagaccsatyg acttacaagyg cagctgtaga tcttagecac tttttaaaag 8520
aaaaggggygqg actggaaggg ctaattcact cccaacgaag acaagatetg ctttttgett 3580
gtactgggte tctetggtta gaccagalcl gagoccetggga getetectgge taachkaggga BG40
acccactgct taagcectcaa taasagcttge cttgagtget tcaagtagtyg tgtgocegtce 8700
tgttgtgtga ctctggtaac tagagatcce tcagaccectt ttagtcagtg tggaaaatct 8760
ctagecagtag tagttcatgh catcttatta ttcagtattt ataacttgca aagaaatgaa 8820
tatcagagag tgagaggaac ttgtttattg cagcecttataa tggttacaaa taaagcaata 8880
gcatcacaaa tttcacaaat aaagcatttt tttcactgea ttctagttgt ggtttgteaa 8940
aactcatcaa tgtatcttat catgtctgge tctagetatc ccgeccctaa cteegeccat 9000
ccegececta actecgecca gttecgecca thatccgecec catggetgac taattttttt 8060
tatttatgca gaggccgagg ccgectegge ctetgageta ttccagaagt agtgagygagg 9120
cttttttgga ggcctaggga cgtacccaat tcgececctata gtgagtcecgta ttac 9174
<210> 2

<211> 228

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 2

atgtagtett atgeaatact cttgtagtct tgecaacatgyg taacgatgag ttageaacat 60
gccttacaag gagagaaaaa geaccgtgca lLgocgallgy tggaagtaag gtggtacgat 120
cgtgeettat taggaaggca acagacgggt ctgacatgga ttggacgaac cactgaattyg 180
ccgeattgea gagatattgt atttaagtge ctagcetcgat acataaac 228
<210> 3

<211> 98

<212> ADN

<213> Seqguéncia Artificial
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<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 3

gggtetectel ggtlagacca gatectgagec tgggagetet ctggetaact agggaaccea

cIgcttaage ctcaataaaqg cttgecttga gtgettea

<210> 4
<211> 85
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 4
agtagtgtgt gececgtetgt tgtgtgacte tggtaactag agatccetca gaccetttta

gtcagtgtgg aaaatctcta gcagt

<210> 5
<211> 1377
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 5

60

98

60

85



cgaacaggga
ttgctgaage
tgactagcgg
gaattagate
taaaacatat
tagaaacatc
gatcagaaga
ggatagagat
gtaagaccac
gacaatigga
gecacccacca
getttgtteo
ctgacggtac
agggctattyg
caggcaagaa
ggttgctctg

aaatctotygg

aattacacaa
gaacaagaat
aattggetgt
atagtttttg
ttteagacece

ggtggagaga

<210> 6
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 6

cttgaaagey
gogcacggea
aggctagaag
gegatgggaa
agtatgggea
agaaggctgt
acttagatca
aaaagacace
cgcacageaa
gaagtgaatt
aggcaaagag
ttgggttott
aggccagaca
aggogcaaca
tectggetgt
gaaaactcat

aacagatttg

gcttaataca
tattggaatt
ggtatataaa
ctgtacttc
accteccaac

gagacagaga

547
ADN

aaagggaaac
agaggcgagyg
gagagagatg
aaaalleggl
agcagggagc
agacaaatac
ttatataata
aaggaagett
ygeggoogoty
atataaatat
aagagtggtyg
gggagcagea
attattgtct
geateoltgtty
ggaaagatac
ttgcaceact
gaatcacacg
ctecettaatt
agataaatgg
attattcata
tatagtgaat
cecgagygygya

cagatocatt

158

cagaggagct
ggcggegact
ggtgcgagag
taaggcecagg
tagaacgatt
tgggacaget
cagtagcaac
tagacaagat
atcttcagac
aaagtagtaa
cagagagaaa
ggaagcackta
ggtatagtgce
caactcacag
ctaaaggatc
getgtgectt
acctggatgg
gaagaatcgc
gcaagtttgt
atgatagtag
agagttaggce
ceegacaggc

cgattagtga

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

cteuecgacge
ggtgagtacyg
cgtcagtatt
gggaaagaaa
cgcagttaat
acaaccatcc
cctectattgt
agaggaagay
ctggaggagy
aaattgaacc
aaagagcagz
tgggcgeago
agcagcagaa
tectggggeat
aacagctcect
ggaatgctag

agtgggacag

adaaccaqged
ggaattggtt
gaggettggt
agggatattce
ccgaaggaat

acggatcteg

aggactecggc
acaaaaattt
agageggggga
aaalalaaat
cctggeetgt
cttcagacag
gtgcatcaaa
caaaacaaaa
agatatoaggy
attaggagta
gggaatagga
gteaatgacg
caatttgetg
caageagete
ggggatttyg
ttggagtaat
agarattaac
agaaaagaat
taacataaca
aggtttaaga
accattateg
agaagaagaa

acggtat

60

1890
240
300
360

420

540
600
660
720

780

900
960
1020
1080

1140



tagactgtag cccaggaata
tggtageagt teatgtagee
ggcaagaaac agcatacttc
atacagacaa tggcagcaat
ggatcaagca ggaatttoge
tgaataaaga attaaagaaa
cagcagtaca aatggecagta
acagtgcagg ggaaagaata
aaaaacaaat tacaaaaatt

tttggect

<210> 7
<211> 1178
<212> ADN

tggcagctag
agtggatata
ctcttaaaat
ttcaccagta
attcectaca
attataggac
tteatccaca
gtagacataa

caaaattttc

159

attgtacaca
tagaagcaga
tagcaggaag
ctacagttaa
atcececaaag
aggtaagaga
attttaaaag
tagcaacaga

gggtttatta

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 7

gctecggtge cecgtcaghtgg
gaggggtegyg caattgaacc
atgtegtgta ctggctccge
tagtegeegt gaacgltcott

tgtgtggttc cecgegggect

gcagagegea
ggtgecctaga
cttttteceg
tttecgecaacg

ggcctettta

catcgecceac
gaaggtgygey
agggtggggy
ggtttgoege

cgggttatgg

tttagaagga
agtaattcca
atggccagta
ggoagectgt
tcaaggagta
teaggetgaa
aaaaggggayg
catacaaact

cagggacago

agtcccecgag
cggggtaaac
agaaccgtat
cagaacacag

ccetbtgeghg

aaagttatct
gcagagacag
aaaacagtac
tggtgggcgy
atagaatcta
catcttaaga
attggggggt
aaagaattac

agagatcoag

aagttqgygyg
tgggaaagty
ataagtgcag
gtaagtgeedg

cecttgaatta

60

120

180

240

3090

3690

420

480

540

547

60

180

240

300



ctteccaccty getgeagrac
agagttegag gecttgegat
cltygygegety gggecgeege
tcgataagtec tctagecact
aagatagtel Lgtaaatgeg
cgggeggege cggggccegt
cgcggecace dJagaatcgga
gcetegegec gecgtgtate
ttgcgtgage ggaaagatag
cgcggegete gggagagegg
cctecageegt cgettecatgl.
agttctegag cttttggagt
agtttcececca cactgagtgg
tetecllgga atttgecctt

tggttcaaag tttttttctt

<210> 8
<211> 1459
<212> ADN

gtgattcttg
taaggagcec
gtgcygaatet
taaaattttt
ggceaagate
gcgtocecage
cgggggtagt
geecegeeet
ccgcttecceg
gcgggtgagt
gaciocactg
acgtegtett
gtggagactg
tttgagttty

ccatttecagg

160

atccegaget
cttegecteg
ggtggcacct
gatgacctge
tycacactagyg
gcacatgttce
cteazagetgg
gggcggcaag
gececctgetge
cacecacaca
agtaccggge
taggttgggg
aagttaggce
gatettggtt

tgtcgtga

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 8

atggccttac cagtgaccge
ccggacatec agatgacaca
accatcagtt groagggcaag
ccagatggaa ctgttaaact
tcaaggttca gtggeagtyy
caagaagata ttgccactta
ggggggacca agctggagat
ggeggatete aggtgaaact
ctgtecygteca catgcactgt

cgcecageete cacgaaaggg

cttgcleutly
gactacatee
tcaggacatt
cctgatcetac
glclggaaca
cttttgecaa
cacaggtggce
gcaggagica
ctcaggggtce

tctggagtgg

cegetggecet
tecectgtety
aqtaaatatt
catacatcaa
gattattecte
cagggtaata
ggtggctcegg
ggacelggec
tcattacccyg

ctgggagtaa

tegggttgga
tgettgagtt
togegeetgt
Tgegacgatt
tattteggtt
ggcgaggegyg
ccggectget
getggeeegy
agggagctca
aaggaaaagy
gangtocagg
ggaggggttt
agcttggcac

cattctcaay

zgectgeteeca
cetetetggg
tazattggta
gattacacte
teaccaltag
cgetteegta
gcggtggtey
tggtggcgee
actatggtgt

tatggggtag

agtyggtggg
gaggectygge
ctegetgett
tttttctgge
Lilugggeeg
ggcctgegag
atggtgeetg
tcggcaccag
aaatggagga
gectttecgt
cacctegatt
tatgegatgg
ttgatgtaat

colcagacag

cgoegeecagg
agacagagtc
tcagcagaaa
aggagtecca
caacctggag
cacgttogga
gtegggtgge
cteacagage
aagctggatt

tgaaaccaca

360

480
540
600
660

720

840
900
969
1020
1080
1140

1178

60
120
180
240

300

480
540

600



tactataattc
gttttattaa
cattattact
gtetoctcaa
cageceelbgt
agggggcetyy
gtecttetcee
tatatattea
agctgeecgat
agecgeagacy
dggacgaagag
ggaaagccga
alggeggagg
gatggecettt

caggecectyge

<210> 9

cagcencteaa
aaatgaacag
acggtggtay
ccacgacgcc
cectgegece
acttegcctg
tgtcactggt
aacaaccatt

ttecagaaga

ceceeegegta
aggagtacga

gaaggaagaa

cctacagtga

accagggtct

ccecteget

<211> 591

<212> ADN

atccagactyg
tctacaaact
ctatgctatg
agcgeogega
agaggcgtge
tgatatctac
tatcaccctt
tatgagacca
agaagaagga
caagcaggge
Lgllttggac
ccctecaggaa
gattgygygalyg

cagtacagcce

161

accatcatca
galgacacag
gactactgygyg
ccaccaacac
cggceageqgyg
atctgggcgc
tactgcaaac
gtacaaacta
ggatgtgaac
cagaaccagc
aagagacgtg
ggcctgtaca
aaaggcgagce

accaaggaca

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 9
atcaacctet
cttttacget
tggetttecat
ggecegttgt
gttggggeat
ttgecacgygce
tgggcactga
cectgtgttge
atccagegga

gcottegees

ggattacaaa
atgtggatac
ttictectec
caggcaacqgt
tgcecaccacce
ggaactcata
caattcegtyg
cacctggatt
ccttectteo

tcagacgagt

atttgtgaaa
gctgctttaa
ttgtataaat
ggegtggtot
tgtcagetee
gcagoctgee
gtgttgtegy
ctyegeggga
cgecggecetge

cggatctcce

gattgactgo
tgeatttgra
cctggttget
geactgtogtt
tttccgggac
ttgceecgetyg
ggaagctgac
cgtcettetyg
tgceggetet

tttgggecege

aggacaactc
ccatttacta
gccaaggaac
cggcygeecac
cggggggege
cocttggeegy
ggggcagaaa
ctcaagagga
tgagagtgaa
tctataacga
guugggacce
atgaactgca
gcocggagyyy

cctacgacge

tattcttaac
tecatqgcetatt
gtctetttat
tgctgacgea
tttegoltte
ctggacaggg
gtcetttecs
ctacgleect
gcggcctett

ctceecgect

caagagccaa
atgtgeccaaa
ctecagteace
catcgegteg
aglycacacg
gacttgtgygg
gaaacteely
agatggctgt
gttcagaeadg
getcaatcta
tgagatgggg
gaaagataag
caaggggeac

ccttecacatg

tatgttgete
getteongta
gaggagttgt
accececactyg
cccecteceta
gecteggetgt
tggctgeteg
teggecctea
ccgegtette

g

660

729

840

900

960

1020

108D

1140

2200

i2e0

1320

1380

1440

1459

60

120

180

240

300

360

420

540

591



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

<220>
<223>

<400>

162

10
98
ADN

Sequéncia Artificial

Chemically Synthezied

10

gggtetetet ggttagacca gatctgagee tgggagetet ctygetaact agggaaccca

ctgettaage ctcaataaag cttgccttga gtgcttca

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

<220>
<223>

<400>

11
84
ADN

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

11

agtagtgtygt gecegtctgt tgtgtgactce tggtaactag agatccctca gaccctttta

gtcagtgtyy aaaatctcota gcag

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

<220>
<223>

<400>

12
486
PRT

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

12

60

98

&0

84



Met

His

Ser

Asp

Ser

Ala

hla

Ala

Ile

Lys

Arqg

Asn

Thr

Leu

Ala

Ser

35

Leu

Phe

Leu

Leu
115

Pro

AXyg

20

Leu

Lys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Val

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Gln

Ty

Thr

Asp

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Ala

Ile

Arg

Asn

His

Gly

Asp

Leu

Gin

Val

40

Trp

Thr

Ile

Gly
120

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Leu

10

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

%0

Thr

Gly

163

Pro

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

Thx

Leu

Thr

Cys

Lys

60

Eis

Tyr

Phe

Lys

Ala

Thr

Rrg

Pro

Ser

Cys

Leu
125

Leu

Ser

30

Rla

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Leu

13

Ser

Ser

Gly

Val

Thr

95

Gln

Ile

Leu

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

Gly

Thr



Gly

Val

145

Leu

Val

Val

Arg

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

305

Val

Lys

Thr

Glu

Pro

385

Gly

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Tle

Lezu

210

Tyr

Ser

Fro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

370

Ala

Arg

Glu

Asn

Met
450

Gly

Ala

Gly

Leu

Val

Trp

Trp

195

Thr

Tyr

Val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

355

Gly

Tyr

Arg

Met

Glu
435

Lys

Leu

Leu

Gly

Gln

Thx

Ile

180

Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

260

Froc

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Glu

Cys

Lys

Giu

Gly

420

Treu

Gly

Pro

Ser

Glu

Cya

155

Arg

Ser

Ile

Gln

Gly

245

Val

Thr

Ala

Ile

Ser

325

Tyr

Glu

Glu

Gln

Glu

405

Gly

Gin

Glu

Thr

Pro
485

Gly

Ser

150

Thr

Gin

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Sex

Ile

Ala

Tyr

310

hen

Ile

Asp

Leu

Gly

390

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala
470

Arg

Gly

135

Gly

Val

Pro

Th1

Asp

215

Asp

sSern

Ser

Ala

Gly

295

Ile

Val

Phe

Gly

Arg

375

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg
455

Thr

Gly

Pro

Ser

Pro

Thi

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Sexr

2890

Gly

Trp

Ilc

Twys

Cys

360

Val

Asn

Val

Arg

Lys
440

Brg

Lys

Gly

Gly

Arg

185

Tyx

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Gln

345

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg

425

Met

Gly

Asp

Leu
vVal
170

Lys

Tyr

Lys S

Ala

Met

250

Thy

Pro

Val

Iro

Leu

330

Pro

Cys

Phe 8

Leu

Asp
410

Lys

Ala

Lys

164

Gly
Val
155

Ser

Gly

Asn 3

Ile

235

ASp

Pro

Leu

His

Lcu
315

Pyr

Fhe

Arg

Tyxr
395
Lys
Asn

Glu

Gly

Gly
140
Ala

Leu

Leu

Gln
220
Tyr

Tyr

Ala

Thr

300

Ala

cys

Met

Phe

Arg
380

Asn

Arg

Pxo

Ala

His
460

Asp

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

Val

Tyr

Trp

Prc

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Aryg

Pro

365

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr
445

Asp

Ala

Gly

Ser

Asp

Trp

190

Leu

Phe

Cys

Gly

Arg P

270

Arg

Gly

Thr

ArXc

Pro

350

Glu

Ala

Leu

Glu
430

Ser

Gly

Leu

Sar

Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Leu

Gly

335

Val

Glu

Asp

Asn

Arg

415

Gly

Glu

Leu

His

Glu
Ser
160
Gly
Gly
Ser
Lys
Lys
240
Gly

Pro

Glu

Gly
320
Arg
Gln
Glu
Ala
Leu
100
Leu
Ile

Tyr

Met
480



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

<220>
<223>

<400>

165

13
63
ADN

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

13

atggccttac cagtgaccge ctlgctectg cegelggect tgetgotcoca cgcegeragg

cey

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

<220>
<223>

<400>

14
726
ADN

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

14

gacatceaga tgacacagac tacatcctce ctgtctgect ctcetgggaga

atcagttgca gggcaagtca ggacattagt aaatatttaa attggtatca

gatggaacty ttaaactcet gatctaccat acatcaagat tacachecagg

agogttcagte gumagtgggte tggaacagat tattctcteca ccattageas

gaagatattyg ccacttactt ttgccaacag ggtaatacge ttcegtacac

gygaccaage tggagatcac aggtggeggt ggetcegggeg gtggtgggte

ggatctgagy tgaaactgea ggagteagga cctggeatgg tggegeecta

tcegteacat gcactgtete aggggtetca ttacecgact atgguigtaag

cagcotocac gaaagggtcel ggagtggetyg ggagtaatat ggggtagtga

tataattcag ctctcaaatc cagactgacc atcatcaagg acaactccaa

ttcttaaaaa —gaacagict gcaaactgat gacacagcca Lttactactg

tattactacg gtggtagcta tgctatggac tactggggcee aaggaaccte

tcetea

cagagtcacc
gcagaaaccea
agtcccatceca
cetggageaa
gttcggagyy
gggtggcgge
acagagcctqg
ctggattege
aaccacatac
gagccaagtt
tgccaaacat

agtcaccgte

50

63

300
360

420



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

<220>
<223>

<400>

166

15
135
ADN

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

15

accacgacye cagegecgeg accaccaaca ceggegecea ceategegte goageccetg

seoctgegee cagaggegty coggecagey goggggggeg cagtgeacac gagggyycty

gacttcgect gtgat

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

<220>
<223>

<400>

16
12
ADN

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

16

atctacatot gggcgecctt ggoogggact tgtgyggtec ttctectgte actggttatc

acoctttact go

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

<220>
<223>

17
126
ADN

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

60

120

135

60

e



167

<400> 17
aaacggaqea gaaagaaacht aotqtatata ttcaaacaac catttatgag acecagtacaz 60
aclactecaag aggaaygalygg ctgtagetge cgatttccag aagaagaaga aggaggatgt 120

gaactg 126

<210> 18
<211> 336
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 18

agaglgaagt tcageagyag cgcagacgee ceogegtaca agoagggceca gaaccagete 60
tataacgagc tcaatctagg acgaagagag gagtacgatg ttttggacaa gagacgtgge 120
cgygaccctg agatgguyygg aaagecgaga aggaagaace ctcaggaagg cotgtacaat 180
gaactgcaga aagataagat ggeggaggec tacagtgaga ttgggatgaa aggegagcege 240
cggaggggca aggggcacga tggectttac cagggtctca gfacagccac caaggacace 300
Tacgacgcce ttcacatgca ggcecetgcce cctege 336
<210> 19

<211> 21

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 19
Met Ala Lsu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Prc Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15

His hla Ala Arg Pro
20



<210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp
Asp
Leu

Tyr

Glu
Thr
Gly
Ser

Thr
145

Gin
Glu
Ly=
Thr
Gly

225

Ser

[le

Arg

Asn

hsp

Ehe

Cly

Val

Pro

Thr

Asp

Asp

219

Ser

Ser

20
242
PRT

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

20

Gln Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Thr Ser

Ser Gly

Ile Ala

Gly Gly
100

Gly Gly
115

Pro Gly

Ser Gly

Pro Arg
Thr Tyr
180

Asn Ser
198

Asp Thr

Tyr Ala

<210> 21
<211> 47

‘"hr

Tle

Gin

Arg

Thr

Thr

89

Gly

Ser

Leu

Val &

Lys

165

Tyr

Lys

Ala

Met

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gly

Ser

Ile

Asp
230

Thi

Cys

Lys

His

55

Tyr

Phe

Lys

Gly

nla

i35

Leu

Leu

Ser

Gln

Tyr

215

Tyr

Thr

Arg

Pro

10

Ser

Ser

Cys

Leu

Cly

120

Pro

Fro

Glu
Rla
Val
200

Tyr

Trp

Ser
Ala
25

Asp
Gly
Leu
Gln
Glu
105
Gly

Scr

Asp

Trp
Lau
185
Fhe

Cys

Gly

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

20

Ile

Ser

Gln

Ty

Leu

170

Lys

Leu

Rla

Gln

168

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Thr

Glu

Ser

Gly
155

Gly

Ser

Lys

Lys

Gly
235

Ser

Asp

Val

Ser

60

Asn

Gly

Val

Leu

149

Val

Val

Arg

Met

His

220

Thr

Ala

ile

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Gly

Lys

125

Ser

Ser

Ile

Leu

Asn

205

Tyr

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Cly

10

Leu

Val

Trp

Trp

Thr

190

Ser

Tyr

Val

Leu Gly
15

Lys Tyr
Leu Ile
Ser Gly
Glu Gln
Pro Tvr
95

Gly Ser
Gln Glu

Thr Cys

Ile Arg
160

Gly Ser
175

Tle Ile
Leuw Gln

Tyr Gly

Thr Val
240



169

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 21

Thr Thr Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Prc Thr Ile Ala
1 5 10 15

Ser Gln Pro Leu Ser Leu Arg Pro Giu Ala Cys Arg Pro Ala Ala CGly
20 25 30

Gly Ala Val [lis Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyr
35 40 45

<210> 22
<211> 22
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente

<400> 22

Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu
1 5 10 15

Val Ile Thr Leu Tyr Cys
29

<210> 23
<211> 42
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sintetizada Quimicamente



<400>

Lys Arg
1

Arg Pro

Pro Glu

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

<220>
<223>

<400>

hrg Val
Gln Asn
Msp Val
Pro Arg
50
Asp Lys

Arg Arg

Thr Lys

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

<220>
<223>

23

Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr
5

VYal Gln Thr Thr Gin Glu Glu

20

25

Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu

35

24
112
PRT

40

170

Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met

10

15

Bsp Gly Cys Ser Cys Arg Phe

Leu

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

24

Lys Phe Ser

Gln Leu Tyr

Leu Asp Lys
35

Arg Lys Asn

Met Ala Glu

Gly Lys Gly
85

Bsp Thr Tyr
ioQ

25
22
ADN

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

70

Ris

Asp

Ser

Glu

Arg

Gln

58

Tyr

Asp

Ala

Ala

Leu

Ser

Gly

Ieu

Asn

Arg

Gly

Gla

Leu

His
105

Ala
10

Leu
Asp
Leu
Ile
Tyr
90

Met

Sequéncia Artificial

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

75

Gln

Gln

Sintetizada Quimicamente

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

Gly

Ala

T'yr

Arg

Met

45

Glu

Lys

Leu

Leu

30

Lys

Glu

Gly

Leu

Gly ¢

Ser

Pro
110

Gln
15

Gla

Gly

Gln

Thr
25

Pro

Gly

Tyr

Lys

Lys

MArg

Ala

Arg



<400>

171

25

Fe Xy

gasagelgac geeectall ig 23

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

<220>
<223>

<900>

gagaggangt guigageaca at 2

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

<220>
<223>

<400>

26
22
ADN

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

26

%)

27
15
ADN

Sequéncia Artificial

Sintetizada Quimicamente

27

cleoonagis ot 5



REIVINDICACOES

Célula T geneticamente modificada para expressar um
CAR, em que o CAR compreende (a) um dominio de ligacéo
de antigénio que é um scFv anti-CD19 compreendendo a
sequéncia de aminoidcidos de SEQ ID N°: 20, (b) uma
regido de sinalizacdo 4-1BB co-estimuladora, e (c) um
dominio de sinalizacdo zeta CD3 compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 24, para
utilizacdo num método para tratamento do cancro num
ser humano, em que é obtida uma remissdo do cancro, e
em que o ser humano ¢é resistente a pelo menos um

agente quimioterapéutico.

Célula T para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo
1, em gque o cancro compreende um tumor ndo-sélido, tal

como um tumor hematoldgico.

Célula T para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo

2, em que o cancro é leucemia ou linfoma.

Célula T para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo
3, em gque a leucemia é:
(i) uma leucemia aguda ou leucemia crdénica; ou

(ii) leucemia linfocitica aguda.

Célula T para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo
1, em gque o cancro é:

(1) leucemia linfocitica aguda pré-B (indicacéo
pedidtrica), leucemia linfocitica aguda do adulto,
linfoma de células do manto ou linfoma difuso de

grandes células B;



(ii) linfoma ndo-Hodgkin;
(iii) mieloma méltiplo; ou

(iv) doenca de Hodgkin.

Célula T para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo

1, em que o cancro ¢ leucemia linfocitica crénica.

Célula T geneticamente manipulada para expressar um
CAR, em que o CAR compreende (a) um dominio de ligacé&o
de antigénio que é um scFv anti-CD19 compreendendo a
sequéncia de aminoidcidos de SEQ ID N°: 20, (b) uma
regido de sinalizacdo 4-1BB co-estimuladora, e (c) um
dominio de sinalizacdo =zeta CD3 compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 24, para
utilizacdo num método para tratamento do cancro que
compreende a administracdo da referida célula T a um
ser humano diagnosticado com cancro, em que o referido
método gera uma populacdo de células T geneticamente
manipuladas que persistem no ser humano durante pelo
menos oito meses, nove meses, dez meses, oOnze meses,
doze meses, dois anos ou trés anos apds a
administracdo, e em que o ser humano é resistente a

pelo menos um agente quimioterapéutico.

Célula T para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo
7, em que a populacdo persistente de células T
geneticamente manipuladas compreende pelo menos uma
célula selecionada do grupo gque consiste numa célula T
que foi administrada ao ser humano, uma progenia de
uma célula T que foi administrada ao ser humano e uma

sua combinacéo.



9.

10.

11.

12.

Célula T para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo
7, em que a populacdo persistente de células T
geneticamente manipuladas compreende uma célula T de

memdéria.

Célula T geneticamente manipulada para expressar um
CAR, em gque o CAR compreende (a) um dominio de ligacé&o
de antigénio que é um scFv anti-CD19 compreendendo a
sequéncia de aminoidcidos de SEQ ID N°: 20, (b) uma
regido de sinalizacdo 4-1BB co-estimuladora, e (c) um
dominio de sinalizacdo =zeta CD3 compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 24, para
utilizacdo num método para tratamento do cancro que
compreende a administracdo da referida célula T a um
ser humano diagnosticado com cancro, em que o referido
método expande uma populacéao de células T
geneticamente manipuladas no ser humano, e em que a
célula T geneticamente manipulada administrada produz
uma populacdo de células T de progenia no ser humano,
e em que o0 ser humano é resistente a pelo menos um

agente quimioterapéutico.

Célula T para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo
10, em que as células T de progenia no ser humano

compreendem uma célula T de memdria.

Célula T para utilizacdo de acordo com a reivindicacéo
10, em que a populacdo de células T de progenia
persiste no ser humano durante pelo menos trés meses,
quatro meses, cinco meses, seis meses, sete meses,
oito meses, nove meses, dez meses, onze meses, doze

meses, dois anos ou trés anos apds a administracédo.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

Célula T para utilizacdo de acordo com gqualguer uma
das reivindicacgdes 7-12, em qgue o cancro € como
definido em qualguer uma das reivindicagdes 2-5 ou em

que o cancro é leucemia linfocitica crénica.

Célula T para utilizacdo de acordo com gqualquer uma
das reivindicac¢des 6, 7 ou 10, em gque o ser humano tem
leucemia linfocitica crdénica que ¢é leucemia CD19+

refratédria e linfoma.

Célula T para utilizacdo de acordo com gqualguer uma
das reivindicacdes 1-14, em que a célula T é uma

célula autbdloga ou alogénica.

Célula T para utilizacdo de acordo com gqualguer uma
das reivindicacgdes 1-15, em que a referida célula é
administrada apds terapia ablativa da célula B, tal
como com agentes que reagem com CD20, por exemplo,

Rituxan.

Célula T para utilizacdo de acordo com qualguer uma
das reivindicacgdes 1-16, em que a referida célula é
administrada numa composicdo farmacéutica numa dosagem
de 10° a 10° células/kg de peso corporal ou 10° a 10°

células/kg de peso corporal.

Célula T para utilizacdo de acordo com qualguer uma
das reivindicacgdes 1-17 em que:

(i) a regido de sinalizacdo 4-1BB co-estimuladora
compreende a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID N°: 23;

(ii) o CAR compreende a sequéncia de aminoacidos

apresentada em SEQ ID N°: 12;



(iii) o) sckv anti-CD19 é codificado pela
SEQ ID N°: 14;

(iv) a regido de sinalizacdo 4-1BB ¢é codificada por
SEQ ID N°: 17 e o dominio de sinalizacdo zeta CD3 ¢
codificado por SEQ ID N°: 18;

(v) o scFv anti-CD19 é codificado por SEQ ID N°: 14, a
regiéo de sinalizacédo 4-1BB é codificada por
SEQ ID N°: 17 e o dominio de sinalizacdo zeta CD3 ¢
codificado por SEQ ID N°: 18; ou

(vi) o CAR ¢é codificado pela sequéncia de acidos

nucleicos apresentada em SEQ ID N°:8.
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